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Linh vwe k§ thuat dugc dé cap

Sang ché d& cap dén phuong phap san xuét thé két tu protein tai t6 hop khong
hoa tan bang phuong phép tach cac thé khong hoa tan ctia protein tai t hop ra khoi té
bao tai t6 hop biéu hién protein tai td hop khong hoa tan, va thé két tu protein tai to

hop khong hoa tan thu dugc bang phuong phép nay.

Tinh trang k§ thuit ctia sing ché

Viéc san xut protein dich & quy mo cdng nghiép da dugc thuc hién bang cach
str dung té bao chu tai to hop di truyén. Nhiéu phuong phap dé phén lap va tinh ché
protein tai tb hop dugc san xudt boi té bao tai t6 hop di duogc béo cdo.

Trong truong hop protein tai t6 hop & dang thé khong hoa tan dugc san xudt
theo kiéu két chat ¢ dang cac hat khong hoa tan trong té bao tai td hop, co thé phan
14p cac hat khong hoa tan nay véi nang sudt twong ddi cao va do tinh khiét cao bang
cach ly tAm huyén phil c¢6 chira thanh phén nhu protein c6 ngudn gde tir té bao chl. Vi
du, phuong phap phén 1ap protein dich tir cac té bao tai td hop khong hoa tan duoc
hoa tan bang hydroxit kim loai nhu natri hydroxit (tai liéu séng ché 1), va cac phuwong
phép tuong tu da dugc béo cdo.

Mit khac, vi du, cdc phuong phép tinh ché sau day di dugc bao cdo trong
truong hop khé tach protein tai t6 hop bang cach ly tAm ngay ca trong trudng hop
protein ti to hop & trang thai hoa tan hodc thé khong hoa tan trong céc té bao tai to
hop, khong gidng nhu cdc hat khong hoa tan két chat. Tuc 13, vi du, phuong phap
trong d6 protein co ngudn gde tir té bao chi dugc thily phan bang axit hitu co nhur axit
formic hodc axit propionic, cac thé khong hoa tan co ngudn gbe tir té bao chu dugc
loai bd bang cach ly tAm hodc cac cach tuong tw, va sau do protein tai td hop dich
duoc thu hdi & trang théi khong bi bién tinh va duoc tinh ché bang ky thuat nhu séc
ky (tai liéu sang ché 2) da duogc bao cdo. Trong bdo cdo nay, protein dich van O trang

thai khong bi bién tinh ngay ca trong truong hop axit hitu co duoc bd sung vao va
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khong két tu.

Khong phai protein tai t4 hop dich nhét thiét phai duoc san xuit dudi dang hat
khong hoa tan trong té bio tai té hop. Biét ring trang thdi hinh thanh céc hat khong
hoa tan thay ddi rat nhiéu tily thudc vao ban chat cua chinh protein tai t6 hgp dich
hodc céc thong sd khac nhau ciia quy trinh nudi ciy nhu thanh phan méi trudng tai
thoi diém san xuét, nhiét do nudi céy va tdc do san xuét. Do do, céac nghién ctu
huéng dén viée bién ddi protein ti t6 hop hoic phat trién phuong phéap san xut hiéu
qué dé tao ra cac hat 16n khong hoa tan ma c6 thé dugc ly tAm cang dé cang tot.

Mat khac, trong trueong hop c6 phuong phap c6 kha ning tich mot cach dé
dang cac thé khong hoa tan hodc cac hat khong hoa tan min vbn kho hoic rat ton thoi
gian dé ly tdm, béng cach ly tdm, loc hodc cac cach tuong tu, thi n6 rat hiru ich vé mat
cong nghiép, nhung phuong phép nhu vy chua dugc biét dén.

Tai lidu vién dén
Tai liéu séng ché

Tai liéu sang ché 1: Cong bd sang ché Nhat chua dugce thim dinh sd
2013-523665

Tai liéu sang ché 2: Cong bd sang ché Nhat chua dugce thim dinh s

2004-503204

Ban chét ki thuat ciia sing ché

Van dé ky thudt

Muc dich cta sang ché 14 d& xuét phuong phép tach mot cach hiéu qua cac thé
khong hoa tan cia protein tai to hop ra khoi t€ bao tai t6 hop biéu hién protein tai to
hop dich & dang cac thé khong hoa tan trong té bao va phuong phép san xut thé két
tu protein tai t6 hop bang phuong phap tach nay.

Gidi quyét van dé

La két qua ctia cac nghién clru siu rong vé phuong phap c6 kha ning tach dé
dang cac thé khong hoa tan hodc céc hat khong hoa tan min cla protein tai t6 hop von

kho hodc rét tén thoi gian dé ly tm, cAc téc gia sdng ché da phat hién ra ring protein
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t4i t§ hop c6 thé duge tach ra mot cach d& dang bing cach két tu hidu qua cac thé
khong hoa tan hodc cac hat khong hoa tan @ 1am cho to 1én. Sang ché da dugce hoan
thanh dua trén nhitng phat hién nay.

Cu thé, sang ché d& cap dén, vi du, mdi trong céc d6i tuong sau day.

[1] Phuong phap san xuét thé két tu protein tai to hop bing céch tach céc thé
khong hoa tan clia protein tai t& hop & dang thé két tu ra khoi té bao tai td hop bicu
hién protein tai to hop & dang céc thé khong hoa tan trong té bao, bao gdbm phé v& té
bao tai td hop, két tu cac thé khong hoa tan cta protein tai td hop, va tach thé két tu
thu dugc.

[2] Phuong phép san xudt thé két tu protein tai t6 hop theo muc [1], con bao
gbm viéc tach thé két tu protein tai t6 hop bang luc ly tdm 1a 10.000 x g hodc nhd
hon.

[3] Phuong phap san xuét thé két tu protein tai t5 hop theo muc [1] hodc [2],
con bao gdm viée tach thé két tu protein tai to hop bang cach st dung mdy ly tdm
duoc chon tir nhém bao gdm may ly tim loai tAm tach, may ly tAm loai gi6 va may ly
tAm loai binh ling.

[4] Phuong phép san xudt thé két tu protein tai to hop theo muyc [1], con bao
gdm viéc tach thé két tu protein t4i t6 hop bang cach loc hodc lang tu nhién.

[5] Phuong phép san xudt thé két tu protein tai td hop theo muc bét ky trong sb
céc muc tir [1] dén [4], trong d6 su két tu ctia cac thé khong hoa tan cla protein tai tb
hgp dugc thuc hién bang céach bd sung mot hoic nhiéu chét dugc chon tir nhém bao
gdm mudi kim loai, axit va chét két bong anion.

[6] Phuong phap san xuét thé két tu protein téi td hop, bao gdm cac budc (A)
dén (C) sau day:

budce (A) pha v t& bao téi tb hop bidu hién protein téi to hop dich ¢ dang céac
thé khong hoa tan trong té bao dé thu dugc huyén phi bi pha v& c6 chta cac thé
khong hoa tan ctia protein tai td hop;

budc (B) bd sung mat hodc nhiu chét dugc chon tir nhém bao gém mudi kim

loai, axit va chét két bong anion vao huyén phu bi pha v thu dugc trong budc (A), va
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két tu cac thé khong hoa tan cla protein téi td hop dé thu dugc thé két tu protein tai to
hop; va

bude (C) tach thé két tu thu dugc trong bude (B) ra khéi huyén phu.

[7] Phuong phép sdn xuét thé két tu protein tdi t6 hop theo muc [6], con bao
gdm viéc gia nhiét trong budce (B).

[8] Phuong phép san xudt thé két tu protein tai td hop theo muc [7], con bao
gbm viéc khudy trong budc (B).

[9] Phuong phap san xudt thé két tu protein tai to hop theo muc bét ky trong s6
cac muc tur [5] dén [8], trong d6 mudi kim loai 12 mubi kim loai dugc chon tir nhom
bao gdm mubi kim loai kiém thd va mudi kim loai thd.

[10] Phuong phép sén xuét thé két tu protein tai td hop theo muc [9], trong do6
mudi kim loai 12 mudi kim loai dugc chon tir nhém bao gém halogenua kim loai kiém
thd, nitrat kim loai kiém thd, sulfat kim loai kiém thd, halogenua kim loai thd, nitrat
kim loai thd, va sulfat kim loai th.

[11] Phuong phép san xuét thé két tu protein tai t6 hop theo muc bét ky trong
s& cac muc tir [5] dén [10], trong d6 axit 12 axit oxo.

[12] Phuong phap san xudt thé két tu protein tai t6 hop theo muc [11], trong do6
axit oxo 1a axit oxo dugc chon tir nhom bao gém axit axetic, axit sulfuric, va axit
xitric.

[13] Phuong phap san xudt thé két tu protein tai td hop theo muc bét ky trong
s& cac muc tir [5] dén [12], trong d6 chit két bong anion 1a chét két bong anion dugc
chon tor nhém bao gdm polyacrylat, polyacrylamit anion, va copolyme
acrylamit-acrylat.

[14] Phuong phép san xudt thé két tu protein tai td hop theo muc bét ky trong
s6 cac muc tir [1] dén [13], trong d6 viéc phé v& té bao tai to hop 1a pha v bang co
hoc.

[15] Phuong phap san xuét thé két tu protein tai t6 hop theo muc bét ky trong
s6 cac muc [1] va [6] dén [14], trong d6 viéc tach thé két tu protein tai td hop duge

thuc hién béng cach loc.
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[16] Phuong phap san xudt thé két ty protein tai t6 hop theo muc bét ky trong
s6 céc muc tir [1] dén [15], trong do té bao tai td hop 1a té bao tai to hop duoc bién
nap béng vat chi dugc chon tir nhom bao gém vi khuén, ndm men, niAm soi, té bao
cOn trung, té bao thuc vat, va té bao dong vat.

[17] Phuong phdp san xudt thé két tu protein téi td hop theo muc bét ky trong
sé cac muc tir [1] dén [16], trong d6 protein téi td hop 1 protein cu truc.

[18] Phuong phap san xuét thé két tu protein téi t6 hop theo muc [17], trong d6
protein ciu tric 1a protein 6 ngudn gbc tir protein duge chon tir nhom bao gdm
keratin, collagen, elastin, resilin, to tdm, va to nhén.

[19] Phuong phép san xut thé két tu protein tai t6 hop theo muc bat ky trong
sb cac muc tir [1] dén [18], trong d6 thé két tu protein tai t6 hop thu dugc c6 ¢ hat 1a
4 pum hodc 16n hon va 50 pm hodc nhé hon nhu duge xéc dinh bang phwong phép
ving cam bién dién.

[20] Thé két tu protein tai t6 hop thu duoc bing phuong phap san xuét thé két
tu protein tai td hop theo muc bét k¥ trong sb cac muc tir [1] dén [18], c6 c& hat 1a 4

um hodc 16n hon va 50 pm hodc nho hon nhu duge xac dinh bang phuwong phéap ving
cam bién dién.

[21] Phuong phép tach cac thé khong hoa tan cla protein tai td hop ra khoi té
bao tai td hop biéu hién protein tai td hop & dang thé khong hoa tan trong té bao, bao
gbm budc phd v té bao tai tb hop, két tu céc thé khong hoa tan ctia protein tai t6 hop,
va tach thé két tu thu duoc.

[22] Phuong phéap tach protein tai t6 hop theo muc [21], con bao gdm viéc tach
thé két tu protein tai t& hop bang luc ly tam 1a 10.000 x g hogc nhé hon.

[23] Phuong phap tach protein tai td hop theo muc [21] hodc [22], con bao
gbm viéce tach thé két tu protein tai t6 hop bang céch st dung may ly tdm dwgc chon
tr nhom bao gdm may ly tim loai tAm tach, mdy ly tAm loai gié va mdy ly tdm loai
binh lang.

[24] Phuong phap tach protein téi t& hop theo muc [21], con bao gom viéc tach

thé két tu protein tai td hop bing cach loc hodc lang tw nhién.
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[25] Phuong phép tach protein tai t6 hop theo muc bat ky trong sd cac muc tir
[21] dén [24], trong d6 su két tu cta cac thé khong hoa tan cua protein tai t6 hop duge
thuc hién bang cach bd sung mot hodc nhidu chat dugc chon tir nhém bao gbém mudi
kim loai, axit va chit két bong anion.

[26] Phuong phép tach protein tai td hop, bao gdm cac budc tir (A) dén (C) sau
day:

budc (A) pha v té bao tai td hop biéu hién protein téi to hop dich & dang cac
thé khong hoa tan trong té bao dé thu dugc huyén phu bi phd vo c6 chua cac thé
khong hoa tan ctia protein téi t6 hop;

budc (B) bd sung mot hodc nhiéu chét dugc chon tir nhém bao gém mubi kim
loai, axit va chit két bong anion vao huyén phti bi phd v thu dugc trong budc (A), va
két tu cac thé khong hoa tan cua protein tai td hop dé thu dugc thé két tu protein tai t6
hop; va

budce (C) tach thé két tu thu dugc trong bude (B) ra khoi huyén ph.

[27] Phuong phép tach protein tai t6 hop theo muc [26], con bao gbm viéc gia
nhiét trong buédce (B).

[28] Phuong phép tach protein tai td hop theo muc [27], con bao gdm viéc
khudy trong budc (B).

[29] Phuong phép tach protein téi td hop theo muc bét ky trong sb cac muc tir
[25] dén [28], trong do6 mubi kim loai 1a mudi kim loai duoc chon tir nhom bao gém
mudi kim loai kiém thd va mudi kim loai thd.

[30] Phuong phap tach protein tai tb hop theo muc [29], trong d6 mudi kim
loai la mudi kim loai duoc chon tir nhém bao gém halogenua kim loai kiém thd, nitrat
kim loai kidm thd, sulfat kim loai kiém thé, halogenua kim loai tho, nitrat kim loai
thd, va sulfat kim loai tho.

[31] Phuong phép tach protein tai td hop theo muc bét ky trong s6 cac muc tir
[25] dén [30], trong d6 axit 1& axit oxo.

[32] Phuong phép tach protein téi td hop theo muc [31], trong dé axit oxo la

axit oxo dugc chon tir nhém bao gom axit axetic, axit sulfuric, va axit xitric.
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[33] Phuong phap tach protein tai t6 hop theo muc bét ky trong sb cac muc tir
[25] dén [32], trong d6 chét két bong anion 13 chét két bong anion duoc chon tir nhém
bao gém polyacrylat, polyacrylamit anion, va copolyme acrylamit-acrylat.

[34] Phuong phap tach protein tai td hop theo muc bét k¥ trong sb cac muc tir
[21] dén [33], trong d6 viée pha v té bao tai td hop 1a phd v& bang co hoc.

[35] Phuong phap tach protein tai t6 hop theo muc bat ky trong sd cac muc
[21] va [26] dén [34], trong d6 viée tach thé két tu protein tai t6 hop dugc thuc hién
bang cach loc.

[36] Phuong phép tach protein tai t6 hop theo muc bét k¥ trong sb cac muc tir
[21] dén [35], trong d6 té bao tai td hop 14 t€ bao tai td hop duoc bién nap bang vat
chu dugc chon tir nhém bao g@)m vi khuén, nAm men, nim soi, té bao con trung, té
bao thuc vat, va té bao dong vat.

[37] Phuong phép tach protein tai t6 hop theo muc bét ky trong s6 cac muc tir
[21] dén [36], trong d6 protein tai td hop 1a protein cu trac.

[38] Phuong phap tach protein tai t6 hop theo muc [37], trong d6 protein céu
trac 1a protein ¢6 ngudn gdc tir protein duge chon tir nhém bao gbm keratin, colagen,
elastin, resilin, to tdm, va to nhén.

[39] Phuong phép san xuét thé két tu protein tai t6 hop bang cach st dung
phuong phap tach theo muc bét ky trong sb cac muc tir [1] dén [38], trong d6 thé két
tu protein ti t6 hop thu duge bang phuong phép tich nay c6 ¢& hat 1a 4 pm hodc 16n
hon va 50 um ho#c nhé hon nhu duge x4c dinh bing phuong phap ving cam bién
dién.

Hiéu qud ctia sdng ché

Theo phuong phép san xuat thé két tu protein tai td hop clia sang ché, vi céac
thé khong hoa tan ¢ thé duoc két tu va duge lam cho to 1én, nén thé két tu protein téi
t6 hop c6 thé duge tao ra bang cach tach mot cach hiéu qua cac thé khéng hoa tan cia
protein tai t6 hop ra khoi té bao tai t6 hop biéu hién protein tai t6 hop dich & dang cac
thé khong hoa tan trong té bao béng cach, vi du, léng tu nhién, ly tdm, hodc loc. Hon

nita, khong chi cac thé khong hoa tan hodc céc hat khong hoa tan ciia protein tai t6
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hop, vén khong thé tach d& dang bang cach ly tdm, loc, hodc phuwong phap tuong tu,
¢6 thé dwogc tach d& dang, ma con c6 thé cai thién do tinh khiét cia protein tai tb hop

da tach. Theo sang ché, hidu qua bat ngd nhu vy dugc tao ra.

M6 ta vin tit cic hinh vé

Fig.1 14 4anh cho thdy két qua cta viéc nghién ctru hiéu qua két tu cua cac thé
khong hoa tan bing cach bd sung mubi kim loai trong vi du 1.

Fig.2 13 anh cho thy két qua cia viéc kiém tra hidu qua két tu cua cac thé
khong hoa tan bang cach bd sung mubi kim loai trong vi du 2.

Fig.3 12 anh cho thiy két qua cua viéc kiém tra hidu qua két tu clia cac thé
khong hoa tan cta protein ¢6 cac chi s thily lidu phap khac nhau bang cach bd sung
mudi kim loai trong vi du 3.

Fig.4 13 anh cho thiy két qua ciia viéc kiém tra hidu qua két tu cua cac thé
khong hoa tan cia protein ¢ céc chi sb thity liéu phap khac nhau bing cach bd sung
mudi kim loai trong vi du 4.

Fig.5 1a 4nh cho thdy két qua cia phén tich dién di trén gel polyacrylamit
(SDS-PAGE) v& viéc cai thién do tinh khiét ctia protein ti td hop dich dua trén sy két
tu bd sung mudi kim loai trong vi du 4. A 14 anh cho thdy két qua nhuém mau bing
chit nhuom gel huynh quang Oriole (nhin hiéu) (dugc san xuit béi Bio-Rad
Laboratories, Inc.) ¢6 kha ning nhudém tat ca cac protein sau khi dién di, va B 1a anh
cho thay két qua nhudm mau bing chit nhudém trong gel thé His InVision (nhén hi€u)
(dugc san xuit boi Thermo Fisher Scientific, Inc.) phan tmg v&i ving thé His ctia
PRT410, sau khi dién di.

Fig.6 1 anh cho thdy két qua cua viéc kiém tra hiéu qua két tu cia cac thé
khong hoa tan bang cach bd sung axit trong vi du 5.

Fig.7 14 anh cho thiy két qua cua viéc kiém tra hiéu qua két tu cta cic thé
khong hoa tan bing cach bd sung axit vao cac thé khéng hoa tan sau khi rira trong vi
du 5.

Fig.8 1a anh cho thdy két qua cta viéc kiém tra hiéu qua két tu cua cac thé
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khong hoa tan cua protein ¢ céc chi s6 thily liéu phép khéc nhau bing cach bd sung
axit trong vi du 6.

Fig.9 1a anh cho thdy két qua phan tich SDS-PAGE vé viéc cai thién do tinh
khiét cta protein tai t6 hop dich dua trén sy két tu bd sung axit trong vi du 6.

Fig.10 1a 4nh cho thdy két qua cua viéc kidm tra hiéu qua két tu clia cac thé
khong hoa tan bang cach bd sung chat két bong trong vi du 8.

Fig.11 1a anh cho thiy két qua phan tich SDS-PAGE vé viéc cai thién d§ tinh
khiét cia protein tai to hop dich dua trén su két tu bd sung chét két béng anion trong
vidu9.

Fig.12 12 d thi thé hién su phan b tin s& va s phan b tich liiy cua c& hat dé
xac nhan hiéu qua két tu trong vi du 10.

Fig.13 1a anh cho thdy két qua phan tich SDS-PAGE vé su thoai bién cua cac
protein nhiém tap dua trén sy gia nhiét trong vi du 12.

Fig.14 1a anh cho thdy két qua phan tich SDS-PAGE v¢ viéc cai thién d¢ tinh
khiét ctia protein tai t6 hop dich dua trén su gia nhiét trong vi du 12.

Fig.15 1a d0 thi thé hién sy phan bd tin s6 va phan b tich ity ctia ¢& hat cla
cac miu C, X, 1,2, va 3 dé xac nhan hiéu qua két tu bang cach gia nhiét lién tuc trong
vi du 13.

Fig.16 1a dd thi thé hién sy phan bd tin sd va phéan bé tich lily ctia ¢ hat clia
cac mau 4, 5,6,7,va8 dé xdc nhén hiéu qua két tu béng cach gia nhiét lién tuc trong

vidu 13.

Mo té chi tiét sang ché

Sau day, cac phuong an dé thuc hién sang ché s& dugc mo ta chi tiét. Tuy nhién,
sang ché khong bi gi6i han & cac phuong 4n sau day.

Phuong phép san xuit thé két tu protein tai td hop theo mdt phuong 4n 1a
phuong phap san xudt thé két tu protein tai td hop bang cach tich cac thé khong hoa
tan clia protein tai to hop & dang thé két tu ra khoi té bao tai t6 hop biéu hién protein

tai t6 hop & dang thé khong hoa tan trong té bao, bao gdbm budc pha v té bao tai to
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hop, két tu céc thé khong hoa tan cua protein tai td hop, va tach thé két tu thu dugc.
Trong phuong phap san xuét ndy, viéc két tu cac thé khong hoa tan cla protein tai t6
hop tdt hon 1a duogc thuc hién br?mg cach bd sung mot hoac nhiéu chit duoc chon tir
nhom bao gdm mudi kim loai, axit va chét két bong anion.

Phuong phap san xuét thé két tu protein tai t6 hop theo phuong an khéc bao
gdm céc budc tir (A) dén (C) sau day:

bude (A) pha vo té bao tai td hop bidu hién protein téi t6 hop dich & dang cac
thé khong hoa tan trong té bao dé thu dugc huyén phu bi pha v& ¢ chira céac thé
khong hoa tan cla protein tai td hop;

bude (B) bd sung mot hodc nhiéu chit dugc chon tir nhém bao gdm mubi kim
loai, axit va chét két bong anion vao huyén phti bi phd v& thu dugc trong budc (A), va
két tu cac thé khong hoa tan clia protein tai t6 hop dé thu dugc thé két tu protein tai to
hop; va

bude (C) tach thé két tu thu duoc trong bude (B) ra khoi huyén pht.

(Protein tai to hop)

Protein t&i t hop khong hoa tan (d6i khi dugc goi la "protein dich" trong ban
mo ta nay) dugc tach bang phwong phap san xudt thé két tu protein tai t6 hop theo
phuong 4n nay duoc biéu hién dudi dang thé khong hoa tan trong té bao tai t6 hop sé
duoc mo ta sau day. Protein tai td hop co thé 14 protein khong hoa tan bét ky ma t6t
hon 1a duoc san xudt & quy md cong nghiép, va cac Qi du ctia chung bao gdm protein
6 thé duoc str dung cho myc dich céng nghiép, protein co thé duoc st dung cho muc
dich y té, va protein cAu tric. Céc vi du cu thé vé protein c6 thé duoc st dung cho
muc dich cong nghiép hodc y té bao gdm enzym, protein didu hoa, thy thé, hormon
peptit, xytokin, mang va protein van chuyén, khang nguyén duoc st dung dé tiém
phong, véc-xin, protein lién két khang nguyén, protein kich thich mién dich, chat gay
di (mg, khéng thé c6 chidu dai diy du va doan khang thé, va céc dan xut ciia ching.
Cac vi du cu thé vé protein cAu trac bao gém keratin, collagen, elastin, resilin, to tdm
va to nhén, va céc protein ¢ ngudn gbe tir do.

Protein c6 ngudn goc tir to nhén hodc to tam la protein giong fibroin co the 1a,
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vi du, protein chua trinh tu mién duge dai dién boi cong thic 1: [(A)amotif-REP]m
(trong do, trong cong thirc 1, (A), motif 13 trinh fy axit amin gdm 4 dén 20 gbe axit
amin va s gdc alanin trén téng sb gbc axit amin trong (A)a motif 12 80% hodc 16n
hon; REP la trinh ty axit amin gdm 10 dén 200 gbc axit amin; m 12 s6 nguyén tir 8
dén 300; mot sb luong 16n cac (A)a motif ¢6 thé 12 cing mot trinh ty axit amin hodc
c4c trinh tu axit amin khac nhau; va mot sd lugng 16n cia REP ¢6 thé 1a cung mot
trinh tu axit amin ho#c céc trinh ty axit amin khac nhau). Cac vi du cu thé cta ching
bao gém céc protein chira céc trinh tu axit amin dugc dai dién boi SEQ ID NO: 1
(PRT410), SEQ ID NO: 2 (PRT853), SEQ ID NO: 3 (PRT647), SEQ ID NO: 4
(PRT699), va SEQ ID NO: 5 (PRT698). Céc chi s6 thuy lidu phép cua céc protein nay
1an luot 13 -0,81, -0,68, 0,04, 0,17, va 0,43. Gia tri cta chi sd thiy liéu phép 1a gia tri
duoc tinh toan theo phuong phdp dugc mo ta trong cdng b6 quc t& sb
W02014/103846.

Protein ¢4 ngudn gdc tir collagen c6 thé 13, vi du, protein chua trinh ty mién
duoc dai dién boi cong thic 2: [REP2], (trong dd, trong cong thirc 2, o 1a sd nguyén
tr 5 dén 300; REP2 1a trinh ty axit amin gdbm Gly-X-Y Gly trong d6 X va Y mdi
nhém 1a gde axit amin bt ky ngoai Gly va mot s6 luong 16n REP2 c6 thé 1a cing mot
trinh tu axit amin hodc cdc trinh ty axit amin khac nhau). Vi du cu thé cua chung c6
thé 1a protein chira trinh tu axit amin dugc dai dién boi SEQ ID NO: 6 (Collagen-typ
4-Kai). Trinh tu axit amin dugc dai dién boi SEQ ID NO: 6 1a trinh tu axit amin trong
d6 trinh tu axit amin (trinh tu thé va trinh tu ban lé) duoc dai dién boi SEQ ID NO: 10
di duoc bd sung vao dau N cta trinh ty axit amin tir gbe thir 301 dén gbc thir 540
twong Gng voi phan 1ap lai va motif cta trinh tw mot phén ctia collagen typ 4 cua
ngudi (NCBI GenBank s6 truy cap: CAAS56335.1, GI: 3702452) thu duge tir co s¢ dit
liéu NCBI. Collagen-typ 4-Kai c6 chi s6 thay liéu phap 1a -0,75.

Protein ¢c6 nguén géc tir resilin c6 thé 13, vi du, protein chra trinh tu mién dugc
dai dién boi cong thire 3: [REP3];, (trong do, trong cong thire 3, p la s6 nguyén tir 4
dén 300; REP3 la trinh ty axit amin gdm Ser-J-J-Tyr-Gly-U-Pro trong d6 J 1a gde axit

amin bt ky va ddc biét tdt hon 1a géc axit amin dugc chon tir nhom bao gé)m Asp,
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Ser, va Thr, va U la géc axit amin bt ky va dic bict t6t hon 1a géc axit amin dugc
chon tir nhém bao gdm Pro, Ala, Thr, va Ser, va mot s lugng 1on ciia REP3 ¢6 thé 1
cuing mot trinh ty axit amin hodc céc trinh tu axit amin khac nhau). Vi du cu thé cua
ching co thé 1a protein chira trinh ty axit amin duoc dai dién béi SEQ ID NO: 7.
Trinh tu axit amin dugc dai dién béi SEQ ID NO: 7 1a trinh tu axit amin trong doé
trinh tu axit amin (trinh tu thé va trinh tu ban lé) dugc dai dién bdi SEQ ID NO: 10 da
duoc bd sung vao dau N cla trinh ty axit amin tir gbc thir 19 dén gbe thir 321 cia
trinh tu trong d6 Thr & gbc tha 87 dugce thay thé bang Ser va Asn & gbc thir 95 duge
thay thé bang Asp, trong trinh ty axit amin cia resilin (NCBI GenBank sd truy cap
NP 611157. 1, GI: 24654243). Resilin-Kai (ID SEQ NO: 7) ¢6 chi s§ thuy liéu phap
la-1,22.

Vi du vé protein c6 ngudn gde tlr elastin bao gdm céc protein c6 trinh ty axit
amin nhu NCBI GenBank sb truy cdp AAC98395 (nguoi), 147076 (ctru), va
NP786966 (bo). Cu thé, protein ch{ra trinh ty axit amin dugc dai dién boi SEQ ID
NO: 8 c6 thé dugc d& cap. Trinh tu axit amin dugc dai dién boi SEQ ID NO: 8 1a trinh
tu axit amin trong d6 trinh ty axit amin (trinh ty thé va trinh ty ban lé) duoc dai dién
b&i SEQ ID NO: 10 da dwgce bd sung vao ddu N cua trinh tw axit amin tir gbe thir 121
dén gbe thr 390 clia trinh ty axit amin ciia NCBI GenBank sb truy cap AAC98395.
Elastin ngn (SEQ ID NO: 8) ¢6 chi 8 thity liéu phap 1a 0,42.

Protein co nguén géc tir keratin ¢6 thé 14, vi du, keratin loai I ctia Capra hircus.
Vi du cu thé ctia chiung c6 thé 1a protein chtta trinh ty axit amin dugc dai dién bdi
SEQ ID NO: 9 (trinh ty axit amin cia NCBI GenBank s6 truy cap ACY30466).
Keratin 26 loai I (SEQ ID NO: 9) ¢6 chi sb thiy liéu phép 1a -0,53.

(Té bao tai td hop)

Té bao tai tb hop theo phuong 4n nay la té bao tai td hop biéu hién protein tai
t6 hop & dang thé khong hoa tan trong té bao va co6 thé thu dugc bang mot phuong
phép chung st dung cac ky thudt thao tac di truyén.

Té bao tai td hop c6 thé thu duge, vi du, bang cach bién nap vat chu (té bao

cht) bang vecto bidu hién c6 trinh ty axit nucleic ma héa protein dich va mot hodc
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nhiéu trinh ty diéu hoa lién két theo kiéu hoat dong duogc véi trinh tu axit nucleic.

Trinh tu didu hoa 14 trinh tu didu khién sy bidu hién cta protein téi t6 hop trong
vat chu (vi du, trinh ty khoi dong, trinh tu ting cuong, trinh tur li€n két ribosom, hoic
trinh tu két thic phién ma) va co thé duoc lua chon mot cach thich hop tuy thude vao
loai vat chu. Loai vecto biéu hién nhu vecto plasmid, vecto virut, vecto cosmid, vecto
fosmid, hodc vecto nhiém sdc thé nhén tao ¢ thé dugc lua chon phu hgp tiy thudce
vao loai vat chu.

Ca té bao nhan nguyén thiy va nhan dién hinh nhu ndm men, nédm soi, t& bao
con tring, té bao dong vat, va té bao thuc vat déu co thé duoc st dung phu hop lam
vat chi. Pugce wu tién hon 1a vi khuén, nAm men, nam soi, t& bao con tring, té bao
thuc vat, va té bao dong vat. Cac vi du dugc uu tién cua té bao nhan nguyén thity bao
g(‘Sm Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas, Corynebacterium, va
Lactococcus, trong sb d6 céac té bao Escherichia coli dugc uu tién hon.

Vecto biéu hién ma c6 thé sao chép tu dong trong té bao chi hodc ¢6 thé duoc
tich hop vao trong nhidm sic thé cta vat chil va chira trinh tu khai dong ¢ vi tri ¢o
kha ning phién ma axit nucleic ma hoa protein dich dugc st dung thich hop lam
vecto biéu hién. Trinh tu lién két ribosom, trinh tu két thic phién ma, trinh tu gen
diéu khién trinh tu khéi dong c6 thé dugc bao gdm trong vecto biéu hién.

Trinh tuw khéi dong c6 thé 1a trinh ty khoi dong cam tmg bat ky ¢6 chirc ning
trong té bao chl va c6 kha ning tao ra su biéu hién cta protein dich. Trinh tu khoi
dong cam tng 1a trinh tuy khoi dong c6 kha nang kiém soét su phién ma do sy c6 mat
ctia chét gdy cam tng (chét gdy cam ting biéu hién), su khdng c6 mit cua phan tir i
ché, va cac yéu td vat ly nhu sy ting hodc gidm nhiét do, ap suét thdm thiu, hoic gia
tri do pH.

Vi du vé& vét chi c6 nhan nguyén thiy bao gdm vi sinh vat thudc gidng
Escherichia, Brevibacillus, Serratia, Bacillus, Microbacterium, Brevibacterium,
Corynebacterium va Pseudomonas.

Vi du vé vi sinh vat thudc gidng Escherichia bao gdm Escherichia coli BL21

(Novagen, Inc.), Escherichia coli BL21 (DE3) (Life Technologies Corporation),
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Escherichia coli BLR(DE3) (Merck KGaA), Escherichia coli DH1, Escherichia coli
G1698, Escherichia coli HB101, Escherichia coli IM109, Escherichia coli K5 (ATCC
23506), Escherichia coli KY3276, Escherichia coli MC1000, Escherichia coli
MG1655 (ATCC 47076), Escherichia coli No. 49, Escherichia coli Rosetta (DE3)
(Novagen, Inc.), Escherichia coli TBI1, Escherichia coli Tuner (Novagen, Inc.),
Escherichia coli Tuner (DE3) (Novagen, Inc.), Escherichia coli W1485, Escherichia
coli W3110 (ATCC 27325), Escherichia coli XL1-Blue, va Escherichia coli
XL2-Blue.

Vi du v& vi sinh vét thudc giéng Brevibacillus bao gdm Brevibacillus agri,
Brevibacillus borstelensis, Brevibacillus centrosporus, Brevibacillus formosus,
Brevibacillus invocatus, Brevibacillus laterosporus, Brevibacillus limnophilus,
Brevibacillus ~ parabrevis, Brevibacillus reuszeri, Brevibacillus thermoruber,
Brevibacillus brevis 47 (FERM BP-1223), Brevibacillus brevis 47K (FERM BP-2308),
Brevibacillus brevis 47-5 (FERM BP-1664), Brevibacillus brevis 47-5Q (JCM 8975),
Brevibacillus choshinensis HPD31 (FERM BP-1087), Brevibacillus choshinensis
HPD31-S (FERM BP-6623), Brevibacillus choshinensis HPD31-OK (FERM
BP-4573), va ching Brevibacillus choshinensis SP3 (dugc san xuit bai Takara Bio,
Inc.).

Vi du v& vi sinh vat thudc giéng Serratia bao gdm Serratia liquefacience
ATCC 14460, Serratia entomophila, Serratia ficaria, Serratia fonticola, Serratia
grimesii, Serratia proteamaculans, Serratia odorifera, Serratia plymuthica, va
Serratia rubidaea.

Vi du v& vi sinh vat thudc giéng Bacillus bao gbm Bacillus subtilis va Bacillus
amyloliquefaciens.

Vi du vé vi sinh vat thudc gidng Microbacterium bao gdm Microbacterium
amoniacphilum ATCC 15354.

Vi du vé vi sinh vat thudc giéng Brevibacterium bao gém Brevibacterium
divaricatum (Corynebacterium glutamicum) ATCC 14020, Brevibacterium flavum

(Corynebacterium  glutamicum ATCC 14067) ATCC 13826, ATCC 14067,
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Brevibacterium immariophilum ATCC 14068, Brevibacterium lactofermentum
(Corynebacterium  glutamicum ATCC 13869) ATCC 13665, ATCC 13869,
Brevibacterium roseum ATCC 13825, Brevibacterium saccharolyticum ATCC 14066,
Brevibacterium tiogenitalis ATCC 19240, Brevibacterium album ATCC 15111, va
Brevibacterium cerinum ATCC 15112.

Vi du vé vi sinh vt thudc gibng Corynebacterium bao gdm Corynebacterium
amoniacgenes ATCC 6871, ATCC 6872, Corynebacterium glutamicum ATCC 13032,
Corynebacterium glutamicum ATCC 14067, Corynebacterium acetoacidophilum
ATCC 13870, Corynebacterium-acetoglutamicum ATCC 15806, Corynebacterium
alkanolyticum  ATCC 21511,  Corynebacterium  callunae ~ ATCC 15991,
Corynebacterium  glutamicum ATCC 13020, ATCC 13032, ATCC 13060,
Corynebacterium lilium ATCC 15990, Corynebacterium melassecola ATCC 17965,
Corynebacterium  thermoaminogenes ~ AJ12340  (FERM  BP-1 539), wva
Corynebacterium herculis ATCC 13868.

Vi du v& vi sinh vat thudc gibng Pseudomonas bao gdm Pseudomonas putida,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas brassicacearum, Pseudomonas fulva, va
Pseudomonas sp. D-0110.

Pé lam phuong phap dé dua vecto bidu hién vao trong té bao chi nhin nguyén
thily da noi ¢ trén, phuong phap bat ky ¢6 thé dugc st dung mién 14 n6 dua ADN vao
trong té bao chi. Céc vi du vé chiing bao gdbm phuong phép st dung céc ion canxi
H&oc[Naﬂ.Apad.SCLIJSA”69,2110(1972ﬂ,phuangphéptébéonguyélﬂnh(céng
bd sang ché Nhat chua dugc thim dinh s6 S63-248394), hodc phuong phép duge md
ta trong tai liéu Gene, 17, 107 (1982) hodc Molecular & General Genetics, 168, 111
(1979).

Viéc bién nap vi sinh vét thudc giéng Brevibacillus c6 thé duoc thuc hién, vi
du, bang phuong phéap ctia Takahashi va céac dong tac gia (J. Bacteriol., 1983, 156:
1130-1134), phuong phap cia Takagi va cac dong tac gia (Agric. Biol. Chem., 1989,
53: 3099-3100), hoic phuong phdp cia Okamoto va cac dong tac gia (Biosci.
Biotechnol. Biochem., 1997, 61: 202-203).
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Vi du v& vecto ma axit nucleic ma hoa protein dich duge dua vao do (sau day,
duoc goi mot cach don gian 1a “vecto”) bao gdm pBTrp2, pBTacl, va pBTac2 (tit ca
¢6 ban trén thi truong tir Boehringer Mannheim GmbH), pKK233-2 (dugc san Xudt
boi Pharmacia Corporation), pSE280 (dugc san xuit boi Invitrogen Corporation),
pGEMEX-1 (duoc san xuét boi Promega Corporation), pQE-8 (dugc san Xuét boi
QIAGEN Corporation), pKYP10 (Cong bé sang ché Nhat chua dwoc tham dinh s6
$58-110600), pKYP200 [Agric. Biol. Chem., 48, 669 (1984)], pLSAI [Agric. Biol.
Chem., 53, 277 (1989)], pGEL1 [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 4306 (1985)],
pBluescript II SK(-) (dugc san xuét boi Stratagene Corporation), pTrs30 [dugc tao ra
tir Escherichia coli IM109/pTrS30 (FERM BP-5407)], pTrs32 [dugc tao ra tur
Escherichia coli JM109/pTrS32 (FERM BP-5408)], pGHA2 [dugc tao ra tur
Escherichia coli IGHA2 (FERM B-400), cong bd sang ché Nhat chua dugc thdm dinh
s6 S60-221091], pGKA2 [dugc tao ra tir Escherichia coli IGKA2 (FERM BP-6798),
cong bd sang ché Nhat chua duge thim dinh s6 $60-221091], pTerm2 (US 4686191,
US 4939094, US 5160735), pSupex, pUB110, pTP5, pC194, pEG400 [J. Bacteriol.,
172, 2392 (1990)], pGEX (dugc san xuat boi Pharmacia Corporation), va hé pET
(duqcsalxuétbébevagmLIno)

Trong trudong hop ma Escherichia coli duge su dung lam vat chu, pUCIS,
pBluescriptll, pSupex, pET22b, pCold, hodc céc loai tuong tu co thé duoc dé cap lam
vecto thich hop.

Cac vi du cu thd vé cac vecto thich hop cho vi sinh vat thudc giéng
Brevibacillus bao gdm pUB110 hodc pHY500 (Cong b6 sang ché Nhat chua dugc
thim dinh sé F12-31682), pN'Y700 (Céng b sang ché Nhat chua dugc thdm dinh sd
H4-278091), pHY4831 (J. Bacteriol., 1987, 1239-1245), pNU200 (UDAKA
Shigezou, Journal of the Agricultural Chemical Society of Japan, 1987, 61: 669-676),
pNU100 (Appl. Microbiol. Biotechnol., 1989, 30: 75-80), pNU211 (J. Biochem.,
1992, 112: 488-491), pNU211R2L5 (Cong bd séng ché Nhat chua dugc thAm dinh s6
H7-170984), pNH301 (Appl. Environ. Microbiol., 1992, 58: 525-531), pNH326,
pNH400 (J. Bacteriol., 1995, 177: 745-749), va pHT210 (Cong bb sang ché Nhat
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chua dugc thAm dinh s H6-133782), pHT110R2L5 (Appl. Microbiol. Biotechnol.,
1994, 42: 358-363), ching duoc biét 1 vecto Bacillus subtilis; va pNCO2 (Cong bd
séng ché Nhat chua dugc thdm dinh s& 2002-238569) la vecto con thoi gitta
Escherichia coli va vi sinh vat thudc giéng Brevibacillus.

Trinh tu khoi dong trong trudng hop ma té bao nhan nguyén thuy duge st
dung lam vat cht khong bi gi6i han mién 14 nd hoat ddng trong té bao chii. Vi du vé
c4c trinh tu khoi dong bao gdm céc trinh ty khéi dong co ngudn gbc tr Escherichia
coli hoic thé thue khudn nhu trinh ty khoi dong trp (Ptrp), trinh tu khoi dong lac,
trinh tu khoi dong PL, trinh tu khoi dong PR, va trinh tu khoi dong T7. Ngoai ra,
cling co thé sir dung céc trinh ty khéi dong dugc thiét k& nhan tao va dugc bién ddi,
nhu trinh tu khéi dong (Ptrpx2) trong d6 hai Ptrp duoc két ndi thanh chudi, trinh tu
khdi dong tac, trinh tu khéi dong lacT7 va trinh tu khéi dong let I cling ¢6 thé duoc
st dung. T6t hon la st dung plasmid trong do6 khodng cach gilta trinh tu
Shine-Dalgarno, tuc 1a trinh ty li€n két ribosom, va codon khoi dau duoc diéu chinh
dén mot khoang céch thich hop (vi du, 6 dén 18 bazo). Trong vecto biéu hién & trén,
trinh tu két thic phién ma khong phai luc nao ciing can thiét cho su biéu hién ctia axit
nucleic, nhung t6t hon la sp xép trinh tu két thic phién ma ngay dudi axit nucleic ma
hoéa protein dich.

Vi du v& vét chu nhan dién hinh bao gém ndm men, nim soi (ném mbc va cac
loai tuong tu), va té bao con tring.

Vi du vé ndm men bao gbém ndm men thudc gibng Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Trichosporon, Schwanniomyces, Pichia,
Candida, Yarrowia, Hansenula, va cac loai tuong tu. Cic vi du cu thé hon vé ndm
men bao gdm  Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces —pombe,
Kluyveromyces  lactis, ~Kluyveromyces —marxianus, Trichosporon pullulans,
Schwanniomyces alluvius, Schwanniomyces occidentalis, Candida utilis, Pichia
pastoris, Pichia angusta, Pichia methanolica, Pichia polymorpha, Pichia stipitis,
Yarrowia lipolytica, va Hansenula polymorpha.

T&t hon 14 vecto biéu hién trong trong trudong hop ma ndm men dugc st dung
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lam té bao chu thudong bao gdm diém khéi dau sao chép (trong truong hop ma qué
trinh khuéch dai & vat cha 1a bit budc), trinh ty danh diu chon loc dé truyén vecto
trong Escherichia coli, trinh ty khéi dong va trinh tu két thuc cho su biéu hién protein
tai t& hop trong nim men, va trinh ty danh dAu chon loc cho ndm men.

Trong truong hop ma vecto biéu hién 1a vecto khong tich hop, t6t hon 1a con
bao gdm trinh tu sao chép tw dong (autonomously replicating sequence - ARS). Pidu
nay c6 thé gitip cai thién tinh n dinh cua cac vecto biéu hién trong céc té bao (Myers,
A. M., et al. (1986) Gene 45: 299-310).

Vi du vé vecto trong trudng hgp ma ndm men dugc st dung lam vét chu bao
gdbm YEP13 (ATCC 37115), YEp24 (ATCC 3705.1), YCp50 (ATCC 37419), Ylp,
pHS19, pHS15, pA0804, pHIL30L, pHIL-S1, pPICIK, pPICZa, pGAPZa, va pPICZ
B.

Vi du cu thé v& trinh tu khoi dong trong trudng hop ma nidm men dugc st
dung 1am vat chi khong bi gi¢i han mién [a n6 c6 thé duge biéu hién & ndm men. Vi
du vé trinh tu khoi dong bao gém trinh tu khéi dong cia gen phan hdy duong nhu
hexoza kinaza, trinh tu khoi dong PHOS, trinh tu khéi dong PGK, trinh tu khéi dong
GAP, trinh tu khoi dong ADH, trinh ty khoi dong gal 1, trinh tu khoi dong gal 10,
trinh tu khdi dong polypeptit sdc nhiét, trinh tu khéi dong MFal, trinh ty khoi dong
CUP 1, trinh tu khdi dong pGAP, trinh ty khoi dong pGCW14, trinh tu khéi dong
AOX1, va trinh ty khéi dong MOX.

Dé lam phuong phap @ dua vecto bidu hién vao trong ndm men, phuong phap
bat ky c6 thé duge st dung mién 13 n6 dua ADN vao trong ndm men. Céc vi du vé
ching bao gdm phuong phép dién chuyén (Methods Enzymol., 194, 182 (1990)),
phuong phap st dung té bao co vach khong hoan chinh (Proc. Natl. Acad. Sci., USA,
81, 4889 (1984)), phuong phép lithi axetat (J. Bacteriol., 153, 163 (1983)), va phuong
phap duoc mo ta trong Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75, 1929 (1978).

Vi du vé nédm soi bao gbém nAdm thudc giéng Acremonium, Aspergillus,
Ustilago,  Trichoderma,  Neurospora,  Fusarium, Humicola,  Penicillium,

Myceliophtora, Botryts, Magnaporthe, Mucor, Metarhizium, Monascus, Rhizopus, va
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Rhizomucor.

Céac vi du cu thé v& ndm soi bao gdm Acremonium alabamense, Acremonium
cellulolyticus, Aspergillus aculeatus, Aspergillus awamorti, Aspergillus  oryzae,
Aspergillus  sake, Aspergillus sojae, Aspergillus tubigensis, Aspergillus niger,
Aspergillus nidulans, Aspergillus parasiticus, Aspergillus  ficuum, Aspergillus
phoenicus, Aspergillus foetidus, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
Japonicus, Trichoderma viride, Trichoderma harzianum, Trichoderma reseei,
Chrysosporium — lucknowense, — Thermoascus, — Sporotrichum, Sporotrichum
cellulophilum, Talaromyces, Thielavia terrestris, Thielavia, Neurospora crassa,
Fusarium oxysporus, Fusarium graminearum, Fusarium venenatum, Humicola
insolens, Penicillium chrysogenum, Penicillium camemberti, Penicillium canescens,
Penicillium  emersonii, Penicillium funiculosum, Penicillium  griseoroseum,
Penicillium purpurogenum, Penicillium roqueforti, Myceliophthora thermophilum,
Mucor ambiguus, Mucor circinelloides, Mucor fragilis, Mucor hiemalis, Mucor
inaequisporus, Mucor oblongiellipticus, Mucor racemosus, Mucor recurvus, Mucor
saturninus, Mucor subtilissmus, Ogataea polymorpha, Phanerochaete chrysosporium,
Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus, va Rhizopus arrhizus.

Viducu thé vé trinh tu khoi dong trong truong hop ma ndm soi duge st dung
lam vat ch c6 thé 1a trinh tw b4t ky ciia gen lién quan dén hé thong phén hiy duong,
gen lién quan dén su biéu hién co dinh, gen enzym lién quan dén sy thity phin va céc
gen tuong tu. Cac vi du cu thé vé ching bao gbm amyB, glaA, agdA, glaB, TEF1,
gen xynF1 tanaza, No. 8AN, gpdA, pgkA, enoA, melO, sodM, catA, va catB.

Viéc dua vecto biéu hién vao trong ndm soi ¢6 thé duogc thuc hién bé'lng
phuong phap da biét thong thuong. Vi du vé chiing bao gdm phuong phap cua Cohen
va cac ddng tac gia (phwong phép canxi clorua) [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 69: 2110
(1972)], phuong phép té bao nguyén sinh [Mol. Gen. Genet., 168:111 (1979)],
phuong phép kha nap [J. Mol. Biol., 56: 209 (1971)], va phuong phép dién chuyén.

Céc té bao con tring bao gom, vi dy, té bao con trung sau bo canh vay, cu thé

hon 12 céc té bao con trung c6 ngudn goc tir Spodoptera frugiperda nhu Sf9 va Sf21,
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va céc té bao con triing c6 ngudn gbe tir Trichoplusia ni nhu High 5.

Vi du vé vecto trong trudng hop ma té bao con trung dugc st dung lam vét chi
bao gbdm baculovirut nhu virut da dién nhan Autographa californica 1a mot loai virut
lay nhiém con trung thudc ho Noctuidae (Baculovirus Expression Vectors, A
Laboratory Manual, W. H. Freeman and Company, New York (1992)).

Trong truong hop ma té bao con trung duoc st dung 1am vat chil, polypeptit co
thé duoc biéu hién bang phuong phip duge md ta trong, vi du, Current Protocols in
Molecular Biology, Baculovirus Expression Vectors, A Laboratory Manual, W. H.
Freeman and Company, New York (1992), hodc Bio/Technology, 6, 47 (1988). Ttc 1a,
vecto chuyén gen tai t6 hop va baculovirut dugc cung dua vao té bao con tring dé thu
duoc virut tai t6 hop (vecto biéu hién) trong dich ndi nudi cdy té bao con tring, va sau
d6 virut tai td hop duoc gay nhiém tiép vao trong té bao con tring, nhd d6 polypeptit
¢6 thé duoc biéu hién. Vi du vé vecto chuyén gen dugc st dung trong phuong phip
trén bao gdm pVL1392, pVL1393, va pBlueBaclll (tit ci dwoc sin xuat boi
Invitorogen Corporation).

Dé lam phuong phép dé cung dua vecto chuyén gen tdi td hop va baculovirut
vao trong t& bao con tring @ tao nén virut tai t6 hop, vi dy, phuong phap canxi
phosphat (Cong b6 sang ché Nhat chua duge thAm dinh s6 H2-227075), phuong phap
chuyén nhiém vao liposom (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 7413 (1987)), hodc
phuong phéap tuong tu ¢o thé duogc dé cap.

Vecto tai to hop tdt hon 14 con chira mot gen danh dAu chon loc dé chon thé
bién nap. Vi du, & Escherichia coli, cac gen khang dbi véi céc loai thudc khac nhau
nhu tetracycline, ampicillin, va kanamycin ¢ thé duogc st dung lam gen danh déu
chon loc. Gen danh dAu chon loc 1an c6 khéa ning bd tro cho dot bién gen lién quan
dén dinh dudng thu dong cling co thé duoc st dung. Trong ndm men, gen khéng
geneticin ¢ thé duoc str dung lam gen danh d4u chon loc, va gen bd trg cho dot bién
gen lién quan dén dinh dudng thu dong, hodc gen danh d4u chon loc nhu LEU2,
URA3, TRP1, hodc HIS3 cling ¢6 thé duoc st dung. Vi du vé gen danh dAu chon loc

d6i v6i nim soi bao gébm gen dénh dau duoc chon tir nhém bao gom niaD (Biosci.
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Biotechnol. Biochem., 59, 1795-1797 (1995)), argB (Enzyme Microbiol Technol, 6,
386-389, (1984)), sC (Gene, 84, 329-334, (1989)), ptrA (BiosciBiotechnol Biochem,
64, 1416-1421, (2000)), pyrG (BiochemBiophys Res Commun, 112, 284-289,
(1983)), amdS (Gene, 26, 205-221, (1983)), gen khang aureobasidin (Mol Gen Genet,
261, 290-296, (1999)), gen khang benomyl (Proc Natl Acad Sci USA, 83, 4869-4873,
(1986)) va gen khang hygromycin (Gene, 57, 21-26, (1987)), va gen bd tro dinh
dudng thu dong leuxin. Ngoai ra, trong trudng hop ma vat chu la chung dot bién dinh
dudng thu dong, gen kiéu dai bd tro cho dinh dudng thu dong cling c6 thé dugc st
dung lam gen danh d4u chon loc.

Viéc lua chon vat chi dugce bién nap bang vecto biéu hién d3 néi & trén co thé
duoc thuc hién bang phuong phép lai vét tan, lai khun lac, hoic phuong phép tuong
tur sir dung diu do lién két chon loc véi axit nucleic da néi & trén. D& lam dau do, co
thé st dung ddu do thu duge bing cach bién dbi doan ADN mot phan dwgc khuéch
dai bing phuong phép PCR dua trén thong tin trinh tu cla axit nucleic da néi ¢ trén
bing dong vi phong xa hodc digoxigenin

(Biu hién protein tai t hop)

Trong té bao tai td hop dwoc bién nap bing vecto biéu hién dé bicu hién
protein dich, protein tai t6 hop dugc bidu hién ¢ dang thé khong hoa tan trong té bao.
Protein tai td hop c6 thé dugc bidu hién bing cach nudi cdy té bao tai t6 hop trong
mdi truong nuodi ciy. Phuong phap nudi cdy té bao tai t6 hop trong mdi trudng nudi
céy co thé dugc thyc hién theo phuwong phap thuong dugce sir dung d& nudi cdy vat
chu.

Trong truong hop ma vat chu la té bao nhan nguyén thuy nhu Escherichia coli
hoiic t& bao nhan dién hinh nhu nAm men, moi trudong bat ky trong s6 méi trudong tu
nhién va mdi trudng téng hop c6 thé duogc st dung 1am moi trudng nudi chy mién 13
n6 chira ngudn cacbon, ngudn nito, mubi vo co, va cic loai twong tu co thé duoc dong
héa boi vat cht va n6 ¢6 kha nang nudi céy vat chi mét cach hiéu qua.

Pé lam ngudn cacbon, ngudn cacbon bat ky c6 thé dugce ddng hoa boi vat chu

¢ thé duoc st dung. Vi du vé ngudn cacbon ¢ thé duogc st dung bao gdm hydrat
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cacbon nhu glucoza, fructoza, sucroza, va ri duong, tinh bot va san phém thity phan
tinh bot c6 chra chung, axit hitu co nhu axit axetic va axit propionic, va ruqgu nhu
etanol va propanol.

Vi du vé nguén nito ¢6 thé duoc st dung bao gém mudi amoni cta axit vo co
hodc hitu co nhu amoniac, amoni clorua, amoni sulfat, amoni axetat va amoni
phosphat, cac hop chét chira nito khac, pepton, chiét xuét tir thit, chiét xuét nAm men,
dich ngdm ngo, san phim thily phan casein, bd dau tuwong va san pham thity phan ba
dau tuong, cic té bao vi khuén 1&n men khac nhau va cac san phim dugc phan cit cua
ching.

Vi du v& mubi vo co c6 thé dugc st dung bao gom kali dihydro phosphat,
dikali phosphat, magie phosphat, magie sulfat, natri clorua, sit (IT) sulfat, mangan
sulfat, déng sulfat, va canxi cacbonat.

Viéc nubi cdy té bao nhan nguyén thity nhu Escherichia coli hodc té bao nhan
dién hinh nhu nAm men c6 thé dugc thuc hién trong diéu kién ua khi nhu nudi céy lic
hoiic nudi cdy thong khi sau c6 khudy. Nhiét do nudi cdy 1a, vi dy, 15°C dén 40°C.
Thoi gian nudi cdy thuong 1a 16 gio dén 7 ngay. Tét nhét 1a duy tri d pH ctia moi
truong nudi cdy trong qué trinh nudi cdy & muc 3,0 dén 9,0. Po pH clia mdi trudong
nudi céy 6 thé duoc diéu chinh béng cach st dung axit vo co, axit hitu co, dung dich
kiém, ure, canxi cacbonat, amoniac, hodc cac chét tuong tu.

Ngoai ra, cac thube khang sinh nhu ampicillin va tetracycline ¢ thé duoc bd
sung vao mdi truong nudi céy khi can thiét trong qué trinh nudi cdy. Trong trudng
hop nuoi cdy vi sinh vat dugc bién nap bang vecto biéu hién bang cach st dung trinh
ty khoi dong cam Gng lam trinh ty khoi dong, chét cam tmg c6 thé duoc bd sung vao
mdi truong khi can thiét. Vi du, trong truong hgp nuodi cdy vi sinh vat dugc bién nap
bang vecto biéu hién bang cach st dung trinh ty khéi dong lac,
isopropyl-p-D-thiogalactopyranosit hoéc chét tuong ty dugc st dung, va trong truong
hop nudi cdy vi sinh vat dugc bién nap bang vecto bidu hién bang cach sir dung trinh
tu khoi dong trp, axit indoleacrylic hodc cac chét tuong tu c6 thé dugc bd sung vao

mdi truong.
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Pé lam moi truong nudi cdy cho té bao con trung, mdi truong TNM-FH
thuong duge st dung (dugc san xuét bdi Pharmingen Inc.), mdi truong Sf-900 II
SFM (dugc san xuat béi Life Technologies Corporation), ExCell 400 va ExCell 405
(ca hai dugc san xuét boi JRH Biosciences Inc.), mdi truong Grace’s Insect (Nature,
195, 788 (1962)), va cac moi trudng tuong tu co thé duoc sir dung.

Viéc nudi céy té bao con trung co thé duoc thuc hién, vi du, trong thoi gian
nudi cdy tir 1 dén 5 ngay trong diéu kién nhu pH 6 dén 7 cia moi trudong nudi cdy va
nhiét do nudi cdy 25°C dén 30°C. Ngoai ra, thubc khang sinh nhu gentamicin c6 thé
dugc bd sung vao moi trudng nudi cy khi can thiét trong qué trinh nuoi cdy.

Trong truong hop ma vat chu 1a té bao thuc vit, té bao thuc vat dugc bién nap
c6 thé duge nudi cdy truc tiép, hodc no c6 thé dugc biét héa vao trong co quan thuc
vat va sau d6 dugc nudi c?iy. Pé lam moi trudong nudi céy dé nudi céy té bao thuc vit,
vi du, mdi trudong Murashige va Skoog (MS) thuong dugc su dung, mdi truong
White, hodc mdi trudong trong d6 hormon thuc vat nhu auxin hodc xytokinin duge bd
sung vao cac moi trudng nay co thé duoc st dung.

Viée nudi cdy té bao dong vat c6 thé dugc thuc hién, vi du, trong thoi gian nudi
cdy tir 3 dén 60 ngay trong didu kién nhu do pH tur 5 dén 9 clia moi trudong nudi cly
va nhiét do nuoi cAy tir 20°C dén 40°C. Ngoai ra, thudc khang sinh nhu kanamycin
hodc hygromycin ¢ thé duoc bd sung vao moi trudong khi can thiét trong qua trinh
nudi cdy.

Theo phuong phép néu trén, protein dich c6 thé dugc biéu hién & dang thé
khong hoa tan trong té bao tai td hop.

Bude (A) pha v té bao tai td hop

Budc (A) 1a bude pha v té bao téi td hop bidu hién protein téi to hop dich &
dang thé khong hoa tan trong té bao dé thu dugc huyén phu bi phé v& chra cac thé
khong hoa tan ctia protein tai t6 hop.

Su phé v& té bao tai td hop co thé duoc thuc hién theo phuong phap da biét.
Ttc 1a, su pha v té bao tai to hop c6 thé duoc thuc hién béng cach phé vo té bao

bang cach xt ly bing enzym nhu lysozym, mutanolysin, lyticaza, hodc zymolyaza;
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pha v té bao bang cach tiép xic voi dung moi hitu co hodc tuong tw; pha v té bao
bing 4p sudt tham théu; pha v té bao vat Ij/co hoe bing mdy nghién bi, binh ép kieu
Phép, méy dong nhét ap sudt cao, xir ly bang siéu am, hodc cac cach tuong tu; va su
két hop cia ching.

Dbi v6i viee pha v té bao tai td hop, dung dich nudi cdy thu duge tir viée nudi
céy noi trén c6 thé dugc sit dung nhu vy, nhung t6t nhét 12 str dung huyén phu té bao
t41 t& hop da rira dé céi thién do tinh khiét ciia protein téi to hop thu dugc sau nay.

Huyén phu chta céc té bao tai t6 hop da rira c6 thé duoc chudn bi bing phuong
phép sau. Tuc 1a, té bao tai to hop dugc tach ra khoi dung dich nuodi chy bang cach ly
tam, loc, hodc cdc cach tuong tu. Xem xét cac bude tiép theo, t5t nhét 1a rira cac té
bao tai td hop bang nudc, va t6t hon 13 nén rira thém céc t& bao tai tb hop bang nude
sau khi rira bing dung dich nuéc dém hodc dung dich tuong tu. Huyén phu chira cac
té bao tai to hop da rira c6 thé duoc chudn bi bang cach tao huyén phti cac té bao tai td
hop thu dugc trong dung dich phu hgp v6éi phuong phdp pha vo & trén dé c6 duge
ndng dd thich hop.

Ngoai ra, cling co thé str dung huyén phu thu dugc theo cach ma té bao tai td
hop thu dugc tir dung dich nudi chy duoc xit Iy bing dung mdi hitu co hodc cac chét
twong tu, phan hoa tan nhu protein ¢6 ngudn gbc tir vét chu cua té bao tai to hop dugc
loai bd, va sau d6, phan khong hoa tan dugc bd sung vao dung dich thich hop cho
phuong phéap pha v& & trén dé thu dugc ndng dd thich hop. Tai thoi diém nay, trong
trrong hgp ma cac té bao vi khuan bi phd v& bang cach xtr ly bang dung mdi hitu co
ho#ic c4c chat trong tu, viée xit Iy bang dung moi hitu co hodc céc chét tuong tu (tiép
xuc voi dung moi hitu co hodc cac chét trong tw) c6 thé dugc coi 1a xir ly pha v& néu
trén. Ttc 13, sau khi xtr Iy bang dung méi hitu co hodc cac chét twong tu, budc két tu
(B) sau day cua thé khong hoa tan protein tai t6 hop 6 thé duoc thuc hién.

Vi du vé dung dich thich hop bao gdm nuéc nhu nude cong nghiép, nude khix
ion, nude thAm théu nguge (reverse osmosis - RO), va dung dich nuée dém. Dung
dich nude dém c6 thé 1a, vi du, dung dich dém Tris/HCI.

Huyén pht bi phé v& thu duoc c6 chira céc thé khong hoa tan cta protein tai tb

-25-



33359

hop. Trong ban md ta nay, thuét nglr "thé khong hoa tan" dung dé chi protein khong
hoa tan dugc trong dung dich (huyén phu), ma co thé tao thanh cac hat khong hoa tan
trong mot s6 truong hop.

Ngoai ra, huyén phtt bi pha v& chtra cac manh té bao c6 thé duge ly tam mot
cach dé& dang, va budc két tu sau dy co thé dugc thuc hién bang cach st dung huyén
phu sau khi loai bé cdc manh té bao nay.

Ngoai ra, cac hat khong hoa tan trong huyén phtt bi phd v ¢6 thé lién quan dén
tap chét va c6 thé duoc tach ra bang cach ly tam. Trong trudng hop nhu véy, qua trinh
ly tdm ¢6 thé dugc thuc hién va phé‘m két tia c6 chira cac hat khong hoa tan thu duge
¢6 thé duoc tao huyén phu lai trong dung dich nude dém 8 tién hanh budc két tu sau
day.

Budc két tu (B) céac thé khong hoa tan cua protein tai td hop

Trong bude (B), mot hodc nhiéu chét duoc chon tir nhom bao gbm mudi kim
loai, axit va chét két bong anion dugc bd sung vao huyén phi bi phé v& thu dugc
trong bude (A), va cac thé khong hoa tan cla protein tai td hop duoc két tu dé thu
duoc thé két tu protein tai t6 hop. Trong bude (B), viée gia nhiét va/hodc khudy c6 thé
duoc thuc hién khi can thiét.

In Tyr Gmudi kim loai bao gém mudi kim loai kidm thd va mudi kim loai thd.
Céc vi du cu thé vé ching bao gbm halogenua kim loai kidm thé, nitrat kim loai kiém
thé, sulfat kim loai kiém thd, halogenua kim loai thé, nitrat kim loai thd, va sulfat kim
loai thé. Mudi kim loai tdt hon 1a mudi kim loai héa tri hai hogc da héa tri cao hon.

Vi du vé halogenua kim loai kiém thd bao gdm canxi clorua, magie clorua,
magie bromua, canxi bromua, magie iodua, va canxi iodua.

Vi du vé nitrat kim loai kiém thd bao gdm canxi nitrat, magie nitrat, stronti
nitrat, va bari nitrat.

Vi du vé sulfat kim loai kiém thd bao gdm canxi sulfat, magie sulfat, stronti
sulfat, va bari sulfat.

Vi du vé halogenua kim loai thd bao gdm nhdm triclorua va gali triclorua.

Vidu v nitrat kim loai thd bao gém nhom nitrat va gali nitrat.
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Vi du vé sulfat kim loai thd bao gém nhom sulfat va gali sulfat.

Cac mubi kim loai nay c6 thé dugc st dung mot minh hodc ¢ dang hdn hop
gém- hai hodc nhiéu mudi kim loai.

Vi du thich hop vé mudi kim loai bao gé)m halogenua kim loai kiém va
halogenua kim loai kiém thd, va vi du dic biét thich hop vé mubi kim loai bao gém
lithi clorua va canxi clorua.

Trong trudong hop ma protein tai t6 hop tao thanh céc hat khong hoa tan két
chit trong huyén phu bi pha v, thi mubi kim loai c6 hiéu qua ngay ca khi bd sung
mdt lugng nho. Vi du, mubi kim loai c6 thé duoc bd sung vao vai lugng tir 0,01 dén
20 mM va tét hon 1a tir 1 dén 10 mM. Trong truong hop céac thé khong hoa tan ma
khong tao thanh cac hat khong hoa tan hodc cdc hat khong hoa tan can thoi gian dé
két tia bang cach ly tam, mudi kim loai ¢6 thé dugc bd sung vao véi luong tir 2 dén
50 mM va tt hon 14 tir 5 d&n 10 mM.

Axit v6 co va axit hitu co bat ky co thé duge st dung lam axit. Axit thich hop
c6 thé 13, vi du, axit oxo.

Vi du vé axit oxo thudc axit vd co bao gém axit sulfuric, axit nitric, va axit
phosphoric. Vi du vé axit oxo thudc axit hitu co bao gém axit formic, axit axetic, axit
xitric, va axit tartric. Axit oxo tdt hon 1a axit axetic, axit sulfuric, hodc axit xitric, va
t&t hon nira 1a axit xitric.

Trong truong hgp ma protein tai td hop tao thanh cc hat khong hoa tan két
chit trong huyén phil bi phé vd, thi axit ¢6 hi¢u qua ngay ca khi bd sung mdt lugng
nho. Vi du, axit co thé duoc bd sung vao véi luong tir 0,01 dén 20 mM, t6t hon 1a tir 1
dén 20 mM., va tét hon nita 1a tir 5 dén 20 mM. Trong trudng hop cac thé khong hoa
tan khong tao thanh cac hat khong hoa tan hodc cc hat khong hoa tan can thoi gian
dé két tia bang cach ly tdm, axit c6 thé dugc bd sung vao véi luong tir 2 dén 50 mM
va tdt hon 1a tir 10 dén 30 mM.

Céc axit nay co thé duoc str dung mot minh hodc ¢ dang hén hop gé)m hai hodc
nhiéu axit.

Trong ban mod ta nay, thuat ngi "chit két bong anion" dung dé chi chét két

-27-



33359

bong polyme (polyme) c6 mdt nhém anion hitu co. Vi du v& chét két bong anion bao
gdm chit két bong anion dya trén polyacrylat, chit két bong anion dua trén
polyacrylamit anion, va chét két bong anion dua trén copolyme acrylamit-acrylat. Céac
vi du cu thé vé chit két bong anion bao gdm cic loai KURIFARM PA (PA-923,
PA-896, PA-895, PA-893, PA-865, PA-823, PA-813, PA-804, PA-465, PA-404,
PA-402, PA-265, va céc loai twong tu) dugce san xuét boi Kurita Water Industries Ltd.,
ACCOFLOC (A-95 dén A-100, A-110 dén A-150, A-190, A-235 H dén A-250, va céc
loai tuwong tu) va SUMIFLOC (FA-40 dén FA-70) duogc san xudt bai MT
Aquapolymer, Inc., céc loai DIAFLOC AP (AP335B, AP741B, AP825C, va cac loai
tuong tu) duge san xudt béi Mitsubishi Rayon Co., Ltd., cac loai TAKIFLOC A
(A-102~A-106, A-108, A-142, va A-162) duoc san xuét bai Taki Chemical Co., Ltd.,
va TOGAMIFLOC (TA-089, TA-104, TA-109, TA-124, TA-144, TAE-2325,
TAE-2335, TAE-2644, va céc loai tuong tu) dugce san xuét bai Togami Electric Mfg.
Co. Ltd.

Trong sb cac chat két bong nay, c6 nhitng truong hop ma chinh céc chét két
bdng c6 tdc dung két tu cac té bao chi. Do do, trong trudng hgp ma chét két bong
duoc st dung, tot hon 1a st dung huyén phti bi phd v& ma tir d6 cic manh té bao duoc
loai bd trude. Lién quan dén lugng chét két bong anion duoc bd sung vao, chét két
bong anion duge bd sung vao dé protein tai tb hop chiém 0,001 dén 0,1% va t6t hon
140,01 dén 0,05% trong huyén pht1 bi pha v&.

Viéc bd sung mudi kim loai, axit, hodc chét két bong anion két hop véi nhau
thay vi chi thém ting loai mang lai hi€u qua bang cach bd sung ndng dd thap.

Trong budc két tu (B), mot hodc nhiéu chit dugc chon tir nhém bao gém mubi
kim loai, axit va chit két bong anion c6 thé duoc bd sung vao, tiép dé gia nhiét dé
viée két tu dugc thuc ddy va thé két tu trd nén 16n hon. Céc bién phép gia nhiét khong
bi gi6i han cu thé. Nhiét do gia nhiét (nhiét do dinh) khong bi gi6i han cu thé, nhung
tir quan diém thu duogc higu qué céc thé khong hoa tan hodc cac hat khong hoa tan va
tir quan diém tiéu diét té bao vi khuén, thi nhiét d§ gia nhiét 14, vi du, 60°C hogc cao

hon, tbt hon 1a 70°C hoidc cao hon, va tdt hon nita 12 80°C hodc cao hon, tuy thudc
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vao loai protein tai t6 hop dich. Ngoai ra, tir quan diém ngin chin sy phan huy
protein dich va cai thién do tinh khiét cta protein dich, nhiét d¢ gia nhiét 1a, vi du,
130°C hodc thép hon, t6t hon 1 110°C hodc thdp hon, va tot hon nita 1a 90°C hoac
thép hon, tiy thudc vao loai protein dich.

Thoi gian gia nhiét (thoi gian dé duy tri nhiét do gia nhiét) khong bi gi6i han
cu thé, nhung tr quan diém thu duoc hiéu qua céc thé khong hoa tan hodc céc hat
khong hoa tan va tr quan didm tiéu diét té bao vi khuén, thoi gian gia nhiét 1a, vi du,
0,5 gid hodc nhiéu hon, t6t hon 1a 1 gi0 hodc nhiéu hon, va tot hon nita 12 2 gid hoic
nhiéu hon, tiy thudc vao loai protein tai td hop dich. Ngoai ra, tir quan diém ngan
chin sy phan hiy protein dich va cai thién hiéu qua cong viéc, thoi gian gia nhiét la,
vi du, 15 gi& hogc it hon, tdt hon 1a 10 gidr hogc it hon, va tot hon nira 1a 5 gio hoac it
hon, tuy thudc vao loai protein dich.

Thoi gian gia nhiét dé thu dugc céc thé khong hoa tan hodc cac hat khong hoa
tan c6 thé duoc rat ngin dang ké bang cach gia nhiét lién tuc huyén phu bi pha v&.
Nhiét do trong treong hop gia nhiét lién tuc huyén phti bi pha v& khong bi gi¢i han cu
thé, nhung tr quan diém cua viéc thu duogc hiéu qua céc thé khong hoa tan hodc cac
hat khong hoa tan va tir quan diém tidu diét t& bao vi khuan, thi nhiét do gia nhiét 13,
vi du, 70°C hodc cao hon, tdt hon 1a 80°C hoic cao hon, va tdt hon nita 1a 90°C hodc
cao hon, tuy thudc vao loai protein tai t6 hop dich. Ngoai ra, tir quan diém ngan chin
su phan hiy protein dich va cai thién do tinh khiét cta protein dich, thi nhiét do gia
nhiét 13, vi du, 140°C hodc thép hon, tt hon 1a 120°C hogc thép hon, va tot hon nira
la 100°C hoac thép hon, thy thudc vao loai protein dich.

Thoi gian gia nhiét dé thu dugc cac thé khong hoa tan hodc cac hat khong hoa
tan trong truong hop gia nhiét lién tuc huyén phu 1ong bi pha v& khong bi giéi han cu
thé, nhung tr quan diém cua viéc thu duogc hiéu qua céc thé khong hoa tan hodc cac
hat khong hoa tan va tir quan diém tiéu diét t& bao vi khuan, thi thoi gian gia nhiét 14,
vi du, 1 gidy hodac nhiéu hon, tot hon 1a 10 gidy hodc nhiéu hon, va t6t hon nita 1a 30
gidy hodc nhiéu hon, tily thudc vao loai protein tai td hop dich. Ngoai ra, tir quan

diém ngan chin sy phan huy protein dich va cai thién hi¢u qua cong viéc, thi thoi gian
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gia nhiét 13, vi du, 120 gidy hodc it hon, t5t hon 1a 90 gidy hodc it hon, va tot hon nita
12 60 gidy hodc it hon, tlry thudc vao loai protein dich.

Khong ¢6 gidi han cu thé nao dbi véi phuwong phap gia nhiét lién tuc huyén phu
bi pha v, va didu d6 du dé cac thé khong hoa tan hodc cac hat khong hoa tan c6 thé
duoc gia nhiét dén 70°C hogc cao hon va 140°C hogc thép hon va nhiét do sau khi gia
nhiét c6 thé duoc giit trong vong 120 gidy. Sir dung thiét bi khir tring chét 16ng lién
tuc hodc thiét bi tuong tu c6 thé duoc dé cap. Dac biét, thiét bi khu trung chét long
lién tuc MINI UHT T-20 (dugc san xuét bdi Powerpoint International Ltd.) c6 thé
duoc dé cap.

Trong bude két tu (B), ngoai viéc gia nhiét, c6 thé tién hanh thém viéc khuéy
dé thé kbt tu tré nén 16n hon. Cac thiét bi khudy khong bi gi6i han cu thé. Téc do
khudy khong bi gii han cu thé, nhung tir quan diém thu dugc cac hat khong hoa tan
mdt cach hiéu qua, tdc do ma tai d6 thé két tu chtra cac thé khong hoa tan trong dung
dich khong két tia tot hon 14, vi dy, 70 vong/phut hodc 16n hon, t6t hon 13 150
vong/phut hoac 16n hon, va tdt hon nira 12 300 vong/phut hogc 16n hon. Tir quan diém
ngan chan vide phé v& cac thé khong hoa tan duge hinh thanh, téc do khudy 1a 1500
vong/phut hodc thép hon, t8t hon 14 1000 vong/phut hodc thip hon, va t6t hon nita 1a
500 vong/phat hodc thép hon. Viée khudy c6 thé dugc thuc hién vao thoi diém bat ky
trong budc két tu (B). Trong trudong hop gia nhiét, viée khudy tot hon la duge thyc
hién ciing v6i viée gia nhiét.

Buée (C) tach thé két tu protein tai té hop

Buéce (C) 1a budc tach thé két tu thu dugc trong budc (B) ra khoi huyén phu.
Viéc két tu cac thé khong hoa tan cla protein tai t6 hop duoc bt diu cung lic véi
viéc bd sung mot hoac nhiéu chit duoc chon tir nhém bao gém mudi kim loai, axit va
chit két bong anion vao huyén pht1 bi phé v, va sau do, cac bién phap tach thich hop
nhu Iing tw nhién, ly tam, hodc loc c6 thé duge str dung dé tach thé két ty. Sau khi bd
sung mot hoac nhiéu chat dugc chon tir nhém bao g@)m mubi kim loai, axit va chét két
bong anion, viéc gia nhiét va tuy y khudy thém thic diy su két tu va lam cho thé két

tu 16n hon, didu nay gitp cho viéc tach trd nén dé dang hon.
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Trong mot vi du, thé két tu c6 thé duge thu hdi bang cach ly thm & 2.500 x g
trong 5 dén 30 phut. Trong trudng hop ma protein tai td hop tao thanh cac hat khong
hoa tan ma ban diu c6 thé ly tdm duogc trong huyén phu bi pha v&, mot hodc nhiéu
chit duoc chon tir nhém bao gém mudi kim loai, axit va chét két bdng anion dugc bd
sung vao, tiép d6 gia nhiét va tiy y khudy sao cho c4c hat khong hoa tan c6 thé dugc
Jam cho to hon nita va do d6, ling mot cach tu nhién. Cac thé khong hoa tan cla
protein tai td hop vén khoé tach bang cach ly tAm ciing ¢6 thd dwoc tach ra bang cach
ly tdm, loc, hodc cac cach tuong tu, béng cach bd sung moQt hodc nhiéu chat dugc
chon tr nhém bao gdm mubi kim loai, axit va chit két bong anion, tiép do gia nhiét
va thy ¥ khudy dé céac hat khong hoa tan ¢6 thé dugc lam cho to hon nita.

Cho dén nay van chua c6 bao cdo nao cho thiy qua trinh ling c6 thé duoc thuc
hién véi lyc ly thm thip nhu 2.500 x g trong qua trinh ly tdm cac hat khong hoa tan,
va thiét bi ly tdm hinh tru c6 lyc ly tdm cao thuong la 12.000 x g hodc l6n hon da
duoc st dung. Tuy nhién, theo sang ché, protein tai t6 hop khong hoa tan c6 thé duogc
két tia dudi dang thé két tu véi lyc ly tam thip hon, do d6 c6 nghia 1a thiét bi ly tam
loai tAm (loai dia) dé tach va thiét bi ly tdm loai binh ling, nhu WESTFALIA,
CLARIFIER, va ALFA LAVAL, ma chi ¢6 thé duoc sit dung cho viée tach cac té bao
vi khuan cho dén nay, ngoai ra, vi du, thiét bi ly tAm loai gio c6 thé dwoc st dung dé
tach céc protein tai td hop khong hoa tan. Cc thiét bi ly tAm loai tim tach va loai
binh ldng c6 thé 1a mdt phuong tién rat hitu ich trong san xuét cong nghiép do co luc
ly tim 10.000 x g hodc nho hon va c6 kha nédng tach lién tuc mdt lugng 16n huyén
phu.

Ngoai ra, trong truong hop ma budc két tu néu trén khong dugc thuc hién,
ngay cé cac hat khong hoa tan 16n co thé d& dang lang dong bang cach ly tim thong
thuong rat co thé gay ra tic nghén trong qua trinh loc mang, nhung thuc hién bude két
tu ndy c6 thé dé dang tach cac hat 16n khong hoa tan bang mang. Dic biét, sau khi
mot hodc nhiéu chit dugc chon tir nhém bao gém mudi kim loai, axit va chét két
bdng anion dugc bd sung vao, viéc gia nhiét va tuy y khuéy dugc thuc hién, sao cho

viéc tach bing mang clia céc hat 16n khong hoa tan tré nén dé dang hon.
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Hon nita, céc tap chat c6 ngudn goc tir t& bao chli c6 thé tach ra khoi céc thé
khong hoa tan cua protein tai td hop ¢6 thé duoc loai bo chi bang hoat dong téch, va
do d6, do tinh khiét ctia protein tai tb hop c6 thé duoc cai thién. Ngoai ra, trong
trrong hop ma cac thé khong hoa tan clia protein tai td hop da tach dugce tao huyén
phi lai va sau d6 duoc két tu va tich mot 1an nita, do tinh khiét ctia protein ti to hop
c6 thé duoc cai thién hon nita.

C6 hat ciia thé két tu protein téi td hop thu dugc bang bude (C) téch thé két tu
protein tai t6 hop c6 thé duge x4c dinh bang, vi du, phuong phép ving cam bién dién.
C& hat cta thé két ty protein tai td hop 13, vi dy, 4 um hodc 16n hon, tdt hon 12 5 um
hodc 16n hon, t6t hon nita 12 10 pm hodc 16n hon, va t5t hon nita 1a 15 pm hodc 16n
hon, theo quan diém cai thién kha ning loc. Gidi han trén cia c& hat cua thé két tu
khong bi gi6i han cu thé, nhung c6 thé 1a 50 pm hodc nho hon, 40 pm hodc nhé hon,
30 um hodc nhé hon, hodc 20 pm hogc nho hon.

Pé lam phuong phép ving cam bién dién, phuong phap do sy phan b6 theo c&
hat theo JIS Z 8832 c6 thé dugc d& cap. Cu thé, phuong phap do st dung méy phan
tich ¢& hat CDA-1000 (Sysmex Corporation) ¢6 thé dugc dé cép.

Thé két tu protein tai td hop thu duge bang phuong phap tach c6 thé dugc tinh
ché thém bang cach sir dung phuong phap duge mo ta trong, vi du, cong b sang ché

Nhit chua duoc thAm dinh s6 2013-523665 d¢ céi thién do tinh khiét cia né.

Vi dy thue hién sing ché

Sau day, sang ché s& dugc mo ta cu thé hon c6 dua vao cac vi du. Tuy nhién,
sang ché khong bi gi6i han & cac vi du sau.

(1) Chu tricc ctia chiing biu hién protein dich (t€ bao tai t hop)

GEN495, GEN971, GEN740, GEN797, va GEN796, la cic axit nucleic ma
hoa cac fibroin cé trinh tu nguén géc tr to nhén c6 trinh tu axit amin dugc dai dién
boi SEQ ID NO: 1 (PRT410), SEQ ID NO: 2 (PRT853), SEQ ID NO: 3 (PRT647),
SEQ ID NO: 4 (PRT699), va SEQ ID NO: 5§ (PRT698), lan luot dugc téng hop. Dbi

véi mdi axit nucleic, vi tri Ndel duge bo sung ¢ dau 5' va vi tri EcoRI duge b0 sung
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xudi dong codon két thiic. Chi sb thity lidu phép (hydropathy index-HI) va khdi lwong

phan tir ctia mdi protein 12 nhw dugc thé hién trong bang 1.

[Bang 1]
SEI\?OI b Tén protein| Tén axit nucleic Chi'so th(lgliwu phdp | Khoi liﬁg’if han ti
1 PRT410 GEN495 -0,81 53,6
2 PRT853 GEN971 -0,68 2183
3 PRT647 GEN740 0,04 54,1
4 PRT699 GEN797 0,17 48,8
5 PRT698 GEN796 0,43 48,5

Niam loai axit nucleic nay mdi loai dugc tach dong vao trong vecto tdch dong
(pUC118). Sau d6, céc axit nucleic gidng nhau mdi loai duge cit ra bing cac enzym
0i6i han Ndel va EcoRI va sau d6 két hop vao trong vecto biéu hién protein pET-22
b(+) dé thu duoc céc vecto biéu hién. Escherichia coli BLR(DE3) dugc bién nap
bang mdi trong sé nam vecto bidu hién dé thu dugce Escherichia coli bién nap (té bao
tai td hop) biéu hién protein dich.

(2) Biéu hién protein dich

Escherichia coli bién nap & trén dugc nudi chy trong 2 mL moi truong LB ¢6
chra ampicillin trong 15 gi¢. Dung dich nu6i cay nay duoc bd sung vao 100 mL moi
trudng nudi cdy hat gibng (Bang 2) c6 chira ampicillin dé ODeoo 12 0,005. Nhiét do
ctia dung dich nudi chy duoc duy tri & 30°C va nudi cdy bang binh dugc thyc hién

(khoang 15 gio) cho dén khi OD 600 1a 5, nhd do6 thu dugc dung dich nudi ciy hat

gidng.
[Bang 2]
MOoi truong nudi ciy hat gibng

Chat phan Uing Nong dd (g/L)
Glucoza 5,0
KH>PO4 4,0
KzHPO4 o 9,3
Chiét xuat ndim men 6,0

mpicillin 0,1

Dung dich nudi cdy hat gibng da duogc bd sung vao thiét bi 1én men dang binh
trong d6 500 ml moi trudng san xuét (Bang 3) da dugc b sung vao dé ODsgo 14 0,05.
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Viéc nuoi cly duge thue hién véi sy kiém soat on dinh & do pH 6,9 trong khi nhiét do
cta dung dich nudi cdy duge duy tri ¢ 37°C. Hon nita, ndng do oxy hoa tan trong

dung dich nudi ciy duge duy tri & mirc 20% ndng do bio hoa oxy hoa tan.

[Bang 3]
Mai trudng san xuét

Chét phan (ng Nong do (g/L)
Glucoza 12,0
KH>PO4 9,0
MgSO4 7TH20 2,4
Chiét xuit nAm men 15
FeSO4 7H20 0,04
MnSO4 5H,O 0,04
CaCly'2H0 0,04
ADECANOL (Adeka Corporation, LG-295S5) 0,1(mL/L)

Ngay sau khi glucoza trong mdi trudng san xuét duoc tiéu thu hoan toan, mot
dung dich thirc &n (455 g/1L glucoza, 120 g/1L chiét xuAt ndm men) dugc bd sung
vao véi toe do 1 mL/phit. Viéc nudi cay dugc thuc hién véi su kiém so4t én dinh &
pH 6,9 trong khi nhiét d6 cua dung dich nudi céy dugc duy tri & 37°C. Hon nita, viéc
nudi cdy duoc thuc hién trong 20 gid trong khi ndng dd oxy hoa tan trong dung dich
nudi cdy dugc duy tri & muc 20% néng do bio hoa oxy hoa tan. Sau do,
isopropyl-B-thiogalactopyranosit (IPTG) 1M dugc bd sung vao dung dich nudi chy &
ndng d6 cudi cing 1a 1 mM dé gy ra su biéu hién cta protein dich. Hai muoi gid sau
khi bd sung IPTG, dung dich nudi cdy dugc ly tam dé thu hdi cdc té bao vi khuén,
SDS-PAGE duoc thuc hién béng cach sur dung cac té bao vi khudn dugc didu ché tur
dung dich nudi cdy trudce khi bd sung IPTG va sau khi bd sung IPTG, va chimg minh
dugc réng protein dich duogc biéu hién ¢ dang céc thé khong hoa tan do sy xuét hién
cta dai kich thudc protein dich tuy thudc vao su bd sung IPTG.

[Vidu 1: Hiéu qua cta viéc bd sung mudi kim loai — phan 1]

1,8 ng/g t& bao vi khuén w6t cia DNaza (Sigma-Aldrich Co. LLC) va 164 ug/g
t& bao vi khuén w6t cia Lysozym (Thermo Fisher Scientific, Inc.) dugc bd sung vao
huyén phil nuée RO cta Escherichia coli BLR(DE3) biéu hign PRT853 (HI: -0,68) &

dang cac thé khong hoa tan, sau d6 duoc xir 1y bbn 1an bang thiét bi lam ddng nhét ap
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suét cao (GEA, PANDA PLUS) & nhiét do trong phong & ap sudt 600 bar dé pha vo
céc té bao vi khudn. Sau khi phéa vd, cac thé khong hoa tan thu dugc bang cach sir
dung méy ly tim (TOMY MX-305) ¢ 11.000 x g trong 5 phtt. Do do, cac thé khong
hoa tan 1a cac hat khong hoa tan tuong d6i nho, can duogc ly tim trong mdt khoang
thoi gian déng ké dé thu duoc. Sau khi tao huyén phi cac hat khong hoa tan trong
nude, cac mudi kim loai thé hién trong bang 4 duoc bd sung vao & ndng do 0,5 M.
Fig.1 1a anh cua mdi mau trong trudong hop dugce ly tdm & 2.680 x g trong 10 gidy sau
khi b6 sung mubi kim loai.

Béng cach bd sung mudi kim loai da hoa tri, ching minh dugc rﬁng céc thé
khong hoa tan co thé duoc két tha nhd ly tAm & 2.680 x g trong 10 gidy.

[Bang 4]

Sd Mudi kim loai

(1) Khong bd sung

(2) natri clorua 0,5 M
(3) magie clorua 0,5 M
(4) kali clorua 0,5 M
(5) canxi clorua 0,5M
(6) lithi clorua 0,5M
(7) magie sulfat 0,5 M
(8) kali sulfat 0,5 M
(9) natri nitrat 0,5 M
(10) magie nitrat 0,5 M
(11) kali nitrat 0,5 M
(12) lithi nitrat 0,5 M
(13) natri axetat 0,5 M
(14) lithi axetat 0,5 M
(15) natri cacbonat 0,5 M
(16) trinatri xitrat 0,5 M

[Vi du 2: Hi¢u qua cta viéc b6 sung mudi kim loai — phan 2]

DPéi vé6i cac mudi kim loai (magie clorua, canxi clorua, magie sulfat, va magie
nitrat) c6 hiéu qua két tu tuyét voi trong vi du 1, hiéu qua két tu & néng do thép duoc
chirng minh khi st dung cac thé khong hoa tan ctia PRT853 (xem bang 5). Fig.2 1a
anh cia mdi miu trong trudng hop duoc ly tdm & 2.680 x g trong 10 gidy sau khi bd
sung mudi kim loai.

Hi¢u qua két tu da duoc quan sat véi mudi kim loai bét ky & néng ddo 1 mM,
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nhung hiéu qua két tu dang chu y da dugc quan séat & ndng d6 5 mM hodgc 16n hon.

[Bang 5]
S6 Mubi kim loai
(1) Khong bd sung
(2) magie clorua 10 mM
(3) magie clorua 5 mM
(4) magie clorua 1 mM
(5) canxi clorua 10 mM
(6) canxi clorua 5 mM
(7) canxi clorua 1 mM
(8) magie sulfat 10 mM
9) magie sulfat 5 mM
(10) magie sulfat 1 mM
(11) magie nitrat 10 mM
(12) magie nitrat 5 mM
(13) magie nitrat ] mM

[Vidu 3: Hiéu qua trong protein c6 HI khéc nhau]

Hiéu qua cta viéc bd sung mudi kim loai trong protein véi tinh ky nuéc khac
nhau di dwoc x4c nhan. Dbi v6i bon thé khong hoa tan cia PRT410 (HI: -0,81),
PRT647 (HI: 0,04), PRT699 (HI: 0,17), va PRT698 (HI: 0,43), hiéu qua két tu bang
cach bd sung mudi kim loai (canxi clorua va magie clorua) dugce ching minh theo
cach giébng nhu nhu trong vi du 1.

1,8 ng/g té bao vi khuin uét ctia DNaza va 164 pg/g té bao vi khudn uét cla
Lysozym da dugc bd sung vao huyén phi nudc RO cia Escherichia coli BLR(DE3)
biéu hién mdi thé khong hoa tan, sau d6 dugce xtr ly bdn 1an bang may lam ddng nhat
ap suét cao & nhiét d9 trong phong va & ap suét 600 bar dé phd v cac té bao vi khuan.
Sau khi pha v&, canxi clorua hodc magie clorua dugc bd sung vao huyén phil bi pha
v& & ndng do 10 dén 150 mM, tidp d6 ly tAm & 2.680 x g trong 10 gidy dé xac nhan
trang thai két tu. Fig.3 12 anh cta mdi mAiu trong truong hop duge ly tim ¢ 2.680 x g
trong 10 gidy sau khi bd sung mudi kim loai.

Thong qua hoat dong ly tdm nay, cac thé khong hoa tan cia PRT410 va
PRT699 c6 thé duoc két tiia ma khong can bd sung mudi kim loai (canxi clorua va
magie clorua), nhung chirng minh dugc rang ngay ca lugng nho cé thé két tia cac thé
khong hoa tan mot cach chit ch€ hon nho bd sung mudi kim loai. Mt khac, PRT647
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va PRT698 khong thé dugc két tia trong cac didu kién ly tim hién tai trir khi mudi
kim loai duoc bd sung vao, nhung ¢6 thé duoc két tu va két tha bang cach bd sung
mudi kim loai. Dic biét, néng do mudi kim loai cao hon c6 thé dan dén su két tu va
két tua chat ché hon cua cac thé khong hoa tan (xem Fig.3).

Do téc dung bd sung ciia mudi kim loai dd dugc quan sat thdy trong cic protein
¢6 tinh ky nuéc khac nhau, nén cho rang phuong phap bd sung mudi kim loai nay c6
thé duogc ap dung cho viéc két tu cac thé khong hoa tan ctia cac protein khac nhau.

[Vi du 4: Cai thién db tinh khiét khi tinh ché]

Bén thé khong hoa tan ctia PRT410, PRT647, PRT699, va PRT698 ¢6 thé dugc
két tia trong 5 phut trong trudng hop duge ly tim & 11.000 x g, 20°C. Cac phan két
tha thu duoc tir qua trinh ly tm mdi phan dugc tao huyén phu trong nude RO, va
hiéu qua cua viéc bd sung mudi kim loai vao huyén phu nay (huyén phu dugc tao lai
béng ly tim) d& duoc x4c nhén.

DPi véi cac thé khong hoa tan dugc tao huyén phu lai trong nude RO, hi€u qua
cia viéc bd sung mudi kim loai dugc ching minh theo cach gidng nhu nhu trong Vi
du 3. Fig.4 14 anh ctia mdi mAu trong truong hop duge ly tdm ¢ mic 2.680 x g trong
10 gidy sau khi bd sung mudi kim loai. Nhu duoc thé hién trén Fig.4, hiéu qua bd
sung mudi kim loai d3 dugc quan sat nhu trong Vi du 3. Ngoai ra, nhu s& dugc mo ta
du6i day, do tinh khiét cta céc thé khong hoa tan c6 thé duge cai thién nhd sy tao
huyén ph lai nay.

Fig.5 va bang 6 hién thi két qua cia do tinh khiét dugc cai thién cla cac thé
khong hoa tan béng cach bd sung mudi kim loai va hoat dong tao huyén phu lai béng
ly tam. Fig.5 1a anh cho thdy két qua (két qua dién di) clia phén tich SDS-PAGE cta
timg chat long xit Iy PRT410 thu duoc trong Vi du 3 va Vi du 4. Trong anh A va B
cua Fig.5, huyén phu (huyén phu bi phéa vd) cia PRT410 ngay sau khi pha vo cac té
bao vi khuin bing may lam dbng nhét ap suét cao dugc ap dung cho lan 1; phan két
tua thu duoc bang cach bd sung canxi clorua vao huyén phtl bi pha v& voi ndng do 10
mM, sau do6 két tia va ly tim & 2.500 x g trong 5 phut dugc ap dung cho lan 2; phan

két tiia thu duoc bang cach b sung magie clorua vao huyén pht bi pha v& & ndéng do
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10 mM, sau d6 két taa va ly tim & 2.500 x g trong 5 phut duoc 4p dung cho lan 3; va
protein danh déu khéi luong phan tir da duge ap dung cho lan M.

Anh A trén Fig.5 1a anh cho thdy két qua ctia viéc nhudm mau bang chit
nhudm gel huynh quang Oriole (nhan hiéu) (dugc san xuét boi Bio-Rad Laboratories,
Inc.) ¢6 kha ndng nhudm tAt ca cac protein sau khi dién di, va B trén Fig.5 la anh cho
théy két qua nhudm béng chit nhudém trong gel dudi His InVision (nhédn hi¢u) (duoc
san xuat boi Thermo Fisher Scientific, Inc.) phan Gng véi vung thé His PRT410, sau
khi dién di. PRT410 v6i khéi lvong phan tir theo 1y thuyét 1a 53,6 kDa dugc phat hién
1a mot dai gan chét danh dau khdi lugng phan tir 1 60 kDa.

Str dung bd tao anh gel EZ Gel Doc (nhan hi¢u) (duge san xuét boi Bio-Rad
Laboratories, Inc.), dai dién di cta gel duge nhudém Oriole dugc phén tich dé tinh do
tinh khiét tinh ché ctia PRT410 trong mdi chét 1ong xi 1. Céc két qua dugc thé hién
trong bang 6 (ngay sau khi pha v&).

Do tinh khiét ctia phan két tha thu duoc ma khong can b6 sung mubi kim loai
1a 10,5%, nhung do su két tu va két tua chat ch& hon c6 thé dugc tao ra bé'mg cach bd
sung mudi kim loai, do tinh khiét c6 thé duoc cai thién lén dén 30,7% nhd bd sung
canxi clorua va 34,1% nho bd sung magie clorua (xem cac lan tir 1 dén 3 trén Fig.5,
va bang 6 (ngay sau khi phé vd)).

Ngoai ra, trong anh A va B cua Fig.5, huyén phu (huyén phu dugc tao lai bang
ly tdm) thu dugc bang cach két tia huyén phu bi pha v& (lan 1) bang cach ly tdm &
11.000 x g & 20°C trong 5 phut, va tao huyén phu phén két tta thu dugc mot 14n nita
trong nudc RO duge ap dung dbi v6i lan 4; phan két tia thu duoc bang cach bd sung
canxi clorua vao huyén phu dugc tao lai bang ly tim & ndng do 1a 10 mM, tiép d6 ly
tam téc do thap & 2.500 x g trong 5 phut dugc ap dung d4i vé6i lan 5; va phan két tia
thu duoc bang cach bd sung magie clorua vao huyén phti dugc tao lai bang ly tim &
ndng d6 1a 10 mM, tiép do ly tim tdc do thap & 2.500 x g trong 5 phut duge 4p dung
d6i voi 1an 6. Do tinh khiét ¢6 thé dugc cai thién tir 10,5% dén 34,8% (xem lan 4 trén
Fig.5, va bang 6 (duoc ly tdm va duoc tao huyén phu lai)) bing cach két tia huyén

phu ngay sau khi pha v& céc té bao vi khuin bang may lam ddng nhét 4p suét cao
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bang cach ly tim & 11.000 x g & 20°C trong 5 phut, va tao huyén phu lai phan két tia
thu duoc mot 14n nfta trong nuéc RO (huyén phu dugc tao lai béng ly tdm), nhung
bang cach bd sung canxi clorua hogc magie clorua vao huyén phii dugc tao lai bang ly
tam & néng dd la 10 mM, va két tu cac thé khong hoa tan, viée tich c6 thé duoc thuc
hién bing cach ly tam tdc do thép & 2.500 x g trong 5 phit, va dd tinh khiét ctia phan
két taa thu duge dugce cai thién 1dn luot dén 48,6% va 50,1% (xem céc 1an 5 va 6 trén
Fig.5, va bang 6 (dugc ly tAm va dugc tao huyén phil lai)). Do do, ¢6 thé cai thién
déng ké do tinh khiét bing cach bd sung mudi kim loai.

Chtrng minh dugc rang phuong phap bd sung mudi kim loai nay khong chi hitu
hidu déi véi vide két tu cac thé khong hoa tan ma con 1a phuong phap hitu hiéu d¢ loai

bo cac tap chat cb ngudn goc tir cic té bao chu.

[Bang 6]
Do tinh khiét (%)
Khong bo| Canxi clorua | Magie clorua
sung 10 mM 10 mM
Ngay sau khi phd vo 10,5 30,7 34,1
Duoc ly tam va dugc tao huyén phu lai | 34,8 48.6 50,1

Ngoai ra, mudi kim loai 50 mM duogc bd sung vao mdi trong 36 cac huyén phu
" duoc tao lai bang ly tim va huyén phu bi pha v& chira bbn thé khong hoa tan cia
PRT410, PRT647, PRT699, va PRT698, tiép do két tu va ly tdm & 2.680 x g trong 10
giay. D6i voi phan két tia thu duoc trong mdi truong hop, ty 1€ thu hdi protein dugc
xac dinh. Cac két qua duoc thé hién trong béng 7.

Ty 1¢ thu hdi dugc tinh bing cach do do hép thu & 595nm bang bd doc vi dia
(TECAN, Infinite F200), gia sir réing gi4 tri bing s6 ctia d0 hap thu trude khi ly tim 1a
0% va gid tri bang sb cta do hip thu ciia dich ndi sau khi xir Iy 11.000 x g trong 10
phit 1a 100%.

[Bang 7]
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Tén protein Ty 18 thu hoi (%0)
Khong bo sung | Canxi clorua 50 mM | Magie clorua 50 mM
PRT410 18 98 97
PRT647 0 100 97
PRT699 15 99 98
PRT698 2 97 94

Nhu rd ring tir bang 7, cac thé khong hoa tan c6 thé duge thu hdi vé6i hidu sudt
rat cao bang cach bd sung mudi kim loai.

Chtrng minh dugc rang phuong phap bd sung mubi kim loai nay khong bi gi6i
han & loai protein mién 1a n6 12 protein khong hoa tan, la phuong phép rdt hidu qua
cho viéc két tu cac thé khong hoa tan va loai bd cac tap chét c6 nguén géc tir cac té
bao chi, khong phan biét dang cua thé hoa tan c6 phai 1a hat khong hoa tan két chat
hay khong, va cling 12 phuong phéap hoan hao c6 kha nang thu hdi cac thé khong hoa
tan voi hi€u suét rat cao.

[Vidu 5: Hiéu qua clia viée bd sung axit — phan 1]

1,8 pg/g té bao vi khuin uét cia DNaza (Sigma-Aldrich Co. LLC) va 164 pg/g
té bao vi khuén uét ctia Lysozym (Thermo Fisher Scientific, Inc.) dugc bd sung vao
huyén phil nuée RO chita Escherichia coli BLR(DE3) biéu hién PRT853 (HI: -0,68)
& dang cac thé khong hoa tan, sau d6 duge xir Iy bén 14n bing may lam dong nhét ap
suét cao (GEA, PANDA PLUS) & nhiét do trong phong & dp sudt 600 bar dé thu dugc
huyén phti bi pha v& chaa céc té bao vi khuan.

Axit axetic, axit xitric, hodc axit sulfuric dugc bd sung vao huyén phu bi pha
vo & ndng d6 1a 10 dén 100 mM (ddi v6i mdi quan hé gitta s6 luong méu va ndng do
axit, xem bang 8), tiép d6 ly tim & 2.500 x g trong 30 gidy dé x4c nhén trang thai két
tu clia céc thé khong hoa tan. Fig.6 1a anh ctia mdi miu sau khi ly tam. Khi khong bd
sung axit (mau 1), cac thé khong hoa tan khong thé két tua va thu duoc dudi cac diéu
kién ly tam tc do thép nay. Tuy nhién, voi viée bd sung axit, thé két tu cua cc thé
khong hoa tan c6 thé thu dwoc dudi cac diéu kién ly tam tdc do thap nay, ngay ca voi
ndng d6 bit ky clia axit dugc néu trong bang 8 (Cac mau 2 dén 10).

Hiéu qua cta viéc bo sung axit trong cac thé khong hoa tan sau khi tao huyén
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phu lai trong nuéc RO (huyén phu duogc tao lai bang ly tAm) ciing dugc kiém tra. Tic
13, huyén phil bi pha v& ctia cac té bao vi khudn duge xir ly bang méy ly tim (TOMY
MX-305) & 11.000 x g trong 5 phiit dé thu duoc céc thé khong hoa tan. Do do, cac thé
khong hoa tan nay 1a cac hat khong hoa tan tuong d6i nhé ma can dugc ly tim & luc
ly tdm va thoi gian dang ké dé thu dugc ma khong can bd sung axit. Sau khi tao
huyén phul céc thé khong hoa tan trong nuéec RO (huyén phu dugce tao lai bang ly tim),
axit co6 ndbng do néu trong bang 8 dugc bd sung nhur trén, tiép do ly tam & 2.500 x g
trong 30 gifly dé x4c nhén trang thai két tu cta cac thé khong hoa tan. Fig.7 1a anh cta
mdi mau sau khi ly tAim. Pa chiimg minh dugc ring, ngay ca trong huyén phu duoc tao
lai bang ly tAm dugc tao huyén pht lai trong nuée RO, viée két tu cac thé khong hoa
tan ¢6 thé dugc thuc hién hidu qua nhd axit. Ngoai ra, 1a két qua cua viéc tao huyén
phu lai trong nude RO, céc hat dugc rira sach va do do moi truong va cac thanh phﬁn
co ngu@)n géc tir cac té bao vi khuin duge loai bd, do do co thé thu dugc céc thé
khong hoa tan tinh khiét ngay ci bing mét, so vdi cac thé khong hoa tan ma khong

duoc tao huyén phu lai trong nuge RO.

[Bang 8]
S6 AXit

1 khong bo sung

2 axit axetic 0,10 M
3 axit axetic 0,05 M
4 axit axetic 0,01 M
5 axit xitric 0,10 M
6 axit xitric 0,05 M
7 axit xitric 0,01 M
8 axit sulfuric 0,10 M
9 axit sulfuric 0,05 M
10 axit sulfuric 0,01 M

[Vidu 6: Hiéu qua cta viéc bd sung axit trong protein ¢6 HI khac nhaul]

Péi voi bén thé khong hoa tan ctia PRT410 (HI: -0,81), PRT647 (HI: 0,04),
PRT699 (HI: 0,17), va PRT698 (HI: 0,43) voi tinh ky nudc khac nhau, theo cach
giéng nhu trong vi du 5, axit xitric 5 dén 30 mM duoc bd sung vao va hiéu qua két tu

cac thé khong hoa tan dugc chimg minh nhu sau.
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1,8 ng/g té bao vi khuin u6t cia DNaza va 164 pg/g té bao vi khudn uét cia
Lysozym duoc bd sung vao huyén pht nuéc RO chira Escherichia coli BLR(DE3)
bidu hién mdi thé khong hoa tan, sau d6 dugce xir Iy bén 14n bang may lam ddng nhat
4p suét cao & nhiét do trong phong va & ap sudt 600 bar dé pha vor cic t€ bao vi Kkhuén.
Sau khi pha v, axit xitric dugc bd sung vao huyén phu bi phd v& & ndng do 12 5 dén
30 mM, tiép d6 ly tim & 2.500 x g trong 30 gidly dé x4c nhan trang thai ket tu. Fig.8 1a
4nh cia mdi mau sau khi ly tAm.

Trén Fig.8, 0, 5, 10, 20, va 30 chi ra néng ddo (mM) cua axit xitric duogc bd
sung vao (0 mM: khong bd sung axit xitric). H 1a mAu thu dugce bang cach ly tam
huyén phi1 khong c6 bd sung axit xitric & 11.000 x g trong 5 phut.

Céc thé khong hoa tan ctia protein bat ky khong thé thu dugc trir khi diéu kién
ly tdm 1a 11.000 x g trong 5 phit, trong truong hop ma axit khong duoc bd sung,
nhung céc thé khong hoa tan c6 thé thu duoc bang cach ly tAm tbc do thap trong
protein bt ky béng cach bd sung axit xitric 10 mM hodc 16n hon. Viée két tu ciing c6
thé dugc quan sat khi bd sung axit xitric 5 mM, nhung viéc ling 13 khong hoan toan
trong thoi gian ngén 30 gidy (xem Fig.8).

Do hiéu quéa bd sung axit dd dugc quan sat thdy trong cac protein co tinh ky
nuée khac nhau, nén cho ring phuong phap bd sung axit nay co thé dugc ap dung cho
viéc két tu céac thé khong hoa tan cta cac loai protein khac nhau.

Péi voi mdi mot trong bdn phan két tia cia PRT410, PRT647, PRT699, va
PRT698 da dugc thu hdi bang cach ly tim tdc do thip, sau khi bd sung axit xitric 10
mM, ty 1é thu hdi protein dugc xac dinh theo cach gidng nhu trong vi du 4. Cac két

qué dugc thé hién trong bang 9.

[Bang 9]
Protein Ty 18 thu hoi (%)
PRT410 101
PRT647 103
PRT699 104
PRT698 103

Nhu 3 rang tir bang 9, céc thé khong hoa tan c6 thé duge thu hdi ma khong
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hao hut nh¢ bd sung axit trong protein bét k3.

Tiép theo, dd tinh khiét ctia cac thé khong hoa tan PRT410 dugce thu hdi duge
phan tich bing SDS-PAGE. Fig.9 1a anh cho thdy céc két qua (két qua dién di) trong
phén tich SDS-PAGE cua mdi chét 1ong xtr Iy PRT410. Trén Fig.9, protein danh dau
khéi lugng phéan tir duoc 4p dung ddi voi lan M; huyén phi bi phd v& ma khong bo
sung axit dugc &p dung d6i vé&i lan 1; va cac thé khong hoa tan duge thu hdi sau khi
bd sung axit xitric 10 mM vao huyén phu bi pha v& dugc ap dung cho lan 2 sao cho
néng do protein ¢ thé 1a 1,5 pg. D& nhudm mau sau khi dién di, hai hoa chit nhuém
mau 1a chit nhuém gel huynh quang Oriole™ (duoc sén xudt béi Bio-Rad
Laboratories, Inc.) ¢6 kha nang nhudm tAt ca cac protein va chit nhudm trong gel thé
His InVision™ (duoc san xuat boi Thermo Fisher Scientific, Inc.) phan img v6i ving
thé His ctia PRT410 duoc sir dung. PRT410 v6i khéi lugng phén tir theo 1y thuyét 1a
53,6 kDa duoc phét hién 1a mot dai gin cht danh déu khéi luong phan tir 12 60 kDa.

Bang céch st dung b tao anh gel EZ Gel Doc (nhan hi¢u) (dugc san Xuét béi
Bio-Rad Laboratories, Inc.), dai dién di ctia gel duwgc nhudm Oriole dugc phan tich dé
tinh do tinh khiét tinh ché ctia PRT410 trong mdi chét long xir ly. Cac két qua duoc
thé hién trong bang 10.

[Bang 10]

Khéng bo sung (%) axit xitric 10 mM (%)
11,6 23,7

Do tinh khiét cua phin két tia thu duge ma khong bd sung axit 1a 11,6%,
nhung do sy két tia va két tu chat c6 thé duoc thuc hién nho bd sung axit, nén do tinh
khiét ¢6 thé duge cai thién téi 23,7% (xem Fig.9).

Da chirng minh duogc rang phuong phép bd sung axit nay khong chi rat hiéu
quéa ddi vai viec két tu cac thé khong hoa tan, ma con 12 phuong phap hiéu qua dé loai
b6 cac tap chét c6 ngudn gde tir cac té bao chu.

D4 ching minh dugc rang phuong phap bd sung axit nay khong bi gidi han &
loai protein mién 1a né 12 protein khong hoa tan, la phuong phap rét hiéu qua cho viée

két tu cac thé khong hoa tan va loai b cac tap chit c6 ngudn gdc tlr céc té bao chu,
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khong phan biét dang cua thé hoa tan c6 phai 1a hat khdng hoa tan két chit hay khong,
va cling 1a phuong phép hoan hao c6 kha ning thu hdi cac thé khong hoa tan véi hiéu
sudt rit cao.

[Vi du 7: Hiéu qua loai bo lipopolysacarit (LPS)]

Escherichia coli dugc sit dung lam té bao chti co LPS duoc goi 1a ndi doc t6 co
ngudn gde tir thanh té bao duy nhét dbi véi vi khudn gram dm. Trong truong hop ma
ndi doc t§ hién dién qua muc, né dugc biét 1a co tac dung nhu gy sét, suy da tang, va
ching tim dap nhanh. Do do, t6t hon 1a giam ndi doc t5. Ham luong LPS trong céc
thé khong hoa tan dugc két tu nho bd sung mudi kim loai hodc axit theo sang ché da
duoc do ludng dé x4c nhan hiéu qué giam LPS.

Céac thé khong hoa tan (1) khong dugc bd sung mudi kim loai hodc axit thu
duoc bang phuong phép sau.

Tace 13, 1,8 pg/g té bao vi khudn w6t cia DNaza (Sigma-Aldrich Co. LLC) va
164 ug/g té bao vi khuén w6t cia Lysozym (Thermo Fisher Scientific, Inc.) duge bd
sung vao huyén phit nuéc RO chtta Escherichia coli BLR(DE3) biéu hién PRT853,
sau d6 duoc xu ly bén lan bang may lam ddng nhét ap suit cao (GEA, PANDA
PLUS) & nhiét do trong phong va & ép sudt 600 bar dé pha v& cac € bao vi khudn,
Sau khi pha v&, xur ly bang may ly tim (TOMY MX-305) ¢ 11.000 x g trong 20 phut.
Phén két tia duoc tao huyén phu lan nita trong nuée RO va duge xir Iy ¢ 11.000 x g
trong 30 phut. Thao tac rira nay dugc thuc hign hai 1an. Phan két tha thu duoc dugc
tao huyén phi lan nita trong nuée RO va duge xir Iy ¢ 11.000 x g trong 60 phut dé
thu dugc cac thé khong hoa tan (1) & dang phan két taa. C4c thé khong hoa tan (1) thu
dugc & 20°C.

Céac thé khong hoa tan (2) duoc két tu bang cach bd sung mudi kim loai thu
dugc bang phuong phép sau.

Tuc 13, viée xtr ly dugce thuc hién bén 14n bang may lam ddng nhét ap suét cao,
va cho dén khi cac té bao vi khuin bi phé v&, quy trinh gidng nhu trén dugc thuc
hién. Sau khi pha v&, canxi clorua 10 mM dugc bd sung vao d8 két tu cac thé khong

hoa tan ma sau d6 dugc xt ly ¢ 2.500 x g trong 10 phat. Phén két tia thu duge duge
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tao huyén phu lan nira trong nude RO va duge xtr ly ¢ 2.500 x g trong 10 phat. Thao
tac rira nay dugc thuc hién hai 1An dé thu duoc cac thé khong hoa tan (2) bang cach bd
sung mudi kim loai & dang phan két taa.

Céac thé khong hoa tan (3) dugc két tu bang cach bd sung axit thu duoc bang
phuong phép sau.

Tuc 13, c4c thé khong hoa tan (3) bang cach bd sung axit thu dugc theo cach
gidng nhu khi thu dugc cac thé khong hoa tan (2) véi viée bd sung mudi kim loai,
ngoai trir viéc axit xitric 10 mM duogc bd sung vao thay cho viéc bd sung mubdi kim
loai.

Ham luwong LPS trong ba loai thé khong hoa tan ndy dugc xéac dinh bﬁng
phuong phép sau day.

(A) Chuin bi miu do

Khoang 75 mg (cac thé khong hoa tan (1): 75,5 mg, céc thé khong hoa tan (2):
75,1 mg, va cac thé khong hoa tan (3): 75,0 mg) cua mdi trong ba loai miu thé khong
hoa tan néu trén dwoc cin va nudc cit dé tiém (Otsuka Pharmaceutical Factory, Inc.)
duoc bd sung vao d6 voi ndéng d6 1a 50 mg/mL dé tao ra huyén phu. Sau khi khudy
biang may tron xody, 40 pH duoc kiém tra, va dung dich nudc natri hydroxit SN
(Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) duoc bd sung vao dé diéu chinh thanh trung
tinh. MAu thé khong hoa tan dugc xt Iy nhiét 6 90°C trong 20 phut bang cach st
dung thiét bi gia nhiét khi. Sau khi giai phéng nhiét, qué trinh ly tdm dugc thyc hién
& tde d6 10.000 vong/phut trong 10 phut, va dich ndi duge thu hdi va duge st dung
lam dung dich gbc dé do.

(A) Xac dinh ham luong LPS

Bang cach st dung Limulus ES-il single test Wako (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) theo tai liéu giai thich dinh kém, phan tich thoi gian do dd duc bang
cach st dung may do doc td (ET-6000/J, Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) dugc
thuc hién. Dé do luong, CSE (E. coli UKT-B) duge gén vao kit dugc st dung 1am ndi
doc td tiéu chudn. Dbi vai mdi mau thir, trude hét, dung dich géc do duogc pha loang

1.000 14n va duoc do. Cac gia tri do thu dugc bing cach pha lodng 1.000 1an cac thé
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khong hoa tan (1) va cdc thé khong hoa tan (2), nhung vi cdc thé khong hoa tan (3)
thép hon giéi han phat hién (<0,01 EU/mL), nén gia tri do ¢o thé dat dugc & do pha

loang 10 1an bing céch thay i ty 1 pha lodng. Cac két qua dugc thé hién trong bang

11.
[Bang 11]
Mau Ham lugng LPS (ug/g)
Céc thé khong hoa tan (1) 3,10
Céc thé khong hoa tan (2) 1,19
Céc thé khong hoa tan (3) 0,008

D3 chiing minh dugc rang ham lugng LPS da gidm trong céac thé khong hoa
tan (2) va (3) duoc két tu bang cach bd sung mubi kim loai ho#c axit, so v&i cac thé
khong hoa tan (1) thu duge ma khong bd sung mudi kim loai hogc axit. Cy thé, ham
lugng LPS rat thip trong céac thé khong hoa tan (3) thu duge bang cach két tu bang
axit. Phuong phap két tu va thu duge cac thé khong hoa tan bing cach bd sung mubi
kim loai hogc axit 1a mot phwong phép tuyét voi con c6 kha ning lam gidm ham
lugng LPS.

[Vidu 8: Hiéu qua két tu bang chit két bong anion]

1,8 ug/g té bao vi khudn w6t cia DNaza va 164 pg/g té bao vi khudn uét ctia
Lysozym dugc bd sung vao huyén phi nudec RO chira Escherichia coli BLR(DE3)
bidu hién PRT853 (HI: -0,68) & dang céc hat khong hoa tan, sau do dugc xir 1y bbn
lin biang may lam ddng nhét ap suét cao ¢ nhiét do trong phong & ap sut 600 bar dé
pha v cac té bao vi khudn dé thu duoc huyén phi bi pha v&. Sau khi pha vo, chét két
bong duge néu trong bang 12 dugc bd sung vao huyén phu bi phd v& & noéng do la
0,05%, va trang thai ling ctia cac hat khong hoa tan duge ching minh bang cach dé
yén hodc ly tim (2.680 x g trong 10 gidy). Cac két qua dugc thé hién trén Fig.10.

Chi ¢6 chit két bong dua trén polyacrylat anion (KURIFARM PA-896) co thé
lam két tia hiéu qua céc hat khong hoa tan & ca qua trinh tach tinh va tach bang ly
tam.

[Bang 12]
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Chét két bong

KURIFARM PA-896 (chét két bdng anion)

KURIFARM PN-901 (chit két bong khong ion)

KURIFARM PC-601 (chét két bong cation)

KURIFARM PC-668 (chét két bong cation)

KURIFARM PC-696 (chit két bong cation)

KURIFARM PC-702 (chat két bong cation)

KURIFARM PC-797 (chét két bong cation)

KURIFUTURE PF-512 (chit két bong ludng tinh)

KURIFUTURE PF-833 (chét két bong ludng tinh)

— w2
o\OOO\IO\kJI-lkUJ[\.)»—‘O)\

PRESS AID111 (chit két bdng cation)

[Vi du 9: Hiu qué cai thién do tinh khiét bang chét két bong anion]

Hiéu qua cua viéc bd sung chét két bong anion KURIFARM PA-896, ma hi¢u
qué két tu cia n6 duge ching minh trong vi du 8, vao huyén phti bi pha v& va huyén
phu dugc tao lai bang ly tAm chira cac té bao vi khuén da duoc chang minh. Huyén
phu dugc tao lai bang ly tAm nay la huyén phu trong d6 huyén pht bi phd v& dugc ly
tdm ¢ 11.000 x g & 20°C trong 5 phut va phan két tiia thu duoc duoc tao huyén phu
lai mot 1an nita trong nude RO. Huyén pht bi pha v& chira cac té bao vi khuan thu
duoc theo cach gidng ‘nhu’ trong vi du 8, ngoai trr viéc Escherichia coli BLR(DE3)
biéu hién PRT410 (HI: -0,81) ¢ dang cac hat khdng hoa tan duoc st dung.

Sau khi bd sung chit két bong, viéc ly tim duge thuc hién & 2.500 x g trong 5
phtt, va do tinh khiét cua cac thé khong hoa tan trong phan két tia thu dugc dugc
phan tich bing SDS-PAGE. Cac két qua dugc thé hién trén Fig.11. Trén Fig.11, huyén
phu (huyén phti bi pha v&) ciia PRT410 ngay sau khi pha vo cac t& bao vi khudn bing
may lam ddng nhat ap suit cao duoc 4p dung dbi voi lan 1; phan két tha thu duoc
bing céch bd sung KURIFARM PA-896 vao huyén phii bj phd v& & nong do 1a 0,01%,
tiép d6 két tua va ly tim & 2.500 x g trong 5 phut duge ap dung dbi v6i 1an 2; huyén
phu (huyén phu duge tao lai bang ly tim) thu duoc bing cach két tia huyén phu bi
pha v& (lan 1) bing cach ly tam & 11.000 x g & 20°C trong 5 phut, va tao huyén phi
phan két tia thu duoc mot 1an nita trong nude RO duoc ap dung d6i voi lan 3; va
phan két tia thu duoc bang cach bd sung KURIFARM PA-896 vao huyén phu duge

ta0 lai bing ly tim & ndng do 1a 0,01%, tiép do ly tam téc do thap ¢ 2.500 x g trong 5
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phut dugc ap dung dbi voi lan 4. D61 véi viee nhudm mau sau khi dién di, hai héa
chAt nhudm mau 1a chit mau gel huynh quang Oriole™ (duoc san xuit boi Bio-Rad
Laboratories, Inc.) ¢6 kha ndng nhuom tat ¢4 cac protein va chét nhudm trong gel thé
His InVision™ (duoc san xudt boi Thermo Fisher Scientific, Inc.) phan tmg v6i ving
thé His cia PRT410 dugc st dung. PRT410 véi khéi luong phan tir theo 1y thuyét 1a
53.6 kDa duoc phét hién 1a dai & gan chét danh ddu khi luong phan tir 14 60 kDa.
Trong truong hop bd sung KURIFARM PA-896 vao huyén phu bi pha v& &
ndng do 13 0,01% va két ty cac thé khong hoa tan, viée tach c6 thé dugc thuc hién
bang cach ly tim tbc do thdp ¢ 2.500 x g trong 5 phut, va do tinh khiét ciia phan két
tua thu duoc duoc cai thién tr 12,2% dén 53,5% (xem cac lan 1 va 2 trén Fig.11, va
bang 13 (ngay sau khi pha v&)). Do tinh khiét ctia phan két tha c6 thé dugc cai thién
tr 12,2% dén 36,3% (xem cac lan 1 va 3 trén Fig.11, va bang 13 (dugc ly tdm va
dugc tao huyén phu lai)) béng cach két tia huyén phti ngay sau khi phéa v& cac té bao
vi khudn bang may lam ddng nhit ap suat cao bang cach ly tam & 11.000 x g ¢ 20°C
trong 5 phut, va tao huyén phu lai phin két tia thu dugc mot 1an nita trong nuéc RO
(huyén phit duge tao lai bang Iy tm), nhung bing cach bo sung KURIFARM PA-896
vao huyén phu dugce tao lai bang ly tm & ndng do 1a 0,01% va két tu cac thé khong
hoa tan, viée tach c6 thé duge thuc hién bing cach ly tim tdc do thip & 2.500 x g
trong 5 phut, va do tinh khiét cua phin két tia thu duge duge cai thién lan nira tir
36,3% dén 51,8% (xem céc lan 3 va 4 trén Fig.11, va bang 13 (duoc ly tdm va duoc
tao huyén phi lai)). Do d6, 6 thé cai thién déng ké do tinh khiét bang cach bd sung

chét két bong anion.
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[Bang 13]
Do tinh khiét (%)
Khong bo sung B0 sung chat két bong
Ngay sau khi phd v& 12,2 53,5
Dugc ly tilm va du’gc tao 36.3 51.8
huyén phu lai

[Vi du 10: Hidu qua bing cach bd sung axit, gia nhiét, va khudy]

Hiéu qua két tu bing cach gia nhiét dugc ching minh bang cach st dung céc
thé khong hoa tan ctia PRT410. 1,8 pg/g té bao vi khuén w6t cia DNaza va 164 pg/g
té bao vi khudn uét ctia Lysozym dugc bd sung vao huyén phu nuéc RO chua
Escherichia coli BLR(DE3) bidu hién PRT410, sau d6 dugc x 1y bon 1an bang may
lam dong nhét 4p suét cao & nhiét do trong phong & ap sudt 600 bar dé pha v& cic té
bao vi khuén. Sau khi phd v, ly tdm & 2.500 x g trong 10 phut, va dich ndi duoc gan
ra dé didu chinh dén ndng do gap 2.5 1in. Sau d6, ndng do dugc pha lodng 2,5 lan
bang nudc RO. Axit xitric dugc bd sung vao huyén phu bi phd v & ndng do 1a 20
mM, va sau d6 viéc gia nhiét va khudy duoc thuc hién néu can dé thu duogc thé két tu.
Mdi mau duogce xur Iy dudi céce diéu kién duoc mo ta trong bang 14. Viéc gia nhiét
duoc thue hién bang cach sir dung bé nudc néng va thoi gian gia nhiét 1a thoi gian
duy tri tir thoi gian trong truong hop ma bé nuéc néng dat dugc 80°C. Viée khudy
duoc thuc hién & tbc dd 200 vong/phut. Lién quan dén thé két tu thu duoc, nong do
hat va duong kinh trung binh dugc xéc dinh bang cach sir dung méy phan tich c& hat
CDA-1000 (Sysmex Corporation). Cac két qua dugc thé hién trong bang 14. Fig.12
cho thdy su phan b6 tn s6 va su phan bb tich Iily cua cac dudng kinh trung binh.

Mau X duoc tao ra ma khong bd sung axit va khong khudy, miu 1 dugc tao ra
chi ¢6 gia nhiét va khong bd sung axit, v mau 2 dugc tao ra ma khong bd sung axit
va ¢6 gia nhiét va khudy cho thdy gan nhu khong c6 hiéu qua két tu. Mt khac, mau 3
duoc tao ra chi bd sung axit va khong gia nhiét/khuéy cho théy su gia tang c¥ hat, so
v6i cac miu X, 1 va 2. Hon nita, trong mau 7 dugc gia nhiét 6 80°C trong 2 gio, su

gia ting ¢& hat dd duoc quan sat so v6i mAu 3. Cac mau 4 dén 6, c6 thoi gian gia nhiét
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khac nhau va dugc khudy thém, da dugc thdy 1a c6 hiéu qua ting c& hat nhiéu hon
bang cach khudy. Su két tu phu thudc vao thoi gian xur ly, nhung hi¢u qua duge quan
sat tir it nhat 0,5 gid. Xu huéng nay dugc ching minh trén Fig.12. Vi kha nang loc cai
thién & dang dinh ctia sy phan bd ¢ hat tré nén rd rang hon, da chimg minh dugc tir

Fig.12 ring viéc bd sung axit, gia nhiét, va khudy cai thién kha ning loc.

[Bang 14]
. | Nhiet do [Thoi gian xif Nong do hat | D0nE kinh trung
So) pH Khudy | o1y c0)| 1y (gio) | (hat/ml) binh (jim)
~ d10%] d50%]d90%
Khoéng diéu | Khong 0
X| o (60) | khudy | 22 - 4,68 x 101 | 0,90 | 2,72 | 5,08
Khong diéu | Khong ; 10
L ohin 6.0y | Knody | % 2 2,57 % 1010 | 1,37 | 3,23 | 6,40
Khong diéu | Pugc 9
2| 60y | Kby | % 2 8.04 x 10° |1,3815,679|7,505
3 3,75 Khong |5, - 4,62 x 10° |2,359(3,955|7,472
khuay
4| 375 buoe 1 ¢y 05 | 7.09% 100 | 437 | 7,51 | 9,90
khuay
5| 375 buoe | g 1 444 % 10° | 475 | 8,62 |12,28
khuay
6 3,75 Buge 80 2 2,09 x 108 | 7,67 |10,39 12,37
khuay
7 3,75 Khong | ¢ 2 0,98 x 108 | 3,84 | 5,62 | 8,57
khuay

[Vidu 11: Hiéu qua cai thién kha ning loc theo loai axit]

Hiéu qua cai thién kha ning loc bang cach b sung axit duge ching minh bing
cach st dung cac thé khong hoa tan cia PRT410. Do chimg minh dugc rang viéc loc
¢6 thé duoc thuc hién bang cach bd sung axit, nén hiéu qua céi thi¢n kha nang loc tuy
thudc vao loai axit dugc so sanh ddi vai ba loal axit; axit xitric, axit clohydric, va axit
sulfuric. Phuong phéap thi nghiém gidng nhu trong vi du 10, ngoai trlr axit 1a khac
nhau. P61 véi viée xit ly axit, bang 15 va 16 cho thdy vi du vé cac két qua lién quan
dén mbi quan hé gitta lugng loc tdi da va thoi gian loc va thdng luong thAm sau khi
gia nhiét va khudy ¢ 80°C trong 2 gio. La két qua cua su so sanh, chimg minh dugc

rang axit xitric dd vugt troi v& mit cong nghiép vi axit xitric thé hién luong loc t6i da
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16n nhét va thong luvong thim 6n dinh.

[Bang 15]
Dién tich loc (cm?) Luong loc t6i da (m*/m?)
Khong bo sung 453 Khong loc dugc
Axit xitric 45,3 0,276
Axit clohydric 45,3 0,100
Axit sulfuric 453 0,092
[Bang 16]
. Nhiét do gia | Thoi gian gia | Nong do hat | U0 kinh trung binh
bopH nhiét (°C) | nhiét(gid) | (hat/ml) (pm)
- - - d10% | d50% | d90%
3,75 8
(Axit xitric) 80 2 134 x 108 | 7,928 | 9,980 | 12,365
3,75
(Axit 80 2 1,88 x 108 | 7,374 | 9,641 | 12,755
clohydric)
3,75 80 2 249 % 10 | 7,283 | 9,430 | 11,835
(Axit sulfuric) X : : :

[Vi du 12: Hiéu qué cai thién do tinh khiét protein bang cach gia nhiét]

D6 tinh khiét cta cac thé khong hoa tan cia PRT799 (SEQ ID NO: 11, 200
kDa) va PRT587 (SEQ ID NO: 12, 100 kDa) di gia nhiét dugc phan tich bing
SDS-PAGE. Fig.13 va 14 12 anh cho thdy cac két qua (két qua dién di) cta phép phan
tich SDS-PAGE ctia m&i chét 1ong xt Iy cia PRT799 va PRT587. Axit xitric dugc bd
sung vao mdi chét 16ng xir 1y, va do pH dugc didu chinh dén 3,75. Trén Fig.13, huyén
phil bi pha v& dugc gia nhiét & 80°C trong 3 giv duge dp dung d6i v6i lan 15 va huyén
phtl bi pha v& khéng duoc gia nhiét duge p dung ddi vai 1an 2. B3 chirg minh dugc
trong huyén pht bi phé v& cta lan 1 rang protein nhiém tap duoc phén hiy biang céch
gia nhiét. Trén Fig.14, huyén phi bi phd v& khong duoc gia nhiét duge 4p dung doi
v6i lan 1; va huyén phi bi pha v& duge gia nhiét & 80°C trong 2 gi¢ dugc ap dung d6i
v6i lan 2. D4 chiing minh duoc ring dai gin chét danh déu phén tir 40 kDa dugc phén
hiy, va su cai thién vé do tinh khiét cia protein dich bing cach gia nhiét duoc chimg
minh khi cuong do phat hién ctia dai (protein dich) duge phét hién gan chat danh dau

phan t& 100 kDa trong lan 2 cao hon 1,2 1an so véi dai cta lan 1 khong dugc gia
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nhiét.

[Vi du 13: Hidu qua bing cich gia nhiét lién tuc]

Hiéu qua két tu bang cach gia nhiét lién tuc dugc ching minh bang cach sir
dung cac thé khong hoa tan cia PRT799. 1,8 pg/g té bao vi khuan udt cia DNaza va
164 pg/g té bao vi khuén w6t ctia Lysozym duoc bd sung vao huyén phit nuéc RO
chtta Escherichia coli BLR(DE3) biéu hién PRT799, sau d6 dugc xir Iy bén 1an bing
may lam dbng nhét ap suét cao ¢ nhiét do trong phong & ap sudt 600 bar dé pha vo
céc té bao vi khuin. Sau khi phd vo, ly tim bing may ly tdm (TOMY MX-305) &
2.500 x g trong 10 phut, va dich ndi duoc gan ra dé didu chinh dén ndng do gip 2,5
1An. Sau d6, ndng do dugc pha lodng 2,5 14n bang nude RO. Axit xitric dugc bd sung
vio huyén phu bi phé v& & ndng dd 1a 20 mM, va sau d6 viée gia nhiét dugc thye hign
a8 thu duoc thé két tu. Mi mau dugce xir Iy duéi cac didu kién duge mo ta trong bang
17. Viéc gia nhiét duge thuc hién bing cach st dung thiét bj khi tring chét long lién
tuc MINI UHT T-20 (dugc san xuét bai Powerpoint International Ltd.). Nhi¢t do gia
nhiét 1a 80°C, 85°C, 90°C, hodc 95°C, va thoi gian gia nhiét cua huyén phu bi pha v&
12 30 gidy hodc 60 gidy. Péi v6i thé két tu thu dugc, nong do hat va dudng kinh trung
binh dugc xac dinh bang cach sir dung méy phén tich ¢& hat CDA-1000 (Sysmex
Corporation). Cac két qua duoc thé hién trong bang 17. Fig.14 va 15 cho thdy su phan
b6 tin s va su phan b tich Iily cua dudng kinh trung binh,

[Bang 17]

-52-



33359

. Nhiét do x| Thoi gian xir | Néng do hat Dudng kinh trung binh

o1 pH Iy (°C) Iy (hat/ml) (um)
- d10% | d50% | d90%

Trudc khi gia Khong duoc

C | et (3371‘; 25 giarglhiet' 1,52x 101 | 0,959 | 2,940 | 4.861
X 3.75 80 2 giv 508x 10° | 4,001 | 6,412 | 8,685
1 3,75 80 30 gidy 132x10° | 3,987 | 7,824 | 10,275
2 3.75 80 60 gidy 1.09 % 10° | 3,951 | 8,163 | 11,415
3 3,75 85 30 gidy | 648 x 10° | 5,166 | 8,778 | 11,415
4 3.75 85 60 gidy | 4,19x 10° | 4,865 | 9,070 | 12,525
5 3.75 90 30 gidy 144 % 10° | 6,773 | 11,045 | 13,825
6 3,75 90 60 gidy | 2,51 x 10° | 5,434 | 10,845 13,810
7 3,75 95 30 gidy | 8,27 x 107 | 5,664 | 11,825 | 14,510
8 3.75 95 60 gidy 1.02% 108 | 3,035 | 11,535 | 14,475

Tur cac két qua trong bang 17, trong truong hop ma thé két tu ctia mau X thu
duoc bing cach gia nhiét sit dung bé nudc néng & nhiét dd gia nhiét la 80°C trong
thoi gian gia nhiét 2 gi¢ dugc so sanh voi thé két tu chiamau 1,2, 3,4, 5, 6, 7, hodc 8
thu dugc bang cach st dung thiét bi khir tring chit 16ng lién tuc MINI UHT T-20
(dugce san xuét boi Powerpoint International Ltd.) & nhiét d§ gia nhiét 1a 80°C, 85°C,
90°C, hoic 95°C trong thoi gian gia nhiét 30 gidy hodc 60 gidy, thé két tu thu dugc
bing cach st dung thiét bi khir tring chat 16ng lién tuc MINI UHT T-20 (duoc san
xuét boi Powerpoint International Ltd.) c6 ¢ hat b%mg hodc 16n hon so v6i ¢& hat cua
thé két tu thu duoc bang cach gia nhiét trong bé nude nong.

ba ching minh dugc tir Fig.15 va 16 r?mg thé két tu co thé duoc lam cho to 1én
mét cach hiéu qua bang cach gia nhiét huyén phu bi phd v& & nhiét do cao trong
khoang thoi gian ngan.

[Vi du 14: Hiéu qua cai thién kha nang loc bé‘mg cach gia nhiét lién tuc]

Két qua cua dién tich loc va lugng loc tdi da cta cac mau X, 5, 6, 7, va 8 dugc
thé hién trong bang 18. Theo bang 18, kha nang loc trong truong hop gia nhiét & nhiét
dd cao trong khodng thoi gian ngin bang cach st dung thiét bi khtr tring chat 1éng
lien tuc 1a bing hodc bing hodc 16n hon so véi kha nang loc thu dwoc bang cach gia

nhiét st dung bé nudc néng trong 2 giod, va di ching minh dugce rang kha ning loc
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dugc cai thién trong truong hop ma huyén phu bi pha v& duge gia nhiét ¢ nhi€t do

cao trong khoang thoi gian ngan.

[Bang 18]
6 pH Nhiét do xtr ly |Thoi gian x| Dién tich loc Luong loc tdi da
(°C) 1y (cm?) (m*/m?)
X | 3,75 80 2 gio 45,3 0,078
5 13,75 90 30 gidy 45,3 0,099
6 | 3,75 90 60 gidy 45,3 0,101
7 | 3,75 95 30 gidy 45,3 0,103
8 | 3,75 95 60 gidy 45,3 0,099




33359

YEU CAUBAO HO

1. Phuong phép sén xuét thé két tu protein tai td hop bang céach tach céc thé khong
hoa tan cla protein tai to hop & dang thé két tu ra khoi té bao tai td hop biéu hién
protein tai td hop & dang cac thé khong hoa tan trong té bao, bao gdm céc budc:

buée (A) pha v té bao tai td hop bidu hién protein tai t6 hop dich & dang
cac thé khong hoa tan trong té bao dé thu dugc huyén phil bi pha v c6 chua cac thé
khong hoa tan cla protein tai t6 hop;

bude (B) bd sung mot hodc nhiéu chét dugc chon tir nhém bao gém mudi
kim loai, axit va chit két bong anion vao huyén phu bi pha v& thu dugce trong budc
(A), va két tu cc thé khong hoa tan ciia protein tai to hop dé thu dugc thé két tu
protein tai to hop; va

bude (C) tach thé két tu thu dugc trong bude (B) ra khéi huyén phu,

trong do6 protein tai td hop 14 protein céu tric.

2. Phuong phap san xuét thd két tu protein tai td hop bao gdm cac budc tlr (A) dén (C)
sau day:

bude (A) pha vo té bao tai td hop biéu hién protein tai td hop dich & dang
cac thé khong hoa tan trong té bao dé thu dugc huyén phii bi phé v c6 chua céac thé
khong hoa tan cla protein téi td hop;

budc (B) bd sung mot hodc nhiéu chét dugc chon tir nhém bao gém mudi
kim loai, axit va chat két bong anion vao huyén phu bi pha v& thu duge trong budc
(A), va két tu cac thé khong hoa tan cla protein tai t6 hop dé thu dugc thé két tu
protein téi t hop; va

buge (C) tach thé két tu thu dugc trong bude (B) ra khoi huyén pht,

trong do6 protein tai t6 hop vé co ban khong dugc hoa tan trong huyén phu bi pha v&.

3. Phuong phéap san xuét thé két tu protein tai td hop theo diém 1 hodc 2, trong do
bude (C) bao gdm viée tach thé két tu protein tai t6 hop bang luc ly tam 1a 10.000 x g

hodc nho hon.
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4. Phuong phép san xudt thé két tu protein tai t6 hop theo diém bét ky trong sb cac
didm tir 1 dén 3, trong d6 bude (C) bao gbm viéc tach thé két tu protein tai t6 hop
bang cach str dung may ly tdm dugc chon tir nhém bao g6m mady ly tdm loai tAm tach,

mdy ly tdm loai gio va mdy ly tdm loai binh ling.

5. Phuong phép san xudt thé két tu protein tai td hop theo diém bét ky trong sd cac
didm tir 1 dén 4, trong d6 bude (C) bao gdm viée tach thé két tu protein téi td hop

béng cach loc hodc léng tu nhién.

6. Phuong phép san xut thé két tu protein tai td hop theo diém 1 hodc 2, con bao

gom:

viéc gia nhiét trong budce (B).

7. Phuong phép san xuét thé két tu protein téi t6 hop theo diém 6, con bao gdm:

viéc khudy trong buédce (B).

8. Phuong phap san xuét thé két tu protein tai té hop theo diém bt ky trong s6 cac
didm tir 1 dén 7, trong d6 mudi kim loai 12 mudi kim loai dugc chon tir nhém bao

gdm muoi kim loai ki€ém th6 va muoi kim loai tho.

9. Phuong phép san xuét thé két tu protein tai td hop theo diém 8, trong d6 mudi kim
loai 1& mubi kim loai duoc chon tir nhoém bao gbm halogenua kim loai kiém tho, nitrat
kim loai kidm thd, sulfat kim loai kidm th, halogenua kim loai thd, nitrat kim loai tho,

va sulfat kim loai thd.

10. Phuong phép san xuét thé két tu protein tai té hop theo diém bét ky trong sb céc

diém tir 1 dén 7, trong d6 axit 1a axit oxo.

11. Phuong phap san xudt thé két tu protein tai t6 hop theo diém 10, trong d6 axit oxo
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14 axit oxo dugc chon tir nhom bao gdm axit axetic, axit sulfuric, va axit xitric.

12. Phuong phép san xuét thé két tu protein tai t6 hop theo diém bét ky trong sb cac
diém tir 1 dén 7, trong d6 chét két bong anion 1a chit két bong anion dugc chon tir

nhém bao gdm polyacrylat, polyacrylamit anion, va copolyme acrylamit-acrylat.

13. Phuong phép san xuét thé két ty protein tai t8 hop theo diém bét ky trong s cac

diém tir 1 dén 12, trong d6 viéc pha v té bao tai t6 hop 1a pha v biang co hoc.

14. Phuong phép san xuét thé két tu protein tai t6 hop theo diém bét ky trong s cac
diém 1,2 va 5 dén 13, trong do6 viéc tach thé két tu protein tai td hop dugc thuc hién

bang cach loc.

15. Phwong phéap san xuét thé két tu protein tai td hop theo diém bét ky trong sb cac
diém tir 1 dén 14, trong d6 t& bao tai td hop 14 té bao tai td hop duge bién nap bang
vat chu duoc chon tir nhom bao gé)m vi khudn, ndm men, nim soi, té bao con tring, té

bao thuc vit, va té bao dong vat.

16. Phuong phéap san xuét thé két tu protein tai t6 hop theo diém 2, trong d6 protein

tai to hop 13 protein c4u tric.

17. Phuong phép san xuit thé két tu protein tai t6 hop theo diém bét ky trong sb céac
diém 1 va 3 dén 16, trong d6 protein cAu tric 1a protein c6 ngudn gbc tir protein duge

chon tir nhém bao gém keratin, colagen, elastin, resilin, to tam, va to nhén.
18. Phuong phép san xuit thé két tu protein t4i t6 hop theo diém bét ky trong sb céac

diém tr 1 dén 17, trong d6 thé két tu protein tai td hop thu dugc c6 ¢& hat nim trong

khoéng tir 4um dén 50pum nhu dugc xac dinh bang phwong phap ving cim bién dién.
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Fig.3
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Fig.4
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960

Ala

Tyr
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Gly Pro Gly Gln Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gln Gln
995 1000 1005

Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Gly Pro
1010 1015 1020

Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala Ala Ala Ala
1025 1030 1035

Ala Ala Gly Pro Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Ser
1040 1045 1050

Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Ser Gly Pro
1055 1060 1065

Gly Gln Tyr Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Gln Ser Gly Pro Gly Ser
1070 1075 1080

Gly Gln Gln Gly Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala Ala
1085 1090 1095

Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr
1100 1105 1110

Gly Pro Gly Gln Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Ser
1115 1120 1125

Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Gly Gln Asn Gly Pro Gly Ser
1130 1135 1140

Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Ser Ala Ala
1145 1150 1155

Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly
1160 1165 1170

Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln
1175 1180 1185

Tyr Gly Ser Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Gln
1190 1195 1200
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Ser Gly Ser Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Ala
1205 1210 1215

Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Ser Gly Gln Gln Gly
1220 1225 1230

Pro Gly Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Glu Leu Gly Gln
1235 1240 1245

Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala
1250 1255 1260

Gly Gln Asn Gly Pro Gly Ser Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Ser
1265 1270 1275

Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro
1280 1285 1290

Gly Ser Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Gln Tyr Gly
1295 1300 1305

Pro Gly Gln Gln Gly Pro Ser Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala
1310 1315 1320

Gly Pro Gly Ser Gly Gln Gln Gly Pro Gly Ala Ser Gly Gln Tyr
1325 1330 1335

Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Ser Ser
1340 1345 1350

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Ser Gly Pro Gly Gln
1355 1360 1365

Gln Gly Pro Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly
1370 1375 1380

=]
=

H

o
=

Ser Gly Gln Tyr Gly Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Gly
1385 1390 1395

Pro Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Ser Ala Ser Ala
1400 1405 1410
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Ala Ala Ala Ala Ala Gly Ser Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Tyr
1415 1420 1425

Gly Pro Tyr Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly
1430 1435 1440

Ser Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Gln Ser Gly
1445 1450 1455

Ser Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Ala Ser Ala
1460 1465 1470

Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro
1475 1480 1485

Gly Ser Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Tyr Gly
1490 1495 1500

Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Gly Gln Asn
1505 1510 1515

Gly Pro Gly Ser Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly
1520 1525 1530

¢ln Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro
1535 1540 1545

Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr
1550 1555 1560

Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Ser Ser
1565 1570 1575

Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ser Ser Ala Ala
1580 1585 1590

Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr
1595 1600 1605

Gly Pro Gly Gln Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gln
1610 1615 1620



33359

Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Gly
1625 1630 1635

Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala Ala Ala
1640 1645 1650

Ala Ala Ala Gly Pro Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro
1655 1660 1665

Ser Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Ser Gly
1670 1675 1680

Pro Gly Gln Tyr Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Gln Ser Gly Pro Gly
1685 1690 1695

Ser Gly Gln Gln Gly Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala
1700 1705 1710

Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro
1715 1720 1725

Tyr Gly Pro Gly Gln Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly
1730 1735 1740

Ser Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Gly Gln Asn Gly Pro Gly
1745 1750 1755

Ser Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Ser Ala
1760 1765 1770

Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln
1775 1780 1785

Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly
1790 1795 1800

Gln Tyr Gly Ser Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly
1805 1810 1815

Gln Ser Gly Ser Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr
1820 1825 1830
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Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Ser Gly Gln Gln
1835 1840 1845

Gly Pro Gly Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Lys Leu Gly
1850 1855 1860

Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala
1865 1870 1875

Ala Gly Gln Asn Gly Pro Gly Ser Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln
1880 1885 1890

Ser Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly
1895 1900 1905

Pro Gly Ser Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Gln Tyr
1910 1915 1920

Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Ser Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala
1925 1930 1935

Ala Gly Pro Gly Ser Gly Gln Gln Gly Pro Gly Ala Ser Gly Gln
1940 ‘ 1945 1950

Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Ser
1955 1960 1965

Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Ser Gly Pro Gly
1970 1975 1980

Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro
1985 1990 1995

Gly Ser Gly Gln Tyr Gly Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser
2000 2005 2010

Gly Pro Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Ser Ala Ser
2015 2020 2025

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Ser Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln
2030 2035 2040
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Tyr Gly Pro Tyr Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr
2045 2050 2055

Gly Ser Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Gln Ser
2060 2065 2070

Gly Ser Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Ala Ser
2075 2080 2085

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly
2090 2095 2100

Pro Gly Ser Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Tyr
2105 2110 2115

Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Gly Gln
2120 2125 2130

Asn Gly Pro Gly Ser Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro
2135 2140 2145

Gly Gln Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Gln Gln Gly
2150 2155 2160

Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln
2165 2170 2175

Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Ser
2180 2185 2190

Ser Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ser Ser Ala
2195 2200 2205

@
'_I
3

Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln
2210 2215 2220

y Gly Pro

Tyr Gly Pro Gly Gln Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr
2225 2230 2235

Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser
2240 2245 2250
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Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala Ala
2255 2260 2265

Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly
2270 2275 2280

Pro Ser Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Ser
2285 2290 2295

Gly Pro Gly Gln Tyr Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Gln Ser Gly Pro
2300 2305 2310

Gly Ser Gly Gln Gln Gly Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser
2315 2320 2325

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly
2330 2335 2340

Pro Tyr Gly Pro Gly Gln Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro
2345 2350 2355

Gly Ser Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Gly Gln Asn Gly Pro
2360 2365 2370

Gly Ser Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Ser
2375 2380 2385

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gln Gln Gly Pro Gly Gln
2390 2395 2400

Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala
2405 2410 2415

Gly Gln Tyr Gly Ser Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro
2420 2425 2430

Gly Gln Ser Gly Ser Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro
2435 2440 2445

Tyr Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Ser Gly Gln
2450 2455 2460
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Gln

Gly
246

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

<220>
<223>

<400>

Pro Gly Ala Ser Ala

5

3
595
PRT

Trinh tu

PRT647

Met His His

1

Trp

Ser

Asn

Gly

65

Thr

Lys

Ala

Asp

Gln

145

Ser

Ser

Leu

Ala

50

Ala

Leu

Leu

vVal

Ala

130

Phe

Gly

Thr

Cys

35

Asp

Phe

Met

Gln

Ala

115

Leu

Ile

Asn

His

Arg

20

Ala

Ala

Ser

Ala

Ala

100

Asp

Arg

Thr

Glu

nhan tao

His

Leu

Leu

Phe

Ser

Ala

85

Leu

Gly

Ser

Gly

Val
165

His

vVal

Gly

Ile

Asp

70

Met

Asp

Gln

Ala

Ile

150

Ser

33359

Ala Ala Ala Ala Ala
2475

2470

His

Leu

Gln

Gly

55

Gln

Asp

Met

Asn

Phe

135

Ser

Tyr

Ser

Ser

Ala

40

Ala

Ile

Asn

Ala

Val

120

Tyr

Ser

Ser

Ser

Ile

25

Asn

Phe

Asp

Met

Phe

105

Gly

Gln

Leu

Ser

-890-

Gly

10

Leu

Thr

Met

Asp

Gly

90

Ala

Ala

Thr

Ile

Ala
170

Ser

val

Pro

Asn

Met

75

Gly

Ser

Ala

Thr

Gly

155

Gly

Ser

Val

Trp

Ala

60

Ser

Arg

Ser

Thr

Gly

140

Met

Ser

Thr

Leu

Ser

45

Ala

Val

Ile

Val

Asn

125

Val

Phe

Ser

Ala

Thr

Cys

30

Ser

Ser

Ile

Thr

Ala

110

Ala

Val

Ala

Ser

Met

15

Thr

Lys

Gln

Ser

Gln

95

Glu

Ile

Asn

Gln

Ala
175

Asn

Gln

Glu

Ser

Asn

80

Ser

Ile

Ser

Asn

val

160

Ala



Ala

Tyr

Pro

Ala

225

Pro

Gly

Pro

Ala

Ala

305

Gly

Pro

Ala

Gln

Ala
385

Ser

Ala

Ala

210

Ala

Gly

Pro

Ser

Ala

290

Gly

Gly

Ser

Ala

Gln

370

Gly

Glu

Pro

195

Ile

Ala

Gly

Gly

Gly

275

Ala

Gly

Ser

Gly

Ala

355

Gly

Gly

Ala

180

Ser

Gln

Gly

Ala

Gly

260

Gln

Ala

Pro

Gly

Pro

340

Ala

Tyr

Ala

vVal

Ala

Gln

Ser

Gly

245

Tyr

Gln

Ala

Gly

Pro

325

Ser

Ala

Gly

Gly

Ser

Ser

Ala

Gly

230

Ala

Gly

Gly

Ala

Gly

310

Gly

Gly

Ala

Pro

Pro
390

Ala

Ala

Tyr

215

Pro

Ala

Gln

Tyr

Gly

295

Ala

Gly

Gln

Ala

Gly

375

Gly

33359

Gly

Ala

200

Glu

Ser

Ala

Gly

Gly

280

Ser

Gly

Tyr

Gln

Ala

360

Gly

Arg

Gln

185

Ala

Arg

Gly

Gly

Pro

265

Pro

Gly

Ala

Gly

Gly

345

Ala

Ser

Gln

-90-

Gly

Ala

Gly

Tyr

Ala

250

Ala

Gly

Pro

Ala

Gln

330

Tyr

Gly

Gly

Gln

Pro

Ala

Gly

Gly

235

Ala

Ala

Gly

Ser

Ala

315

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala
395

Ala

Ala

Ser

220

Gln

Ala

Tyr

Ser

Gly

300

Ala

Gln

Pro

Pro

Ala

380

Tyr

Ala

Ser

205

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

285

Tyr

Ala

Ala

Gly

Gly

365

Ala

Gly

Gln

190

Gly

Ser

Ala

Gly

Pro

270

Ala

Gly

Ala

Ser

Gly

350

Phe

Ala

Pro

Pro

Ala

Ala

Gly

Gly

255

Ser

Ala

Pro

Ala

Tyr

335

Ser

Gly

Ala

Gly

Val

Ala

Ala

Gly

240

Ser

Gly

Ala

Gly

Ala

320

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly
400



Ser

Gly

Ala

Tyr

Ser

465

Pro

Ala

Ala

Asn

Ser

545

Ala

Gly

Ala

Gly

Tyr

Ala

Gly

450

Gly

Ser

Ser

Ser

val

530

Ser

Leu

Ser

Met

<210>
<211>

Ala

Gly

Gly

435

Pro

Ala

Gln

Ala

Thr

515

Ile

Ser

Ile

Ser

Gly
595

576

Ala

Pro

420

Gly

Ser

Ala

Tyr

Leu

500

Leu

Ser

Cys

Ser

Gly
580

Ala

405

Ser

Ser

Gly

Ala

vVal

485

Ser

Leu

Asn

Asp

Ile

565

Gln

Ala

Ala

Gly

Pro

Ala

470

Pro

Ser

Ser

Ala

Val

550

Leu

Tyr

Ala

Ala

Pro

Gly

455

Ala

Ser

Pro

Ser

Val

535

Leu

Asp

Ala

33359

Ala

Gly

Gly

440

Gly

Ala

Ser

Thr

Gly

520

Ser

Val

Ser

Gln

Ala

Pro

425

Gly

Gln

Ala

val

Thr

505

Pro

Gln

Gln

Ser

Ile
585

-01-

Ala

410

Ser

Phe

Gln

Ser

Ala

490

His

Thr

vVal

Ala

Ser

570

vVal

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly

475

Ser

Ala

Asn

Ser

Leu

555

vVal

Gly

Gly

Pro

Gln

Tyr

460

Ser

Ser

Arg

Ala

Ala

540

Leu

Gly

Gln

Ser

Gly

Gly

445

Gly

Gly

Ala

Ile

Ala

525

Ser

Glu

Gln

Ser

Gly

Gly

430

Pro

Pro

Gly

Ala

Ser

510

Ala

Asn

Ile

vVal

Met
590

Pro

415

Ser

Ala

Gly

Tyr

Ser

495

Ser

Leu

Pro

Ile

Asn

575

Gln

Ser

Gly

Gly

Ala

Gly

480

Ala

His

Ser

Gly

Thr

560

Tyr

Gln



212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT

Trinh tu

PRT699

Met His His

1

Leu

Gly

Gln

Ser

65

vVal

Gly

Val

Ala

Gly

145

Gly

Pro

Gly

Ser

Tyr

50

Ala

Leu

Ser

Leu

Ala

130

Gln

Gly

Pro

Asn

35

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

115

Ala

Gly

Val

His

Tyr

20

Gly

Pro

Ala

Pro

Val

100

Pro

Gly

Ala

Pro

Leu
180

nhan tao

His

Gly

Pro

Gly

Ala

Ser

85

Leu

Gly

Ser

Ala

Tyr

165

Gly

His

Pro

Gly

Val

Ala

70

Ala

Gly

Val

Tyr

Ala

150

Gly

Pro

His

Gly

Ser

Leu

55

Ala

Ser

Pro

Leu

Gly

135

Ala

Pro

Ser

33359

Ser

Ala

Gly

40

Gly

Ala

Ala

Gly

Gly

120

Ser

Ala

Gly

Ala

Ser

Ser

25

Val

Pro

Gly

Ala

Ala

105

Pro

Gly

Ala

Ala

Ser
185

-02-

Gly

10

Ala

Leu

Gly

Pro

Ala

90

Ser

Gly

Pro

Ser
170

Ala

Ser

Ala

Gly

Val

Gly

75

Ala

Gly

Ser

Gly

Pro

155

Gly

Ala

Ser

Ala

Pro

Leu

60

Gln

Ala

Gln

Ser

vVal

140

Gly

Pro

Ala

Gly

Ala

Gly

45

Gly

Tyr

Ala

Tyr

Ala

125

Leu

Ser

Gly

Ala

Pro

Ala

30

Gln

Pro

Gly

Ala

Gly

110

Ala

Gly

Gly

Gln

Ala
190

Gly

15

Ala

Ser

Gly

Pro

Gly

95

Pro

Ala

Pro

Gln

Tyr

175

Ala

Val

Ala

Gly

Ser

Gly

80

Pro

Gly

Ala

Tyr

Tyr

160

Gly

Ala



Gly

Ala

Gly

225

Val

Gly

Ala

Pro

Gly

305

Pro

Ala

Gly

Ser

Leu

385

Gly

Ser

Ala

210

Pro

Leu

Val

Ala

Gly

290

Val

Gly

Ala

Pro

Ser

370

Gly

Ser

Gly

195

Ala

Tyr

Gly

Leu

Gly

275

Ala

Leu

val

Ala

Gly

355

Ala

Pro

Tyr

Val

Ala

Pro

Gly

260

Ser

Ser

Gly

Leu

Gly

340

Ser

Ala

Tyr

val

Leu

Ala

Pro

Tyr

245

Pro

Tyr

Gly

Pro

Gly

325

Ser

Ser

Gly

Leu
405

Gly

Ala

Gly

230

Ala

Tyr

Gly

Gln

Gly

310

Pro

Tyr

Gly

Ala

Pro

390

Gly

Pro

Gly

215

Gln

Ser

Gly

Tyr

Asn

295

Pro

Tyr

Gly

Pro

Ala

375

Gly

Pro

33359

Gly

200

Ser

Ser

Ala

Pro

Gly

280

Gly

Ser

Gly

Pro

Gly

360

Ala

Pro

Gly

Gln

Tyr

Gly

Ala

Gly

265

Pro

Pro

Ala

Pro

Gly

345

Val

Ala

Ser

Val

-03-

Tyr

Gly

Ser

Ala

250

Ser

Gly

Gly

Ala

Gly

330

Val

Leu

Gly

Ala

Leu
410

Gly

Ser

Gly

235

Ala

Ser

Val

Ser

Ala

315

Ala

Leu

Gly

Ser

Ala

395

Gly

Pro

Gly

220

Val

Ala

Ala

Leu

Gly

300

Ala

Ser

Gly

Pro

Tyr

380

Ala

Pro

Tyr

205

Pro

Leu

Ala

Ala

Gly

285

Gln

Ala

Ala

Pro

Tyr

365

Gly

Ala

Tyr

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala

270

Pro

Tyr

Ala

Ala

Gly

350

Gly

Pro

Ala

Gly

Ser

Val

Pro

Gly

255

Ala

Tyr

Gly

Ala

Ala

335

Gln

Pro

Gly

Ala

Pro
415

Ala

Leu

Gly

240

Pro

Ala

Gly

Pro

Gly

320

Ala

Tyr

Gly

Val

Ala

400

Gly



Ala Ser

Ala Ala

Gly Pro
450

Ser Gly
465

Gly Ser

Ala Ala

Tyr Gly

Ser Gly
530

Gly Gln
545

Ala Ala

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

<220>
<223>

<400>
Met His

1

Leu Gly

Gly Pro
420

Ala Ala
435

Ser Ala

Pro Gly

Gly Val

Ala Ala
500

Pro Gly
515

Gln Tyr

Tyr Gly

Ala Ala

5

576

PRT
Trinh tu

PRT698

His His

Pro Tyr
20

33359

Gly Val Leu Gly Pro
425

Ala Ala Gly Pro Gly
440

Ser Ala Ala Ala Ala
455

Gln Tyr Gly Pro Tyr
470

Leu Gly Gln Gly Pro
485

Ala Ala Gly Ser Tyr
505

Pro Ser Ala Ala Ala
520

Gly Pro Gly Ala Ser
535

Pro Gly Val Leu Gly
550

Gly Pro Gly Ser Gly
565

nhan tao

Tyr

Gln

Ala

Gly

Tyr

490

Gly

Ala

Gly

Pro

Val
570

Gly

Tyr

Ala

Pro

475

Gly

Pro

Ala

Gln

Gly

555

Leu

Pro

Gly

Ala

460

Gly

Pro

Gly

Ala

Asn

540

Pro

Gly

Gly

Pro

445

Gly

Gln

Gly

Val

Ala

525

Gly

Ser

Pro

Ala

430

Gly

Ser

Ser

Ala

Leu

510

Gly

Pro

Ala

Gly

Ser

Val

Tyr

Gly

Ser

495

Gly

Pro

Gly

Ala

Ala
575

Ala

Leu

Gly

Pro

480

Ala

Pro

Gly

Ser

Ala

560

Ser

His His His Ser Ser Gly Ser Ser Gly Pro Gly Val

5

10

15

Gly Pro Gly Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala

25
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Gly

Ile

Ser

65

Val

Gly

Val

Ala

Gly

145

Gly

Pro

Gly

Ala

Gly

225

Val

Ser

Tyr

50

Ala

Leu

Ser

Leu

Ala

130

Ser

Ile

Gly

Ser

Ala

210

Pro

Leu

Asn

35

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

115

Ala

Ala

Gly

Val

Gly

195

Ala

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

Pro

vVal

100

Pro

Gly

Ala

Pro

Leu

180

val

Ala

Gly

Pro

Pro

Gly

Ala

Ser

85

Leu

Gly

Ser

Ala

Tyr

165

Gly

Leu

Ala

Pro

Tyr
245

Gly

vVal

Ala

70

Ala

Gly

Val

Tyr

Ala

150

Gly

Pro

Gly

Ala

Gly

230

Ala

Ser

Leu

55

Ala

Ser

Pro

Leu

Gly

135

Ala

Pro

Ser

Pro

Gly

215

Ile

Ser

33359

Gly

40

Gly

Ala

Ala

Gly

Gly

120

Ser

Ala

Gly

Ala

Gly

200

Ser

Ser

Ala

Val

Pro

Gly

Ala

Ala

105

Pro

Gly

Ala

Ala

Ser

185

Ile

Tyr

Gly

Ala

-05-

Leu

Gly

Pro

Ala

90

Ser

Gly

Pro

Gly

Ser

170

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ala
250

Gly

vVal

Gly

75

Ala

Gly

Ser

Gly

Pro

155

Gly

Ala

Gly

Ser

Gly

235

Ala

Pro

Leu

60

Ile

Ala

Ile

Ser

Val

140

Gly

Pro

Ala

Pro

Gly

220
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Gly
255

Gly

Ser

Gly

80

Pro
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Gly

345

Val

Ala

Ser

Val

Pro

425

Gly

Ala

Tyr

-06-

Ser

Gly

Gly

Ala

Gly

330

vVal

Leu
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Gly

Ser

Ala

395

Gly

Gly

Tyr

Ala

Pro
475

Ala

Leu
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Tyr

365

Gly

Ala

Tyr

Gly

Pro

445

Gly

Ile

Ala

270

Pro
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Gly
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Tyr

Gly

Ser

495

Gly

Pro
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Gly

Glu

Arg
80



Gly
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Gly
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<211>
<212>
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Gly

Ala

Pro

Pro

215

Gly

33359

Ser

Ser

40

Asp
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Gly

Gly

175

Arg

Arg

Pro
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Gly

Val

225

Ala

Pro

Ala

Tyr

Thr

Ala

130

Ala

Ala

Pro

Ala

Ala

210

Val

Gly

Gly

Lys

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

<220>
<223>

Pro

Thr

115

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala

195

Ala

Gly

Ile

Val

Tyr

275

9
468
PRT

Ile

100

Gly

Gly

Ala

Gly

Ala

180

Ala

Ala

Val

Pro

Val
260

Trinh tu

Lys

Lys

Lys

Ala

vVal

165

Ile

Ala

Gly

Pro

Val

245

Ser

Ala

nhan tao

Ala

Leu

Ala

Ala

150

Leu

Pro

Ala

Leu

Gly

230

Val

Pro

Arg

keratin 26 typ I

Pro

Pro

Gly

135

Ala

Pro

Gly

Ala

vVal

215

Ala

Pro

Glu

33359

Lys

Tyr

120

Tyr

Ala

Gly

Ile

Ala

200

Pro

Gly

Gly

Ala

Gly
280

Leu

105

Gly

Pro

Lys

Val

Gly

185

Ala

Gly

val

Ala

Ala

265

Val

-101-

Pro
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Cys

Arg

Arg

20

Gly

Ser

Cys

Lys

His

100

Lys

His

Ile

Asn

Leu

180

Val

Glu

Leu

Leu

Leu

Lys

Thr
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Gly

Tyr

Pro

Tyr

Gly

Gln

Gln

355

Ala

Tyr

Gly

Gln

Ser

435

Gly

Ala

Pro

Gly

Gly

Gly

Gln

Gln

340

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

420

Gly

Ser

Ala

Gly

Pro
500

Gln

Pro

Gln

325

Gly

Gly

Ala

Pro

Ser

405

Gly

Pro

Gly

Ala

Gln

485

Gly

Ser

Gly

310

Gly

Pro

Pro

Ala

Gly

390

Ala

Pro

Gly

Gln

Ala

470

Ser

Ala

Ala

295

Ala

Pro

Tyr

Gly

Gly

375

Ala

Ala

Ser

Gln

Gln

455

Gly

Ala

Ser

33359

Ala

Ser

Gly

Gly

Gln

360

Gln

Ser

Ala

Ala

Tyr

440

Gly

Gln

Ala

Gly

Ala

Ala

Gln

Pro

345

Gln

Tyr

Gly

Ala

Ser

425

Gly

Gln

Tyr

Ala

Gln
505

-106-

Ala

Ala

Tyr

330

Gly

Gly

Gln

Pro

Ala

410

Ala

Pro

Gly

Gly

Ala

490

Asn

Ala

Ala

315

Gly

Ser

Pro

Gln

Gly

395

Gly

Ala

Tyr

Pro

Pro

475

Ala

Gly

Gly

300

Ala

Pro

Ser

Tyr

Gly

380

Gln

Pro

Ala

Gly

Tyr

460

Gly

Gly

Pro

Pro

Ala

Gly

Ala

Gly

365

Pro

Gln

Gly

Ala

Pro

445

Gly

Gln

Pro

Gly

Gly

Gly

Ser

Ala

350

Pro

Gly

Gly

Gln

Ala

430

Gly

Pro

Gln

Gly

Ser
510

Gln

Gln

Ser

335

Ala

Gly

Gln

Pro

Tyr

415

Gly

Gln

Gly

Gly

Ser

495

Gly

Gln

Tyr

320

Gly

Ala

Gln

Gln

Tyr

400

Gly

Gln

Ser

Ala

Pro

480

Gly

Gln



Tyr

Gly

Ala

545

Gln

Gly

Ser

Pro

Gly

625

Gly

Pro

Ala

Gln

Ser

705

Gly

Gly

Gln

530

Ser

Gly

Gln

Gly

Gly

610

Gln

Pro

Gly

Ala

Tyr

690

Ala

Pro

Pro

515

Tyr

Ala

Pro

Gln

Gln

595

Ala

Gln

Gly

Gln

Ala

675

Gly

Ala

Tyr

Gly

Gln

Ala

Tyr

Gly

580

Gln

Ser

Gly

Gln

Tyr

660

Gly

Pro

Ala

Gly

Gln

Gln

Ala

Gly

565

Pro

Gly

Ala

Pro

Gln

645

Gly

Pro

Gly

Ala

Ser
725

Gln

Gly

Ala

550

Pro

Tyr

Pro

Ala

Gly

630

Gly

Pro

Gly

Gln

Ala

710

Ala

Gly

Pro

535

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

615

Gln

Pro

Gly

Ser

Gln

695

Gly

Ala

33359

Pro

520

Gly

Gly

Gln

Ser

Ala

600

Ala

Ser

Gly

Gln

Gly

680

Gly

Gln

Ala

Gly

Gln

Gln

Ser

Ala

585

Ser

Ala

Gly

Ser

Gln

665

Gln

Pro

Tyr

Ala

-107-

Gln

Gln

Tyr

Gly

570

Ala

Gly

Gly

Gln

Ser

650

Gly

Gln

Gly

Gly

Ala
730

Ser

Gly

Gly

555

Ser

Ala

Gln

Gln

Tyr

635

Ala

Pro

Gly

Gln

Ser

715

Gly

Ala

Pro

540

Ser

Gly

Ala

Gln

Asn

620

Gly

Ala

Ser

Pro

Gln

700

Gly

Pro

Ala

525

Tyr

Gly

Gln

Ala

Gly

605

Gly

Pro

Ala

Ala

Gly

685

Gly

Pro

Gly

Ala

Gly

Pro

Gln

Gly

590

Pro

Pro

Gly

Ala

Ser

670

Ala

Pro

Gly

Ser

Ala

Pro

Gly

Gly

575

Pro

Tyr

Gly

Gln

Ala

655

Ala

Ser

Gly

Gln

Gly
735

Ala

Gly

Gln

560

Pro

Gly

Gly

Ser

Gln

640

Gly

Ala

Gly

Ser

Gln

720

Gln



Tyr

Gly

Ser

Ala

785

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gly

865

Ser

Gly

Gly

Pro

Pro
945

Gly

Pro

Gly

770

Ala

Pro

Tyr

Gly

Pro

850

Pro

Ala

Ala

Pro

Tyr

930

Gly

Gln

Gly

755

Gln

Ala

Gly

Ala

Pro

835

Gly

Gly

Ala

Ser

Gly

915

Gly

Gln

Gly

740

Gln

Gln

Gly

Gln

Ser

820

Gly

Gln

Ser

Ala

Ala

900

Gln

Pro

Gln

Pro

Gln

Gly

Gln

Ser

805

Ala

Ser

Gln

Gly

Ala

885

Ala

Tyr

Gly

Gly

Tyr

Gly

Pro

Tyr

790

Gly

Ala

Ser

Gly

Gln

870

Ala

Ala

Gly

Ser

Pro
950

Gly

Pro

Gly

775

Gly

Ser

Ala

Ala

Pro

855

Tyr

Gly

Ala

Pro

Ser

935

Tyr

33359

Pro

Ser

760

Gln

Ser

Gly

Ala

Ala

840

Tyr

Gly

Pro

Ala

Gly

920

Ala

Gly

Gly

745

Ala

Tyr

Gly

Gln

Ala

825

Ala

Gly

Pro

Gly

Gly

905

Ser

Ala

Pro

-108-

Ala

Ser

Gly

Pro

Gln

810

Gly

Ala

Pro

Gly

Gln

890

Gln

Ser

Ala

Gly

Ser

Ala

Pro

Gly

795

Gly

Pro

Ala

Gly

Gln

875

Gln

Tyr

Gly

Ala

Gln
955

Gly

Ala

Tyr

780

Gln

Pro

Gly

Gly

Ala

860

Gln

Gly

Gly

Pro

Ala

940

Ser

Pro

Ala

765

Ala

Gln

Gly

Gln

Gln

845

Ser

Gly

Pro

Pro

Gly

925

Gly

Ala

Gly

750

Ala

Ser

Gly

Gln

Gln

830

Tyr

Gly

Pro

Tyr

Gly

910

Gln

Gln

Ala

Gln

Ala

Ala

Pro

Gln

815

Gly

Gly

Gln

Gly

Gly

895

Gln

Gln

Tyr

Ala

Tyr

Gly

Ala

Tyr

800

Gly

Pro

Tyr

Asn

Gln

880

Pro

Gln

Gly

Gly

Ala
960



Ala

Gly

Ala

Pro

Pro

Ser

Ala

Gly

Gln

Gln

33359

Gly Gln Tyr Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro
965 970 975

Ala Ser Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser
980 985 990

Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly
995 1000 1005

Ser Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Ser Gly
1010 1015 1020

Gly Gln Tyr Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Gln Ser Gly Pro Gly
1025 1030 1035

Gly Gln Gln Gly Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala
1040 1045 1050

Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr
1055 1060 1065

Pro Gly Gln Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Ser Gly
1070 1075 1080

Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Gly Gln Asn Gly Pro Gly Ser Gly
1085 1090 1095

Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Ser Ala Ala Ala

- 1100 1105 1110

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala Gly Gln Tyr Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr
1115 1120 1125

Pro Gly Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Ser
1130 1135 1140

Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Gln Ser Gly Ser
1145 1150 1155

Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Ala Ser Ala Ala

- 1160 1165 1170

-109-



Ala

Gly

Ala

Ser

Pro

Pro

Pro

Pro

Ala

Pro

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Ala
1175

Gln
1190

Gly
1205

Gly
1220

Gly
1235

Gly
1250

Gly
1265

Gly
1280

Ala
1295

Tyr
1310

Gly
1325

Gly
1340

Gly
1355

Ala
1370

Ala

Gln

Gln

Gln

Ser

Gln

Ser

Gln

Ala

Gly

Gln

Pro

Ser

Ala

Gly

Gly

Asn

Tyr

Ser

Gln

Gly

Gln

Ala

Ser

Gly

Gly

Gly

Ala

Pro

Pro

Gly

Gly

Ala

Gly

Gln

Gly

Gly

Ala

Pro

Gln

Gln

Ala

Gly

Tyr

Pro

Pro

Ala

Pro

Gln

Pro

Gln

Ala

Tyr

Gln

Gln

Ala

Ser
1180

Gly
1195

Gly
1210

Gly
1225

Ala
1240

Ser
1255

Gly
1270

Gly
1285

Tyr
1300

Ala
1315

Gly
1330

Gly
1345

Gly
1360

Gly
1375

33359

Gly Gln

Pro Gly

Ser Gly

Gln Gln

Ala Ala

Ala Ser

Pro Gly

Gln Gln

Gly Ser

Ala Ala

Pro Gly

Pro Ser

Pro Gly

Gln Tyr

-110-

Gln

Ala

Gln

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala

Gln

Gly

Gly

Ser

Gln

Pro

Pro

Ala

Ser

Pro

Pro

Pro

Ser

Ser

Tyr

Ser

Pro
1185

Ala
1200

Gly
1215

Gly
1230

Gly
1245

Ala
1260

Gly
1275

Gly
1290

Gly
1305

Gly
1320

Gly
1335

Ala
1350

Gly
1365

Gly
1380

Gly

Ala

Pro

Gln

Gln

Ala

Gln

Ser

Gln

Ser

Pro

Ala

Pro

Pro

Ala

Ala

Gly

Gln

Tyr

Ala

Tyr

Ser

Gln

Gly

Gly

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

Gln

Gln

Ala

Ala

Gln



Gln

Pro

Pro

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

Tyr

Pro

Gln

Gly

Gly

Ser

Gly
1385

Gly
1400

Gly
1415

Ala
1430

Pro
1445

Pro
1460

Pro
1475

Ala
1490

Gly
1505

Gly
1520

Gln
1535

Gln
1550

Ala
1565

Ala
1580

Pro

Gln

Gln

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Pro

Ser

Gly

Tyr

Ser

Ala

Tyr

Gln

Gln

Gln

Ala

Gln

Gln

Gly

Gly

Ser

Pro

Gln

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ser

Gln

Gln

Gln

Ser

Ala

Tyr

Gln

Pro

Ala

Pro

Pro

Pro

Gly

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ser

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly
1390

Tyr
1405

Tyr
1420

Tyr
1435

Gln
1450

Pro
1465

Pro
1480

Gly
1495

Gly
1510

Ala
1525

Pro
1540

Pro
1555

Gln
1570

Gly
1585

33359

Gln

Ala

Gly

Gly

Asn

Gly

Tyr

Pro

Pro

Ala

Gly

Gly

Gln

Pro

Ser

Ser

Pro

Pro

Gly

Gln

Gly

Gly

Gly

Ala

Gln

Gln

Gly

Gly

-111-

Gly

Ala

Gly

Gly

Pro

Ser

Pro

Gln

Gln

Gly

Ser

Gln

Pro

Gln

Ser

Ala

Ser

Gln

Gly

Ala

Gly

Gln

Gln

Gln

Ala

Gly

Tyr

Tyr

Gly
1395

Ala
1410

Ser
1425

Gln
1440

Ser
1455

Ala
1470

Ala
1485

Gly
1500

Gly
1515

Tyr
1530

Ala
1545

Pro
1560

Gly
1575

Gly
1590

Gln

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

Ser

Pro

Pro

Gly

Ala

Tyr

Pro

Pro

Gln

Ala

Ala

Pro

Gln

Ala

Ala

Gly

Tyr

Pro

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Tyr

Tyr

Ala

Ala

Gln

Gly

Gly

Ala

Pro

Ala

Gln



33359

Gln Gly Pro Ser Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly
1595 1600 1605

Ser Gly Pro Gly Gln Tyr Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Gln Ser Gly
1610 1615 1620

Pro Gly Ser Gly Gln Gln Gly Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala
1625 1630 1635

Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly
1640 1645 1650

Pro Tyr Gly Pro Gly Gln Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly
1655 1660 1665

Ser Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Gly Gln Asn Gly Pro Gly
1670 1675 1680

Ser Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Ser Ala
1685 1690 1695

Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly
1700 1705 1710

Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr
1715 1720 1725

Gly Ser Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Gln Ser
1730 1735 1740

Gly Ser Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Ala Ser
1745 1750 1755

Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Ser Gly Gln Gln Gly Pro Gly
1760 1765 1770

Ala Ser Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala Ala
1775 1780 1785

Ala Ala Ala Gly Gln Asn Gly Pro Gly Ser Gly Gln Gln Gly Pro
1790 1795 1800

-112-



Gly

Gln

Tyr

Ala

Tyr

Ser

Gln

Gly

Gly

Ala

Tyr

Gly

Gln

Ala

Gln
1805

Gly
1820

Gly
1835

Gly
1850

Gly
1865

Ala
1880

Gly
1895

Gln
1910

Gln
1925

Ala
1940

Ala
1955

Gln
1970

Gly
1985

Gly
2000

Ser

Pro

Pro

Pro

Pro

Ala

Pro

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Gln

Pro

Pro

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Tyr

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Gln

Ala

Gly

Gln

Pro

Ser

Ala

Pro

Gln

Gln

Tyr

Ser

Gln

Gly

Gln

Ala

Ser

Gly

Gly

Gly

Ala

Tyr

Gln

Gln

Gly
1810

Ala
1825

Gly
1840

Gln
1855

Gly
1870

Gly
1885

Ala
1900

Pro
1915

Gln
1930

Gln
1945

Ala
1960

Gly
1975

Gly
1990

Gly
2005

33359

Pro

Ala

Pro

Gln

Pro

Gln

Ala

Tyr

Gln

Gln

Ala

Pro

Pro

Pro

Gly

Ala

Ser

Gly

Gly

Tyr

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Tyr

Tyr

-113-

Gln

Ala

Ala

Pro

Gln

Gly

Ala

Pro

Pro

Pro

Gln

Gln

Ala

Gly

Gln

Ala

Ser

Gly

Gln

Ser

Ala

Gly

Ser

Gly

Tyr

Ser

Ser

Pro

Gly
1815

Gly
1830

Ala
1845

Ala
1860

Gly
1875

Gly
1890

Gly
1905

Ala
1920

Ala
1935

Gln
1950

Gly
1965

Gly
1980

Ala
1995

Gly
2010

Pro

Pro

Ala

Ser

Pro

Pro

Pro

Ser

Ser

Tyr

Ser

Ser

Ala

Ser

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

Ser

Gln

Gln

Ala

Gln

Ser

Gln

Ser

Pro

Ala

Pro

Pro

Gln

Ala

Ala



Ala

Pro

Gln

Ala

Ala

Gly

Tyr

Pro

Ala

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ser

Ala
2015

Tyr
2030

Tyr
2045

Ala
2060

Ala
2075

Gln
2090

Gly
2105

Gly
2120

Ala
2135

Pro
2150

Ala
2165

Gln
2180

Gly
2195

Gly
2210

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

Tyr

Pro

Gln

Gly

Gly

Ser

Gln

Ser

Pro

Ala

Pro

Pro

Pro

Ala

Gly

Gly

Gln

Gln

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Pro

Ser

Gly

Tyr

Ser

Ala

Pro

Pro

Ser

Gln

Ala

Gln

Gln

Gly

Gly

Ser

Pro

Gln

Gly

Ala

Ser

Gly

Gly

Tyr
2020

Ser
2035

Gln
2050

Gln
2065

Gln
2080

Ser
2095

Ala
2110

Tyr
2125

Gln
2140

Pro
2155

Ala
2170

Ala
2185

Gln
2200

Gln
2215

33359

Gly

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ser

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

Ser

Tyr

Gln

Tyr

Gln

Pro

Pro

Gly

Gly

Ala

Pro

Pro

Gln

Gly

Ala

Gly

Gly

-114-

Gly

Asn

Gly

Tyr

Pro

Pro

Ala

Gly

Gly

Gln

Pro

Ala

Pro

Gln

Pro

Gly

Gln

Gly

Gly

Gly

Ala

Gln

Gln

Gly

Gly

Ala

Tyr

Gly

Gly
2025

Pro
2040

Ser
2055

Pro
2070

Gln
2085

Gln
2100

Gly
2115

Ser
2130

Gln
2145

Pro
2160

Gln
2175

Ala
2190

Gly
2205

Pro
2220

Gln

Gly

Ala

Gly

Gln

Gln

Gln

Ala

Gly

Tyr

Tyr

Ala

Pro

Tyr

Gln

Ser

Ala

Ala

Gly

Gly

Tyr

Ala

Pro

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Ser

Pro

Pro

Gly

Ala

Tyr

Pro

Pro

Gln

Gln

Pro



33359

Gly Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln
2225 2230 2235

Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Gln Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly
2240 2245 2250

Pro Gly Ser Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Gly Gln Asn Gly
2255 2260 2265

Pro Gly Ser Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln
2270 2275 2280

Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gln Gln Gly Pro Gly Gln
2285 2290 2295

Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly
2300 2305 2310

Gln Tyr Gly Ser Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly
2315 2320 2325

Gln Ser Gly Ser Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr
2330 2335 2340

Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Ser Gly Gln Gln Gly
2345 2350 2355

Ser Ser Val Asp Lys Leu Ala Ala Ala Leu Glu His His His His
2360 2365 2370

His His
2375

<210> 12

<211> 1188

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> PRT587

<400> 12

Met His His His His His His Ser Ser Gly Ser Ser Gly Pro Gly Gln

-115-



Gln

Asn

Gly

Ala

65

Ser

Pro

Gln

Gly

Pro

145

Gly

Ala

Tyr

Gln

Pro

Gly

Gly

Pro

50

Ala

Ala

Gly

Gly

Pro

130

Gly

Pro

Ala

Ala

Gln

210

Gly

Pro

Pro

35

Gly

Ala

Ser

Ala

Pro

115

Gly

Ser

Gly

Ala

Ser

195

Gly

Gln

Tyr

20

Gly

Gln

Ala

Ala

Ser

100

Gly

Gln

Gly

Gln

Ala

180

Ala

Pro

Gln

Gly

Ser

Gln

Gly

Ala

85

Gly

Ser

Gln

Gln

Tyr

165

Gly

Ala

Tyr

Gly

Pro

Gly

Gly

Pro

70

Ala

Gln

Ser

Gly

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Gly

Pro

Gly

Gln

Pro

55

Gly

Ala

Tyr

Ala

Pro

135

Gly

Pro

Gly

Ala

Pro

215

Tyr

33359

Ala

Gln

40

Gly

Gln

Ala

Gly

Ala

120

Tyr

Gln

Gly

Gln

Ala

200

Gly

Ala

Ser

25

Gly

Gln

Tyr

Gly

Pro

105

Ala

Gly

Gly

Gln

Gln

185

Gly

Gln

Ser

-116-

10

Ala

Pro

Gln

Gly

Pro

90

Gly

Ala

Ser

Pro

Gln

170

Gly

Gln

Ser

Ala

Ala

Gly

Gly

Pro

75

Gly

Gln

Ala

Ala

Tyr

155

Gly

Pro

Tyr

Gly

Ala

Ala

Gln

Pro

60

Gly

Ser

Gln

Gly

Ala

140

Gly

Pro

Gly

Gly

Ser

220

Ala

Ala

Ser

45

Gly

Gln

Gly

Gly

Gln

125

Ala

Pro

Ser

Gln

Ser

205

Gly

Ala

Ala

30

Gly

Ser

Gln

Gln

Pro

110

Tyr

Ala

Gly

Ala

Tyr

130

Gly

Gln

Ala

15

Gly

Gln

Ser

Gly

Gln

95

Gly

Gly

Ala

Ala

Ser

175

Gly

Pro

Gln

Gly

Gln

Tyr

Ala

Pro

80

Gly

Gl_n

Ser

Gly

Ser

160

Ala

Pro

Gly

Gly

Pro



225

Gly

Gly

Ala

Gln

Gly

305

Gly

Pro

Ala

Ser

Gly

385

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gln

Gln

Ser

Gly

290

Pro

Pro

Gly

Gly

Ala

370

Pro

Pro

Gly

Gly

Pro

Gln

Tyr

Gly

275

Pro

Tyr

Gly

Gln

Gln

355

Ala

Tyr

Gly

Gln

Ser

435

Gly

Gly

Gly

260

Gln

Gly

Gly

Gln

Gln

340

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

420

Gly

Ser

Pro

245

Tyr

Asn

Gln

Pro

Gln

325

Gly

Gly

Ala

Pro

Ser

405

Gly

Pro

Gly

230

Tyr

Gly

Gly

Ser

Gly

310

Gly

Pro

Pro

Ala

Gly

390

Ala

Pro

Gly

Gln

Gly

Pro

Pro

Ala

295

Ala

Pro

Tyr

Gly

Gly

375

Ala

Ala

Ser

Gln

Gln

33359

Pro

Gly

Gly

280

Ala

Ser

Gly

Gly

Gln

360

Gln

Ser

Ala

Ala

Tyr

440

Gly

Gly

Gln

265

Ser

Ala

Ala

Gln

Pro

345

Gln

Tyr

Gly

Ala

Ser

425

Gly

Gln

-117-

Ser

250

Gln

Gly

Ala

Ala

Tyr

330

Gly

Gly

Gln

Pro

Ala

410

Ala

Pro

Gly

235

Ser

Gly

Gln

Ala

Ala

315

Gly

Ser

Pro

Gln

Gly

395

Gly

Ala

Tyr

Pro

Ala

Pro

Tyr

Gly

300

Ala

Pro

Ser

Tyr

Gly

380

Gln

Pro

Ala

Gly

Tyr

Ala

Tyr

Gly

285

Pro

Ala

Gly

Ala

Gly

365

Pro

Gln

Gly

Ala

Pro

445

Gly

Ala

Gly

270

Pro

Gly

Gly

Ser

Ala

350

Pro

Gly

Gly

Gln

Ala

430

Gly

Pro

Ala

255

Pro

Gly

Gln

Gln

Ser

335

Ala

Gly

Gln

Pro

Tyr

415

Gly

Gln

Gly

240

Ala

Gly

Gln

Gln

Tyr

320

Gly

Ala

Gln

Gln

Tyr

400

Gly

Gln

Ser

Ala



Ser

465

Tyr

Gln

Tyr

Gly

Ala

545

Gln

Gly

Ser

Pro

Gly

625

Gly

Pro

Ala

450

Ala

Gly

Tyr

Gly

Gln

530

Ser

Gly

Gln

Gly

Gly

610

Gln

Pro

Gly

Ala

Ala

Pro

Gly

Pro

515

Tyr

Ala

Pro

Gln

Gln

595

Ala

Gln

Gly

Gln

Ala

Ala

Gly

Pro

500

Gly

Gln

Ala

Tyr

Gly

580

Gln

Ser

Gly

Gln

Tyr

660

Gly

Ala

Gln

485

Gly

Gln

Gln

Ala

Gly

565

Pro

Gly

Ala

Pro

Gln

645

Gly

Pro

Ala

470

Ser

Ala

Gln

Gly

Ala

550

Pro

Tyr

Pro

Ala

Gly

630

Gly

Pro

Gly

455

Gly

Ala

Ser

Gly

Pro

535

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

615

Gln

Pro

Gly

Ser

33359

Gln

Ala

Gly

Pro

520

Gly

Gly

Gln

Ser

Ala

600

Ala

Ser

Gly

Gln

Gly

Tyr

Ala

Gln

505

Gly

Gln

Gln

Ser

Ala

585

Ser

Ala

Gly

Ser

Gln

665

Gln

-118-

Gly

Ala

490

Asn

Gln

Gln

Tyr

Gly

570

Ala

Gly

Gly

Gln

Ser

650

Gly

Gln

Pro

475

Ala

Gly

Ser

Gly

Gly

555

Ser

Ala

Gln

Gln

Tyr

635

Ala

Pro

Gly

460

Gly

Gly

Pro

Ala

Pro

540

Ser

Gly

Ala

Gln

Asn

620

Gly

Ala

Ser

Pro

Gln

Pro

Gly

Ala

525

Tyr

Gly

Gln

Ala

Gly

605

Gly

Pro

Ala

Ala

Gly

Gln

Gly

Ser

510

Ala

Gly

Pro

Gln

Gly

590

Pro

Pro

Gly

Ala

Ser

670

Ala

Gly

Ser

495

Gly

Ala

Pro

Gly

Gly

575

Pro

Tyr

Gly

Gln

Ala

655

Ala

Ser

Pro

480

Gly

Gln

Ala

Gly

Gln

560

Pro

Gly

Gly

Ser

Gln

640

Gly

Ala

Gly



Gln

Ser

705

Gly

Tyr

Gly

Ser

Ala

785

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gly

865

Ser

Gly

Tyr

690

Ala

Pro

Gly

Pro

Gly

770

Ala

Pro

Tyr

Gly

Pro

850

Pro

Ala

Ala

675

Gly

Ala

Tyr

Gln

Gly

755

Gln

Ala

Gly

Ala

Pro

835

Gly

Gly

Ala

Ser

Pro

Ala

Gly

Gly

740

Gln

Gln

Gly

Gln

Ser

820

Gly

Gln

Ser

Ala

Ala

Gly

Ala

Ser

725

Pro

Gln

Gly

Gln

Ser

805

Ala

Ser

Gln

Gly

Ala

885

Ala

Gln

Ala

710

Ala

Tyr

Gly

Pro

Tyr

790

Gly

Ala

Ser

Gly

Gln

870

Ala

Ala

Gln

695

Gly

Ala

Gly

Pro

Gly

775

Gly

Ser

Ala

Ala

Pro

855

Tyr

Gly

Ala

33359

680

Gly

Gln

Ala

Pro

Ser

760

Gln

Ser

Gly

Ala

Ala

840

Tyr

Gly

Pro

Ala

Pro

Tyr

Ala

Gly

745

Ala

Tyr

Gly

Gln

Ala

825

Ala

Gly

Pro

Gly

Gly

-119-

Gly

Gly

Ala

730

Ala

Ser

Gly

Pro

Gln

810

Gly

Ala

Pro

Gly

Gln

890

Gln

Gln

Ser

715

Gly

Ser

Ala

Pro

Gly

795

Gly

Pro

Ala

Gly

Gln

875

Gln

Tyr

Gln

700

Gly

Pro

Gly

Ala

Tyr

780

Gln

Pro

Gly

Gly

Ala

860

Gln

Gly

Gly

685

Gly

Pro

Gly

Pro

Ala

765

Ala

Gln

Gly

Gln

Gln

845

Ser

Gly

Pro

Pro

Pro

Gly

Ser

Gly

750

Ala

Ser

Gly

Gln

Gln

830

Tyr

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gly

Gln

Gly

735

Gln

Ala

Ala

Pro

Gln

815

Gly

Gly

Gln

Gly

Gly

895

Gln

Ser

Gln

720

Gln

Tyr

Gly

Ala

Tyr

800

Gly

Pro

Tyr

Asn

Gln

880

Pro

Gln



33359

900 905 910

Gly Pro Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Ser Ser Gly Pro Gly Gln Gln Gly
' ~ 915 920 925

Pro Tyr Gly Pro Gly Ser Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly
930 935 940

Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Gln Ser Ala Ala Ala Ala
945 950 955 960

Ala Gly Gln Tyr Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro
965 970 975

Gly Ala Ser Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser
980 985 990

Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly
995 1000 1005

Pro Ser Ala Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Ser Gly
1010 1015 1020

Pro Gly Gln Tyr Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Gln Ser Gly Pro Gly
1025 1030 1035

Ser Gly Gln Gln Gly Gln Gly Pro Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Ala
1040 1045 1050

Ala Ala Ala Ala Gly Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr
1055 1060 1065

Gly Pro Gly Gln Ser Ala Ala Ala Ala Ala Gly Pro Gly Ser Gly
1070 1075 1080

Gln Tyr Gly Pro Gly Ala Ser Gly Gln Asn Gly Pro Gly Ser Gly
1085 1090 1095

Gln Tyr Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Gly Gln Ser Ala Ala Ala
1100 1105 1110

Ala Ala Gly Gln Tyr Gln Gln Gly Pro Gly Gln Gln Gly Pro Tyr

-120-



Gly

Gly

Gly

Ala

1115

Pro
1130

Pro
1145

Gln
1160

Ala
1175

Gly Ala Ser

Gly Gln Gln

Gln Gly Pro

Ala Gly Pro

Ala

Gly

Gly

Gly

33359

1120

Ala
1135

Ala

Pro
1150

Tyr

Gln
1165

Gln

Ser
1180

Gly

Ala

Gly

Gly

Gln

-121-

Ala

Pro

Pro

Gln

Gly

Gly

Tyr

Gly

1125

Gln
1140

Gln
1155

Ala
1170

Pro
1185

Tyr Gly Ser

Ser Gly Ser

Ser Ala Ala

Gly Ala Ser





