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Linh vwe k¥ thuét dwoe dé cap

Sang ché dé cép dén duoc phidm chira protein g3p clia thue khuén thé dang soi,
manh cta g3p gin két véi amyloid, thé dot bién va bién thé cua g3p gin két véi amyloid,
va viéc sit dung cac dugc phdm nay nhu mot liéu phap nhim giam vé luong cia amyloid
lién quan dén bénh, vi du, bénh lién quan dén amyloid hé théng hodc ngoai bién, bénh
thoéi hda than kinh k& ca bénh do protein Tau giy thoai héa than kinh, va bénh xdp nio

truyén nhiém (bénh gy ra béi prion).
Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Thuc khuén thé dang s¢i M13, va thuc khuén thé dang soi lién quan, di cho thfiy
14 ¢6 loi dbi voi mau dong vit bi mic bénh do su gip nép sai protein, va do d6 d& xuét
phuong phap méi cd kha niang didu tri bénh do gip nép sai protein. Xem, US
2011/0142803, duoc két hop vao ddy bang cach vién dan toin bo ndi dung. Cu thé, di
phat hién rang thyc khudn thé dang soi nay c6 khéa nang don sach amyloid d3 hinh thanh
- trong ndo. Vi dy, xem: W02006083795 va W02010060073, dugc két hop vao day bing

cach vién dan toan bd ndi dung.

Céc bénh hinh thanh amyloid c6 dic trung bdi su thoai héa than kinh va xuét hién
protein két tu, gdp nép sai trong n3o. Cac protein két tu va gip nép sai nay thay déi tuy
theo loai bénh, nhung phan 16n chiing déu c6 ciu tric dang tim gip nép beta, ma céu trac
nay lién két véi thudc nhudém do Congo va ludng chiét quang c6 mau luc nhat. Viéc loai
b6 amyloid nay dugc cho ring s& lam giam, lam cham tién trién, thdm chi dao nguroc

tridu chimg lién quan dén nhidu can bénh dic trung bdi amyloid.

Nhitng cach tiép can vé6i viéc diéu tri tiém niang nhim ngin ngtra va/hodc dao
nguoc bénh Iy hoc va/hodc cac tridu ching lién quan dén bénh gy ra boi amyloid bao
gf“)m, vi du, Grc ché sy hinh thanh amyloid, thuc déy su dao thai amyloid, va ¢ ché su két
tu amyloid. Vi du, xem: Aguzzi & O-Connor, Nature Review Drug Discovery (2010)
9:237-48. Viéc loai bo va/hodc ngdn nglra sy hinh thanh céc oligome giy ddc ciing cb thé
c6 loi trong viéc ngan ngira va diéu tri bénh hinh thanh amyloid.
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Bénh thoai héa than kinh da biét ma lién quan dén protein két tu va/hoic gip nép
sai, bao protein g?)m bénh Alzheimer, bénh Parkinson, bénh do prion, bénh do protein
Tau gdy thoai héa thin kinh, bénh xo cling teo co mdt bén (amyotrophic lateral sclerosis:
ALS) (ALS), bénh thoai hoa tiéu ndo (spinocerebellar ataxia: SCA) (SCAL), (SCA3),
(SCA6), (SCA7), bénh Huntington, bénh DRPLA (dentatorubral-pallidoluysian atrophy:
DRPLA), bénh teo co hanh tiy, bénh mach mau nio amyloid di truy'én, ching thoéi héa
amyloid di truyén, bénh suy thodi thuy tran-thai dwong (frontotemporal lobar
degeneration: FTLD) ké ca chimg mét tri do suy thoai thity tran, ching mét tri Anh/Pan
Mach, va bénh ndo di truyén. Cac bénh khéc lién quan dén protein gap nép sai va/hoic
két tu trong ving ngoai bién, con dugc goi 1a ching thodi héa amyloid ngoai bién Vi dy,
xem: Chiti & Dobson, Annu Rev Biochem (2006) 75:333-66; and Josephs et al., Acta
Neuropathol (2011) 122:137-153. Hién c6 nhu cau 16n trong viéc ngin ngira va‘hodc lam
giam sy hinh thanh amyloid két tu (tirc 13, protein gip nép sai va/hogc tich tu) dé diéu tri

ho#c 13m giam triéu chimg hodc mirc 46 nghiém trong ctia cic bénh nay.

Gan dy, Vién Ldo khoa qudc gia (National Institute on Aging) va Hiép hoi
Alzheimer di cong bd tiéu chudn dé chin doan “cac nguyén nhan” va bénh mat tri
- Alzheimer. Xem: McKhann et al., Alzheimer’s & Dementia, (2011) 7(3):263-9. Trén co
- 8¢ cua huong dan ndy, “c4c nguyén nhan” gy ra chung mat tri dugc chin doan khi thda
man nam thi nghiém vé céc triéu ching lién quan dén hanh vi hodc nhan thirc, bao gém,
vi dy, thuc hién nhiém vu tai noi 1am viéc hodc trong cac hoat dong thong thuong nhung
bi gidm mirc trong chirc nang va hoat dong so véi trude d6. Thir nghiém nay lién quan
dén viéc két hop giita kha ning nh¢ va dénh gi4 nhan thirc khach quan. Nhu dugc mo t
& day, nho sy viée phat hién ra protein g3p cua thuc khuén thé dang so¢i, manh gén Kkét
v6i amyloid cia g3p, va cac thé dcfit bién, bién thé gin két véi amyloid ctia g3p nén séng
ché d3 dé xuét thém phuong phap nhim chin doan bénh hodc ching mét tri do su hinh
thanh amyloid, ké ca “cic nguyén nhan” va chimg mét tri Alzheimer.

Thue khuén thé dang soi 1a m6t nhom virut lién quan v6i nhau vé mit chu tric ma
ching 1ay nhiém té bao vi khudn, va c6 hé gen ADN chudi don. Virut nay khong tiéu diét
té bao vat chi trong qué trinh 1iy nhiém tai sinh. Rasched and Oberer, Microbiol Rev
(1986) 50:401-427. Vi du v& thuc khuén thé dang soi ndy bao gdm thuc khuén thé thude
ho Ff (vi du, M13, f1, va fd). Trinh tr nucleotit cua fd 1a da biét tir nam 1978. Beck et al.,
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Nucleic Acids Research (1978) 5(12):4495-4503. Trinh tu ddy dii cia M13 da duoc cong
bb tir nim 1980. van Wezenbeek et al., Gene (1980) 11:129-148. Thuc khuan thé f1 da
dugc giai trinh ty vao ndm 1982. Hill and Petersen, J. Virol. (1982) 44(1):32-46. Hé gen
cua fl chra 6407 nucleotit, it hon mot nucleotit so véi thuc khudn thé fd. Trinh tu nay
khac véi trinh tir ctia fd 1a 186 nucleotit (ké ca mot doan khuyét nucleotit), dan dén su sai
khéc vé trinh tur protein gitta f1 va fd 1a 12 axit amin. Trinh tu f1 khac véi trinh ty M13 1a
52 nucleotit, két qua din dén su sai khéc 5 axit amin giita cac protein twong tmg. Trinh tu
ADN ctia M13 va fd ¢6 192 (3%) nucleotit khac nhau, nhung chi ¢6 12 diém khac biét,
tuy nhién diéu ndy ciing d3 lam thay dbi v& trinh tu axit amin twong Ung (6,25%). van
Wezenbeek et al., Gene (1980) 11:129-148.

CAu tric cia thue khudn thé dang soi da duoc cong b chi tiét va duoc téng két, vi
du, Marvin, Curr. Opin. in Struct. Biol. (1998) 8:150-158; Rasched and Oberer,
Microbiological Reviews (1986) 50(4):401-427. Thuc khudn thé dang sqi ndy co6 mot
“I6p v6” ma 16p vO nay chita hang nghin ban sao protein chinh ctia vé dugc ma hoa boi
gen 8 (g8p, p8 hodc pVIII). Pay 1a phic hop 13p ghép g8p-ADN tao ra dang s¢i dic trung
cua ching. Protein phu ctia vo, nghiu la, nhitng protein chi cé mdt véi mot luong nho (3-
5) ban sao, nam phia cubi soi virut. Mot trong sb protein ndm phia dau s¢i, g3p (con
duoc biét dén nhu 14 p3 hodc pIIl), 1 can thiét trong viée ghn két v6i té bao vi khuén cha
dé 1ay nhiém.

Thuc khuén thé M13 ¢6 g3p trudng thanh gbm 406 axit amin. Trinh tu c6 sb truy
cap NP_510891.1 trong Genbank, dugc d& cap nhu trinh trr tham khao, bao gbm 18 gbc
tin hiéu amin két thic. Thong thudng, cac bién thé c6 su khéc biét vé trinh tu axit amin
$0 v6i trinh tu céng bd. Thuc khudn thé dang soi ctia ho I c6 g3p khéc véi cac thanh vién
cua ho Ff, nhung van thudc ho g3p va c6 su bdo toan cao. Stassen et al., J Mol Evol
(1992) 34:141-52.

D3 biét clu tric tinh thé cia g3p. Lubkowski et al., Structure (1998) 7(6) 711-722.
Protein nay chira 3 ving duoc gp nép cach nhau boi cau ndi lién két linh déng gidu
glyxin. Protein ndy c¢6 hai mién amin két thic, N1 va N2 chtra 262 axit amin, ma cic
mién ndy tuong tac v6i nhau tao dang phic hop N1-N2. Mién dau carboxyl (CT, con
dugc goi 1a N3) gdm 146 axit amin c6 chirc ning c¢b dinh g3p vio hat thuc khuan thé bsi

phan Gng ky nuéc véi g8p. Marvin, Current Opin. in Structural Biology (1998) 8:150-

_4-
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158. Chu trac dai cong bd dugc tao ra bang céach st dung protein dung hop 2g3p mién
N1-N2 ciia Holliger, J Mol. Biol. (1999) 288(4):649-57 nhu dugc néu trong Fig.1.

Khéng gidng nhu phan 16n protein khac, viéc khong gép nép cua mién N1 va N2
tir dang “bi khoa” tiém ning 13 can thiét @i v6i g3p dé c6 hoat tinh sinh hoc nguyén
thiy. Eckert & Schmid, J. Mol. Biol. (2007) 373:452-461. Trong budc déu tién cua qua
trinh 14y nhidm, N2 gin két v6i F-pilus ctia thuc khuén thé thong qua gbc nim & vanh
ngoai cua N2. Deng & Perham, 2002. Viéc lién két ban dau bang N2 nay giip “mé khéa”
g3p bang cach “md” phitc hop N1-N2, tiép d6 cho phép N1 lién két v6i dong thu thé
TolA. Trong manh N1-N2 ctia g3p, diém chuyén nhiét d6i véi buse mé khéa ban dau, tai
d6 N2 khong gip nép c6 mit tai nhiét 46 nong chay (Ty) 1a 48,1°C. Mot phan cla qua
trinh ndy lién quan dén viéc ddng phén hoéa tai lién két peptit GIn212-Pro213. Pro213
dugc chuyén Gbi thanh frans & trang thai mé. Cac phin N1 duoc gip nép mét cach 6n
dinh cho dén budc thir hai, xay ra tai nhiét do Ty 1a 60,2°C. Céc qua trinh nay da duoc
tbng két trong tai lidu ctia Eckert & Schmid, 2007.

Cac dang dot bién cia manh N1-N2 di dugc ding dé nghién ctru sy on dinh va
kha ning 14y rhidm ciia nhidu thé dot bién khac nhau. Eckert & Schmid, 2007. D3 c6
bién thé, duoc ky hiéu 1 “3A” di duge gidm long gén két va 1am tang tinh 6n dinh coa
mién N2. Pbi dang 4ot bién nay, Ty tdng dén 42,6°C. 3A c6 cac dang dot bién sau:
WI181A, F190A v F194A. Mot dang dot bién khac trong N2, G153D, 1am mét tinh on
dinh N2, 1am ting Ty dén 44,4°C. Thé dot bién Q129H bn dinh N2, c6 Ty tang 1én dén
51,4°C. Bién thé IY gdm dot bién T1011 va D209Y trong phan ban 1€ va ching lam ting
tinh én dinh cia manh N1-N2 (Ty = 56,5°C). IHY gdm dot bién T101L, Q129H va
D209Y (Ty = 60,1°C). IIHY gdm dot bién T13IL, T101I, QI29H, va D209Y (Ty =
61,8°C). Ca Q129Y va T13I déu lam tang tinh én dinh va viéc c6 cac thé dot bién nay
gitip tang nhiét d6 noéng chay, Ty Tinh lay nhidm cua thuc khuin thé ting giam theo
chidu dai cia mién phan tmg ndm trong g3p. Eckert & Schmid, 2007. Viéc loai bé mién
N2 (thuc khuin thé fd(AN2)) gitip 1am ting tinh 13y nhiém do loai bé mot cach hiéu qua
su phong bé mién N2 trén N1-gin két ctia TolA.

Ban chit ky thuit cita sing ché
Sang ché, mot phan, dva trén viéc phat hién ra rang g3p cling giy ra sy gin két

ctia thuc khuén thé dang soi vao amyloid theo c4ch twong tu v6i qua trinh lay nhiém cta

-5
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thuc khuén thé nay vao vi khuén. Bang séng ché U.S 7,867,487 d& xuét co s& cho ring co
ché gin két nay 13 hidu qua diéu tri cia thuc khuén thé trong viéc phan ly amyloid, theo
sang ché, hidu qua phan ly nay 1a do thuc khuén thé c6 ciu trac dai va manh nén ching
cd kha nang chui vao gifta cac sgi amyloid. Ngoai ra, sang ché ciing cho rang véi lwong
xo4n alpha cao trong g8p, protein chinh cta vo, c6 thé xen vio cdu bén trong ciu tric gip
nép beta ctia amyloid. Co ché d6 1a phu hop vdi sang ché, d6 12 véi mot lugng thuc
khuan thé & mirc nanomol c6 thé gay phan ly mot lugng clia amyloid B & mtrc micromol,
didu nay cho thiy rang thanh phin cua thuc khuén thé nay ¢6 sb lugng ban sao 16n, nghia
la, g8p, thi méi tao ra hiéu qué nay. Diéu nay cling pht hop véi cong bb cia US
20110182948 dbi voi virut kham cua cy thude 14, ma virut nay cé cAu tric turong tu nhu
thuc khuén thé dang soi theo sang ché, ma c6 thé gay ra su phan ly. Do cic nghién ciu
trén d3 phat hién ra rang, d6i v6i hiéu qua trong viée didu tri, hodc 13 cdu triic nguyén thé
(soi dai c6 nhiéu céu tric xo4n alpha), hogc 13 protein vé cu thé, protein cé nhidu trén vo
cta thue khudn thé, nhu g8p nim vai trd quyét dinh. Tuy nhién, khong c6 nghién cru ndo
chi ra réng thanh phé‘m phan 13p dugc cda thuc khuén thé, khac véi thuc khuin thé
nguyén thé, c6 thé lién két voi amyloid va/hodc gy ra sy phén ly amyloid nay. Ngoai ra,
cac nghién ctru trén cling khong dé cap dén dang protein phu ctia vo thye khuén thé dang

soi lai c6 vai tro d6i voi kha ning gan két va phan ly amyloid.

Tuy nhién, cac nghién ciru trén cling dua ra bing chimg cho thdy c¢6 su thay dbi
(mic du khéng nhat thiét loai trlr 13n nhau) vé co ché phan ting. Cac tic gia sang ché da
phat hién ra ring 3gp ctia thuc khuin thévcé thé gén két truc tiép véi soi ctia amyloid va
viéc phan ly bai thuc khuén thé d6 1a doc 14p v6i bude gan két ban dau. Céc tac gia sang
ché ciing da phat hién ra rang g3p chiu trich nhiém gin két v6i amyloid clia thuc khuan
thé dang soi nén da d& xuét co ché dé diéu tri bénh mot cach hiéu qua béng thuc khudn

thé, day dugc coi 1 co s& ctia phuong phap mdéi d€ chan doéan va dicu tri bénh.

Céc dbi trong bd sung va loi thé cla sing ché duoc @& cip dén trong phin mo ta
dudi day, va phin mo ta ndy s& 1am 1 ban chit cta sang ché hoic co thé tham khao tir
phan Vi du thyuc hién séng ché. Pbi tuong va loi thé theo sang ché thu duoc bési timg
thanh phan ddc 1ap cling nhu sy két hop cu thé cac thanh phan nay nhu duge néu trong

phan yéu cau bao ho di kem.
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Can hiéu rang, ca phan mo ta khai quat trén day cling nhu phan mo ta chi ti€t dudi
day dugc dua ra 1am vi du va chi nham muc dich lam rd ban chat cua sang ché chir khong

nhim han ché pham vi yéu cau bao h cia sang cheé, nhu dugc yéu cau bao hd.

Sang ché, mot phan, dwa trén su phat hién clia céc tac gia sang ché vé vai trd cia
protein gen 3 (gene 3 protein: g3p), ma protein nay con dugc biét dén 12 “p3” hoic
“pIII”) gay ra su gin két v6i amyloid va phéan ly su két tu amyloid. Sang ché ciing dua
trén su phat hién ctia cic tac gia sang ché v& trinh tu ti thiéu cua g3p can thiét dbi véi su
gin két véi amyloid.

Do do6, theo modt phuong an cu thé, sang ché & cap dén phan t, cu thé 1a
polypeptit, chira trinh tu lién Ung tb1 thidu gin két véi amyloid c6 ngudn gbc tir g3p.
Theo mét khia canh cla phuong 4n, phan tir nay co thé hoa tan duoc. Theo mot khia canh
khac, phan t& nay phan ly va/hodc ngdn nglra su két tu cua amyloid (vi du, mang
amyloid). Theo mot khia canh khéc cua phuong an nay, phén tir nay 1a protetin dung hop.
Theo mdt khia canh cu thé hon cia phuong 4n nay, phan tr nay 14 protetin dung hop
chira thém trinh tu axit amin cta chudi globulin mién dich. Theo mdt khia canh cu thé
hon nita ctia phuong 4n ndy, phan tir nay Ia protetin dung hop chira thém trinh tu axit
amin cia chudi globulin G mién dich (vi dy, 1gG) hodc globulin M mién dich (vi du,
IgM). Van theo mot khia canh khac nita cia phuong an nay, phén tir nay chira mién N2
cta g3p. Theo mot khia canh cu thé hon clia phuong 4n ndy, phan tir ndy chira mién N1-
N2 ciia g3p. Theo mot khia canh khéac nita clia phuong 4n nay, phan tir nay 1a g3p co
chiéu dai toan ven. Theo mdt khia canh khac nita, phan tr nay la polypeptit, ma
polypeptit nay la manh, thd dot bién hodc bién thé cia dang bit ky trong sb cac phuong
an néu trén.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché @& cap dén phan tir gin két voi TolA, nhu phan
tt e ché TolA, cu thé 13 polypeptit, chira trinh tr lién ung t6i thiéu gén két vé6i trinh tur
amyloid. Phén tir gin két v6i TolA va/hodc phan tir e ché TolA theo sang ché dugc gin
két, depolyme héa, ngin ngira su két tu va phan ly amyloid. Phén t& gin két v6i TolA
va/hodc phén tir tc ché TolA chura protein dung hgp. Theo cac phuong 4n cu thé, phan tir
gin két v6i TolA va/hogc phan tir chit Gc ché TolA 1a colixin hoic méanh gin két véi
amyloid cua colixin. Trong cdc phuong an cu thé, colixin nay 1a colixin nhém A. Vi dy,

xem: Cascales et al., Microbiol. Mol. Biol. Rev. (2007) 71(1): 158-229. Phén tir gan két

_7-
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v6i TolA va phan tir tc ché TolA theo séng ché 13 hitu dung d& diéu tri nhim giam vé
luong ciia amyloid lién quan dn bénh d6, nhu 1a bénh lién quan dén amyloid hé théng
hodc bénh ngoai bién, bénh thoéai hoa thin kinh k& ca bénh do protein Tau giy thoai hoa
than kinh, va bénh x8p nio truyén nhiém (bénh gay ra béi prion). Sang ché ciing bao gdm
viée sir dung cac ché phim trén dé ngin nglra sy tich tu vé luong ctia amyloid lién quan
dén cac bénh nay ciing nhur viée st dung ché phdm dé chan dodn nhim phat hién amyloid

va do d6, chin doan dugc cac bénh nay.

Theo mot phuong an khéac, sang ché dé cap dén thue khudn thé dang soi dugc cai
bién d& bidu hién qua muc g3p khi so voi thue khudn thé thé dai, nhim biéu hién manh
gin két v6i amyloid ctia g3p, dang dot bién hodc bién thé gin két véi amyloid cta g3p,

hodc protein dung hop gin két v6i amyloid chira g3p.

Sang ché dé cap dén ché pham va/hodc dugce pham chira phan tir hodc thue khuéin
thé bat ky néu trén, cling nhu viéc sir dung ching d¢ gan két, phan ly va ngdn ngura su két
tu ctia amyloid ciing nhu viéc sit dung ché pham hodc duge pham ndy dé phét hién su

tich tu ctia amyloid va chdn doan bénh va réi loan dic trung gay ra bdi amyloid.
M ta viin tit cdc hinh vé

Fig.1 13 hinh v& thé hién chu triic dang dai ctia mién N1 va N2 cia g3p, va ving

ban €.

Fig.2A - Fig.2C thé hién két qua so sdnh g3p tir céc ngudn khac nhau. Fig.2A thé
hién két quéa so sanh g3p ctia thuc khudn thé M13 (SEQ ID NO.1), Fd (SEQ ID NO.2), va
F1 (SEQ ID NO.3), ké ca trinh ty lién tmg (SEQ ID NO.4). Fig.2B thé hién két qua so
sanh g3p cua thuc khuén thé 12-2 (SEQ ID NO.5) va Ike (SEQ ID NO.6), cing véi trinh
tu lién g gifra 12-2 va Ike (SEQ ID NO.7). Fig.2C thé hién trinh tur axit amin g3p cla
thue khudn thé If (SEQ ID NO.8).

Fig.3A 12 biéu dd thé hién két qua nghién ctu cong hudng bé mat hat nhén
(surface plasmon resonance: SPR) d6i véi su gin két thuc khudn thé. Su gin két véi soi
AP dugce so vé1 su gin két v6i AP dang don thé bang cach cho 10" thuc khuin thé/mL
chay qua chip cam bién sinh hoc. Fig.3B cho théy tri s6 K,, Ky, va Kp thu duoc tir dit lidu
SPR néu trong Fig.3A.
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Fig.4A va Fig.4B la biéu dd thé hién két qua nghién ctru gin két. Fig.4A 1a biéu do
thé hién két qua phan tich gén két tryc tiép v6i hai lidu dimg thuc khudn thé (10'/mL va
10'%/mL) tang dan theo lugng mol cua fAP42. Fig.4B 12 biéu db thé hién két qua nghién
ctru canh tranh gén Kkét déng thoi dé xuit mot cach khac nham xéac dinh Kp dbi voi su gfm

két cia M13. Chu trac 1 duge st dung.

Fig.5 12 biéu dd thé hién kbt qua gin két canh tranh c6 ding nhiét d¢ bién tinh
(hinh vuéng - 90°C trong 10 phit) so véi sy hinh thanh M13 tu nhién (hinh tron) (cAu
trac 1) trong phuong phap phén tich canh tranh lién két v6i sgi amyloid.

Fig.6 12 bidu dd thé hién két qua phan tich huynh quang Thioflavin T (ThT) dwoc
4 bing fAP42 khi ¢ hodic khéng c6 thuc khudn thé M13 tai hai ndng 46 khéc nhau (ciu
trac 1).

Fig.7A va Fig.7B 12 biéu dd thé hién 4nh huéng cia cic thong s6 phén tich don 1é
khac nhau trong phuong phap phén tich phan ly ThT. Fig.7A thé hién ty 1 phan ly tai hai
ndng d6 mudi (0,15 M va 1,5 M). Fig.7B thé hién ty 16 ciia fAB con lai tai hai tri s nhiét
d6 (4°C va 37°C). Céu triic 1 dugce st dung.

Fig.8A va 8B 1a biéu dd thé hién két qua clia phuong phap phan tich gin két
amyloid cia M13 bang cach sir dung fAB42. Trong Fig.8A, M13 gin két duoc phat hién
bang cach st dung nhiét d3 & nim trong khoang tir 18°C dén 58°C trong 3 gio. Fig.8B 1a
biéu 6 thé hién dong hoc gén két khi 1 tai 37°C so voi dong hoc gén két khi t tai 50°C.

Fig.9A - Fig.9C 1a biéu dd thé hién tic dung loai bd protein thiyy phan cta g3p
trong phan Ung thuc khuén thé-amyloid. Proteaza Arg C dugc st dung dé cit g3p cua
thye khudn thd M13 (M13Ag3p). Fig.9A thé hién két qua nghién ciru canh tranh ghn két
AP bing céach sir dung thyuc khuan thé M13Ag3p so véi dang thuc khuén thé nguyén thé
(dwoc xir Iy nhu thue khuin thé duge xtr Iy bang ArgC nhung khong dugc xu ly bang
proteaza). Fig.9B thé hién hiéu qua cua Arg C dugc xtt Iy 14y nhiém bang M13Ag3p so
v6i thue khuan thé nguyén thé. Fig.9C 13 anh chup thé hién két qué so sanh thuc khudn

thé duge xi 1y bing ArgC vdi thue khuin thé nguyén thé trong phan tich phan ly.

Fig.10A va Fig.10B Ia biéu do thé hién két qua ciia phan tich canh tranh gén két
bang cach st dung manh N1-N2 cta g3p, dugce d& cap theo sang ché 1a NIN2 tai t6 hop
hoa tan duge (rs-g3p(N1N2); “ciu triic 3”), M13Ag3p (xit Iy bang Arg C), va M13 déng
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vai trd nhur chét canh tranh véi M13 duge danh du gin két bing fAB42. Fig.10B thé hién
két qua 13p lai ctia phan tich canh tranh.

Fig.11 12 biéu dd thé hién dir liéu canh tranh dbi v6i thuc khuén thé fd, ITHY,
AAA va M13. Thuc khudn thé fd, AAA, va IIHY dugc hoat héa trude tai 50°C trong 1,5
gio, tiép do6 Fd, AAA, va ITHY d3a duoc hoat hoa hodc chua dugc hoat héa dugce sir dung
dé so sanh kha ning canh tranh véi M13 dé gén két vao AP trong thoi gian 45 phut, nhiét
dou 37°C.

Fig.12A 14 hinh vé thé hién so dd rs-g3p(NIN2) (cu trac 3). Fig.12B 1a bicu do
tém Iuge su trao ddi ion dbi voi rs-g3p(N1N2). Fig.12C 1a anh chup thé hién két qua ctia
phan tich loc gel bang cach st dung Sephacryl S-300 va rs-g3p(NIN2). Fig.12D la anh
chup thé hién két qua thAm tach Western cua rs-g3p(N1N2) cung véi dbi chimg 12 g3p va
g8p. Thuc khuan thé M13 duogc chay trong 1an 1 va 2 déng vai trd 1a dbi chimg duong, va
duoc phat hién bang khing thé khang M13 da dong, ma khang thé nay c6 thé phat hién
duoc ca g&p va g3p. Rs-g3p tinh sach dugc chay trong lan 3 va 4, va dugc phat hién bang
cung loai khang thé khang M13 da dong.

Fig.13 12 biéu dd thé hién di liéu SPR bing cach st dung rs-g3p(N1N2) (cdu tric
3). Rs-g3p(N1N2) c6 kha ning gan két véi fAB42 v6i Kp vao khoang 160 nM, nhung
khong gén két véi dang don thé.

Fig.14 1a bidu @ thé hién két qua phan tich huynh quang ThT duoc sir dung dé
xéac dinh amyloid c6 trong mau cho trude. 10 uM AP42 dang don thé duge U trong didu
kién ¢6 hodc khong c6 5 ndng dd rs-g3p(N1N2) (cAu truc 3) tai 37°C trong 3 ngdy.
Lugng soi dugce hinh thanh sau 3 ngay dugc xé4c dinh bang cach dinh lugng huynh quang
ThT gin két. ICs, c6 gia tri khoang 20 nM cho thiy rang rs-g3p(N1N2) c6 kha ning tc
ché sy hinh thanh soi AB42. Hinh vé nay cling chi ra rang su gin két nay phu thudc vao
lidu ding.

Fig.15A 1a anh chup duéi kinh hién vi dién t&r truyén qua (transmission electron
micrography: TEM) thu dugc tir viéc U fAB42 trong didu kién c6 hoic khong cé rs-
g3p(N1N2) (chu tric 3). Fig.15B 1a biéu db thé hién két qua phan tich huynh quang ThT
bang cach sir dung AB42 va 2uM rs-g3p(N1IN2) (cAu trac 3) 1 tai 37°C trong 7 ngay. 1s-
g3p(N1N2) phong bé su hinh thanh fAB42.
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Fig.16 13 biéu d6 chimg minh rs-g3p(N1N2) (cAu tric 3) c6 kha ning uc ché su
hinh thanh sgi a-synuclein. 25uM a-synuclein dugc tap hop lai béng cach khqu & tbe do
300 vong/phut trong 4 ngay tai 37°C (xem, cdt 1). Cot thir hai clia hinh v& md ta alpha-
synuclein dang don thé duoc bd sung 1 x 107 thuc khuan th8 Mi3 dang tr lién va lic &
37°C trong 3 ngay. Két qua thé hién trong ¢t 2 cho thiy rang M13 dang tir lién nay
phong bé sy hinh thanh s¢i a-synuclein. Cot thit ba trén hinh vé& thé hién két qua khi c6
mit ciia alpha-synuclein dang don thé + 83 nM rsg3p dang don thé. Két qua trong cot 3
cho thdy rang, dang don thé c6 hiéu qua tic ché sy hinh thanh soi a-synuclein thap hon
M13 dang t lién. Cot 4 1a mAu dbi chimg 4m thé hién a-synuclein dang don thé tai thoi
diém ban dau. Trong cot 5, két qua g3p dang don thé khong c6 soi a-synuclein duge
d{mg dé x4c dinh xem liéu g3p c6 gin két v6i pTAA khi khong co thude nhudém gén két

v6i soi hay khong. Két qua thé hién tai cot 5 chi ra ring g3p khong gin két véi pTAA.

Fig.17 1 bidu dd thé hién dit liéu gén két canh tranh dbi vdi rs-g3p(NIN2) (chu
~ trac 3), M13 (cAu tric 2), protetin dung hop rs-g3p(NIN2)-higG4-Fc (chu triic 4), va
IgG4-Fc d6i chmg am.

Fig.18 13 biéu dd thé hién di liéu gén két canh tranh M13 so sanh (cAu tric 2; 6
vudng), 1s-g3p(N1N2) (cAu trac 3; tam gidc), protetin dung hop rs-g3p(N1N2)-hIgG4-Fe
(cAu tric 4; tam gidc ngugc), va dbi chimg am 13 IgG4-Fc tai t6 hop (hinh thoi).

Fig.19 1a &nh chup thé hién két qua phan tich bay loc so sanh nam néng do cla soi
AP42 dugce ting hodc gidm hai 14n nbéng d6 ctia M13 (cAu tric 2), 800 nM 1s-g3p(N1N2)
(cAu truc 3), va ba l4n ndng d6 ctia protein dung hop rs-g3p(N1N2)-hIgG4-Fc (chu trac
4).

Fig.20 1 bidu dd thé hién dit liéu gin két canh tranh ddi véi rs-g3p(NIN2) (cu -
trac 3; “don thé”) va treptavidin tiép hop rs-g3p(NIN2) (“SA[g3pNIN2],-r.4-; “SA-g3p”;

“tr 1ién”). So sanh kha ning canh tranh cta rs-g3p(NIN2) va SA-g3p voi M13 duoge
=] P\

danh d4u trong viée gin két véi AP trong khi u 3 gid tai 37°C.

Fig.21 1a anh chup thé hién két qua phén tich by loc so sanh ndm 14n ndéng d6 cia
fAB42 tang hodc gidm hai 14n ndng @ cia rs-g3p(N1N2) (chu tric 3; “don thé”) va hai
14n ndng d6 ctia SA-g3p (“ta lién”).
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Fig.22A va Fig.22B 1a anh chup thé hién TEM cta fAB42 tai thoi diém ban dau
(Fig.22A) va tai thoi diém ngdy thir ba sau khi u ciing SA-g3p (Fig.22B).

Fig.23 thé hién trinh ty axit amin cta chu tric rs-g3p(NIN2)-hIgG4-Fc “ciu tric
4” (SEQ ID NO.9). Vung N1IN2 cua “cu trac 4” ¢6 ngudn gbe tir ving NIN2 ciia “cu
trac 17 (SEQ ID NO.10).

Fig.24 thé hién trinh tu axit amin cua cAu tric rs-g3p(N1N2)-hIgG4-Fc khac “cdu
triic 57 (SEQ ID NO.11). Ving NIN2 cua “ciu triic 57 ¢ ngudn gdc tir vimg NIN2 clia
“cu triic 2” (SEQ ID NO.12).

Fig.25 thé hién trinh ty axit amin chu trac rs-g3p(N1N2)-hIgG1-Fc “chu tric 6”
(SEQ ID NO.13). Vung NIN2 cua “cu trac 6” ¢6 ngudn gbc tir ving N1N2 cia “céu
tric 2”.

Fig.26 thé hién két qua so sanh trinh tu axit amin cta N2 véi: fd (SEQ ID NO.14),
f1 (SEQ ID NO.15), M13 (SEQ ID NO.16), Ike (SEQ ID NO.17), 12-2 (SEQ ID NO.18)
va Ifl (SEQ ID NO.19). Dau hoa thi “*” dugc sit dung trong ban mo ta dé chi vi tri gbc
don bao toan nghiém ngat. Dau hai chAm “:” duoc st dung trong ban mé ta dé chi gbc
bao toan gifra cdc nhém c6 déc tinh rat gibng nhau ma ving nay c6 diém sé trung binh
1én hon 0,5 trong ma tran Gonnet PAM 250. DAu chidm “.” dugc st dung trong ban mo ta
dé chi gbc bao toan giita cac nhém c6 dic tinh kha giéng nhau ma cac nhém nay ¢6 diém
trung binh thip hon 0,5 trong ma tran Gonnet PAM 250.

Fig.27A 14 hinh v& thé hién so db ctia céu tric 3. Fig.27B thé hién trinh tw ADN
ciia phn g3p cia cdu trac 3 (SEQ ID NO.23). Fig.27C thé hién trinh tu axit amin ciia
phan g3p cia chu tric 3 (SEQ ID NO.24).

Fig.28 1 bidu dd thé hién két qua cia thir nghiém dénh gi4 hai protein dung hop
rs-g3p(N1IN2)-IgG vé kha niang lam giam mitc ctia amyloid B trong mau chudt chuyén
gen bénh Alzheimer. Ca rs-g3p(N1N2)-hIgG4-Fc (chu tric 5) va rs-g3p(NIN2)-hIgGl-
Fc (cu tric 6) déu cho thiy kha ning 1am giam déng ké muc cia amyloid B trong thuy c4

ngua cua chudt mac bénh Alzheimer.

Fig.29 13 biéu d6 thé hién két qua cua thir nghiém danh gid hai protein dung hop
rs-g3p(NIN2)-IgG vé kha niang lam giam muc clia amyloid B trong mau chudt chuyén
gen mac bénh Alzheimer. Ca rs-g3p(N1N2)-hIgG4-Fc (cu tric 5) va rs-g3p(N1N2)-
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higG1-Fc (chu triic 6) déu cho thiy kha ning lam giam dang ké murc cia amyloid P trong

vd ndo cua chudt mac bénh Alzheimer.

Fig.30 thé hién su wc ché qua trinh tp hop AB42 bang rs-g3p(N1N2)-hIgG1-Fc
(cAu truc 6). Fig.30A 13 anh chup gel agaroza “nguyén ban” dugc tao ra khong c6 SDS.
Ma2u nay duoc cho chay trong dém TEA ma khong c6 SDS va khong dugc dun soi. Két
qué cho thay ring chu tric 6 ¢6 kha ning tc ché qua trinh tip hop fAB42. Fig.30B 1a biéu
dd thé hién két qua phan tich huynh quang ThT duoc ding dé xac dinh su c6 mit cla
amyloid c6 trong miu. 10 pM AB42 dang don thé duoc U trong diéu kién ting hodc giam
hai 1an ndng d6 cta rs-g3p(N1N2)-hIgG1-Fc (cAu tric 6) tai 37°C trong 1 ngay. Lugng
soi tao ra tai thoi diém ngdy cudi duge xac dinh bang cach dinh luong gén két huynh
quang ThT. Rs-g3p(N1N2)-higGl-Fc (cAu tric 6) c6 kha ning Gc ché sir hinh thanh cta
soi AP42. Hinh vé& nay cling cho thdy ring viéc trc ché su hinh thanh sgi v6i cAu tric 6 13

phu thudc vao lidu luong sir dung.

Fig.31 12 biéu dd dir lidu ciia phd ludng cuc tron, dit liéu cho thiy rang qué trinh
tap hop AP42 bi Ge ché béi rs-g3p(NIN2) (cAu triic 3). Phd ludng cuc tron xac dinh
thanh ph&n cudn xoin a va gép nép B cla soi AP dugc udc dinh. Fig.31A thé hién tinh
chét elip theo bude séng ctia AP42 tai T= 0, T=24 gid, va T=48 gid. Fig.31B thé hién
tinh chét elip theo budc séng cuia AB42 cb bd sung cau tric 3 tai T=0, T=24 gio, va T=48
gid. Fig.31C mb ta két qua phan tich ThT, trong d6 luong soi duge hinh thanh trong
khoang tir 24 dén 48 gi& dugc x4c dinh bang cach dinh lugng huynh quang ThT dugc gin
két. CAu triic 3 c6 kha nang Gc ché sy hinh thanh sgi AP42. Fig.31D thé hién tinh chat

“elip theo budc song clua chu tric 3 tai T= 0, T=24 gio, va T=48 gio. Khi xem xét dong
thoi, cac dir liéu nay xac nhén kha ndng cua cAu trac 3 trong viée e ché qua trinh tip hop

AB42.

Fig.32 12 biéu dd thé hién dir liéu mo ta cho thdy MI3 (cdu truc 2) va rs-
g3p(N1N2)-hIgG1-Fc (cAu tric 6) phong bé doc tinh gay ra béi cc oligome clia té bao
N2a. Vi du, xem: (2003) J. Biol. Chem. 278(13): 11612-11622 va Stine et al. (2011) Erik
D. Roberson (ed.) Alzheimer’s Disease and Frontotemporal Dementia, Methods in
Molecular Biology, vol. 670: 13-32. Té bao N2a duge biét héa bang cach khong cung cap
huyét thanh trong 48 gior truée khi xtt Iy. Cac oligome AB42 (2uM) dugc U trude cung

chu triic 2 va cAu trac 6 tai 37°C trong 3 gid trude khi bd sung vao té bao N2a. Thoi diém
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T=0 (“T0”), phitc hgp nay chua dugc xtr ly. Sau 24 gio U, kinaza dugc adenyl hoa
(andenylated kinase: AK) gidi phéng duoc kiém soat. AK giai phong vao mdi trudng cho
thdy t& bao bi chét/phan giai. Cac oligome AB42 dugc tao ra theo cach duoc hudng dan
béi Stine va cong sy, 2011. Két qua cho thdy rang M13 va 1s-g3p(N1N2)-hIgG1-Fc c6

kha nang {rc ché cac oligome gy doc.

Fig.33 1a anh chup thé hién két qua so sanh bang phuong phép phan tich biy loc

sau ndng do soi AB42 ting hodc giam 1 x 10'%/mL M13 (céu trac 2); 80 nm va 800 nM

cAu trac rs-g3p(N1N2)-hIgG4-Fc (cu tric 5); va 80 nm hoic 800 nM rs-g3p(N1N2)-
higG1-Fe (chu tric 6). Sgi AB42 duoc G cung chu trac 2, 5, va 6 tai 37°C trong 3 ngay,
sau d6 dioc loc cham. Phan loc duge do bing mAb 6E10 (1:15000), didu nay cho phép
nhan ra soi AB42 mic trén bd loc. 800nM cAu truc 5 hodc cdu tric 6 twong duong 5 x
10'*/mL clu tric 2 theo ndng @6 mol phan . Két qua chi ra rang ciu tric 2, 5, va 6 co

kha ning phén ly soi amyloid f.

Fig.34A va Fig.34B 1a biu db thé hién két qua phan tich dién hinh dugc st dung
d8 dinh Iwong M13 (cu triic 2) gin két véi fAB42 da dugce U trude vdi ftau 3 trong gid. 5
uM AB42 dang don thé gin két v6i chu tric 2 dugce G trong diéu kién c6 hosc khong co 4
14n ndng d6 cua ftau tai 37°C trong 3 gid. Khi ma fAbeta:M13-Alexa488 tao hat nhung
ftau:M13-Alexa488 khong tao hat, tién hanh x4c dinh lugng huynh quang suy giam do
vét liéu tao hat gy ra, diéu nay chi ra rang toan bd ftau gin két hoan toan v6i fAbeta. 0
day, luong M13-fAB tao ra sau 3 gio dugc xac dinh bing cach dinh luong huynh quang
Alexa488 trong phan tmg canh tranh gin két tao hat. Két qua cho thiy ring ftau c6 thé
canh tranh dugc voi M13-Alexa488 (ciu tric 2) dé gan két vai fAR42.

Fig.35 13 bidu dd thé hién két qua ctia phuong phap phan tich dién hinh SPR dé
kidm tra kha nang gin két cta rs-g3p(N1N2)-hlgG4-Fc (chu trac 4) voi ftau. Két qua chi

ra rang cau truc 4 c6 kha nang gan ket voi ftau.

Fig.36 12 biéu dd thé hién kha ning cla rs-g3p(N1N2)-hIgG1-Fc (chu trac 6) phan
ly ftau. Soi tau dugce chuén bi béng cach pha lodng 40 uM vung lap lai gén két véi vi 6ng
(microtubule binding repeat region: MTBR) cua tau bing 50 mM peroxit dismutaza
(“Sod”). Cac ndng d6 khéc nhau cla cAu tric 6 va ftau dugc chudn bi & trén dugc G trong
dém axetat tai pH 7,0, 37°C trong 72 gio. Do huynh quang ThT phat ra khi vuot qua 5 lan
ThT. Fig.36A 12 bidu dd thé hién két qua phan tich ThT dién hinh cho thdy kha néng 4nh
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hudng ciia cAu triic 6 dén sy phén ly ftau. Fig.36B 1 biéu dd thé hién mot thir nghiém
khac nhim xac nhan kha ning cta ciu trac 6 d6i v6i su phan ly tau. Fig.36A va Fig.36B

ciing cho thiy su phén ly cla ftau b&i cAu tric 6 phu thudc vao lidu luong st dung.

Fig.37 la anh chup két qua thir nghiém cho thiy su wc ché két tu AP bi rs-
g3p(NIN2)-hlgG1-Fc (cAu tric 6) va rs-g3p(NIN2) (cdu triic 3) theo thoi gian. AB42
dugc hoa tan trong DMSO va pha lodng bing PBS chita NaN3. AB42 duoc két tu tai
37°C trong diéu kién c6 mit hoic khong c6 mit ndng do céu tric 3 va chu tric 6. Su két
tu ciia AP42 dugce x4c dinh bing huynh quang ThT. Fig.37A 14 anh chup thé hién SDS
PAGE ciza mAu. Fig.37B 12 biéu dd thé hién két qua ctia mot thir nghiém khac. Fig.37C 1a

bidu dd thé hién két qua cia mot thir nghiém khac. Fig.37D 12 biéu dd tong hop két qua.

Fig.38A va Fig.38B thé hién két qua thir nghiém cho thy kha ning cua rs-
g3p(N1N2)-hlgG1-Fc (chu tric 6) phong bé su chuyén d6i PrP thanh PrP-Sc. Céu tric 6
va phan chat phan giai té bao IgG dugc dua di siéu ly tdm dé phan téch phan PrP hoa tan
(phin dich ndi) va phin PrP khong hoa tan (hat). Dang PrP duogc nhén biét vé mit sinh
hoéa bang khang thé don dong khang PrP (6D11). Khi c6 mit IgG thi ¢ sy phén chia PrP
trong ca phan doan hoa tan va phan doan khong hoa tan. Khi c6 mét chu tric 6, thi PrP

hoa tan bi han ché. Dit liéu mo ta n=4.

Fig.39A va Fig.39B thé hién két qua tht nghiém cho thiy kha ning cta rs-
g3p(N1IN2)-hlgGl-Fc (cAu triic 6) 1am giam sy tich Iy va két tu PrP*° trong min nudi
chy t& bao bi bénh do prion. Fig.39A 12 anh chup thé hién su phan giai té bao N2a22L*
dugc phan gidi hodc khong dugc phan gi4i bang PK vé mit sinh héa sau khi xir Iy bang
ciu triic 6 va IgG. C6 mot sy suy giam dang ké mot cach rd rang muc PrP% d6i voi té
bao dugce xir ly theo muc tang ndng do cua ciu triic 6. Mirc PrP*® giam khoang 50% khi
xtt Iy bing ~0,08ug/mL cAu trac 6. Viéc xt Iy bang 10ug/mL cu tric 6 lam giam mirc
PrP% xudng con 5,725%, p<0,0001. Khéng thiy c6 su thay ddi dang ké v& mirc PrP*
trong t& bao N2A22L5 dugce xir Iy bang 1pg/mL IgG cua chudt. Theo Fig.39B, anh chup
X quang sau d6 dugc s6 hoa va chuén héa v& mirc ban ddu déi voi anh hudng cia té bao
N2a22L% duge xir Iy bang IgG cing s6 1an cdy chuyén, dugc 4n dinh 12 100%. Dit liéu
mat do tir dich thdm tach dugc phan gidi bang PK duogc phan tich theo dich thdm tach
khong dugc phin gidi twong Umg va duogc bidu hién theo ty 1& phan trim thay do6i

PrP%/PrPc. Dir liéu md ta n=4.
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M0 ta chi tiét sing ché
Dinh nghia

Thuét ngir “g3p” khi duge sit dung mt minh hodc khi dugc sir dung cung véi cac
thuét ngt khac nhu “din xuét g3p” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi protein g3p cla
thue khuén thé thé dai hoic téi t hop bat ky (k& ca cic manh, bién thé, va dang dot bién
cua g3p). Thuat hgfr nay khéng nham giéi han g3p cua thuc khudn thé dang s¢i bat ky. Vi
du, thuét ngir “g3p” bao gém trinh ty protein dugc néu trong SEQ ID NO.1 va cac

protein lién quan dugc @ cap dén trong Fig.2.

Thuét ngit “thuc khuén thé dang s¢i” bao ham ca thuc khuén thé dang so1 thé‘dai,
va thue khudn thé dang soi tai td hop. Theo séng ché, “thuc khuin thé dang soi” nay cling

c6 thé dugc dé cap dén nhu 1a “thé thuc khuan” “thuc khuan thé” hoac “M13.”

Thuét ngit “thuc khuén thé dang sgi thé dai” dugc sir dung theo sing ché chi thuc
khuén thé dang soi duge tim thdy trong tw nhién, thyc khuén thé dang soi duoc ghi 13
“thé dai” trong co s& dir liéu trinh ty axit amin hodc nucleotit bt ky, thuc khuén thé dang
soi duoc ban trén thi trrong va duge mo ta 1a “thé dai” va thuc khuén thé dang sgi thu
duoc bang cach dot bién ching bt ky néu trén thong qua cdy chuyén ma khong phai

bang phuong phap tai td hop.

Thuat ng “mién” nghia 13 ving ctia polypeptit (k& ca protein) c6 mét sd dic tinh
vat Iy hoac vai trd dac biét bao gdm, vi du, cAu tric gép nép doc lap chira mot phﬁn cua
chudi polypeptit. Mot mién c6 thé chira trinh ty c6 dic tinh vat ly ddc biét ctia polypeptit
hogc c6 thé chira manh ¢6 dic tinh vat Iy ma né duy tri dugc dic tinh gin két (tic 13, né
c6 thé gin két vao mién thir hai). Mot mién c6 thé lién quan dén mién khac. Theo cach
khac, mién thir nhit c6 thé gén két mot cach tu nhién voi mién thit hai. Vi du, mién 23p
N2 gén két voi F-pili va mién g3p N1 gin két v6i TolA.

~

Thuét ngit “amyloid”, “soi amyloid” va “xo amyloid” dugc sir dung theo sang ché
la thuat ngit chung dai dién cho cAu tric bac ba dugc tao ra boi su két tu cia mot sb
protein khac nhau ma sy két tu ndy bao gdm céc 16p gip nép B theo thi tu xép chéng truc
giao vdi truc soi. Sunde et al., J. Mol. Biol. (1997) 273:729-39. Vi du vé amyloid 13 su
két tu ciia amyloid B hinh thanh & déi tuong bj bénh méic bénh Alzheimer, bénh nay s&
tao ra peptit amyloid B “BA”, peptit nay 1& manh 39-43 axit amin dugc cét tir tién chét
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protein amyloid cua ngudi (human amyloid precursor protein: hAPP). Dang cit ngin,
nhu 1a AB40, va dang dai, nhu 1a dang ddng phan ctia soi fibrinogen AR, AB42. Liy vi du
vé protein amyloid khic bao gdm o-synuclein gip nép sai (lién quan dén bénh
Parkinson), huntingtin (lién quan dén bénh Huntington), tau (lién quan dén bénh
Alzheimer), va dang cAu tao bat thudng ctia protein prion, PrP%. Vi du khéac dugc dé cap
theo sang ché va di biét ddi v&i ngudi c6 k¥ ning trong linh vuc k¥ thuat nay (vi du,
xem: Aguzzi (2010), and Eichner and Radford, Mol. Cell (2011) 43:8-18). Do do, trir cac
protein hodc peptit dic biét, viéc st dung thuat ngir “amyloid”, “soi amyloid” hodc “xo

amyloid” khéng nham gidi han vao protein hodc bénh cu the.

Thuét ngit “peptit amyloid beta” 13 ddng nghia véi “peptit amylcid B, “BAP”,
“BA” va “Ap”. Cac thudt ngir nay dung dé chi peptit tao ra amyloid c6 ngudn gde tir

protein tién chit amyloid ctia ngudi (human amyloid precursor protein: hAPP).

Thuc khuén thé, protein, protetin dung hop, ving protetin dung hop, hozc thé dst
bién, manh, hojc bién thé cua tién amyloid duogc dé cdp ¢ trén ma “gén két vé6i soi
amyloid” hodc “gin két véi amyloid” dugc st dung trong ban md ta dé chi mot dbi
tuong, ma d6i tugng nay duong tinh trong phan tich gin két voi amyloid. Gan két voi
amyloid nay c6 thé dugc phat hién in vitro béng céach st dung phuong phép gin két truc
tiép nhu phuong phap cong hudng bé mat hat nhan (surface plasmon resonance: SPR),
trong hdu hét cac trudng hop lién két c6 Kd it nhat 10° M, 10° M, 107°M, hogc 10" M.
Theo cach khac, viée lién két voi amyloid nay cé thé phét hién duge bang cach sir dung
phuong phép phén tich gin két fAB42 dugc md ta trong phan Vi du thuc hién sang ché.
Céac manh gin két v6i amyloid, cac bién thé va dang dot bién cua g3p ciing c6 thé xic
dinh duoc do ching xuét hién dong thoi véi amyloid khi tiém vao mau chudt chuyén gen

méc bénh bat ky do gip nép protein sai.

San pham hogc ché pham bt ky theo séng ché dugc mo ta 1a “phéan ly” hodc “giy
ra su phan ly” 1am giam su két tu d3 hinh thanh. Su phéan ly ndy c6 thé xac dinh duoc
bang phuong phap phén tich biy loc. Wanker et al., Methods Enzymol (1999) 309:375-
86. Phuong phép phan tich bay loc duge mo ta trong tai lidu & trén ¢ thé duogc s dung
d& phat hién su két tu va kiém tra su phén ly gdy ra boi ché phim theo sang ché. Su phan
ly dugc phat hién theo lugng giam cia amyloid trén mang loc, theo su giam cua thudc

nhudém mau, khi ting néng dd cua chét phan ly.
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Nhu dugc sir dung theo sang ché, ché phdm “lam giam amyloid” cé mot hodc
nhiéu tac dung sau: trc ché su hinh thanh amyloid, gay ra su phan ly amyloid, thac déy su
dao thai amyloid, Grc ché su két tu amyloid, chin vd/hoic ngan ngira sy hinh thanh cua

c4c oligome amyloid va/hoidc xtc tién sy hinh thanh céc oligo amyloid gy doc.

San phim hoac ché pham bat ky theo séng ché c6 tac dung “bao vé than kinh khoi
su gy hai cia amyloid” ngdn ngira sy tich tu amyloid va/hodc ngin nglra sy hinh thanh
oligome amyloid gay doc. San phim hodc ché phdm theo sang ché c6 tac dung “bao vé
than kinh khoi su gdy hai ctia amyloid” c6 thé 1a phuong phéap ngin ngira bénh. Hogc 1a
san phdm hodc ché pham nay bao vé than kinh khoi su gay hai cta amyloid c6 thé xéac
dinh dwoc bang phuong phép phan tich doc tinh té bao bang cich nubi cdy & bao trung
tinh nhw dugc md ta theo sang ché.

e
A €

Nhu dugce s dung theo sang ché, “protein PrP,” “PrP,” va “prion” dugc su dung
trong ban ma ta dé chi polypeptit c6 kha ning, trong didu kién thich hop, 1am giam su
hinh thanh ctia dang két tu gdy bénh do gip nép sai protein. Vi dy, protein prion ctia té
" bao binh thudng (PrP°) bi thay dbi trong diéu kién tuong tmg v6i bénh clru dién (PrP%)
thi n6 chiu trach nhiém déi vé6i cac bénh nhw, nhung khong gii han &, bénh xdp nio cia
bo (BSE), hodc bénh bo dién, bénh xép nio cua meéo, kuru, bénh Creutzfeldt-Jakob
(CJD),bénh Gerstmann-Straussler-Scheinker (Gerstmann-Straussler-Scheinker: GSS), va

chimg mAt nga di truyén gay chét (fatal familial insomnia: FFT).

Thuat ngit “bién thé” dugc sir dung theo sing ché cing v6i thuc khudn thé,
protein, polypeptit, trinh tu axit amin (vi du, bién thé g3p hoic bién thé cia manh gin két
v6i amyloid ciia g3p), chi co chét twong Gng chira it nhit mot sy khac biétb v& trinh tur axit
amin (thay thé, chén doan hodc khuyét doan) khi so véi trinh tu tham chiéu. Theo mot
phuong an cu thé “bién thé” c6 d6 tuong déng cao vé trinh tu axit amin va/hodc c6 su
thay thé, khuyét doan va/hoic chén doan axit amin bao tdn khi so v6i trinh tu tham chiéu.
Theo mét sb phuong an, bién thé c6 su sai khac vé trinh tr axit amin khong qua 75, 50,
40, 30, 25, 20, 15,12, 10,9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 axit amin khi so véi trinh tu tham chiéu.
Mot “su thay thé bao toan” dugc st dung trong ban md ta @8 chi su thay thé axit amin thir
nh4t bang axit amin thir hai nhung vé co ban khong 1am thay d6i dac tinh chirc ning
va/hodc tinh chét héa 1y cua protein g3p hosc manh gin két v6i amyloid cta g3p d6 (vi

dy, protein g3p hodc méanh gan két véi amyloid ctia n6 nhung van duy tri dugc tinh chét
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tich dién, cAu trac, tinh phén cyc, tinh va/ky nudc, va/hodc bio tdn dugc chirc nang nhu
kha nang nhin biét, gén két voi, va/hodc 1am giam amyloid). Nhitng sir cai bién axit amin
nhu vy dya trén tinh trong ddng tuong Gng clia cac gbc thé axit amin chudi bén, vi du,
tinh ky nuéc, tinh wa nude, tinh tich dién, kich thudc, va céc tinh chét tuong tu. Vidu vé
su thay thé bao toan, ma gift dugce nhiéu dic tinh néu trén 13 da biét dbi véi nguoi c6 k¥
ning trong linh vuc k¥ thudt nay bao gbm: arginin va lysin; glutamat va aspartat; serin va

threonin; glutamin va asparagin; va valin, leuxin, va isoleuxin.

Thuét ngit “dot bién” (vi du, “g3p dot bién” hoic “manh gin két v6i amyloid dot
bién”) chi protein bi dot bién mot hodc nhiéu axit amin nham diéu chinh hiéu gua trong
viéc chin doan hodc diéu tri bénh ctia n6. Theo mot phuong an cyu thé, thé dot bién nay co
thé g@)m su thay thé, khuyét doan va/hodc chen doan tai vi trf axit amin ma da biét c6 kha
ning twong tac vdi amyloid. Theo mot phuong an khac, th dot bién nay gdm sy thay thé,
khuyét doan va/hodc chan doan tai mot vi tri axit amin 14 axit amin duoc bao toan trong
trong g3p thé dai hoic manh gin két véi amyloid clia né. Theo mot sb phuong 4an, dot
bién nay cé su sai khac vé trinh tr axit amin khéng qua 75, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 12, 10,
9,8,7,6,5,4,2, 1 axit amin khi so v6i trinh ty tham chiéu. Theo mdt sb phuong 4n, su
thay thé axit amin nay 13 su thay thé bao toan. Thuat ngit “bién thé” va “thé dot bién”
dugc st dung theo sang ché thay thé cho nhau ngoai trir “bién thé” 13 dang khong tai td

hep thudng xuat hién trong ty nhién, trai lai “thé dot bién” thudng 13 dang tai t6 hop.

Thuét ngt “tinh nghiém ngat cao” duoc sir dung theo sang ché, bao gdm cac dicu
kién dé dang xac dinh dugc béi ngudi c6 k¥ nang trong Iinh vue ky thuat nay, dua trén,
vi du, chiéu dai cia ADN. Noéi chung, céc diéu kién nghiém ngdt dugc dinh nghia trong
Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2 ed. Vol. 1, pp. 1.101-104,
Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), va bao gdm viéc st dung dung dich ria
truée cho bd loc nitroxenluloza 5X SSC, 0,5% SDS, 1,0 mM EDTA (PH 8,0), trong diéu
kién lai 50% formamit, 6X SSC & 42°C (hodc cac dung dich lai twong tu, nhu dung dich
Stark, trong 50% formamit & 42°C), va rira & khoang 68°C, 0,2X SSC, 0,1% SDS. Nguoi
c6 k¥ nang trong linh vuc k§ thudt nay s& xac dinh duoc nhiét do va ndng d6 mubi hoa

tan dé co thé diéu chinh duoc theo céc yéu té nhu chiéu dai cia doan do.

Thuét ngit “tinh nghiém ngat trung binh” dugc st dung theo sang ché, ké ca céac

didu kién c6 thé dugc xéac dinh boi ngudi c6 k§ nang trong linh vic k¥ thuat nay duya trén,
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vi du, chidu dai cia ADN. Diéu kién co ban dugc dua ra boi Sambrook et al. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2d ed. Vol. 1, pp. 1.101-104, Cold Spring Harbor
Laboratory Press (1989), va bao gdm viéc st dung dung dich rra trude cho bd loc
nitroxenluloza 5X SSC, 0,5% SDS, 1,0 mM EDTA (pH 8,0), diéu kién lai 50% formamit,
6X SSC & 42°C (hodc cac diéu kién lai tuong tu, nhu dung dich Stark, trong 50%
formamit & 42°C), va diéu kién rira tai 60°C, 0,5X SSC, 0,1% SDS.

Thuét ngit “tinh twong dong vé trinh tu cao” nghia 13 ¢6 do tuong ddng it nhit
bing 70%, it nhat bing 75%, it nhit bang 80%, it nhit bing 85%, it nhit bang 90%, it
nhit bing 91%, it nhét bing 92%, it nht bing 93%, it nhét bing 94%, it nhat bang 95%,
it nhat bing 96%, it nhat bang 97%, it nhit bang 98%, hodc it nhéit bang 99% trinh tw axit
amin so v6i trinh tu tham chiéu nhu duge x4c dinh bang chuong trinh may tinh d3 biét,

nhu chuong trinh Bestfit.

~, 66

Thuat ngit “protetin dung hop” dugc st dung trong ban moé ta dé chi protein khong

xudt hién trong ty nhién chira it nhat hai mién polypeptit.
“Protein dung hop g3p” chira it nhat protein g3p ghn két v6i mién thi hai.

“Protein dung hop NI-N2” (con duge goi vo6i thuit ngit “protein dung hop
N1N2”) chira mién N1 va N2 (hodc dang d6t bién, manh hogc bién thé hodc dang khac
clia nd), nhung khong chira mién N3/CT cua protein g3p gin két voi mién thir hai.

Protein dung hop NIN2 ¢6 thé chira hoic khong chita ving ban 12.

“Protein dung hgp N2 chira mién N2 (hodc thé d6t bién, manh, hoic bién thé caa
N2), nhung khong chtra mién N1 va N3/CT, cta protein g3p gin két v6i mién thir hai.
Protein dung hop N2 ¢6 thé chira hodc khong chira viing ban 1é.

r
A €€

Nhu duge st dung theo sang ché, “ciu triic 17 ¢6 ngudn gde tir M13 thé dai (xem:
tai liéu Genbank: NC_003287.2, phién ban GI:56718463. Trong ciu tric 1, khi so sanh
v6i M13 thé dai, Ser378(AGC) dugc thay bang Gly(GGC), va I1e87 (ATT) duoc thay
bing Asn(AAC)). Chu tric 1 chira axit nucleic néu trong SEQ ID NO.10.

“Céu trac 2” 12 M13 thé dai phan 1ap duoc (GenBank JX412914.1). Ciu tric 2
chtra trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO.12.

“CAu trac 3” 12 manh g3p hoa tan tai t6 hop chira mién N1 va N2 cua g3p (rs-
g3p(N1N2)) chira trinh ty axit amin néu tron SEQ ID NO.20.
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“Chu truc 4” 13 protein dung hop IgG4 Fc manh g3p hoa tan tai t6 hop (rs-
g3p(N1N2)-hIgG4-Fc) chira axit amin of SEQ ID NO.9. Ving NIN2 cia “chu trac 4” ¢6

ngudn gbe tir ving N1N2 ctia “ciu tric 1.”

“Chu trac 5” 13 protein dung hop IgG4 Fc manh g3p hoa tan tai t6 hop (rs-
23p(N1N2)-hIgG4-Fc) chira axit amin néu trong SEQ ID NO.11. Vung NIN2 cua “cu
trac 57 ¢6 ngudn gbe tir ving NIN2 ciia “céu tric 2.”

“Chu trac 6” 13 protein dung hop IgG4 Fc ménh g3p hoa tan tai t6 hop (rs-
23p(N1N2)-hIgG1-Fc) chita axit amin néu trong SEQ ID NO.13. Vung NIN2 cua “cu

tric 6 ¢d nguon goc tir ving N1IN2 cuta “cau tric 2.”

Ngudn g3p

Thyc khuan thé dang s¢i 12 mét nhom virut 1ién quan dén su 1ay nhiém vi khuin
gram am, nhu 13, vi du, E. coli. Vi du, xem: Rasched and Oberer, Microbiology Reviews
(1986) Dec:401-427. Cac vi du vé thuc khudn thé dang soi bao gdm, nhung khong gi6i
han bdi, thue khuan thé ho Ff (trc 13, it nhdt M13, f1 va fd) va thuc khudn thé ho-I (tic
13, it nhat 122, Tke va If1).

‘T4t ca thuc khuin thé dang soi chira g3p ndy xuét hién trong tu nhién nhu 16p
protei vo ngoai thir yéu c6 tir 3 &én 5 ban sao trong mdi thuc khuén thé. Do d6, theo mot
khfa canh cta sang ché, g3p phan lap dugc ndy c6 ngudn gbc tir thire khuan thé dang soi
bat ky xuit hién trong tu nhién. Dang tai to hop ctia g3p nay ciing c6 thé duge tao ra.
Dang g3p ndy cé thé twong duong véi g3p thé dai xut hién trong tu nhién. Do d6, g3p
phan 14p duoc, tai to hop ciing thudc pham vi clia séng ché.

Mot vi du vé& g3p, tir thue khudn thé M13, 13 trinh tw duge néu trong SEQ ID
NO.1. Trir khi ¢6 quy dinh cu thé khéc, thé dot bién g3p bt ky dugc mo ta dugce tham
chiéu dén trinh ty néu trong SEQ ID NO.1 duéi day & dang binh thuong va dang cé chu

cos
glar:
1 AETVESCLAK PHTENSFTNV WKDDKTLDRY ANYEGCLWNA TGVVVCTGDE
TQCYGTWVPI
61 GLAIPENEGG GSEGGGSEGG GSEGGGTKPP EYGDTPIPGY TYINPLDGTY
PPGTEQNPAN
121 PNPSLEESQP LNTFMFQNNR FRNRQGALTV YTGTVTQGTD PVKTYYQYTP
VSSKAMYDAY
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241

VATDYGAAID

301

SVECRPFVFS

361
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SEQ ID NO.1 dugce chu giai

1

TQCYGTWVPI

61

121

VSSKAMYDAY

181

GGGSEGGGSE

WNGKFRDCAF HSGFNEDPFV CEYQGQSSDL PQPPVNAGGG SGGGSGGGSE
GGGSEGGGSG GGSGSGDFDY EKMANANKGA MTENADENAL QSDAKGKLDS
GFIGDVSGLA NGNGATGDFA GSNSQMAQVG DGDNSPLMNN FRQYLPSLPQ
AGKPYEFSID CDKINLFRGV FAFLLYVATF MYVFSTFANI LRNKES
AETVESCLAK PHTENSFTNV WKDDKTLDRY ANYEGCLWNA TGVVVCTGDE
Y RS
GLATPENEGG [SEGGGSEGG GSEGGGTKPP EYGDTPIPGY TYINPLDGTY
PNPSLEESQP LNTFMFONNR FRNRQGALTV YTGTVTQGTD PVKTYYQYTP
WNGKFRDCAF HSGFNEDPFV CEYQGQSSDL PQPPVNAGGG SGGGSGGGSE
GGGSEGGGSG GGSGSGDFDY EKMANANKGA MTENADENAL QSDAKGKLDS
NGNGATGDFA GSNSQMAQVG DGDNSPLMNN  FROYLPSLPQ

AGKPYEFSID CDKINLFRGV FAFLLYVATF MYVFSTFANI LRNKES

Bang 1 - Vi tri danh ddu cho SEQ ID NO.1 dugc chu giai

Viung Gée Gbc khi c6 peptit tin hiéu Vi tri dénh diu
N1 1-67 19-85 gach chian
Gl 68-86 86-104 boi den
N2 87-217 105-235 Gach chan va chit dam
G2 218-256 236-274 nghiéng
N3 257-406 275-424 boi den va gach chin

SEQ ID NO.1 1 trinh ty GenBank NP-510891.1 duoc loai bé doan peptit tin hiéu

gdm 18 axit amin, do d6, axit amin ndy dugc danh s6 theo g3p trudong thanh. Peptit tin

hidu n6i chung chira cdu triic biéu hién bat ky, va g3p truéng thanh nay chira peptit tin

hiéu trong cac phurong an khac nhau theo sang ché trir khi néu 15 12 n6 khong chira peptit
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tin hiéu. SEQ ID NO.1 dugc dé cap dén nhu 12 mot trinh tu tham khéo. Trinh tr nay

kh6ng nham muc dich han ché pham vi cua sdng ché.

D3 biét trinh tu g3p tir nhiéu ngudn khac nhau. Vi du v& trinh tr axit amin g3p d6i
v6i thue khudn thé ho Ff bao gé)m trinh tu duoc tim théy trong UniProt vé6i ) truy cép
P69169 (thuc khudn thé f1), P03661 (thuc khudn thé fd), va P69168 (thuc khuén thé
m13). Vi du v& trinh ty axit amin g3p déi vé6i thuc khudn thé ho-I bao gdm P15415 (thuc
khuén thé 122), P03663 (thuc khuén thé Ike), va 080297 (thuc khuan thé Ifl). Két qua so
sanh mét sd trinh tu g3p dugc néu trong Fig.2.

G3p hitu dung theo sang ché ciing chira manh, thé dot bién va/hodc bién thé cia
g3p. Thé d6t bién hodc bién thé nay c6 thé dugc mo ta khi tham chiéu dén g3p hodc tham
chiéu dén manh g3p. Manh hoic g3p c6 chidu dai bét ky, k& ca vi/hodc bién thé cua né
mién 13 duy tri duoc kha ning gin két véi amyloid, khong xét dén kha niang phéan ly
amyloid vAn ndm trong pham vi ciia séng ché. Protein bat ky “chira” g3p nhu vay cling

thudc pham vi ctia sang ché. Tuong ty, protein “chira”, “bao gom”, “v€ co ban bao gébm”,

hodc “c6” g3p nhu vay cling thudc pham vi cta sang ché.
Manh g3p gén két véi amyloid va phan ly amyloid

Nhu d3 dé cap & trén, g3p c6 hai ving ddu amin, N1 va N2, ma hai ving nay
tuong tac voi voi nhau dé tao ra phtrc hop N1-N2, va mdt ving dau carboxyl, N3 (con
duoc goi 1a “CT”). Trong thuc khuén thé Ff, ving N1 chira cac gbc 1-67 va mién N2
chira céc gbe 87-217 cua g3p trudng thanh. Cac gbc 87-123 tao thanh ban 1€ cho phép
d6éng va mé gitta N1 va N2. Dbi khi, ban 18 nay dugc xem nhu mot phan ctia N2, trai lai,
trong truedng hgp khac, né duge coi nhu thanh phr?m riéng biét. N1 va N2 ciing dugc lién
két voi nhau bing trinh tur lién két gidu glyxin linh dong. Trong N1, ¢6 hai cau disulphua
nim gitra Cys7 va Cys36 va giita Cys46 va Cys53. C6 mot cau disulphua don trong N2
gitta Cys188 va Cys201. Mién N3/CT chira céc gde tir 257 dén 406. Hollinger, 1999;
Marvin, 1998. Trong ving dau carboxy, c6 mot cdu disulphua nim giita Cys354 va
Cys371. Marvin, 1998. Khong c6 ving xen gilra cac cau disulphua trong g3p.

Vi du khéng gidi han vé manh gin két v6i amyloid cta g3p bao gdbm mién N2
hodc ban 18 (vi du, it nhét cac gbc 87-217 néu trong SEQ ID NO.1) hodc khong ¢6 ban 18
(vi du, it nhét cac gbc 124-217 néu trong SEQ ID NO.1); va mién N1-N2 (vi du, it nhat
céc gbe 1-67 va 87-217 néu trong SEQ ID NO.1), c6 hodc khong ¢6 trinh tw lién két (vi
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du, c6 hodc khong c6 cac goc 68-86 néu trong SEQ ID NO.1), va c6 hodc khong c6 ban
18. Trong vi du bat ky néu trén, manh N2 hogc NIN2 c6 thé 1a N2 hodc NIN2 dugc tim
thdy trong thuc khuin thé dang soi thé dai hoic N2 hodc NIN2 tai t6 hop. Trong cac vi
du bit k¥ néu trén, manh N2 hodc NIN2 c6 thé 1a thé dot bién hodc bién thé cua trinh tu
thue khuan thé dang soi thé dai.

Manh gén két v6i amyloid hitu ich ctia g3p bao gdm manh g3p bét ky, ké ca méanh
N2 va NIN2 ma van giit duge kha nang lién két v6i amyloid, ma khong quan tam dén
kha ning phin ly amyloid cia manh nay. Protein bat ky “chira” manh gin két voi
amyloid nhu vay (hodc thé dot bién hoic bién thé cia nd) cling thudc pham vi cla sang

ché. Trai lai, protein “chira”, “bao gém”, “vé co ban bao gom” hodc “c6” manh g3p hoac

bién thé cia né ciing thudc pham vi clia sang ché.
Thé @6t bién va bién thé cta polypeptit N2 va N2

Viéc so sanh céu triic so bd cia N2 tir: fd, f1, M13, Ike, 12-2, va Ifl duogc néu
trong Fig.26. Axit amin cta fd dugc néu trong SEQ ID NO.14; fl néu trong SEQ ID
NO.15; M13 néu trong SEQ ID NO.16; Ike néu trong SEQ ID NO.17; 12-2 néu trong
SEQ ID NO.18; va Ifl néu trong SEQ ID NO.19. Dya vao hinh v€& nay va két qua so sanh
dé dinh huéng, theo mdt phuong an, sang ché bao ham ca polypeptit N2, thé dot bién
polypeptit N2, va bién thé polypeptit N2, chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO.14, 15, 16, 17, 18 hodc 19, k& c4 manh gin két v6i amyloid bét ky cla né.

Theo mdt phwong an khac, polypeptit N2 nay 1a th8 dot bién hodc bién thé cta
polypeptit N2 ma van gitt duoc kba ning gin két v6i amyloid va c6 sy sai khac vé trinh
tu axit amin khong qua 75, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 12, 10,9, 8,7, 6, 5,4, 3, 2, 1 axit amin
khi so sanh véi trinh tu axit amin bat ky néu trong SEQ ID NO.14, 15, 16, 17, 18 hodc
19. Trong Fig.26, dAu hoa thi “*” duge st dung trong ban mé ta dé chi vi trf géc don
dugce bao toan hoan toan. DAu hai chidm “” duoc sir dung trong ban mo ta dé chi su bao
toan gitra cac nhom co cac déc tinh rt gidng nhau cé diém s6 16n hon 0,5 trong ma trén
Gonnet PAM 250. D4u chidm “.” dugc st dung trong ban mo ta dé chi su bao toan gifta
céc nhém c6 ddc tinh kha giéng nhau ma ¢ diém s6 trung binh bang hodc thip hon 0,5
trong ma tran Gonnet PAM 250. Theo mdt sb khia canh ctia phuong 4n nay, thé dot bién
hodc bién thé ctia polypeptit N2 khong c6 su sai khac vé trinh tur axit amin & vi tri bit ky
duoc danh ddu “*” trong Fig.26. Theo khia canh cu thé hon, thé dot bién hogc bién thé

-24-



34523

cia polypeptit N2 khong cé su sai khac vé trinh tu axit amin & vi tri bat ky duge danh
dAu “* va c6 axit amin gidng nhu axit amin cua trinh ty bat ky trong s céc trinh tir néu
trong SEQ ID NO.14, 15, 16, 17, 18 hodc 19 tai mdi vi tri dugc danh diu “” trong
Fig.26. Theo khia canh cu thd hon nita, thd dot bién hodc bién thé cta polypeptit N2
khong c6 su sai khac vé trinh tu axit amin tai vi tri duoc ddnh diu “*” va c6 axit amin
gidng nhir axit amin cda trinh tu bét ky trong sb cac trinh tr néu trong SEQ ID NO.14,
15, 16, 17, 18 hodc 19 tai mdi vi tri dugc danh ddu “:” va tai mdi vi tri duoc dénh dau «.”

trong Fig.26.

Theo phuong 4n khéc, bién thé ciia polypeptit N2 dugc xac dinh bang cach xac
dinh ty 18 phén trim d6 twong ddng so véi trinh tir néu trong SEQ ID NO.14, 15, 16, 17,
18 hodc 19 va du bao dugc ring bién thé clia polypeptit N2 ndy c6 kha ning gan két duge
v6i amyloid. Theo phuong 4n nay, polypeptit N2 ¢6 46 twong dbng v& trinh tu dat it nhét
bing 70%, it nhat bing 80%, it nhit bing 85%, it nhit bing 86%, it nhét bing 87%, it
nhét bing 88%, it nhat bing 89%, it nht bing 90%, it nht bing 91%, it nhat bang 92%,
it nhat bing 93%, it nhit bing 94%, it nhit bing 95%, it nhit bing 96%, it nhit bing
97%, it nhit bang 98%, hodc it nhit bang 99% so véi trinh tu axit amin tham chiéu néu
trong SEQ ID NO.14, 15, 16, 17, 18 hodc 19.

Theo phuong an khac, polypeptit N2 dugc xac dinh bang cach x4c dinh ty 1& phén
tram d0 twong ddng trinh tu axit amin so véi ving N2 néu trong SEQ ID NO.1, du bao
trude dugc rang bién thé cla polypeptit N2 nay gin két duge v6i amyloid. Theo phuong
4n nay, bién thé ciia polypeptit N2 c6 d twong ddng vé trinh tir dat it nhit bang 70%, it
nhit bing 80%, it nhat bing 85%, it nhit bing 86%, it nhit bing 87%, it nhat bang 88%,
it nhit bing 89%, it nhit bing 90%, it nhit bing 91%, it nhit bing 92%, it nhat bing
93%, it nhét bing 94%, it nhét bing 95%, it nhat bing 96%, it nhit bing 97%, it nhit
bang 98% hoic it nhét bang 99% so véi ving N2 néu trong SEQ ID NO.1.

Theo phuong 4n khac nita, polypeptit N2 duge x4c dinh boi cAu trac bac hai hoic
béc ba. D3 biét ring mién fd-N2 va Ifl-N2 st dung phén tuong tmg trén bé mat dé lién
két v6i cung vi tri trong F-pilus cua E. coli. Lorenz et al., ] Mol Biol. 405:989-1003
(2011) tai vi tri, vi du, 990. Céac gbc axit amin va cdu tric bac hai va bac ba ndy gly ra su
gin két ctia N2 v6i F-pilus ddng thoi ciing giy ra su gin két N2 véi amyloid. Do d6, cac

gbc axit amin va cau trac bac hai va bac ba chiu trach nhiém doi v6i sy gdn ket cia N2
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vao F-pilus cling chiu trdch nhiém dbi v6i su gan két N2-amyloid. Bién thé cia
polypeptit N2 chira trinh trr axit amin can dé duy tri cAu tric bac hai hodc béc ba trong

mién gin két N2-F-pilus ciing nam trong pham vi ciia sang ché.
Thé @6t bién va bién thé ctia polypeptit NIN2 va NIN2

Két qua cia viée so sanh ciu triic so chp cua fd, f1 va M13 duogc thé hién trong
Fig.2A, va Ike, 12-2, va Ifl dugc thé hién trong Fig.2B. Str dung két qué so sanh nay lam
dinh hudng, mdt phuong 4n cia sang ché bao ham polypeptit NIN2, thé dot bién cla
polypeptit nay, hodc bién thé ctia polypeptit ndy chira axit amin dugc bao toan giira fd, 1
va M13 hoic dugc bdo toan gitra 12-2, Ide va Ifl, dugc xac dinh bang cach tham chiéu
dén trinh fu néu trong Fig.2. Theo phuong an khac, polypeptit NIN2 nay la thé d6t bién
hoic bién thé cua polypeptit NIN2, ma ching van duy tri dugc kha nang gin két voi
amyloid va co su sai khdc vé trinh tr axit amin khéng qua 75, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 12,
10; 9,8,7,6,5,4,3,2,1 axit amin khi so voi trinh tir axit amin trinh tu bét ky néu trong
SEQID NO.1, 2, 3, 5 hoac 6.

Theo phuong an khéc, polypeptit NIN2, thé dot bién hodc bién thé duoc xac dinh
theo ty 1& do twong ddng vé trinh tu axit amin véi ving NIN2 ciia SEQ ID NO.1, dy béc
tfu:éc duoc rang bién thé cia polypeptit NIN2 nay gan két v6i amyloid. Theo phuong 4n
nay, bién thé ctia polypeptit NIN2 nay c¢6 do twong ddng vé trinh tur it nhit bang 70%, it
nhét bing 80%, it nhit bing 85%, it nhat bang 86%, it nhit bing 87%, it nhét bang 88%,
it nhat bing 89%, it nhit bing 90%, it nhét bing 91%, it nhit bang 92%, it nhat bing
93%, it nhit bing 94%, it nhét bing 95%, it nhét bing 96%, it nhat bing 97%, it nhét
bang 98%, hoic it n’hét'béng 99% so v6i ving N1 va N2 néu trong SEQ ID NO.1.

Protein dung hop

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén protein dung hop. Protein dung hop nay
chira g3p, manh gin két v6i amyloid ctia g3p, phén tir gin két voi TolA, hoic chét trc ché
TolA. Protein dung hop ndy chira thé dot bién hogc bién thé g3p ké c4 manh g3p. Protein
dung hgp nay dugc lién két, dung hop, tiép hop, bét cap hodc lién quan dén/véi it nhét
mdt protein bd sung hoic mién protein ma théng thuong n6 khong lién quan. Theo mot
phuong 4n, protein dung hop nay 1a proein dung hop g3p chira protein g3p lién Kkét véi
mién th&t hai. Theo mot phuong an khac, protein dung hop nay la manh gin két véi

amyloid cuia protein protein g3p lién két v6i mién thr hai. Theo mdt phuong an khéc,
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protein dung hop nay 1a protein dung hop NIN2, ma protein nay chira mién N1 va N2,
nhung khéng chira mién CT, cia protein g3p. Theo mdt phuong an khac nita, protein
dung hop nay protein dung hgp N2, ma protein nay chua mién N2 nhung khéng chia
mién N1 ciing nhu mién CT ctia protein g3p. Nhu da d& cap, mot s6 khia canh clia sang
ché lién quan dén protein g3p dugc cai bién hodc d6t bién hoic manh gén két voi
amyloid ciia n6, v mién gin két véi mién N2 hozc NIN2 dugc cai bién hodc dot bién ma
gin két véi soi amyloid. Do @6, protetin dung hop chira cac dang duge cai bién hoic dot

bién cling nam trong pham vi cia sang che.

G3p hodc manh gin két véi amyloid va phan polypeptit dung hop c6 thé 13 mot
phin cia trinh trr axit amin lidn k& v6i phdn polypeptit tryc tiép lidn két véi phén
polypeptit dung hop dugc lién két véi nhau mdt cach truc tiép hodc thong qua mot cau
nbi peptit ngin hodc 1a & diu N hogc 1a & ddu C cua g3p hoic méanh gin két véi
polypeptit amyloid. Trong truong hop nay, g3p hodc manh gin két voi amyloid ctia nd va
phan polypeptit dung hop c6 thé dugc dich ma nhu doan polypeptit don 1& tir trinh tur
mang ma ma ndé ma hoéa ca g3p hodc manh ghn két v6i amyloid ciia né va phan polypeptit

dung hop nay.

Theo mét sé phuong 4n, protein dung hgp chira viing hing dinh cia globulin mién
dich 1am mién thtr hai. Protetin dung hop nay chira ving hing dinh cta globulin mién
dich lién két véi protein quan tim, hoéc manh cda nd, da dugc mo ta (vi dy, xem: US.
5,480,981 va US 5,808,029; Gascoigne et al. 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. US4 84:2936;
Capon et al. 1989, Nature 337:525; Traunecker et al. 1989, Nature 339:68; Zettmeissl et
al. 1990, DNA Cell Biol. USA ‘9:347; Bym et al. 1990, Nature 344:667; Watson et al.
1990, J. Cell. Biol. 110:2221; Watson et al. 1991, Nature 349:164; Aruffo et al. 1990,
Cell 61:1303; Linsley et al. 1991, J. Exp. Med. 173:721; Linsley et al. 1991, J. Exp. Med.
174:561; Stamenkovic et al., 1991, Cell 66:1133; Ashkenazi et al. 1991, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 88:10535; Lesslauer et al. 1991, Eur. J. Immunol. 27:2883; Peppel et al.
1991, J. Exp. Med. 174:1483; Bennett et al. 1991, J. Biol. Chem. 266:23060; Kurschner
et al. 1992, J. Biol. Chem. 267:9354; Chalupny et al. 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:10360; Ridgway and Gorman, 1991, J. Cell. Biol. 115, Abstract No. 1448; Zheng et
al. 1995, J. Immun. 154:5590). Cac phan t nay thuong c6 cd hoat tinh sinh hoc 1ién quan

dén phén tir lién két quan tAm ciing nhu vai tro chitc ning 1a chét tac dong, hodc mot sb
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dac tinh quan tdm khac dugc md ta lién quan dén viing bao toan cua globulin mién dich

(vi du, tinh én dinh sinh hoc, su bai tiét ctia té bao).

Theo mét sé phuong 4n, protein dung hgp nay chira manh Fc cua ving globulin
bao toan. Catxét bidu hién Fc c6 thé mua duoc trén thi truong. Manh Fc ndy c6 thé chira
mién CH2 va CH3 ctia globulin mién dich va ving ban 1& ciia globulin mién dich. Manh
* Fc nay c6 thé 13 méanh Fc cta IgG1, 1gG2, gG3 hodc IgG4. Theo mdt phuong an cu thé,
phan ving hang dinh cia globulin mién dich 12 manh Fc cua IgG1. Theo mt phuong an
khac, phin mién globulin mién dich 1 manh Fc cua IgG4. Ciing theo mdt phuong an

kh4c nira, phin ving hing dinh ciia globulin mién dich 12 manh Fc cta IgM.

Do do, theo mot phu’ong 4n, g3p hoa tan i t6 hop hodc méanh gan két véi amyloid
dugc dung hop véi mién Fe cia globulin mién dich b:?mg cach st dung k¥ thuét sinh hoc
phan tir chudn. G3p hoa tan tai t6 hgp hoic manh gin két véi amyloid nay cé thé dugc
cai bién hoic gay dot bién. Vi du, manh gén két voi amyloid cda g3p, nhu mién N1N2
hoic mién N2, ¢6 thé duoc nhin dong vao vecto biéu hién dung hgp IgGFc. Vi du vé
vecto dung hop IgGFc bao gdm, vi du, vecto ciia pFUSE-Fc cua hing InvivoGen. Theo
mot sé phuong 4n, protein dung hop dang tam gia thu dugce (vi du, g3p(N1N2)-IgGFc
hoac g3p(N2)-IgGFc c6 ai luc gin két voi amyloid cao hon 4i luc cta dang g3p hoa tan

tai t6 hop khi chiing & dang ludng gia.

Theo phuong an khac, protein dung hgp nay chira protein khong phai 1a Fc gan két

v6i g3p hodic manh gan két véi amyloid cua g3p.

Theo phuong an khac, protein dung hgp nay chira it nhét hai polypeptit g3p hodc
manh gin két v&i amyloid ciia né. Theo phuong an khac, protein dung hop nay chira ba
polypeptit g3p hodc nhiéu hon, hoic méanh gin _két vG&i amyloid cua né. Theo phuong an
khac, protein dung hop nay chira nam polypeptit g3p, hodc manh gin két voi amyloid cia
n6. Protein dung hop dang ludng thé hodc dang da thé ¢6 su turong tac i tinh cao hon khi

ching c6 nhiéu hon mdt g3p, hoic manh gin két véi amyloid ctia né.

Theo phuong an khac, protein dung hop chtra albumin. Vi du, xem: US. 6,686,179

dugc cip cho Fleer.

Trong céac trudng hop, g3p hodc manh gin két véi amyloid cia g3p trong protein

dung hop bao ham cé thé dot bién va bién thé ctia no.
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Néi chung, protein dung hop gin két v6i amyloid it nhit cé hiéu luc nhu g3p
khong gén két hodc manh g3p ciia né. Néu thich hop, protein dung hop nay it nhét c6
hidu quéa gdy ra su phan ly cia amyloid, thic ddy su dio thai amyloid, G ché su két tu
amyloid, va/hodc loai bé hoac ngan ngira sy hinh thanh cac oligome ddc tuong tmg véi
23p khong gin két hoic manh ciia né. Theo mdt s6 phuong 4n, protein dung hop niy gin
két v6i amyloid va it nhat ¢ hidu luc gay ra su phan ly ctia amyloid, thic dAy su dao thai
amyloid, trc ché su két tu amyloid, va/hodc loai b hodc ngin ngira su hinh thanh cic
oligome d6¢ nhu dang g3p hoa tan, tai t5 hop dugc néu trong SEQ ID NO.1. Theo
phuong &n khac nira, protein dung hop nay gén két voi amyloid va it nhét ¢é higu luc gay
ra sy phan ly cta amyloid, thic diy su dao thai amyloid, trc ché su két tu amyloid,
va/hoac leai bo hodc ngan ngira sy hinh thanh céc oligome doc nhu thuc khuén thé M13.
Theo phuong 4n khéc nita, protein dung hop nay gin két véi amyloid va né hi¢u qua hon
trong viée gy ra su phén ly ctia amyloid, thic ddy sy ddo thai amyloid, tc ché su két tu
amyloid, va/hodc loai bo hodc ngin nglra sy hinh thanh cac oligome dgc hon thuc khuin
thé M13. Theo mot s6 phuong 4n, protein dung hop nay gin két véi amyloid va it nhét c6
hiéu qua tuwong duong trong viéc lam giam amyloid trong bénh do gip nép sai protein so
v6i thue khudn thé M13. Theo phuong 4n khéc nita, protein dung hop nay gin két véi
amyloid va hiéu qua hon trong viéc 1am giam amyloid déi véi bénh do gip nép sai
protein so v6i thuc khudn thé M13. Theo phuong 4n khéc nita, protein dung hop nay gin
két voi amyloid va it nhit ¢6 hidu qua hon trong viéc ngin ngira sy hinh thanh amyloid so

v6i thue khuén thé M13.

Protetin dung hop ndy c6 thé dugc tdng hop bang cach sit dung cac ky thuat da
biét trong linh vuc k§ thuat nay. Vi du, protein dung hop theo sang ché c6 thé dugc tong
hop tai t6 hop trong té bao (vi du, xem: Sambrook et al. 1989, Molecular Cloning A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. and Ausubel et al. 1939,
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and Wiley
Interscience, N.Y.). Alternatively, Protein dung hop theo sang ché c6 thé tong hop duge
béng cach st dung céc phuong phép téng hop da biét nhu 12 phuong phap tong hop thuc
khuén thé pha ran. Cac ky thuat tong hop 13 di biét trong linh vuc k¥ thuat nay (vi du,
xem: Merrifield, 1973, Chemical Polypeptides, (Katsoyannis and Panayotis eds.) pp. 335-
61; Merrifield 1963, J. Am. Chem. Soc. 85:2149; Davis et al. 1985, Biochem. Intl. 10:394;

Finn et al. 1976, The Proteins (3d ed.) 2:105; Erikson et al. 1976, The Proteins (3d ed.)
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2:257; U.S. Patent No. 3,941,763. Ngoai ra, cAu trac cubi cing, vé co ban c6 thé chia sé
cAu trac chire nang nhu protein dung hop dugc tao ra bang cach tai td hop, hodc don gian
1a duoc tao ra bang k¥ thuat khong tai t& hop, nhu 13 k¥ thuat cit bang hoa chit. Thanh
phan ciia protein dung hop ndy cé thé dugc tao ra bang cach sir dung phuong phap lusn

chung duoc mé ta dé biéu hién g3p va thé dot bién g3p.

Theo mét sé phuong an, g3p hodc manh gin két voi amyloid (hoic thé dot bién
hoiic bién thé ciia n6) c6 thé duge dung hop véi trinh tu danh d4u, nhu peptit nhim thusn
loi trong viée tinh ché polypeptit dung hop (hodc 1a ddc 1ap, hodc 1a bd sung @& dung hop
v6i protein khac hodc két hop véi phan tir mang). Trinh ty axit amin danh dau nay c6 thé
1a peptit hexa-histidin dugce danh déu trong vecto pQE (Qiagen, Mississauga, Ontarioc,
Canada), ngoai ra, da cé nhiéu trinh ty d3 duoc ban trén thi tredong. Vi du, nhu md ta
trong 4n phdm Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (1989) 86:821-824, hexa-histidin giup
d3 dang tinh ché protein dung hgp. Mdt peptit danh déu khéc duoc sir dung dé tinh ché,
chét danh d4u hemagglutinin (HA), twong tu epitop c6 ngudn gbe tir protein cim HA.
(Wilson et al., (1984) Cell 37:767).

Thuc khuédn thé biéu hién qua mirc g3p

Theo mot khia canh khéc, séng ché dé cap dén thuc khuan thé dugc cai bién dé
lam tang s lugng ban sao cia g3p khi duge biéu hién trong thuc khudn thé, cao hon mirc
3-5 ban sao thudong duge tim théy trong thuc khuén thé dang s¢i thé dai. Theo mét
phuong 4an, thuc khuin thé ma biéu hién ting s& luong g3p ndy c6 thé duge chon tir cac
bién thé xuét hién trong ty nhién. Theo mdt phuong 4n khac, k§ thuat tai t6 hop thuong

duogc ding dé ting sé luong ban sao ctia g3p.

Theo mdt sé phuong 4n, trinh mi héa g3p thé dai hoac manh gin két v6i amyloid
ctia g3p (k& ca thé dot bién hodc bién thé cia no) ¢ thé duge str dung dé thay thé gen ma
héa protein khac cia vo thuc khuin thé. Tty theo gen cia thuc khuén thé duoc thay thé,
36 lugng cua g3p c6 thé tang dén 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 500,
1000 hodc tham chi dén g?m 3000 ban sao (vi du, néu trinh tr m3 héa gen 3 duogc sir dung
@& thay thé cho trinh ty ma héa gen 8 hoic dugc dung hgp vao dau cua trinh tu ma héa
gen §).

D4 tao ra thuc khuén thé biéu hién thém ban sao ciia g3p, trinh tr mi héa g3p

(hodc bién thé hodc thé dot bién cua né) dugc nhan dong nhu duge md ti & phan bén
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dudi ctia ban m6 ta. Trinh ty ma héa g3p (hoic bién thé hodc thé dot bién clia nd) co thé
duge st dung dé thay thé va biéu hién cho gen thuc khun thé khac, néu can dé tiép hop

v6i thue khuén thé tro gitp.

Theo céach khac, theo mot s& phuong 4n trinh tr ma héa g3p (hodc thé dot bién
hodc bién thé cia n6) dugc sir dung 1am khung cho trinh tw ma héa cho gen thuc khuin
thé khéc, cuing v6i hodc khéng cling véi trinh ty “khéng gian” xen gifta. Phuong phap san
xuét protein thuc khuan thé ma “dung hop” véi protein hodc peptit khac 1a da biét trong
Iinh vue k¥ thuét biéu hién thuc khuin thé, va g3p hodc manh gin két voi amyloid ciia né
6 thé “duogc biéu hién” theo cung cach, vi du, chudi khang nguyén hodc khang thé. Vi
dy, Scott & Smith, Science (1990) 249:386-90; Devlin et al., Science (1990) 249:404-06.
Néu chi mong mubn g3p dugc biéu hién, trinh tr ma héa cho manh (hodc bién thé hodc
thé dot bién cia nd) cb thé duoc lién két voi gen khac sao cho mot trinh tir lién két
Ser/Gly tur nhién c6 trong g3p va dong vai trd nhuu cdu lién két. Theo mot sb phuong 4n,
chi ¢6 trinh ty m3 héa midn N2 hodc NIN2 (hoic bién thé hodc thé dot bién ctia né) duoc

dung hop vao khung cta gen khéc.
G3P d6t bién va méanh gin két véi amyloid

Theo mdt khia canh khac, sang ché @& cap dén protein g3p dot biéh va manh dot
bién gin két v6i amyloid ctia no. Protetin dung hop va thuc khuén thé néy chira protein
g3p dot bién va manh gan két véi amyloid clia n6 ciing 12 mot phan cua sang ché. G3p
dot bién va manh dot bién gén két voi amyloid ciia né nay cé thé dugc san xuét, lua chon
theo tinh chit ma n6 gép phan vao hiéu qua diéu tri ciia duoc pham theo sang ché. Vi du,
g3p hodc manh gin két v6i amyloid ctia n6 c6 thé duge gay dot bién tai t6 hop hodc mat
khéc dugce chon loc dé c6 mot hoic nhiéu dic tinh lién quan dén g3p cia M13 sau: tdng
4 luc gan két voi amyloid, 1am gidm ban 18 Ty, tang 4i luc (mirc hap dan dugc tinh tir 4i
tinh ma murc hip dan nay duge st dung d8 1am tang téng su gin két v6i amyloid ma g3p
nay c6 hon 1a mat vi tri gin két véi amyloid), ting kha nang dé phan ly su két tu cua
amyloid, hodc tdng kha nang ngin ngura su két tu cta soi amyloid. Theo cach khac, hodc
theo phuwong an bo sung, g3p dot bién hodc manh dot bién gan két v6i amyloid ciia nd c6

thé két hop véi cac dic tinh hiru ich khac dugc md ta trong phin md ta bén dudi dy.
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Protein g3p dot bién c6 thé dugc tao ra bang cach gy dot bién gen thuc khuén thé,
hodc bing k¥ thuét tai t6 hop, nhu dot bién diém truc tiép trén co s& PCR hogc dot bién
ngau nhién.

Theo mét s6 phuong 4n, thé dot bién c6 ai luc cao hon duoc tao ra bang cach dot
bién M13 va tiép d6 chon loc thuc khun thé theo c6t 4i luc v6i amyloid cung véi diéu
kién lai nghiém ngat. Cac vong lap lai gdm gin két, rtra, phan tach va tiép d6 13 nhan
nhanh 1am giau thyc khuin thé ma lién két 4i lyc cao v6i amyloid. Sau khi thu dugc quan
thé thuc khuin thé c6 4i luc dugc tang 1én bi'tng cach sir dung cac dong don 1é, sang loc
amyloid thi cac dong don c6 4i luc cao duge chon loc va phan tich. Bing cach nay, thé
@6t bién c6 thé duogc chon loc dé gin két voi amyloid véi 4i luc cao theo cach dot bién
ngau nhién.

G3p, hodc manh gin két v6i amyloid bét ky cta né, (vi du, mién N1N2 hoic mién
N2) ciing c6 thé dugc gay dot bién bing cach sir dung k¥ thuat téi to hop. Vi du, vecto
theo sang ché mang g3p hoic manh gin két voi amyloid ctia né (vi du, NIN2 hodc N2)
c6 thé duoc gy dot bién bang cach st dung phuong phép dot bién gen trén co s& PCR.
Protein dot bién, mang mi ndy duoc biéu hién va gén két v6i amyloid va 4i luc cla thé

dot bién nay ciing duge danh gia theo sang ché.

Manh gin két v6i amyloid ciia g3p cling c6 thé thu duge tir g3p dot bién. Vi du,
bang cach dot bién g3p va/hodc chon loc g3p dot bién v6i tinh chit mong mubn va tiép
d6 thu duge manh gin két véi amyloid mong mudn vi du, bang cach thily phan protein va
tiép d6 12 tinh ché.

Viéc sang loc thue khudn thé mang g3p dot bién dé ting cuong 4i luc gin két véi
amyloid, thay dbi tinh man cam gén két theo nhiét d6, v.v., c6 thé dugce st dung dé nhan
dang thuc khuin thé ngoai cac dic trung khac cla g3p cla thyc khudn thé d6. Viéc sang
loc cac dac tinh nhur 13 tinh main cadm véi nhiét do cia su gén két c6 thé dugc sir dung
trong cOt ai lyc amyloid v6i mot hodc nhiéu buédc gén két, rira, hodc phén tach duoc thuc

hién theo m6 hinh phu thudc vao nhiét do.

Theo mdt sd phuong 4n, g3p dot bién hodc méanh gin két v6i amyloid ctia g3p gan
két véi amyloid véi 4i luc cao hon it nhat 3, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 300, 400, 500
hodc tham chi 1000 14n so véi sy gin két ciia g3p khong dot bién hoic manh g3p tuong

tmg ctia M13. Theo phuong 4n khac, g3p dot bién hodc manh gin két v6i amyloid cta
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g3p duy tri duoc su gin két amyloid bén vimg it nhat bang 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98, hoic 99% giéng nhu su gén két cua 23p khong dot bién hodc manh
g3p gan két v6i amyloid twong tng ciia M13. Theo mét s6 phuong 4n g3p dot bién hoic
ménh gin két v6i amyloid ma c6 bidu hién 4i Iuc gin két véi amyloid thip hon so véi
dang khong dot bién tuong tng nhung cé dic tinh sinh hoc mong mudn khac (vi du, &i
Iwc @ phén ly amyloid; 4i luc ngin ngira sy két tu soi amyloid 16n hon) hoic dic tinh
dugc phdm (vi dy, tinh 6n dinh vé mat chuyén héa t6t hon, hd so duge dong hoc thuan loi
hon, tinh tan t6t hon) ma ching dugc ting cudng khi so véi dang khong dot bién tuong
trng. Dang gén két véi tinh bot ¢ thé danh gia duoc bang phuong phap cong huong bé
mat hat nhan hodc bing phwong phap canh tranh ELISA, nhu duge mb ta trong phan Vi

du thuc hién sang ché.

Theo mot sb phuong 4n, bién thé va/hodc thé d6t bién cia g3p co thé xac dinh
duoc bang cach sang loc thu vién ADN duge sir dung dé lai véi g3p cia M13 dé chon loc
DNA lién quan lai v6i g3p trong diéu kién lai hoic 13 ¢ tinh nghiém ngit cao hodc 13 c6
tinh nghiém ngat trung binh.

Theo mdt sb phuong 4n, g3p dot bién 13 g3p hodc manh gin két v6i amyloid cia
n6 dugce tao ra bang cach tai tb hop ma khac véi protein g3p trudng thanh ctia M13 (SEQ
ID NO.1) béi it nhit mot gbe axit amin nhung van gin két véi amyloid. Theo mot sb
phuong 4n, cac dot bién diém riéng 1é cu thé dugc xac dinh theo axit amin g3p ctia M13
g3p tai gbc cu thé cia protein truong thanh va thay thé axit amin tai gbc d6. Vi du,
“F194A” nghia 1a phenylalanin tai vi tri 194 cta trinh tuy M13 trudng thanh da dugce thay
béng alanin. Theo phwong 4n khéc, g3p dot bién dugc xac dinh theo tj 1é twong dong vé
trinh tr axit amin so véi trinh ty néu trong SEQ ID NO.1, du béo trude duge rang g3p
dot bién nay gin két véi soi amyloid. Theo phuong 4n nay, g3p dot bién c6 do tuong
ddng v& trinh tr dat it nht bing 70%, it nhat bang 80%, it nhat bing 85%, it nhat bing
86%, it nhét bang 87%, it nhit bing 88%, it nhit bing 89%, it nhit bing 90%, it nht
bang 91%, it nhit bing 92%, it nhit bing 93%, it nhat bang 94%, it nhit bang 95%, it
nhét bing 96%, it nht bing 97%, it nhit bang 98%, hodc it nht bing 99% so véi trinh tur
c6 chidu dai ddy da néu trong SEQ ID NO.1. Trong cic phuong 4n lién quan dén méanh
gin két voi amyloid dugc dot bién cta g3p, manh gin két v6i amyloid duoc dot bién nay

¢6 d0 trong ddng vé trinh tu dat it nhét it nhit bing 70%, it nhit bang 80%, it nhit bang
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85%, it nhat bing 86%, it nhit bang 87%, it nhit bang 88%, it nhit bing 89%, it nhit
bing 90%, it nhat bing 91%, it nhat bing 92%, it nhat bang 93%, it nhit bang 94%, it
nhét bing 95%, it nhit bing 96%, it nhit bang 97%, it nhit bing 98% hoic it nhit bing
99% so v&i manh c6 chiéu dai toan ven tuong tng néu trong SEQ ID NO.1.

Trong thuc t&, néu polypeptit xac dinh bat ky c6 do ddng nhit dat it nhit bang
70%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, hodc 99% so véi trinh tu néu trong SEQ ID NO.1 thi nd ¢ thé d& dang xé4c dinh
duoc bing cac chwong trinh may tinh di biét, nhu 1a chirong trinh Bestfit. Khi st dung
Bestfit hodc chuong trinh so sanh khac dé x4c dinh xem li€u trinh tr cu thé nao do, vi du,
¢6 dat d6 twong dong dat 95% véi trinh tur theo séng ché hay khéng, thi cic thong sb 8
duoc thiét 1ap, tat nhién, ty 18 vé d6 turong ddng s& dugc tinh theo chiéu dai toan ven cua

trinh tu tham chiéu ma ddng dang véi trinh ty truy van dé.

Theo mét s6 phuong an cia cac khia canh khéc nhau, g3p dot bién va méanh gin
két voi amyloid cia n6 khéng c6 dot biéa tai gdc axit amin duge bao toan trong g3p cia
ho Ff, ho I, hodc ca ho Ff va ho 1. Theo phuong an khac, g3p dot bién va manh gfm két
v6i amyloid cua né dot bién nhidu nhdt & 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, hodc 10 gbe axit amin,
ma cac géc dugc bao toan nay thudc g3p cua ho Ff, ho I, hodc ca ho Ff va ho I. Theo
phuong an khéc nita, g3p dot bién va manh gin két voi amyloid ciia né dot bién nhidu
nhittai 0, 1, 2,3, 4, 5, 6,7, 8,9 hodc 10 gbc axit amin, ma cic gé)c nady khoéng dugc bao
toan trong g3p cua ho Ff, ho I, hodc cd ho F{va ho L. Van theo mdt phuong 4an khac nita,
g3p dot bién va manh gin két v6i amyloid ctia n6 dot bién nhidu nhét tai 0, 1, 2, 3, 4, 5,
6,7, 8,9 hodc 10 géc axit amin ma cac géc khong dugc bdo toan nay nam gitta mot hoac
nhiéu doan 122, Ike, va Ifl. Theo cac phwong 4n khéc nira, g3p dot bién va manh gin két
v6i amyloid cia n6 dot bién nhidu nhét 6 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 hoic 10 gdc axit amin
khéng dugc bao toan trong g3p ctia ho Ff, ho I, hodc ca ho Ff va ho I. Theo mot )
phuong an, nhiéu nhit 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 hodc 10 dot bién nim trong mién N1. Theo
mot s6 phuong 4n, nhidu nhit 1, 2,3, 4, 5, 6,7, 8, 9 hodc 10 dot bién nam trong mién N2.
Theo mét sd phuong an, nhidu nhdt 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 hodc 10 d6t bién ndm trong

mién N2 nhung khong ndm trong ving ban I&.

Dot bién diém truc tiép co thé co dich 1a cac gbc da biét gitp cho mién g3p,

NIN2, hodic N2 ¢6 d6 én dinh cao. Vi du, cac dot bién thay thé alanin tai D94 va T95;
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E115; N122; L125; E126 va E127; E127 va E128; Q129; Q145; T154 va T156; Q157;
T159 va D160; K163 va T164; Y166; va E196 va D197 di cho thiy ring khéng c6 4i luc
gin két dang ké v6i F-pili, Deng & Perham, 2002. Theo d6, cac vi trf nay chiu dugc dot
bién va dot bién tai mot hodc nhidu vi tri ndy cé thé, c6 tic dung ting cudng hoic trung
hoa kha ning gin két v6i amyloid trong g3p va manh gin két v6i amyloid cia g3p theo
sang ché. Do d6, theo mdt sb phuong 4n, sang ché bao gdm ca g3p hoic manh gin két
v6i amyloid cia g3p d3 dugc dot bién tai mot hoic nhidu vi tri D94, T95, E115, N122,
L125, E126, E127, E128, Q129, Q145, T154, T156, Q157, T159, D160, K163, T164,
Y166, E196 hoac D197 (theo trinh tu néu trong SEQ ID NG.1). Theo mét sé phrong 4an,
viée dot bién nay xay ra tai mot hodc nhidu diém D94, T95, E115, N122, L125, E126,
E127, E128, Q129, Q145, T154, T156, Q157, T159, D160, K163, T164, Y166, E196

hodc D197 khong bi loai trir thudc 4ot bién alanin.

Céc dot bién thay thé alanin tai F194; F190 va H191; K184, R186, va D187; R142
va R144 d3 cho thiy trude kha ning ting su gin két véi F-pili, Deng & Perham, 2002.
Do d6, theo mot sé phuong an, dot bién nay duge lya chon tir dot bién ma khéng c6 mot
“hoac nhidu gbc sau: R142, R144, W181, K184, R186, D187, F190, H191 hodc F194
(danh sb theo trinh trr néu trong SEQ ID NO.1). Tuy nhién, viéc thay thé R142, R144,
W181, K184, R186, D187, F190, H191 hodc F194 bang cac gbc khong phai 1 alanin c6
thé 1am ting su gin két v6i amyloid. Do d6, theo mdt phuong 4n, dot bién nay la dot bién
khong lién quan dén alanin tai mot hodc nhidu diém R142, R144, W181, K184, R186,
D187, F190, H191 hodic F194. Theo mdt phuong &n, dot bién nay 12 dot bién khong lién
quan dén alanin tai F194. Theo mo6t phuong 4n khéc, ddt bién nay 12 dot bién khong lién
quan dén alanin tai F190 va H191. Theo mot phuong an khac, dot bién nay 1a dot bién
khong lién quan dén alanin tai K184, R186 va D187. Theo mét phuong 4n khac, dot bién
nay 1 do6t bién khong lién quan dén alanin tai W181. Theo mot phuong 4n khac, dot bién
ndy 1a dot bién khong lién quan dén alanin tai R142 va R144. Theo mét phuong 4n cu
thé, dot bién nay khong loai trir mot hodc todn bd cac diém: T131, T101I, Q129H,
G153D, WI181A, F190A, F194A va D209Y.

Theo mét s6 phuong an, dot bién nay xay ra tai mdt hodc nhiéu goc ndm trén bé
mit ctia mién N2, ma n6 12 mdt phan cia g3p ma phan nay gan két vai F-pili. Theo mot

phuong an, d6t bién nay 1a dot bién tai mot hodc nhiéu goc ndm trén vanh ngoai ciia mi€n
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N2. Theo phuong 4n khéc, dot bién nay la 4ot bién tai mot hodc nhiéu géc ndm trén bé
mit cia mién N2, 12 phin g3p gin két v6i TolA. Theo mdt phuong 4n, dot bién nay 1a dot
bién tai mot hodc nhidu gdc ndm trén vanh ngodi ciia mién N1. Theo mdt phuong an
khac, dot bién nay 1a dot bién tai mot hodic nhidu gbc dugc st dung dé hoa tan cac géc
trén g3p. Theo mdt phuong an khic nira, (cac) dang dot bién cin bang cis/trans tai
Pro213 16n hon 50, 60, 70, 80, 90 hoic 95% trans. Do d6, Theo mot sb phuong an, g3p
ndy 12 g3p dot bién c6 cin bing cis/trans tai Pro213 ma it nhat 50, it nhét 60, it nhat bing
70, it nht bang 80, it nhit bing 90 hoic it nhit biang 95% trans.

Theo mot s6 phuong an, thé dot bien g3p hoac manh gan két véi amyloid cia né
khéng bao gdm cac goc bao toan vé mat cau tric. Vi du vé céc goc dugc bao toan vé mit
céu trac bao gdm cac goc ma, khong ke dén doan cheén tiém ning, 1ién quan dén céu tric

mién dugc dé cap trong ca hai thanh vién ho Ffva ho 1.

Theo mét sd phuong an, dot bién bat ky duge tao ra nham bao toan su gén két véi

amyloid. Theo phuong 4n khéc, dot bién nay khong thay thé gdc prolin.

Theo mdt s6 phuong 4n, dang dot bién bit ky duoc tao ra d&é duy tri su gén két véi
amyloid va khéng thay ddi gbc xystein. Theo mét s phuong 4n, dang dot bién nay bao
todn tAt ca, ft nhat mot, it nhit hai, it nht ba trong bdn cdu disulphua cé trong g3p. Do
do, theo mét phuong 4n, 13 dang d6t bién bat ky nhung bao toan dugc hai cau disulphua
trong N1 nim gifta Cys7 va Cys36 va nam gitra Cys46 va Cys53. Theo mot phuong én
khac, 12 dang d6t bién bat ky nhung bao toan hoic 13, nhung khong phai 13 ca hai, cau cau
disulphua trong N1 nam giita Cys7 va Cys36 va nim gitra Cys46 va Cys53. Theo mot
phizong 4n, cau disulphua nay nim gitra Cys188 va Cys201 dugc bao toan. Theo mot 56
phuong 4n, mdi ciu disulphua Cys7 v& Cys36, Cys46 va Cys53 va Cys188 va Cys201
duoc bao toan. Theo mot phuong 4n, dot bién nay bao toan cau disulphua nim giira
Cys354 and Cys371. Theo médt s6 phuong 4n, the mutations preserve cau disulphua nim

gitta Cys7 va Cys36, Cys46 va Cys53, Cys188 va Cys201 va Cys354 va Cys371.

Theo mét sé phuong an, dang dot bién bét ky duoc tao ra dé duy tri su gin két véi
amyloid va lam giam nhi¢t d nong chay (Ty) cia NIN2. Ty co thé xac dinh duogc béng
cach st dung phuong phap bét ky duge mé ta trong phan Vi du thuc hién sang ché. Cac
d6t bién ma 1am giam Ty ctia NIN2 dugc mong doi dé biéu hién su gén két t6t hon véi

AB, tc ché su tap hop cia AP dé c6 muc tap trung I6n hon, va it nhét 13 c6 hiéu qua trong
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phan tich sy phan ly g3p ctia M13. Theo d6, cac dot bién nhu viy, cling nhu protetin
dung hop va thuc khuan thé khac chta cac dot bién nay dugc mong doi it nhét ¢6 hiéu
qua vé mit tri liéu nhu trinh ty twong Gng trong M13, protetin dung hop ctia né va M13
nguyén thé, mot cach twong tng, khi diéu tri mot hodc nhiéu bénh gay ra boi gép nép sai
protein.

Céc dot bién nay ciing c6 thé duoc thiét ké chtra trinh ty hudéng dich. Trinh tu
huéng dich c6 thé duge chén vao ving lién két linh dong ndm gitta N1N2 hodc nam gitta
N2 va mién khac cia trong protein dung hgp N2. Trinh tr dinh vi nhan huéng dich
~ (targeting nuclear localization sequences: NLS) co6 thé ¢6 loi dbi véi bénh Huntington.

Huédng dich vao co quan ndi bao c6 thé o lgi doi voi bénh Parkinson.

Ngoai viéc hudng dich ving dic hiéu té bao, trinh tr hudng dich nay cé thé dugc
sir dung dé nhdm dén céc loai khac nhau ctia amyloid. Trinh tu hat nhan c6 thé 1am tang
4i Tuc va truc tiép dAn protein dot bién hudng dén amyloid cu thé. Cac thé dot bién khac
ciing ¢6 thé tao ra duge chira trinh tu peptit thuc sy ky nurde ma ching c6 kha nang tu két
tia. Vi dy, trinh tu AVVAI c6 thé duoc bd sung vao g3p va/hoic ménh gan két voi
amyloid (vi du, N2 va N1N2) va/hodc protetin dung hop cia né dé tao ra protein thé
kham c6 trinh tr gin két phic tap duoc ting cudng. Mot s& vi du v& peptit ma gin két
v6i amyloid va c6 thé dwgc két hop vao protein dot bién hoic protein kham chira g3p, N2
va NIN2 va/hodc protetin dung hop cua no la chét e ché peptit trén co s& khung
GxFxGxF (SEQ ID NO.21) dugc md ta trong Sato, Biochemistry (2006) 45:5503-16 va
peptit KLVFF (SEQ ID NO.22) dugc md ta trong Tjernberg et al., J. Biol. Chem. (1996)
271:8545-48. Cac gbc hudng dich khac da biét ciing duoc sit dung theo sang ché. Vi du,
xem: Sciarretta et al., Methods in Enzymology (2006) 413:273-312.

Chat mang va ta dugc biéu hién gan ket véi amyloid

Theo mdt khia canh khac ctia sang ché, g3p va manh gin két voi amyloid ctia nd
(k& ca thé dot bién va bién thé cua dang bat ky néu trén), chira nhung khong gi¢i han &
mién N1N2 va mién N2, ciing nhu phén tir, polypeptit va protetin dung hop chira chiing
¢6 thé dwoc két hop véi cac chat mang vo co hodc hiru co khac mién 13 dva ra duge
khung phan ti bdo toan dugc su gan két voi amyloid ma khong c6 du hiéu bd sung

khéc.
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Theo mot sé phuong 4n, g3p hoic manh gin két v6i amyloid ctia n6 hodc protein
dung hop g3p va chét mang dugc gin két ddng hoa tri théng qua cong cu khong phai 1a
t4i t& hop, nhur 13, vi du, lién két héa hoc khéc ngoai lién két peptit. Lién két chéo vé mit
héa hoc thich hop bat ky c6 thé duge sir dung. Phuong phap bat ky da biét € lién két
ddng hoa tri polypeptit véi phan tir khac (vi du, chit mang) ciing c6 thé dugc st dung.
Theo mét sé phuong 4n, g3p hodc manh gin két véi amyloid ciia né hodc hodc protetin
dung hop g3p va chit mang nay c6 thé dugc dung hop véi nhau thong qua mot lién két

ma lién két nay chira it nhat mot goc axit amin hodc goc hoa hoc.

Theo mét s6 phuong 4n, g3p hodc manh gin két v6i amyloid cita n6 hodc protetin
dung hop g3p va chét mang duoc lién két phi ddng hoa tri v6i nhau. Theo mot s6 phuong
4n ndy, ching c6 thé duge lién két v6i nhau, vi du, bang céach sir dung cac cip gin két. Vi
du v& cap gin két bao gdbm, nhung khong bi gidi han 6, biotin va avidin hodc

streptavidin, khang thé va khang nguyén cta ng, v.v..

Vi du v& chit mang bao gdm, nhung khong bi gi6i han &, tidu phan virut (ké ca
thue khudn thé, xem bén dudi) trong d6 protein g3p hodc manh gin két véi amyloid
khong cung ngudn gbe véi virut duge két hop v6i nhau nhu mot phén ciia cdu tric virut
do; cic polyme, hodc 12 tu nhién, hodc la téng hop, hoac 1a dang phéi hop cua chung; cu
trac phu polyme, nhu 1a céc hat (ké ca cac hat dan xuét bé mat); cac axit polyamin, cac
axit nucleic; va cac liposom. Chit mang ndy c6 thé duge lién két, hodc 13 truc tiép, hodc
14 gian tiép véi g3p hoic manh gén két v6i amyloid ctia n6. Ty theo chét mang, cac lién
két trung gian c6 thé dugce st dung dé tao ra khoang cach thich hop nim gifta chit mang

va ving gan két v6i amyloid.

Axit polyamin c6 thé 12 chét mang protein. Nhitng axit polyamin nay c6 thé duoc
chon tir albumin (album?) huyét thanh (nhu 1 HSA), mot khang thé khac hodc phan cla
né, vi du ving Fc, fetuin A, fetuin B, ving NFE2 (nuclear factor erythroid derivative-2)
khoa leuxin, khoéa leuxin vong mac trung tinh (neuroretinal leucine zipper), tetranectin
hodc céc axit polyamin khéc, vi du, lysin. Vi tri gin cua axit polyamin nay c6 thé 13 tai
diu N hodc ddu C hodc cac vi tri khac nam gitta va ciing 6 thé dugc ndi voi nhau bang

- gbc lién két héa hoc v6i g3p hodc manh gan két v6i amyloid ctia nd.

Theo mdt s6 phuong an, chat mang bao gom cac phan tir c6 micn dugc oligome

héa. Oligome héa chi loi thé chirc ndng khi mdt trong cic chitc ndng cia protein hodc
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manh cia né gin két véi, ké ca da hoa tri, 1am ting cudong dd gdn két va chic ning két
hop v6i cac mién khac. Cac dic diém nay dugc tim thdy trong protein tu nhién, tuy nhién
ciing ¢6 thé duoc dua vao protein bang k¥ thuét thao tac protein. Do d6, sng ché ciing d&
cap dén g3p va manh gin két v6i amyloid (ké ca thé dot bién va bién thé ctia n6) nhu
mién N1N2 v mién N2, chira mién duoc oligome héa, vi du, mién dime hoéa. Cac mién
oligome héa thich hop bao gdm mién cudn xoin, ké ca cic mién cudn xoin alpha; mién
colagen; mién gidng nhu colagen va cac mién globulin mién dich dang dime. Phan dung
hop polypeptit cudn xon thich hop theo sing ché bao gébm mién cudn Xoin cia
tetranectin, mién cudn X0&n protein oligome cua sun; mién cudn xoin cua angiopoietin;
va mién khoa leuxin. Néu mién colagen hodc mién oligome héa gidng colagen dugc st
dung, chung c6 thé chua, vi dy, cac mién duge tim thdy trong colagen, lectin gin két
maneza, protein bé mit phéi A va D, adiponectin, ficolin, conglutinin, thu thé don dep
cua dai thuc bao va emilin. Trong khi mdt sb mién c6 thé duoc két hop v6i nhau nhu
protein dung hop, trong mét s6 phuong an, chiing dugc gin két khong tai t6 hop vao g3p,
mién N1N2, mién N2 hodc cic ménh gin két véi amyloid khac, vi du, thong qua gin két

ddng hoa tri.

Ngoai ra, sang che con dé cdp deén g3p hodc manh gin két véi amyloid cua nd
hoiic protein dung hop g3p, lién ket vdi polyme. Céc polyme dugc sir dung theo sang ché

i3 ch4t mang dugc dung dé diéu ché san phﬁm hodc ché phém ding dé diéu tri bénh.

Céc polyme thuong gin két véi g3p hosc manh gin két v6i amyloid ctia n6 duoc
xem xét cac tic dong dén mién chirc ning hoic khang nguyén cia polypeptit. Néi chung,
dan xut v& mat héa hoc ¢o thé thuc hién dugc theo cac diéu kién thich hop dugc st dung
dé cho protein phan tng v6i phan tir polyme hoat dong. Nhém hoat dong c6 thé duoc st
dung dé lién két véi polyme dé hoat héa cac gbc bao gbdm sulfua, maleimit, suifhydryl,

thiol, triflat, tresylat, azidirin, oxiran va 5-pyridyl.

Céc polyme thich hop, dugce chép nhén vé mat 1am sang, hoa tan dugce trong nudc
bao gdm, nhung khong bi gi6éi han &, polyetylen glycol (PEG), polyetylen glycol
propionaldehyt, ddng polyme ctia etylen glycol/propylen glycol, monomethoxy-
polyetylen glycol, carboxymethylxenlulza, dextran, ruou polyvinylic (PVA), polyvinyl
pyrolidon, poly-1,3-dioxolan, poly-1,3,6-trioxan, déng polyme cia etylen/maleic
anhydrit, poly (B-axit amin) (hodc 1a cic polyme don tinh hodc céac ddng polyme ngiu
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nhién), poly(n-vinyl pyrolidon) polyetylen glycol, polyme don tinh polypropylen glycol
(PPG) va céc oxit polyakylen khac, ddng polyme ciia polypropylene oxit/etylen oxit, c4c
rugu da chie duoc polyoxyetylat hda (polyoxyethylated polyol: POG) (vi du, glycerol)
va cac rugu da chirc dugce polyoxyetylat hoa, sorbitol dugce polyoxyetylat hda hodc gluco
dugc polyoxyetylat hoa, axit colonic hoac cac polyme dugc carbohydrat hoa khac, Ficoll

hodc dextran va phtrc hgp ciia né.

Céc gbec PEG theo sang ché c¢6 thé 13 polyme mach thing hodc phan nhanh. Theo
mot phuong 4n, sang ché d& xut polyme dugc dan xuit vé mit hoa hoc chira cac gbe don
(mono-) hodc da (poly-) (vi du, tir 2 dén 4) gbc PEG. PEG héa c6 thé thuc hién duoc
béng phuong phap phan tmg PEG hoa di biét trong linh vuc k¥ thuét nay. Phuong phép
d8 didu ché protein dwoc PEG hoéa 1a d3 biét trong linh vuc k¥ thuit nay. Céc diéu kién
phén tng tuy ¥ duge xac dinh theo timg trudng hop, tuy theo cic thong s6 va két qua

mong muodn.

C6 mét sb phuong phap gin PEG d4 biét dbi voi ngudi ¢6 k¥ nang trong linh vuc
k¥ thuét nay, vi du, EP 0 401 384; Malik et al., Exp. Hematol., (1992) 20:1028-1035;
Francis, Focus on Growth Factors, 3:4-10 (1992); EP 0 154 316; EP 0 401 384; WO
92/16221; WO 95/34326; va céc cong bb khac duoc vién dan theo sang ché ma lién quan
dén PEG hoa.

Néu g3p, mién NIN2, mién N2 hoic cic méanh gin két v4i amyloid khéc (duoc
biét dén nhu thé dot bién hodc bién thé ctia n6 va hop chét, polypeptit va protein dung
hop chira dang bét ky néu trén) dugec PEG héa, PEG nay c6 thé duoc gin két hoidc 13
bing din xudt hoa hoc g3p, mién NIN2, mién N2 hodc cic manh gin két véi amyloid
khac. Theo phuong 4an khac, gbc axit amin thich hop dé cai bién bang phan tir PEG c6 thé
duoc dua vao bing cach tai tb hop vao g3p, mién NIN2, mién N2 hoic cac manh gan két

v6i amyloid khac.

PEG hoéa c6 thé duge thuc hién thong qua mot phan (mg axylat héa hodc cac phan
ung alkyl hdéa véi phén tir polyetylen glycol. Do do, san pham protein theo sang ché chira
protein dugc PEG hoa, trong d6 nhom PEG nay dugc gén v6i nhau théng qua nhém axyl
hoic alkyl. C4c san phdm nhu vdy c6 thé 1a dang mono-PEG héa hoic poly-PEG héa (vi
du, céc san phém chtra tir 2 dén 6 hoac tir 2 dén 5 nhém PEG). Vi du v& este PEG dugc
hoat héa 1a PEG dugc este hda thanh N-hydroxysucxinimit (NHS).
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PEG héa béi alkyl hoa lién quan dn phan Gng ddu aldehyt cia PEG véi
polypeptit khi c6 mit cua chét phan tmg. Vi du vé phan ting alkyl héa hoan nguyén, (cac)
polyme dugc chon loc can c¢6 mot nhom aldehyt hoat dong don 1€. Vi du vé aldehyt PEG
hoat dong 1a polyetylen glycol propionaldehyt, 4n dinh trong nu6e hoic mono C1-C10
alkoxy hodc dan xuét aryloxy ctia né, vi du, xem, US 5,252,714.

Theo mét sé phuong 4n, g3p, mién NIN2, mién N2 hoic manh gin két véi
amyloid dugc biéu hién nhu mot phén ctia thuc khuén thé va g3p, mién NIN2, mién N2
hodc manh gin két v6i amyloid dugc tao ra bang cach phan lap tr tiéu phan thuc khuin
thé. N6i chung, k¥ thuét tai to hop thudng dugc st dung d8 tao ra g3p, manh gin két véi
amyloid ctia g3p (ké ca thé dot bién va bién thé cta no). Néi chung, protein thu dugc nay

dugce phan 14p trude khi tai to hgp v6i chat mang.

Theo mdt sé phwong 4n, phuong tién bidu hién 14 thuc khuén thé. Theo phuong 4n
nay, gen ma hda protein g3p, mién N1N2, mién N2 Vébménh gan két v6i amyloid khéc
(k& ca thé dot bién va cia cac dang néu trén) dugc két hop vao hé gen cua thuc khuén thé
va biéu hién nhu mét phé‘m ctia thue khuin thé d6. Vi du, theo mdt phuong 4an, protein
g3p dot bién cé ai huc gin két véi amyloid cao hon g3p cua thuc khuan thé M13 duogc sit
dung d& thay thé cho g3p cia thuc khuén thé M13 thé dai. Thyc khuan thé thu dugc nay
cling dugc tang cudong kha niang ghn két voi M13 thé dai. Tuy nhién, g3p hodc manh gin
kbt véi amyloid bat ky dugc mo ta ¢6 thé dwgc két hop vao thuc khuén thé. Theo phuong
4n nay, gen 3 thé dai cé thé dugc thay thé hoan toan bing g3p theo sing ché. Theo cach
khéc, nhu duoc dé cap ddi véi thuc khuén thé cing véi viée ting s6 luong ban sao g3p,
phén tr tai to hop ndy c6 thé duoc dung hop véi gen ma hda protein vo cia thuc khudn
thé (k& ca g3p thé dai) va dugc bidu hién trong thuc khuan thé d6 theo cach tuong tu nhu
chudi khang nguyén va khang thé trong thur vién biéu hién thuc khudn thé. Thuc khuin
thé hinh soi bat ky c6 thé dugc cai bién dé biéu hién g3p theo sing ché, bao gbm, nhung
khéng gisi han & M13, fd, f1, 122, Ike hodc Ifl. Theo mot s phuong an, thuc khuan thé

tro gitip ¢6 thé dugce st dung dé tiép hop véi thuc khuén thé cai bién nay.
K§ thuat tai td hop

No6i chung, ADN ma héa protein g3p hodc ménh gin két véi amyloid cia né (cling
nhu thé dot bién va bién thé ciia né, va hop chit, polypeptit va protein dung hop chira
dang bit ky néu trén) dugc diéu ché bang cach str dung k¥ thuat tai t6 hop, nhu 14 nhan
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dong gen g3p, téng hop ADN hoic bang cach phan lap ADN tuong Ung tir thu vién bang
cach sir dung, vi du, trinh ty M13 nhu trinh tu do. (vi du,xem: Sambrook et al. 1989,
Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. and
Ausubel et al. 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing

Associates and Wiley Interscience, N.Y".).

Dbi v6i san xuét tai to hop, trinh tu axit nucleic ma héa g3p hodc manh gan két
véi amyloid cia n6é dugce chén vao vecto biéu hién thich hop, ma vecto nay chira thanh
phﬁn phién ma va dich ma can thiét va dich m3 trinh tu chén vao @6 hoic trong truong
hop d6 1a vecto ARN virut, thanh phan can thiét dé tai ban va dich ma. Axit nucleic dugc

chén vao vecto trong khung thich hop.

Do d6, sang ché d& cap dén vecto chira polynucleotit ma héa g3p hodc manh gin
két v6i amyloid cia n6 (k& ca thé dot bién va bién thé cia nb). Sang ché cling d& xuat
vecto chira polynucleotit ma héa g3p hodc phan tir dung hop g3p. Céc Vecto nhu viy bao
gém, nhung khong bi gidi han &, vecto ADN, vecto thuc khuén thé, vecto virut, vecto

retrovirut, v.v..

Theo mdt sé phuong 4n, vecto nay dugc lya chon 13 su t61 wu biéu hién polyeptit
trong té bao CHO hoic té bio c6 ngudn gbe tir té bao CHO. Vi du v& cac vecto nhu vay
dugc mo ta, vi du, Running Deer et al., Biotechnol. Prog. (2004) 20:880-889.

Theo mot sb phuong 4n, vecto duge chon dé bibu hién in vivo g3p, manh gin két
vGi amyloid ctia n6 va/hodc phan tr dung hop g3p trong dong vit, ké ca ngudi. Theo mot
sb phuong 4n, biéu hién ctia polypeptit nay trong diéu kién kiém soét bai trinh trr khéi
dau phién ma ma cé chic ning theo kiéu dic hiéu mo.

Vecto biu hién dugc chuyén hogic ddng chuyén vio té bao dich thich hop, ma té
bao nay biéu hién polypeptit. Vi du khong han ché vé& phuong phap chuyén nhiém di
duge mo ta, vi du, trong Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 31
ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press (2001). Axit nucleic ma cé thé dugc chuyén
nhidm tam thoi hodc dn dinh trong t& bao vat chi mong mudn theo phwong phép di biét
trong linh vyc k¥ thudt nay. Co nhiéu hé vecto biéu hién ciia vét chi c6 thé hiru ich dé
biéu hién protein dugc md ta theo sang ché bao gdm té bao nhan thuc va té bao tién nhan.
Céc vat chu nay bao g@)m, nhung khéng bi gidi han §, vi sinh vét, nhu vi khuén (vidy, E.
coli) duoc chuyén gen béi vecto biéu hién ADN plasmit hoic ADN vi khuén tai t6 hop
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chtra trinh tu ma héa thich hop; ndm men hodc ndm soi duoc chuyén gen béng vecto biéu
hién cta ndm men hodic ndm soi chira trinh tr ma hoéa thich hgp; hé té bao con trung dugc
lay nhiém vecto biéu hién cta virut (vi du, baculovirut) chira trinh tw m3 héa thich hop;
hé té bao thuc vat voi vecto virut tai td hop (vi duy, virut kham stp lo hodc virut kham
thubc 14) hodc duoc chuyén gen bang vecto bidu hién plasmit tai tb hop (vi du, Ti
plasmit) chira trinh tr m3 héa thich hop; hodc hé té bao dong vat, ké ca t€ bao dong vat
c¢6 v (vi du, t& bao CHO, Cos, HeLa). Protein nay c6 thé ciing dugc tao ra bang cach tai

tb hop trong béo tAm. Vi du, xem: US 8,022,270.

Vecto dugc st dung dé chuyén gen thuong chira chit danh d4u chon loc dugc st
dung dé xac dinh thé chuyén gen. Trong hé vi khudn, chit danh ddu c6 thé gébm gen
khang chét khéang sinh, nhu ampixilin hodc kanamyxin. Chét danh déu chon loc duoc st
dung trong té bao dong vat dugc nudi ciy chira gen wu tién khang thude, nhu neomyxin,
hygromyxin v methotrexat. Chit d4nh diu chon loc ¢6 thé 13 chét danh diu chon loc
khuyéch dai. Mot chit danh d4u chon loc khuyéch dai nhu vayi‘a gen DHFR. Vi du khac
vé chét danh dau chon loc khuyéch dai 12 cADN cua DHFRr (Simonsen and Levinson,
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), (1983) 80:2495). Cac chit danh diu chon loc d3 dugc néu
tbng quan boi Thilly (Mammalian Cell Technology, Butterworth Publishers, Stoneham,
MA) v viéc lwa chon céc chit danh d4u thich hop 12 da biét d6i v6i ngudi c6 k¥ ning
trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay.

Céc thanh phan bidu hién cia céc hé biéu hién 1 khac nhau vé chiéu dai va tinh
dic hiéu cua ching. Tuy theo hé vecto/vat chu dugce st dung, s6 lwong thanh phan phién
m3 va dich ma thich hop, ké ca cac trinh tr khéi diu co dinh va trinh tu khoi diu cam
tng ¢6 thé duge st dung trong vecto bidu hién. Vi du, khi nhan dong trong hé vi khuan,
trinh tu khoi ddu cam Gng nhu pL cta thuc khudn thé A, plac, ptrp, ptac (trinh tu khéi dau
lai ptrp-lac) va cac dang khac cé thé dugc sir dung; khi nhan dong trong hé té bao con
trung, trinh tu khai dAu nhu trinh tu khoi dau polyhedron cua baculovirut co thé duoc st
dung; khi nhan dong trong hé té bao thuc vat, c6 thé st dung trinh tir khoi ddu phién ma
co ngu?)n géc tor hé gen té bao thuc vat (vi dy, trinh tuy khéi dau gen sbc nhiét; trinh tu
khéi ddu cho cac tiéu don vi nhé ctia RUBISCO; trinh tir khéi dau cho protein gan két
clorophyl a/b) hodc tir virut thuc vat (vi du, trinh tuy khoi dau 35S ARN ciua CaMV; trinh

tur khéi dau protein vo cua TMV) c6 thé duoc st dung; néu nhan dong béng hé té bao
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dong vat c6 v, c6 thé st dung trinh tu khéi du c6 ngudn gbc tir hé gen ciia dong vat co
v (vi dy, trinh tu khéi dau metallothionein) hodc tir virut ddng vat c6 vu (vi du, trinh tu
khoi ddu mudn cia adenovirut; trinh tr khéi ddu cta virut ddu mua c6 kich thuée 7,5 K);
khi dong té bio san sinh chira nhidu ban sao cia san phim biéu hién, vecto trén co s&

SV40-, BPV- va EBV c¢6 thé dugc sir dung cliing véi chat danh d4u chon loc thich hop.

Trong trudng hop, néu vecto biéu hién dugc s dung, viéc biéu hién trinh tu ma
héa dang khong vong hozic thang tir san pham biéu hién theo séng ché c6 thé duoc diéu
khién béi s6 luong cua trinh tu khéi ddu d6. Vi du, trinh tu khéi dau cda virut nhu trinh
tur khoi ddu ARN 19S va ARN 35S cia CaMV (Brisson et al., Nature (1984)‘ 310:511-
514) hodc trinh tr khoi ddu cia protein vé ctia TMV (Takamatsu et al,, EMBO J. (1987)
6:307-311) ¢c6 thé dugc sir dung;ﬂ theo cach khac, trinh tr khéi déu cua thuc vat nhu 13
tiéu don vi nhé cta RUBISCO (Coruzzi et al., EMBO J. (1984) 3:1‘671-1680; Broglie et
al., Science (1984) 224:838-843) hoic trinh tr khéi dau sdc nhiét, v/ du, hsp17.5-E hodc
hsp17.3-B cua d4u tuong (Gurley et al., Mol. Cell. Biol. (1986) 6:559-565) c6 thé duoc
str dung. Cac céu triic ¢ thé dua vao té bao thuc vat bang cach st dung Ti plasmit, Ri
plasmit, vecto virut cta thuc vét, chuyén ADN truc tiép, vi tiém, dién chuyén, V.V.. Téng
quan vé cac k§ thuat nay, v/ du, xem: Weissbach & Weissbach 1988, Methods for Plant
Molecular Biology, Academic Press, NY, Section VIII, pp. 421-463; va Grierson &
Corey 1988, Plant Molecular Biology, 2d Ed., Blackie, London, Ch. 7-9.

Theo hé biéu hién cua vi khuén c6 thé dugc sir dung dé tao ra protein theo sang
ché, virut Autographa californica nuclear polyhidrosis (autographa california nuclear
polyhidrosis virus: AcNPV) dugc st dung nhu vecto biéu hién cua gen ngoai lai. Virut
nay sinh trudng trong té bio Spodoptera frugiperda. Trinh ty mang ma co dugc nhan
dong vao ving khong thiét yéu (vi du, gen polyhedron) cua virut va duge dat dudi su
kiém soat cia trinh tu khoi diu AcNPV (vi dy, trinh tu khéi dau polyhedron). Viéc chén
thanh cong trinh te mang ma s& giy ra bét hoat gen polyhedron va san sinh ra virut tai to
hop khong hoan chinh (tirc 13 virut thiéu vé protein dugc ma héa béi gen polyhedron).
Céc virut tai t6 hop ndy dwoc st dung dé 1ay nhidm vao té bao Spodoptera frugiperda tai
d6 gen chén nay dugc biéu hién. (vi du, xem.: Smith et al., J. Virol. (1983) 46:584; US
4,215,051). Cac vi du khac vé& hé biéu hién ndy co thé tim thdy duoc trong 4n pham:
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Ausubel et al., eds. 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 2, Greene
Publish. Assoc. & Wiley Interscience.

Trong t& bio vat chu 1a dong vét c6 v, c6 nhidu hé biéu hién trén co s virut ¢6
thé dugc st dung. Trong trudng hgp ma adenovirut duge sit dung nhu vecto biéu hién,
trinh tw mang mi c6 thé dugc gin vao phiic hop didu khién phién ma/dich mi cia
adenovirut d6, vi du, trinh tr dan dau ba ph?m va trinh tr khéi diu muén. Gen dung hop
ndy c6 thé dugc chén vao hé gen ctia adenovirus bing céch tai td hop in vitro hoic in
vivo. Chén doan vao ving khong thiét yéu ciia hé gen virut (vi du, vimg E1 hodc E3) két
qua thu duogc 13 virut tai td hop d6 c6 thé sbng va biéu hién peptit trong vét chu (vi dy,
xem: Logan & Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. (US4) (1984) 81:3655). Ngoai ra, trinh tu
khoi dAu ctia virut bénh ddu mua c6 kich thuée 7,5 K ¢6 thé duoc str dung (vi du, xem:
Mackett et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1982) 79:7415; Mackett et al., J. Virol.
(1984) 49:857; Panicali et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA4) (1982) 79:4927). Céc hé biéu

hién khac cua virut bao gém virut lién quan dén adenovirut va lentivirut.

Té bao vat chu chira cdu tric ADN duoc sinh truéng trong moi trudng sinh trudng
thich hgp. Nhu duge sir dung theo sang ché, thudt ngit “moi trudng sinh trudng thich
hgp” c6 nghia 1a méi truong chira chit dinh dudng cén thiét d6i v6i su phat trién cta té
bao d6. Protein duoc tao ra bang phuong thirc tai td hop theo sang ché c6 thé tinh ché tir
moi truong nudi cdy bang cach sir dung cac k¥ thuét thuong dugc sir dung trong linh vyuce

k¥ thuét nay.
Phan tich ir vitro

Theo mdt sd phuong an, su phén ly ctia amyloid c6 thé dugc kiém soat bang cach

str dung phuong phap phén tich huynh quang Thioflavin T (ThT).

Theo mot sb phuong 4n, su phéan ly dugc thit nghiém bang cach kiém soét sy hoa
tan dao thai vdi su ¢6 mat hoac khong cd mat cua ché phém theo sang ché. Vi du, dang
két tu o c6 thé duoc xir Iy bing ché phdm theo sing ché. Ché pham phan ly o-synuclein
két tu s& gy ra soi o-synuclein dé hoa tan nhanh hon chét dao thai nhu 1a SDS, khi so véi
dang sg¢i khong duge xur ly. Su thay dbi ctia amyloid dang s¢i nay thanh dang hoa tan c6
thé dugc kidm soat bing cach két hop v6i phan dugc danh ddu (vi du, bang Cy5)

monome a-synuclein trong qué trinh phan ly.
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Theo mét sé phirong 4n, viéc ngan ngira sy hinh thanh céac oligo amyloid gy ddc
duge kiém tra bang phuong phdp phan tich doc tinh té bao nudi ciy trung tinh. Trong
phuong phép nay, té bao N2a neuroblastoma hodc dang tuwong tmg dugc U cling véi
oligome AP42. Oligome nay gin két v6i mang va gy ra yéu mang khién that thoat
enzym ndi bao trong té bao. Viéc i kéo dai véi oligome voi nbéng do cao s& giy chét 8
bao. Khi céc oligome nay duoc tién xir 1y bang thuc khudn thé hodc g3p trude khi u cing
v6i té bao thi tinh gay doc clia cic oligome nay 13 thap nhét, doi khi khong gay doc. Hiéu
qua trung hda ndy co thé dugc dinh luong bang cach xé4c dinh su giai phong kinaza dugc
adenyl hoa, médt vi du vé enzym gy doc té bao dugc giai phong boi t bio trung tinh sau

khi mang bi mat 6n dinh.

Theo mét s6 phuong 4n, ché phim theo sang ché e ché su chuyén nguge protein
prion hoa tan thanh dang khéng proteaza K trong phuong phép phén tich khuyéch dai chu
ky gp nép sai protein (protein misfolding cyclic amplification: PMCA). Wang et al,
Science, (2010) 327:1132-35. Trong phuong phap nay, PrP tai td hop dugc tron véi
POPG va ARN trong diéu kién hodc 12 c¢6 mit hodc 13 khong c6 mit ché phém theo sang
ché. Vat liéu nay tiép d6 duoc dua vao nhiéu chu ky (vi du, 48) trong d6 budc siéu am 30
gidy, tiép d6 bude U trong 29,5 phut. Phan doan phan tng nay dugc st dung dé chy vao
co chat khac va lap lai chu ky xir ly. Maéi chu ky duge kiém tra su c6 mit cia vat liéu
khang proteaza K, vét liéu nay chi ra dang 18y nhiém ctia PrP. Su suy giam vt liéu khang
proteaza K khi ¢c6 mat ché pham theo sang ché cho thy ring ché phim theo sing ché uc

ché su hinh thanh dang khéng PK.

Nhu néu trén, amyloid ctia protein prion cu thé, nhu 13 protein NM prion cua ndm
men c6 thé duge xéc dinh theo phwong phap phan tich by loc. Vi véy, tiy vao protein c6
trude, theo mot sé phuong an, kha ning ndy phan ly su két tu cta protein prion theo sang
ché c6 thé dugc kiém tra bing phuong phap phan tich bay loc.

Phuong phap phén tich chirc nang in vivo

Ngoai hoat tinh nhu ting cudong chirc nang gin két 4i luc hodc gigm Ty, c6 thé
dugce chimng minh trong phuong phap phén tich in vitro, ché pham theo sang ché ciing c6
thé 1am giam amyloid theo mdt hodc mot s6 phuong phap phan tich in vivo. Mt phuong
phap dé xac dinh su suy gidm cta amyloid in vivo 1a sit dung phuong phap chup X quang

phat xa pozitron (PET) véi chit hién hinh 13 florbetapir (F18-AV-45, Eli Lilly) trudc va
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sau khi xir ly dé so sanh luong hodc su phan bd amyloid . T4t nhién, mét s6 chét chi thi
sinh hoc b sung dé nhén dang, cac chét nay cé thé duoc str dung dé x4c dinh su suy

giam vé lugng cia amyloid.

Mdt phurong phap nham xéc dinh xem liéu ché pham 1am gidm luong ctia amyloid
~in vivo hay khong 13 sit dung mAu chudt hAPP. Rockenstein, J Neurosci Res. (2001)
66(4):573-82. Cac con chugt nay dugc nudi trong diéu kién c6 mic ctia amyloid B cao
khi con non (3-4 thang). Kha nang lam giam luong ciia amyloid nay dugc xac dinh bang
cach tiém cho chudt ché phim theo sang ché, tiép d6 so sanh mirc clia amyloid trong cac
con chudt d6 v6i mau dbi ching khong duge tiém. Cing ¢ thé chi tiém ché pham theo
sang ché vao mot ban cAu ndo cta chudt hAPP nay, sau d6 so sanh muc clia amyloid gifta

ban cau duge tiém va ban cau khong dugce tiém trong cung mau chudt.

Trong mét vi du khéc, ché phém theo sang ché dugc thtr nghiém trén mau chudt
chuyén gen bi mic bénh Alzheimer (TgAD) duge mé ta trong US2011/0142803, Hsiao et
al., Science (1996) 274:99-102 hodc Duyckaerts et al., Acta Neuropathol (2008) 115:5-
38. Tém lai, chudt thé dai, cling nhu chudt chuyén gen, déu duoc ding dé thar nghiém. Dé
danh gia kha ning ctia ché phdm theo sang ché hoat dong nhu chat gay phan ly, ché pham
theo sang ché duge tiém vao trong so chudt chuyén gen (Taconic, APPSWE(2576), 10
thang tudi). Vi du, v6i ché phAm chira thyc khudn thé, tiém dung dich 2,5uL thuc khuan
thé dang soi (10" thuc khuin thé/mL) trong 10 phut (dinh thép -2,8 mm, canh bén 2,5
mm, mat trordc 2,5 mm) vao mot bén ban cAu nio, trong khi bén dbi dién, tiém mubi dém
phosphat (phosphate-bufferd-saline: PBS) theo cach twong tu @ 1am d6i chung. Chudt
sau khi diéu tri bi giét tai cac thoi diém khac nhau va ndo dugc ¢b dinh qua dém trong 4%
paraformaldehyt va c4t bing thiét bi vi phau. Tién hanh nhudm Thioflavin-S (ThS) dé
danh gia lugng cia amyloid. Cac phan duoc nhuém bang hematoxylin cia hdng Mayer
dé dap tat huynh quang tu phét tir hat nhan, tiép d6 rira lai bing dung dich ThS (1%)
trong 3 phut. Biét hoa hoan thanh bang cach st dung axit axetic 1% trong 20 min va tiép
d6 rira cac 14t nay va 1am kho va dugc ¢ dinh bing méi trudng ¢d dinh chéng mat mau.
Luogng cta amyloid dugc tinh theo chuong trinh LEICA Qwin. Néi cach khac, lugng cua
amyloid c6 thé danh gia dugc theo lugng khéng thé khang amyloid.

Su phén b sinh hoc hoat tinh phéng xa (vi du, 1'%) hoidc ché phim danh dau phat

quang hoic ché phidm khong duge dénh dAu, ké ca thuc khudn thé dang soi, ciing c6 thé
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x4c dinh dugce dé thiy ring ché phim gin két véi amyloid in vive. Vi dy, néu ché pham
d6 chira thuc khuan thé thi thuc khuén thé dang soi nay c6 thé duoc danh ddu phéng xa
hodc danh d4u huynh quang. Chudt BALB/c ndy dugc phan ra thanh hai nhom. Tiép do,
mdi con chudt nay duge tiép nhan vio trong miii 100uL thuc khudn thé (1,25x10" thuc
khuan thé) trong 1 gid. Nhom chudt thi nhét bi giét sau 1 gio va ngdm tim bang 4%
paraformaldehyt. Nhém thtr hai bi gibt sau 3 gid didu tri va nhém cubi bi giét sau 24 gid
diéu tri. Sau khi ngim, ndo cling nhu cac co quan ngoai bién dugc loai bo va chét danh
dAu duoc x4c dinh. Theo cach khac, ché phém hodc thuc khudn thé khong dugc danh diu
c6 thé danh gia duoc sy gin két bang cach sir dung cac phuong phép tuong tu nhu phén
nao dugc déng nhudm mau bé’mg thudc nhudém c6 thé nhin biét duoc amyloid va vét

nhadm co thé nhan biét dugc ché phém hodc thuc khuén thé.

Viéc st dung thuc khuin thé dang soi theo dudng miii cling duge dung dé danh
gi4 ché phim chira thyc khuan thé, thirc khudn thé chira g3p d6t bién hoic manh gén két
v6i amyloid ciia g3p hodc thuc khuan thé 1am ting luong g3p lién quan cua thuc khudn
thé thé dai, nhu dugc dé cap theo sang ché. Vi du, thuc khuin thé dugc st dung theo
dudng miii cho chudt chuyén gen SWE/APP2576 (Taconic, 10 thang tudi), mau chudt bi
méc bénh Alzheimer. 20ul dung dich thuc khuan thé (5x10'*/mL) dugc dung cich nhau 2
tuan, trong khoang thoi gian tir 4 dén 12 thang va danh gia chirc ning lién quan. Sau khi
didu tri, mét tht nghiém danh gia dbi twong duge thuc hién dé nghién ctru tic dong cia
viée didu tri cua thue khuin thé nay dén kha ning ting cudng tri nhd. Trong ngay dau
tién, chudt duoc cho tiép xtc véi 20 d6i tuong méi trong 20 phit. Ngay tiép theo, thay
thé mot ddi twong va mot déi tugng duoc thay thé va kiém tra su to mo kham pha dbi
tugng méi cia chudt. Chi sb nhan biét dugc tinh cho mbi con chudt béng cach chia thoi
gian ma chung danh dé khdm pha gan dbi twong méi trén téng thoi gian chudt danh dé
~ kham ph4 gin ca hai d6i twong. Do d6, gié tri trén 0,5 chi ra kha ndng nhan biét ddi tuong
cii va danh thoi gian nhidu hon dé kham pha ddi tugng mdi.

Céc mAu chuyén gen khac méic bénh do gip nép sai protein cfing c6 thé dugc sir
dung dé chimg minh ché phim theo séng ché ¢6 kha ning 1am giam amyloid. Céc vi du
khong gi6i han bao gdm chudt a-synuclein “dong D (mAu chudt bi méc bénh Parkinson,
Masliah et al., Science (2000) 287:1265-1269); chudt Tg2576 (mau chudt mic bénh
Alzheimer, Hsiao et al., Science (1996) 274:99-102 va Duyckaerts et al., Acta
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Neuropathol (2008) 115:5-38 at 9); cAc mau chudt Jax® Mice khac nhau dé nghién ciru
bénh Parkinson (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME); va mau chudt ciing nhu miu
chudt cong dugc ban béi JSW Lifescience, ké ca miu cho bénh Parkinson, bénh

Alzheimer, bénh Huntington.

Thue khuin thé ma g3p da dugce tai bat hoat dugc cho 1 bi tai bt hoat trong cac
‘phuong phép nay, trai iai thuc khuan thé thé dai cing nam trong khu vuc véi amyloid,
lam gidm lugng clia amyloid, ngdn ngtra sy hinh thanh, va/hodc leai bd cic oligo gy doc
va két qua 1a cai thién chirc nang nhén thirc. Do do, thuc khuén thé chira 23p hodc manh
; g:fm két voi amyloid clia né, nhur duge dé cap theo sang ché, co thé dugc thir nghiém hoat

tinh in vivo so v6i doi chimg am va doi chimg duong.
Dugc pham

‘Theo mdt khia canh khac, sang ché d& cip dén ché phim duge dung chira cac hop
chit theo sang ché (tire 13, (a) g3p, manh gin két v6i amyloid cta g3p hoic thé do6t bién
hodc bién thé cua né; (b) cac hop chit, polypeptit va protetin dung hop chtta g3p, manh
gén két v6i amyloid ctiia g3p hodc thé dot bién hodc bién thé caa no; (c) thuc khuén thé
dang soi cO mang va tang s6 lugng ban sao ciia g3p so véi thuc khudn thé thé dai; (d) ta
duc_ré 16ng biéu hién gin két v6i amyloid mang g3p, manh gin két v6i amyloid cta g3p,
thd dot bién hodc bién thé cua né hodc hop chit, polypeptit va protetin dung hop chira
g3p, manh gan két v6i amyloid ciia g3p hodc thé dot bién hodc bién thé cua né; hoic (e)
thuc khuén thé dang soi dugc cai bién mang bién thé cia g3p, méanh gén két v6i amyloid
ctia g3p (khéng nhu phan ciia protein g3p dugc bidu hién), thé d6t bién hodc bién thé cla
c4c manh gin két véi amyloid hodc protetin dung hop hodc cac polypeptit khac loai chira

g3p, manh gin két véi amyloid ciia g3p hodc thé dot bién hodc bién thé ciia no).

“Dugc phdm” duge sir dung trong ban mo ta dé chi lwong c6 hiéu qua didu tri ctia
ché phém dugc mo ta theo sang ché véi chit mang va/hoic td duge thich hgp sinh 1y hoc.
Dugc phim khong gay kich thich déng ké sinh vat duoc sit dung. Thudt ngit “chit mang .
sinh 1y dung” va “chat mang dugc dung” dugc st dung thay thé cho nhau trong ban md ta
dé chi chat mang hoic chit pha loang khong gay kich thich d6i voi sinh vat va khong 1am

mét hoat tinh va dic tinh sinh hoc cia ché phém duogc str dung.

Thuit ngir “ta dugc” duge st dung trong ban md ta dé chi co chit tro dugc bd

“sung cho dugc phdm nhim d& dang sir dung thanh phan hoat tinh. Vi du, khéng nhim han
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ché pham vi cla sédng ché, bao gom, vi dy, nuéc mudi sinh ly, canxi cacbonat, canxi
phosphat, c4c loai duong va cac loai tinh bot khac nhau, cac din xuit xenluloza, gelatin,

diu thuc vat, polyetylen glycol va chét hoat dong bé mat, ké ca, vi du, polysorbat 20.

Duoc phim dugc sit dung theo sang ché c6 thé dugc phdi tron theo cach thong
thuong bang cach sir dung mot hodc nhiéu chit mang dugc chdp nhan vé mit sinh 1y bao
~ gbm ta duge va chit bd tro, ma cac ta duge ndy dé dang phéi hop cting thanh phan hoat
tinh dé didu ché thanh ché phim ma co thé dugc sir dung lam duge phim. Ché pham
thich hop ding theo dudng sir dung khac nhau duoc lua chon theo ban chét ctia ché pham

duoc phan phdi (vi dy, protein va thuc khuén thé).

Céc dudmg thich hop d st dung dugc phim theo sing ché c6 thé 13, vi du, bao
¢bm, phan phdi qua mang nhay, theo dudng miii; ngoai dudng rudt, bao gbm, tiém bép,
tiém dudi da, trong tiy xwong, ndi tily mac, trong tam that, tiém tinh mach, trong bung,

trong miii hodc trong mit; theo dudng miéng; hodc phan phéi theo dudng truc trang.

Theo mot sb phuong an, dugc phém duoc sir dung theo cach cuc b¢ hon 1a toan
than, vi du, théng qua tiém dugc phim truc tiép vao trong nio cua dbi tuong bi bénh.
Theo mot s& phuong 4n, k§ thuat tiém nay 12 ky thut tiém bt ky ma tranh duoc hang rao
mau ndo, vi du, béﬁg cach tiém truc tiép vao trong tiy xuwong, ndi tiy mac hodc tiém vao

trong tAm that.

Pé ding theo dudng tiém, thanh phin hoat tinh theo sing ché c6 thé duge phdi
ché thanh dung dich chita nude, tot hon 14 & dang dung dich dém sinh Iy nhu dung dich
Hank, dung dich Ringer hodc dung dich mudi dém. Dé st dung qua dudng mang nhay,
thich hop dé thim qlia hang rao bao vé dugc st dung trong ché pham. Cac k¥ thuat tham
thAu nay 1a d3 biét trong linh vye k¥ thuat nay.

Theo mét sd phuong 4n, dugc phim theo sang ché duoc sit dung qua dudng miii.
Viéc phan phdi qua dudng mili d3 duoc thong bao, cho phép phan phéi true tiép virut va
dai phan tir vao dich nio tiy (cerebrospinal fluid: CSF) hodc CNS. Mathison et al, 1998;
Chou et al, 1997; Draghia et al, 1995.

Dé str dung qua dudng mili, ché pham thuén lgi dé phan phéi & dang phun sol khi
tr binh ap luc hodc éng phun thich hop dé xit, vi du, diclorodifluoromethan,

triclorofluoromethan, dicloro-tetrafluoroethan hoic dioxit cacbon. Trong trudng hop binh
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xit 4p suét, don vi liéu dung cé thé dugc xac dinh bing cach gin van dé phan phdi mot
luong xac dinh. Vién nang va vién dan, vi du, gelatin dé s dung trong bao ché thube

béng cach phbi tron phirc hop theo sdng ché va bot thich hop nhu lactoza hodc tinh bot.

Céc protein khac nhau dugc mo ta theo sang ché déng vai trd nhu mét thanh phan
cta duogc phim ciing c6 thé dugc phan phdi vao ndo bang cach sir dung té bao than kinh
thu cam khiru giac nhu diém phan phéi. Vi du, vecto adenovirut chira gen ma héa proten
bét ky néu trén c6 thé duge phan phéi théng qua té bao than kinh thu cam khiru giac.
Draghia et al, 1995.

Ché phdm dugc md ta theo séng ché c6 thé duge bao ché dé str dung ngoai dudng
tiéu hoa, vi du, bing cach tiém hodc tiém truyén. Dugc phdm dé str dung ngoai dudng
tiéu hoa chira ché phidm dung dich nuéc & dang ché pham tan trong nuéc. Ngoai ra,
huyén phit héa thanh phan hoat tinh c6 thé didu ché nhu dang huyén phu & tiém trén co
s& nuéce hodc dau. Cac dung moi hbaflc ta dugc wa béo thich hop bao gdm dau nhu dau
vimg hodc axit este béo tbng hop nhu ethyl oleat, triglyxerit hodc cac liposom. Huyén
phu tiém chra nudc co thé chita co chét, ma cdc co chat nay lam ting d6 nhét cta huyén
pht d6, nhu natri carboxymetyl xenluloza, sorbitol hodc dextran. Tuy y, huyén pht nay
cling co thé chira chit 6n dinh hodc cac hop chét thich hop (vi du, chét hoat dong bé mit
nhu polysorbat (Tween 20)) ma chéit nay 1am ting tinh tan cta thanh phan hoat tinh cho
phép tao ra dugc dung dich co ndéng d6 cao. Mot protein trén co s& hop chét nhu vay, vi
du, albumin c6 thé duroc st dung dé ngin ngira su dinh bam ctia M13 1én bé mit phan

phdi (tue 13, tai IV, éng thong, kim tiém, v.v.).

Dé st dung theo dudng miéng, ché phdm nay c6 th8 duge bao ché bing cach gan
két thanh phan hoat tinh véi chét mang dugc dung da biét trong linh vuc k¥ thuat nay.

Céc ché phim nay c6 thé ¢6 mit trong dang lidu ding don vi, vi dy, trong lo, éng
tiém hodc trong vat chira nhiéu lidu dung, thy chon, ciing véi chét bao quan bd sung. Ché
pham theo séng ché c6 thé 1a dang huyén phu, dang hoa tan hodc nhil twong trong ta duoc
chira dau hodc nuéc va co thé chura chét phéi tron nhr chét tao nhi, chit dn dinh va/hoic
chét phan tan. Dang lidu dung don c6 thé 13 dang rén hodc dang 16ng. Dang liéu diung don
nay co thé duoc str dung truc tiép cho d6i tuong bi bénh ma khong can thay dbi hoic pha
loéing hodc tai phdi tron truée khi st dung. Theo mdt phuong 4n cu thé, dang liéu ding

don c6 thé dugce sit dung & dang tiém nhanh, vi du, tiém mét 1an, lidu dung don ding qua

-51-



34523

dudng miéng, bao gdbm lidu ding qua dudng miéng chira dang vién, vién nang, vién nén,
v.v.. Theo cac phuong &n khac, dang lidu ding don c6 thé duge sir dung trong thdi han
nhit dinh, nhu 13 bing cach truyén hoic thong qua bom cly ghép trén co thé, nhu bom
ICV. Trong phuong 4n sau, dang lidu ding don nay c6 thé 1a tii truyén dich hodc tai
truyén dich kém bom dugc db dﬁy mot lugng chi dinh thuc khuén thé dang so¢i. Theo
cach khac, tai truyén dich tai truyén dich kém bom nay dugc st dung cho dbi tugng bi
bénh ngay sau khi phéi tron dung dich liéu dung don ctia thuc khudn thé dang soi véi tii
truyén dich kém bom.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé cap dén phuong phép bao ché duoc phdm
theo sang ché. Cac ky thuat d8 bao ché thudc co thé dugc tim thdy, vi du, trong:
“Remington's Pharmaceutical Sciences,” Mack Publishing Co., Easton, Pa., ban sira doi

méi nhét, duoc két hop vao day dé tham khao toan bd noi dung.

Dugc phdm thich hop dé sir dung theo séng ché chua ché phim, trong d6 thanh

phﬁn hoat tinh chira mét lugng hiéu qua dé dat dugc muc dich mong doi.

Viéc x4c dinh luong c6 hidu qua v& mit chén do4n hogc diéu tri 1a 44 biét ddi véi
ngudi ¢é k§ ndng trong linh vuc k¥ thuit nay, cu thé 13 khi tham khéao nhitng thong tin

duoc bdc 1¢ theo sang ché.

Liéu luong va khoang thoi gian st dung c6 thé dugc diéu chinh tuy theo mic t4
duoc biéu hién thuc khuén thé c6 trong ndo ma du dé didu tri hodc chin doan, bénh réi
loan hodc bénh Iy cu thé (ndng do6 t6i thiéu c6 hiéu qua: MEC). MEC khéc nhau dbi véi
timg loai ché phim, nhung c6 thé danh gia dugc theo di liéu in vitro. Liéu ding can thiét

dé c6 dugc MEC phu thudc vao cac dic tinh riéng.

Khoang thoi gian dung cling ¢ thé duge x4c dinh theo gia tri MEC. C4c ché phim
can dugc ding theo phac dd, ma né duy tri dugc mue trén MEC tir 10 dén 90% theo thoi

no/

gian, t6t hon 1a 30-90% va tot hon nita 1a 50-90%.

Tuy theo murc dd va su dap Gmg ddi v4i bénh ly duoc diéu tri ma viéc sir dung theo
liéu dung c6 thé 1a st dung mot 1an hodc st dung nhiéu lan, véi dot di€u tri kéo dai tur
mot vai ngay dén mot vai tudn cho dén khi viée diéu tri c6 hiéu qua hodc tinh trang bénh

ly dugc thuyén giam.
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Luong cua ché phém dugc st dung, tAt nhién, s& phu thudc vao dbi tuong duogc

chan doan hoic diéu tri, mirc d6 nang ciia bénh, sy tudn thud theo y 1énh cua dugc sy, v.v..

Ché phim theo sang ché, néu mudn, c6 thé chura trong tii hodc thiét bi phan tan,
nhu kit duoc FDA chép thuin, ma kit nay cé thé chira mot hodc nhiéu dang don vi lidu
dung chira thanh phén hoat tinh. Ti nay co6 thé 13, vi du, chira chit nén 13 kim loai hoac
nhya nhu duge ép 1én tAm bia cing. Géi hozc thiét bi pha ché c6 thé di kém véi huéng
dan st dung. Bao gbi hodc thiét bi pha ché ciing c¢6 thé di cung v6i chi dan lién quan dén
vét chira theo quy dinh ctia co quan quan ly d6i v6i viée san xuét, sir dung, hodc buén
ban duge pham, ma di dwge quy dinh bédi co quan quan Iy nay d6i v6i thube dung cho
ngudi hode déng vat. Cac thong bao nay, vi duy, co thé 13 viéc gin nhan dugc chip thuin
cua Co quan quén ly dugce phédm Hoa Ky cho thudc ké don hodc cic san pham duogc chép
thudn chtra bén trong. Ché phdm chira ché phdm theo séng ché ma dugc bao ché thich
hop vé6i chat mang dugc dung ciing 6 thé duoc bao ché, gbi trong vat mang thich hop va

ghn nhan dé didu tri c4c bénh 1y chi dinh, nhu di duge m6 ta chi tiét bén trén.

Cén hi€u rang phin mé ta & trén ddy hodc dudi ddy duoc lay lam vi du va chi
nham giai thich chir khong nham muc dich han ché pham vi clia sang ché, nhu dugc yéu

cau bao ho.
St dung trong diéu tri bénh

Nhu di néu, thuc khuin thé dang soi M13 va thuc khuén thé dang soi lién quan,
cho thdy kha ning Gng dung trén dong vat bi méc bénh do gip nép protein sai. Xem, US
2011/0142803, duoc két hop vao day bang cach vién din toan bd ndi dung. Cu thé, di
phat hién ra ring thuc khuin thé dang soi niy c6 kha ning phan ly amyloid hinh thanh
trong ndo. Viéc loai bé amyloid dugc mong doi la dé 1am giam, 1am cham tién trién cla
hodc thAm chi iam d4o ngugc cac triéu chung bénh ly khéac nhau ¢6 cung diém khac biét
12 két tu vd/hodic cudn xodn protein sai trong nfo. Vi du, xem: WO2006083795 va

W02010060073, dirge két hop vao ddy bang cach vién din toan bo ndi dung.

Hon thé nita, M13 di cho thiy kha ning phan ly it nhat bén dang soi clia cac
- amyloid khéac nhau: dang soi 1-42 cta amyloid B (fAB42), dang soi a-synuclein (fosyn),

dang soi NM ctia prion ndm men (fNM) va va dang soi tau (ftau).
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Theo d6, theo mot khia canh khéc, séng ché dé cap dén viéc str dung ché phém bat
k¥ theo sang ché, nhu ché pham chira g3p, mién N1N2, mién N2 hodc cic méanh gin két
v6i amyloid khac (ké ca thé dot bién hoic bién thé cua céc dang néu trén) hodc protein
dung hop g3p, ta duge biéu hién hoic thuc khuén thé chtra dang bét ky néu trén, dé diéu
tri bénh do gip nép protein sai, nhung khong gidi han &, bénh bt ky lién quan dén
fAB42, fasyn, fNM hodc ftau.

Trong ngit canh diéu tri bénh, cac thuét ngir “ddi tueong bi bénh”, “ddi tugng” va
“ngudi nhan” dugc st dung thay thé cho nhau bao gdm ngudi cling nhu cac loai dong vat
_ khéac. Theo mét s& phuong 4n, d6i twong bi bénh 14 ngudi duwong tinh véi chat chi thi sinh
hoc lién quan dén bénh do gép nép protein sai. Theo mot phuong é4n, d6i tuong bi bénh

nay ¢6 biéu hién sy tich tu amyloid 8 nhu duge phat hién bdi chét hién hinh florbetapir.

Thuat ngir “diéu tri” duoc sir dung véi nghia 1am gidm, lam cham hodc dao nguge
su tién trién cia bénh & dbi tuong bi bénh c6 biéu hién mét hodc nhidu triéu chimg 1am
sang cua bénh. “Piéu tri” cling ¢6 nghia 1a lam giam, 1am chdm hodc ddo nguoc cic triéu
ching ctia bénh & dbi twrong bi bénh c6 biéu hién mot hodc nhiéu triéu chimg 14m sang.
Theo mdt phuong an, dbi turong bi bénh co6 biéu hién sy tich tu amyloid B dugc phat hién
béi chat hién hinh PET bang florbetapir va lugng tich lily amyloid B duoc giam di do
diéu tri. Theo mét phuong én, débi tuong bi bénh cd biéu hién su tich tu amyloid f nhu
dugce phat hién béi ché pham g3p theo séng ché va luong tich tu amyloid B duge gidm di
hodc gitt nguyén do didu tri. Theo mot phirong 4n khac, d6i tuong bi bénh c6 biéu hién su
tich tu amyloid typ bt ky dugc phat hién boi chit hién hinh PET va chire nang lién quan
dén nhan thitc cia ddi twong bi bénh duge ci thién boi sy didu tri d6. Viée cai thién vé
chirc ning nhan thic c6 thé danh gia duge bing cac phuong phap va thir nghiém néu

trong McKhann et al., Alzheimer’s & Dementia (2011) May;7(3):263-9.

“Viéc ngan nglra bénh” khac véi viée didu tri, chi viéc sir dung ché phém cho ca
thé tru6e khi xuét hién triéu chimg mic bénh bat ky. Viéc ngan ngira bénh ciing bao ham
c& viée sir dung ché phim g3p va/hoic TolA bét k¥ theo sang ché. Viéc ngin ngira bénh
cling ¢6 thé lién quan dén c4 thé, nguodi ma da biét 13 bi ting nguy co miac bénh hoic
ngudi da bi phat bénh, doc 1ap v6i nhau trén co sé mot hode nhidu chét chi thi di truyén.
C6 nhiéu chét chi thi di truyén d3 dugc nhén biét ddi v6i cac bénh do gip nép protein sai

khéc nhau. Vi du, ca thé bi mot hodc nhiéu dot bién cua ngudi Thuy Dién, nguoi An Do
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hodc ngudi Luin Pon trong protein tién chit amyloid cta ngudi (human amyloid
precursor protein: hAPP) lam tang nguy co mic phat trién bénh Alzheimer khéi phéat sém
cing 13 Ung vién dé ngan ngira bénh. Tuong tu, cd thé c6 bo ba nucleotit CAG lip lai
trong gen huntingtin, cu thé 13 ngudi c6 36 hoic nhiéu hon bd ba nucleotit 1ip lai, ma

cudi cing sé& phat trién bénh Huntington ciing 12 d6i tuong dé phong bénh.

Theo mot sb phurong 4n, protein hodc manh cia n6 dugc st dung truc tiép ]am
thudc chita bénh. Theo phuong an nay, g3p, mién N1IN2, mién N2 hodc cic manh gin két
v6i amyloid khac (k& ca thé dot bién hodc bién thé ctia dang bat ky néu trén) duge phdi
tron tree tiép vao duoc phdm hodc ché pham. Theo phuong én khac, g3p,mién N1N2,
mién N2 ho#c cac manh gén két voi amyloid khac (ké ca thé @6t bién hodc bién thé cta
dang bét k¥ néu trén) 13 mot phan clia protetin dung hop hodc ta duge biéu hién nhu thye
khuén thé va theo phuong 4n nay, d6 1a protein dung hop hodc ta dugc biéu hién ma duge
két hop vao dugc phim hoic ché phim theo sang ché. Thee phuong 4n khac, ché phim
nay chira thuc khudn thé c6 g3p hoic manh gan két voi amyloid ciia né ma ¢ hi€u qua
hon g3p ctia thuc khuan thé M13 thé dai troeng viéc 1am giam hodc gift nguyén duge mirc
cta amyloid c6 trong ndo. Theo mot sd phuong 4n, thuc khudn thé nay cé hidu qua cao
hon trong viée 1am gidm hodc duy tri mirc ciia amyloid so véi hi¢u qua cia M13 ¢d biéu

hién nhi€u hon 5 ban sao cta g3p.

Thuat ngit “gip nép protein sai” dugc sit dung trong ban md ta dé chi bénh dic
trung & chd hinh thanh protein amyloid bdi protein két tu (peptit hinh thanh amyloid),
nhu 13, nhung khong giéi han &, amyloid B, amyloid A huyét thanh, xystatin C, IgG
kappa chudi nhe hodc protein prion. Cac bénh da biét lién quan dén két tu protein va/hoic
glp nép sai bao 26m bénh Alzheimer, bao gbm bénh Alzheimer khéi phat sém, bénh
Alzheimer khéi phat mudn, va bénh Alzheimer tién phat, bénh Parkinson, thoai héa
amyloid SAA, cystatin C, triéu chimg Aixolen di truyén, 150 suy, bénh da u tity xuong,
bénh do prion bao gdm nhung khong gi6i han & kuru, bénh Creutzfeldt-Jakob (CJD),bénh
Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), chimg méit ngi di truyén gay chét (FFI), bénh
ciru dién va viém ndo bo dang x6p (BSE); bénh xo cling teo co mot bén (amyotrophic
lateral sclerosis: ALS) (ALS), bénh thodi héa tiéu n3o (spinocerebellar ataxia: SCA)
(SCA1), (SCA3), (SCA6), (SCA7), bénh Huntington, bénh DRPLA (dentatorubral-
pallidoluysian atrophy: DRPLA), bénh teo co hanh tiy, bénh mach méu ndo amyloid di
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truyén, thoai héa amyloid, mét tri do ton thuong thity tran-thai duong, mét tri Anh/Pan
Mach va bénh néo di truyén. Ché phdm chira g3p theo séang ché ¢6 thé dugc str dung dé

diéu tri bénh do “gap nép protein sai”.

C6 nhidu bénh do gip nép sai va/hodc két tu protein amyloid xuét hién trong hé
than kinh trung wong (central nervous system: CNS). M6t s& vi du vé cac bénh xuét hién
trong CNS 14 bénh Parkinson; bénh Alzheimer; bénh mét tri do tén tuong tran-thai duong
(FTD) ké ca nhitng d6i tuong bi bénh c6 cac hoi chimg 1am sang sau: thay d6i hanh vi
" FTD (behavioral variant FTD: bvFTD), ching mét ngdn ngit do dién dat khong tréi chay
(progressive non-fluent aphasia: PNFA) va ching mét ngdn ngit (semantic dementia:
SD); bénh suy thodi thity trn-thai duong (frontotemporal lobar degeneration: FTLD); va
bénh Huntington. Ché phdm g3p theo séng ché co thé duoc sit dung dé diéu tri bénh dic
trung boi proein amyloid két tu va/hodc gip nép sai ma xuit hién trong hé than kinh trung

vong (central nervous system: CNS).

Viéc gip nép sai va/hoic két tu protein ciing c6 thé xut hién bén ngoai CNS.
Thoai hoa amyloid A (AA) (ma protein tién chat 1 apolipoprotein huyét thanh pha cip
tinh (serum acute phase apolipoprotein: SAA) va bénh da u tuy xuong (chudi ning
va/hodc chudi nhe globulin mién dich tién chat protein) 1a hai bénh da biét rd lién quan
dén viéc protein két tu va/hodc gép nép sai ma chiing xudt hién trong hé than kinh trung
vong (CNS). Céc vi du khac vé bénh nay lién quan dén amyloid gy ra béi B,-
microglobulin, transthyretin (bénh viém da dy thin kinh amyloid di truyén [FAP),
Familial Amyloidotic Cardiomyopathy [FAC] va thoai héa amyloid hé¢ théng 130 héa
(Senile Systemic Amyloidosis: SSA), (apo)serum AA, cic apolipoprotein Al, All va
AIV, gelsolin (dang cudi cing ciia bénh viém da day thdn kinh amyloid di truyén),
lysozym, firbrinogen, cystatin C (bénh mach méau ndo amyloid, xuat huyét nfo di truyén
cung v6i thodi héa amyloid, typ ngudi Aixolen), (pro)calcitonin, polypeptit amyloid hat
(IAPP thoai hoa amyloid), yéu td natriuretic clia tm nhi, prolactin, insulin, lactadherin,
kerato-epithelin, lactoferin, protein lién quan dén viéc phat sinh té bao rang (odontogenic
ameloblast-associated protein) va semenogelin I. Ché phdm g3p theo séng ché ciing c6
thd dugc st dung dé didu tri bénh lién quan dén gip nép sai vi/hoic két tu protein ma

xuit hién bén ngoai hé than kinh trung wong CNS.
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Bénh thoai hoa than kinh c6 thé lién quan dén thuong ton tau. (Reviewed in Lee et
al. (2001) Annu. Rev. Neurosci. 24:1121-159). Protein tau 1a mot protein lién quan dén vi
6ng duoc biéu hién trong soi truc than kinh cta ca hé than kinh trung wong 1an hé than
kinh ngoai bién. Bénh nay con bao ham ca bénh do protein Tau gay thoai héa than kinh
(d6i khi con duoc d& cap dén nhur 12 bénh Iy protein tau). Vi du vé bénh 1y protein tau bao
gbm bénh Alzheimer, phitc hop bénh xo cing teo co mdt bén (amyotrophic lateral
sclerosis: ALS)/mét tri Pakinson, chimg mét tri Argyrophilic dang hat, thodi héa
Corticobasal, bénh Creutzfeldt-Jakob, mét tri do chin thuong, lan truyén mé rbi soi than
kinh va voéi héa, hdi chirmg Down, sa sut tri tué tran-thai duong ké ca bénh mét tri do tén
thuong tran-thai duong ké ca bénh bét tri do tén thuong tran-thai duong do bénh
Parkinson lién quan dén nhiém sic thé 17, bénh Gerstmahn—St:réiussler—Scheinker, bénh
Hallervorden-Spatz, loan dudng trorong co, bénh Niemann-Pick typ C, bénh té bao than
kinh van déng khong phai nguoi ddo Guam do cd mé roi soi than kinh, bénh Pick, hdi
ching Parkinson sau viém ndo, bénh mach méau ndo amyloid do protein prion, chung tang
thin kinh dém tién trién dudi vé ndo, ching té liét trén nhan tién trién, viém ndo xo héa
ban cép tién trién va mat tri do rbi loan. Mot sb bénh nay cling bao ham c4 sy tich lily ctia
peptit amyloid B hinh s¢i. Vi du, bénh Alzheimer biéu hién ca mirc tich tu amyloid B va
tdn thuong tau. Tuong tu, cic bénh do prion nhu bénh Creutzfeldt-Jakob, bénh mach mau
ndo amyloid do protein prion va hdi chiing Gerstmann-Striaussler-Scheinker cling c6 thé
¢6 ton thuong tau. Do d6, khi mdt bénh dugce néu 1a “bénh ly protein tau” thi khong can
phai nhéc lai 12 ngoai trir cac bénh thuéc nhém hogc phan loai bénh thodi héa than kinh,
ma thudt ngit nay duogc st dung theo céch thong thudng. Ché phim chira g3p theo sang
ché c6 thé dugc sir dung dé diéu tri bénh thoai hoa than kinh cling nhu cic bénh lién quan
dén ton twong tau.

Theo mdt phuong 4n, duge phdm hodc ché pham theo sing ché dé sir dung trong
phuong phép lam gidm lugng cta amyloid & d6i trong bi bénh c6 triéu chimg bidu hién
lién quan dén su c6 mit cla amyloid hodc duong tinh v6i chét chi thi sinh hoc lién quan
dén bénh do gip nép protein sai, nhu 13 florbetapir (AV-45, Eli Lilly), bao gb6m budc cho
dbi tuegng bi bénh str dung mot lugng c6 hiéu qua duoc phém hodc ché ph?lm duoc mo ta
theo sang ché. Theo mot phuong 4n, dudng sir dung dugc phim hodc ché pham theo sang
ché duge chon tir duong ti€m noi tuy mac, tiém truc tiép vao trong tam thét, tiém trong

nhu mé hoic phan phéi qua dudong miii.
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Theo mét phuong 4an, dugc pham hoic ché pham theo sang ché dé sir dung trong
phuong phéap duy tri mtc ciia amyloid & ddi tuong bi bénh c6 tridu chimg biéu hién lién
quan dén su xut hién ciia amyloid, ma dbi tuong bi bénh nay duong tinh véi chét chi thi
sinh hoc lién quan dén bénh do gip nép protein sai, nhu florbetapir (AV-45, Eli Lilly),
bao gébm budc sit dung cho d6i tuong bi bénh mot lugng 6 hiéu qua cia duge phim
hodc ché phim theo sang ché. Theo mot phuong 4n, dudng st dung duge phim hoic ché
phdm theo sang ché dugc chon tir dudgn tiém ndi tily mac, tiém vao trong tdm that, tiém

trong nhu mé hoac phan phéi qua dudng mdi.

Theo mét phwong an, duge pham hodc ché phim theo sang ché @ sir dung trong
phuong phép phan ly amyloid & ddi twong bi bénh bao gbm budc sir dung cho ddi tugng
bi Vbénh c6 amyloid mot lugng c6 hiéu qua diéu tri duoc phdm hodc ché phim theo sang
ché. Theo mot phuong 4n, dudng st dung dugc phim hozc ché phidm theo sang ché dugc
chon tir duong tiém ndi tiy mac, tiém truc tiép vao trong tAm thit, tiém trong nhu md

hoic trong phan phdi qua dudng mii.

Theo mdt phuong an, dugc phim hodc ché phdm theo sang ché dé sir dung trong
phuong phap 1am phén ly mang tich tu ctia amyloid B trong néo, bao gbm budc tiém truc
tiép vao trong nio cla dbi trong bi bénh c¢é nhu ciu mot lugng duge pham c6 hiéu qua

diéu tri bénh theo sang ché, do d6 1am giam su tich tu cia amyloid B trong n#o.

Theo mdt phuong 4an, duge phdm hoic ché phdm theo sang ché dé sir dung trong
phuong phap 1am giém lugng cta amyloid hinh thanh trong ndo. Vigc lam gidm sy hinh
thanh amyloid trong no ¢ thé ngin ngira, diéu tri hodc 1am giam céc triéu chung hoic
murc d6 nghiém trong ctia bénh do gap nép sai protein hodc bénh thodi héa than kinh.
Theo mot phuong an, dudng st dung duoc pham hoic ché phim theo sang ché dugc
chon tir dudng tiém ndi ty mac, ti€ém truc tiép trong tam thét, tiém trong nhu mé hoic

phan phdi qua dudng mili.

Theo mot phuong an, dugc pham hoic ché phim theo sang ché theo séng ché dé
stt dung trong phwong phap dé thiic day su dao thai amyloid trong ndo. Viéc thiic day su
dao thai amyloid c6 thé ngin ngira, diéu tri hodc lam giam triéu chimg hodc mirc 4o
nghiém trong cta bénh gip nép sai protein hodc bénh thoai héa thin kinh. Theo mot

phuong an, duong su dung dugc pham hoic ché pham theo sang ché duoc chon tir dudng
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tiém ndi tiy mac, tiém truc tiép vao trong tam that, tiém trong nhu md hodc phan ph6i

qua dudng miii.

Theo mdt phwong 4n, duoc phim hodc ché pham theo sang ché dugc dung trong
phuong phap nham trc ché sy két tu amyloid trong ndo. Viéc wc ché su két tu amyloid
trong nio c6 thé ngan ngira, diéu tri hoic 1am gidm triéu chimg clia mot s6 bénh thoai hoa
than kinh hogic bénh lién quan dn mot s6 bénh do gip nép sai protein. Theo mdt phuong
4n, duong sir dung dugc chon tr duong tiém ndi tiy mac, tiém truc tiép vao trong tim

thét, tiém trong nhu mé hodc phan phdi qua dudng mii.

Theo mét phuong an, dugc phim hodc ché phim theo sang ché dugc dung trong
phuong phap & thanh thai cac oligome amyloid gay ddc ¢ trong ndo. Viéc thanh thai
cac oligome amyloid gdy doc trong ndo cd thé ngin ngira, didu tri hodc lam gidm triéu
chitng hodc mirc 49 cua bénh thodi hoa than kinh hodc bénh do gip nép sai protein gay
ra. Theo mdt phuong an, duong dung duoc pham hoac ché phim theo sang ché dirgc
chon tir drong tiém ndi ty mac, tiém truc tiép vao trong tim that, tiém trong tiém trong

nhu mé hodc phan phdi qua dudng miii.

Theo mét phuwong 4n, dugc phim hoic ché phim theo sang ché dwgc ding trong
phuong phap dé ngin ngira sy hinh thanh cac oligome amyloid gdy ddc trong ndo. Viée
ngin ngira sy hinh thanh cac oligome gy doc trong nio co6 thé ngan ngira, diéu tri hosic
lam giam céac triéu chung hodc mirc d§ nghiém trong cua bénh do gip nép protein sai
hodic bénh thoai hoa than kinh. Theo mdt phuong 4n, duong st dung duge pham hodc ché
phim theo sang ché dugc chon tir dudng tiém ndi tiy mac, tiém truc tiép vao trong tim

that, tiém trong nhu mé hoic phan phdi qua dudng mii.

v Theo mét phuong én, duge phim hoic ché phim theo sang ché duoc dung trong
phuong phéap d bao vé té bao than kinh khoi sy gy hai ctia amyloid. Viéc té bao than
kinh dugc bao vé khoi sy gy hai bsi amyloid cé thé ngin ngira, diéu tri hodc 1am giam
c4c triéu ching hoic mic do nghiém trong cuia bénh do glp nép sai protein hodc bénh
thoai hoa than kinh. Theo mot phuong an, dudng st dung dugc phim hozc ché phim
theo sang ché dugc chon tir dudng tiém ndi thy mac, tiém truc tiép trong tAm that, tiém
trong nhu mo hodc phan phdi theo dudng mii. Theo mdt phuong an, dugce pham hoic
ché phdm theo sang ché d8 s dung dé bao vé té bao than kinh khdi sy giy hai cla

amyloid dugc x4c dinh nhu phuong phap phong bénh.
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Theo mdt sb phuong én, dbi tugng bi bénh nay duong tinh véi chit chi thi sinh
hoc lién quan dén bénh do két tu va/hodc gip nép protein sai. Theo mot phuong 4n, chat
chi thi sinh hoc nay 1a florbetapir (AV45, Eli Lilly).

Theo mot s6 phuong an, dbi tugng bi bénh nay biéu hién triéu ching cda bénh
tho4i héa than kinh ma bénh nay lién quan dén sy c6 mit cia amyloid. Trong cac phurong

4n khac nhau, amyloid niy 13 dang bét ky ctia fAB42, fosyn, fNM, hoic ftau.

Theo mot phuong 4an cu thé, bénh thodi héa than kinh 1i bénh Parkinson, bénh
Alzheimer, hodc bénh Huntington. Theo mdt phuong &n, bénh thodi héa than kinh 13
bénh Alzheimer. Theo mot phuwong an, bénh thoai hda than kinh 12 bénh Alzheimer va
dbi twong bi bénh c6 bibu hién amyloid p nhu dugc phat hién boi chit hién hinh
florbetapir (AV-45, Eli Lilly).

Theo mdt sb phuong 4n, dbi twong bi bénh nay c6 triéu chimg biéu hién bénh do

prion gay ra.

Theo mot phuong an cu thé, bénh do prion gy ra dugc chon tir bénh Creutzfeldt-
Jakob disease, kuru, ching mit ngi di truyén gy chét, hoic triéu chimng Gerstmann-

~ Straussler-Scheinker.

Theo mot sd phuong én, dbi tugng bi bénh co tri€u chung biéu hién bénh thoai héa
than kinh do protein tau ngoai bénh Alzheimer. Theo mot phuong an cu thé, bénh duoc
diéu tri nay 13 bénh duge chon tir bénh mét tri Argyrophilic dang hat (Argyrophilic grain
dementia: AGD), thoai héa Corticobasal, mét tri do chén thuong, lan truyén mé rdi soi
than kinh va voi hda, hoi chimg Down, mét tri do ton thuong tran-thai duong bao gdm
méat tri tran-thai duong do bénh Parkinson lién quan dén nhiém sic thé 17, bénh
Hallervorden-Spatz, loan dudng truong co, bénh Niemann-Pick typ C, bénh té bao than
kinh van dong khong phai ngudi ddo Guam do c6 mé r6i sgi than kinh, bénh Pick, hoi
chung Pakinson sau viém n3o, chﬁﬁg tang than kinh dém tién trién dudi vé nfo, ching té
liét trén nhén tién trién, viém ndo xo héa ban cip tién trién va mét tri do rdi loan.

Chén do4n

Theo mot khia canh khéc theo sang ché, ché phdm chira g3p va TolA, ké ca
protein dung hop 3gp, dugc st dung trong cac ing dung chin doan bénh lién quan dén

c4c bénh khéac nhau nhu duoc d& cip theo sang ché. Vi du, gén két v6i ché phdm theo
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séng ché khi dugc sir dung nhu chat hién hinh hogc 13 in vivo hodc 14 in vitro nhu mot
phin cta phuong phap chin doén bénh do gap nép protein sai nhu dugc md ta theo sang

ché.

Céc chét dung @ chin doan bénh, con dugce d& cép dén nhu ché phim ding dé
chin doan bénh, ciing thudc pham vi sang ché va c6 thé chtra cac chit bat ky dugc mo ta
& trén theo sang ché (ttc 13, (a) g3p, méanh gin két v6i amyloid cia g3p hodc thé dot bién
hoiic bién thé cia nd; (b) cac hop chét, polypeptit va protetin dung hop chira g3p, méanh
gén két voi amyloid ciia g3p hodc thé dot bién hodc bién thé cua no; (c) thuc khuan thé
dang soi duoc tang sd lugng ban sao ciia g3p khi so véi thuc khuén khi so véi thuc khuan
thé thé dai; (d) t4 dwoc bidu hién lién két véi amyloid chira g3p, ménh gin két véi
amyloid cta g3p, thé dot bién hodc variant bién thé ciia n6 hodc chéphém, polypeptit va
protetin dung hop chira g3p, manh gin két v6i amyloid ciia g3p hodc thé dot bién hoic
bién thé cua né; hoic (e) thuc khuén thé dang soi dugc cai bién mang bién thé cna g3p,
manh gin két v6i amyloid ctia g3p (khdng nhu phén protein g3p biéu hién), thé do6t bién
hodc bién thé ctia manh hoic protein dung hop gin két nhu vay hoic polypeptit khac loai
chira g3p, manh gin két v6i amyloid cta g3p hodc thé dot bién hoac bién thé cta no).
Céc chit dung dé chan doan bénh c6 thé con chira thém chét danh déu c6 thé phat hién

duoc hodc ¢o6 thé phat hién in vivo theo cach khac.

Theo mot sb phuong 4n, ché phim theo sang ché, nhu ché pham chira g3p hoa tan
hodc manh gin két voi amyloid (ké ca thé dot bién va bién thé cia nd) hoic protein g3p
dung hop, dugc st dung nhu chat hién hinh amyloid. Chat hién hinh nay c6 thé phat hién
va amyloid va chén dodn c4c bénh lién quan dén amyloid. Do ché pham theo séng ché
gin két v6i amyloid bét chip loai sgi, nén chung thich hep, trong d6 ching c6 thé hién
hinh mang két tu ctia amyloid (AB, tau, a-synuclein, v.v..) - cac chét nay déng vai trd 1a
chét hién hinh don 1é. Hién khong c6 chit hién hinh/phuong phép duge chdp nhan dé
phat hién su két tu clia tau hodc alpha synuclein trong hé than kinh trung wong (CNS).
Trong khi da c6 cac chét hién hinh d6i véi amyloid B, nhung van con nhu ciu can thém
cac chit ma c6 thé ting cuong mbi trong quan giita chirc ndng lién quan va hinh anh thu
duoc va/hoac co thé du doan tdt hon khi ndo bénh tinh sé& tré nén x4u di so v&i mire do 6n
dinh hién c6. Dé c6 tdng quan, xem: Resnick & Sojkova, Alzheimer’s Res Ther. (2011)
3(1):3.
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Ché phdm diung dé chin doan bénh theo sang ché c6 thé duoc sir dung nhu chit
hién hinh két hop vé6i chét hién hinh ma dic hidu véi amyloid B nhu, vi du, F18-AV-45,
Eli Lilly. Néu khong c6 chit hién hinh di biét gay két tu khong phai amyloid B, viéc sir
dung ché phim dung dé chin doan theo sang ché dong thoi véi chét hién hinh dic hiéu
v6i amyloid B s& phat hién duoc dang két tu khong phai 12 amyloid B trén so s& phat hién
su khac biét. Do d6, theo mot phuong an, ché phém dung dé chén doén bénh theo sang
ché duoc st dung nhu chét hién hinh khi két hop v6i chét hién hinh amyloid B @ phat
hién su két tu khong phai 13 amyloid p.

Theo mot phuong an khéac, ché phim dung dé chin doan bénh theo sang ché dugc

st dung nhu chat hién hinh dé phat hién amyloid B trong CNS, ké ca trong n3o.

Ché phdm dung dé chin doan bénh theo sang ché thuong can cd thanh phan gin
két véi amyloid gén v&i mot hodc nhiéu chat danh diu c6 thé phat hién dugce khi né duogc
sit dung nhu chit hién hinh, C6 nhidu chét dénh ddu ¢6 thé duge gén v6i ché phim gén
két v6i amyloid cta ché pham ding dé chin doan bénh bang cach sir dung cac k¥ thuat
chudn dé danh d4u protein. Vi du v& cc chét danh dau nay bao gdm chét danh ddu huynh
quang va chit danh ddu phéng xa. Co nhidu chit danh diu phong xa c6 thé st dung,
nhung thudng ding chit d4nh ddu dugc Iya chon tir nhém bao gbm, nhung khong gidi
han &, '°F, 1'C va ' C4c chét danh d4u ddng phan phong xa khac ¢6 thé dugc gin vao
protein bang cach st dung cac k¥ thuat da biét trong linh vuc ky thuat nay khi sir dung
héa chit da biét. Theo mot phuong 4n, chit danh diu nay dugc phat bién béng céach chup
X quang phét xa pozitron (PET). Tuy nhién, cic k¥ thuit thich hop khac dé phat hién
ddng phan phéng xa c6 thé cling duge st dung dé phat hién cac dau phong xa.

Ché phim ding dé chin doan bénh theo sang ché co thé duge str dung theo dudng
gibng nhu d3 dugc mé ta cho ché phim ding dé didu tri bénh. Theo mot phuong an, viéc
dung theo dudng ndi tiy mac la mét duong dung ché phdm ding dé chin doan bénh.
Theo mdt phuong an khac, viée str dung tiém tinh mach 1a mdt duong dung dé sur dung
ché phdm ding dé chan doan bénh.

Vi du thwe hién sang ché
Mac du da ching minh dugc hi€u qué cta thuc khuén thé dang s¢i nhu chét gén

két chéng lai su két tu 1 phu thudc vio co ché hoat dong, viéc hiéu co ché nay cho phép
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thiét ké thuc khuan thé véi hiéu qué diéu tri tot hon. Ngoai ra, diéu ndy con dong vai tro

nhu co s& dé didu ché hop chét khang lai su két tu bd sung.

Nhu di dé cap & trén, M13 cho thdy kha nang gin két va phan ly it nhit bbn loai
soi amyloid khic nhau: dang soi 1-42 cta amyloid B (fAP42), dang so¢i o-synuclein
(fasyn), dang soi NM prion cua ndm men (fNM) va dang s¢i tau (ftau). Bén loai protein
ndy tao ra cic sgi amyloid ma khong lién quan dén trinh tu axit amin so cdp, nhung ci
bbn dang ddu bi gép nép sai thanh dang gip nép clia amyloid chudn. Eichner & Radford,
2011. Kha nang cia M13 gin két va géy ra su phan ly cua cac protein trén da chi ra ring
M13 nhan dang ra dugc cAu tric chinh, nhv 13 dang tim gép nép beta hoic dic tinh hinh

'thé nhu cac cum ky nudc, ma ca hai dic tinh nay tao nén dic tinh ciia s¢i amyloid.

Mic du su phén ly ctia amyloid khéng phai 1a ddc tinh chung d6i véi tit ca cac
loai thuc khuén thé.. Vi du, ciu trac dic trung hai muoi mat cia thuc khuén thé T7 khong
gy ra sy phén ly cia fAB42, ngay cd khi T7 duoc 0 cung fAB42 trong 3 ngay & 37°C.
Thuc khuén th8 T7 khong thé hién bat ky hoat tinh phan tach ngay ca khi ndéng do cia
M13 phén ly trén 70% s¢i amyloid cung dugc . Trai lai, thuc khudn thé fd, ma mang
axit amin tich dién 4m trong g8p ctia nd khi so véi M13 (va do do biéu hién nhiéu hon
2800 diém tich dién am/thirc khuan thé so véi M13 c6 trong sb ban sao ctia g8p), viéc |
gén két va phan ly fAP42 thanh M13. Cac nghién ciu ban dau ndy, cing véi viée tim ra
virut kham thubc 14 (TMV) c6 thé phan ly amyloid (TMV), 16ng mao va éng dudi T4 cua
E. coli, tAt ca déu c6 hinh dang tru xoin va cé cc don vi ldp lai (xem US 2011/0182948),
cho thiy rang, hinh dang ctia thuc khudn thé mang tinh cht quyét dinh d6i véi hoat tinh
phén ly s¢i amyloid.

Tuy nhién, cac vi du dudi ddy duge mo t4 mot cach 14n luot co ché (mac du khéng
nham loai trir 14n nhau) d6i v6i tinh chat cta thuc khudn thé dang so1 gén két va chéng lai
su két tu d3 duogc théng bao. Céac vi du va co ché hoat dong hd trg, thuc khuén thé cai
bién nhdm ting cudng su gan két voi amyloid dua trén co sé nay dugc dé xuét cling véi
c4c hop chit gin két v6i amyloid.

Vi du 1: Thuc khudn thé M13 wu tién géan két véi dang soi AB

Viéc gin két M13 véi dang soi AB so v6i dang don thé AP dugc xac dinh bang
cong hudng bé mit hat nhan (SPR).
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Thue khuén thé M13 vu tién gin két véi soi AP; khong gan két véi monome AP.
Nghién ctru cong hudng bé mat hat nhan duge thuc hién béng cach st dung 10™ thuc
khuén thé/mL cho qua chip cam bién sinh hoc véi fAB dugc ¢ dinh dugc bio cdo trong
Fig.3. Fig.3 cho thdy Kp gén két M13 vio khoang 4 nM, khi so véi su gan két bsi khang
thé don dong. Phan tmg tuong tac 41 luc cao nay cho thiy rang qué trinh gin két dic hiéu

x4y ra gitra thuc khuan thé va soi amyloid.
Vi du 2: Gan két cia M13 véi dang soi Ab phu thudc vao lidu dung

M13 gin két v4i fAB42 ciing phu thudc vao liéu dung. Trong Fig.4A, su gan két
cia hai lidu dung thuc khuan thé véi s6 mol fAP42 tang d3 dugc so sanh. Trong phuong
phép phin tich gin két tinh soi amyloid-M13, M13-Alexa488 dugc tron véi AP (FAB)
trong 2-3 gidr cho phép tao ra phirc hop, tiép d6, phirc hop nay dugc dé lang bang cach ly
thm véi tée dd 7500 vong/phit, trong thoi gian 10 phit. Sy phat huynh quang trong céac
hat cin ling twong tng v&i M13 gin két v6i amyloid. Phub’gn phap phén tich nay cho
phép dinh lwong sw gfn két cia thwc khuan thé lién két v6i fAP dong thoi dia ra hé danh
gi4 kha ning cia cac hop chét khac lién két canh tranh véi thuc khudn thé. Fig.4B cho
thdy Kp d6i voi gin két canh tranh M13 tuong Gng véi gié tri quan sat dugce dbi voi gin
két dugc phan tich trong phurong phép cong hirdng bé mit hat nhéan.

Vi du 3: Hinh thé nguyén dang dé gin két M13 véi dang sgi AP

Khi gia nthiét thue khudn thé M13 dn 90°C trong 10 phut, kha ning canh tranh dé
gin két ciia ching vé co ban bi mit hoan toan. Fig.5 thé hién két qua canh tranh lién két
bing cach xir 1y nhiét (déng khung) so véi dang M13 ban dau (khoanh trdn) trong
phuong phap phan tich gin két canh tranh vé6i sgi amyloid.

Vi du 4: Nhiét do twong tng cho phan tmg M13-amyloid

M13 ¢6 kha ning phan ly soi amyloid. Fig.6 thé hién két qua phan tich huynh
quang Thioflavin T (ThT) st dung fAB. Khi c6 mét cia M13, fAB42 bi phén ly.

Fig.7A thé hién su thay ddi ciia ndng d6 mudi trong két qua phan tich huynh
quang ThT 10 1an (tir 0,15 dén 1,5 M), trong d6 chi c¢6 2-3 14n khac biét trong ty 1¢ phan
trim cta fAB bi phén ly. Didu nay cho thdy ring, phan tng ky nude chiu trich nhiém db6i

v6i phan 1én su phan ly quan sat dugc.
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Ngugc voi hiéu qua nho tuong Umg v6i ndng d6 cia mudi, Fig.7B cho thdy ring
su thay déi vé nhiét do tir 4°C dén 37°C dan dén su khac biét vé sy phan ly tir 8 dén 10

N
A

lan.

Céc két qua nay cho thdy ring su phan ly M13 phu thudc vao protein ma c6 ching
hoat dong manh hon & nhiét dot cao hon va vo tinh twong Ung véi hi¢u qua cua mudi
trong phuong phép phan tich do, gian tiép qua phan tmg ky nuéc. Thuc khuin thé g3p
phit hop vé6i muc dich nay. Cac mién N1 va mién N2 duge lién két v6i nhau bang lién két
gidu glyxin, ma lién két ndy “mé” theo sw gén két ciia N2 véi long F cta vi khuan Tiép
d6 N1 nay c6 kha ning gin két véi ddng thu thé cta vi khudn, ma dong thu thé nay dong
vai trd nhu mét phan clia qué trinh phan tmg. Viéc 1am ting nhiét do trong phwong phap

phén tich su phén ly dugc hy vong 1a “mé” cac mién N2 va N1 cia g3p.

rong khi 1am bat hoat M13 & nhiét d6 cao (90°C, 10 phit, xem Fig.5) dé hiy bo
gin két, 1am tang nhiét do 0 trong phuong phép phan tich gan két M13-amyloid c6 tac
dung duong tinh déi véi gén két d6. Fig.8A cho thy khi ting nhiét 6 18°C dén 58°C thi
gin két tang dan 1én dén khi Ty ban 18 khong gép nép khoang 50°C, ma tai d6, su gin két
~ bt dAu giam. Nhiét do gfn két i rru nay 14 thich hop véi nhiét do khong gap nép N1-N2
(con goi 12 nhiét 40 nong chay hodc Tyy) trong g3p, d6 1a 48,1°C. Viéc tang nhiét do G Ién
dén 50°C thay vi 37°C ciing lam cho su gén két cia M13 véi fAB42 xay ra nhanh hon.
Fig.8B.

Vi du 5: g3p cén thiét dé cho phan ing M13-amyloid B

Dé truc tiép kiém tra xem liéu g3p c6 can thiét dbi v6i su géin két cia M13-
amyloid B hay khong, g3p dugc 1y ra khoi thuc khuin thé bing xir Iy bang ArgC
(M13Ag3p) dé thiy phan protein va thuc khuén thé M13Ag3p dugc so sanh véi thuc
khuén thé tai gdp nép dbi véi gin két AB. Khi xtt Iy bang ArgC, proteaza ctia Bacillus, s&
phéan tach mét cach chon lgc tiéu don vi g3p ra khdi thuc khuén thé. Két qué dugc thé
hién trén Fig.9A. M13 dugc tai cudn xodn s& canh tranh véi M13 thé dai trong phuong
phap phén tich lién két canh tranh, mic di & mirc cao. Tuy nhién, ngay ca khi ting
M13Ag3p lén gép 15 13n thi su canh tranh nay vin kém, néu toan bo 1a M13 thé dai. Viée
khong thé canh tranh dugce véi M13 thé dai tvong tng v6i viéc mat kha ning 14y nhiém
trong thuc khuan thé M13Ag3p. Fig.9B. Khi xt ly bang ArgC ciing khién mét hoat tinh
phéan ly. Fig.9C.
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Néu g3p gy ra su gin két theo cach twong dbng véi vai trd ctia né trong khi lay
nhi®m, thi mién N1 va N2 van déng vai trd quan trong trong viéc ldy nhiém ma canh
tranh véi M dé gén két. D& kidm tra didu nay, NIN2 hoa tan tai t6 hop (“rs-g3p(NIN2)”;
“cAu triic 3”) duge tao ra va thir nghiém trong phéan tich canh tranh. Theo Fig.10A va
Fig.10B, M13 canh tranh v6i M13 dugc danh ddu dé gan két véi fAB42, trong khi
M13Ag3p lai khong. Trai lai, rs-g3p(N1N2) c6 kha ning canh tranh véi M13, cho thiy
rang mién N1 va mién N2 ciia g3p du dé gin két voi amyloid B. Thu dugc két qua twong

g khi lap lai d6i v&i phan tich canh tranh. Fig.10B.
Vi du 6: Cac dot bién khong gép nép ban 1& g3p didu hoa su gin két ctia amyloid

Céc dot bién ma tac dong dén kha ning clia ban 12 ndm giira mién N1 va mién N2
ctia g3p dé mé ra ciing tic dong dén kha ning cta thirc khuin thé c6 cac dot bién ma
canh tranh vgi M13 thé dai dé gén két voi AB. Eckert & Schmid, 2007, d3 md ta mot sb
bién thé ctia thue khuin thé duge st dung d8 thir nghiém cho gia thuyét nay. Cac bién thé
“AAA” (con duge goi 12 “3A”) 1am yéu su ghn két cia 16ng va 1am tang tinh on dinh cta
mién N2. AAA mang cac dot bién sau trong g3p: W181A, F190A va F194A. Cac dot
bién ITHY bao gdm T13L, T101I, Q129H va D209Y, ma ching drge 1am 6n dinh mién
N2 va lam tang Ty. ’

Canh tranh lién két dugc danh gia déi véi thuc khuén thé £d, thuc khudn thé nay
¢6 trinh tir axit amin g3p trong mién N1 v mién N2 gidng nhu ciia M13 (Fig.2); IIHY,
c6 Tm ban 1& va AAA cao hon M13 Déi véi thuc khuén thé fd, AAA va IIHY dugc @
trude tai 50°C trong 1,5 gio, tiép dén 1a Fd, AAA, va IIHY hoat hoa va bat hoat dugc so
sanh vé kha ning canh tranh véi M13 duge danh dAu. Fig.11 thé hién két qua thu dugc.
£d thé dai 1a chit canh tranh tdt hon khi dugc hoat héa bing nhiét. Tréi lai, su gia nhiét
nay c6 hiéu qua rat thép dbi voi IIHY, ma c6 Tm ban 18 cao hon. AAA, ma c6 dd 4n dinh
cia mién N2 bi suy giam so véi M13, 13 chét canh tranh t6t hon khi duoc hodc khong
dugce xr ly nhiét.

Céc dir liéu nay trg giap cho két ludn, d6 13 su tac dong cia M13 véi amyloid B
cing co ché ma co ché nay dugc M13 ding dé 1ay nhiém vi khuan. Trudc hét, n6 chira
rang phan tng ky nuéc la rit quan trong d6i v6i phan tmg M13-amyloid B. Thir hai, hoat

tinh gin két va phan ly ctia M13 phy thudc vao nhiét d6 phan dnh Tm khong gdy gap nép
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ban 1& N1-N2. Thir ba, sy thity phan chon loc g3p sé& lam méat mdi twong tac gitta M13-
amyloid f.

Vi du 7: Méanh g3p duoc lya chon va c6 kha nang gén két v6i amyloid, nhung
khong phai 13 dang don thé

DPé danh gia xem liéu manh g3p c6 duy tri kha ning gin két véi amyloid hay
khong, didu ché manh g3p chira N1 va N2 va danh gia kha nang gin két ctia AP dang soi
80 v6i AP dang monome bing cong hudng bé mit hat nhan (SPR). Két qua cho thay rs-
g3p(NIN2) duge uu tién gin két v6i dang soi AB; ma khong gin két voi AP dang
monorme. Nghién ciru céng hudng bé mjt hat nhin bang cach s dung 4pM rs-
g3p(N1N2) dugc béo céo trong Fig.13. nghién ctru nay cling cho thdy két qua Kp gén két
rs-g3p(N1N2) 1a khoang 160 nM. Ai luc lién két cao nay chira rang qua trinh gin két dic

hiéu xuét hién gitta rs-g3p(N1N2) va soi cuia amyloid.

CAu truc bd sung duoc danh gid bang SPR. Bang dudi day tom luge két qua danh

gia.
Mau phén tich ka kd - Kp
(I/M-gigy) | (1/gidy)
CAu tric 1 M13 2,6€3 9,2e-6 3,59nM
CAu tric 3 rs-G3P(N1N2), 25°C 1,5¢3 2.4e-4 0,15uM
CAu trac 3 1s-G3P(N1N2), gia nhiét trudc tai 37°C 4,1e3 2e-4 0,05puM
Céu tric 4 1,75¢4 1,28¢-4 7,32nM
Protein dung hop rs-g3p (NIN2)-hIgG4Fc, 25°C
Céu tric 5 1,52¢4 1,66e-4 10,9nM
Protein dung hop rs-g3p (NIN2)-hIgG4Fc, 25°C
Céu triic 6 1,71e4 1,58¢-4 9,2nM
Protein dung hgp N1N2-IgG1Fc, 25°C

Vi du 8: Manh g3p c6 kha nang phan ly soi Ap42

D& kiém tra xem liéu manh g3p c6 thé phan ly soi amyloid hay khoéng, rs-
g3p(N1N2) dugc thit nghiém trong phuong phép phan tich huynh quang ThT d6i voi kha
ning thoéi hoa sgi fAB42 duoc tao ra trude do. Két qua cho thdy rang rs-g3p(IN1N2) ¢6
kha ning phéan ly fAB42. Fig.14A thé hién két qua cia thi nghiém nay, ma trong do rs-
#3p(N1N2) phén ly fAB42 trong mé hinh phy thude theo lidu dimg. Fig.14B thé hién ICs
1a khodng 20 nM.

Theo mét thir nghiém doc 1ap, AB42 dugc G cung v6i hodc khong cung voi rs-

23p(N1IN2) tai ndéng d6 2uM trong vai ngdy & 37°C va su tdan ven cua s¢i AB42 dugc
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danh gia bing kinh hién vi dién ti truyén qua. Fig.15A thé hién két qua cla thi nghiém
nay, ma rs-g3p(N1N2) phan ly soi AB42. Fig.15B bao céo két qua phan tich ThT d6i véi
cac mAu tuong tir. Rs-g3p(N1N2) gay bién tinh dbi véi soi sgi AB42 trong phuong phép
phan tich ThT nay.

Vi du 9: rs-g3p(N1N2) phong bé a-synuclein va su tap hop AB va rs-g3p(N1N2)-
hIgG1-Fc phong bé su tip hop va e ché su két tu cia AB

Dé xac dinh xem lidu g3p c6 kha ning phong bé su tip hop soi a-synuclein dong
thoi xac dinh xem liéu ching ¢6 dong vai trd dong gia hay khong (tic 13, s6 luong ban
sao cua g3p), tién hanh thir nghiém danh gia kha ning cia g3p ngil lién (5 ban sao cua
g3p) va g3p don thé (mot ban sao ciia g3p) dé chin hoat tinh cta o-synuclein. Két qua
cho thdy ring, ddi voi hoat tinh nay, g3p phong bé su tap hop soi a-synuclein va thé g3p

ngl lién c6 hiéu qua cao hon so v6i g3p don thé. Xem Fig.16.

Kha nang cta rs-g3p(N1N2) (ciu tric 3) va rs-g3p(N1N2)-hIgG1-Fc (cAu triic 6)
dé trc ché su tap hop cia AP42 ciing dwoc danh gia. Theo Fig.30 va Fig.31, ciu tric 3 va
chu triic 6 c6 kha ning e ché sir tap hop cua fAB42 & dang phu thude vio lidu luong str
dung. Theo Fig.37, cAu tric 3 va ciu tric 6 c6 kha nang c ché su két tu ciia fAB42.

Vi du 10: Protein dung hop rs-g3p(N1N2)-Ig gin két va phan ly AP

Pé danh gia xem lidu g3p c6 dong vai trd dong héa tri d6i voi kha nang gin két
cta g3p voi amyloid hay khong, protein dung hop Ig lién két doi véi rs-g3p(NIN2)
(“dung hop rs-g3p(N1N2)-Ig”) dugce tao ra va so sanh véi M13 lién két nim vé kha nang
gén két v6i soi AP ciia ching. Theo Fig.17, thé dung hop rs-g3p(N1N2)-Ig gén két voi
AP c6 cung ai lyc nhu M13 va va c6 kha nang gin két tét hon so v6i 1s-g3p(N1N2) don
1¢, diéu nay cho thdy rang hoa tri ciia g3p déng vai trd quan trong. Khi 13p lai phuong
phép phan tich canh tranh cling thu duoc két qua tuong tng. Fig.18. Theo Fig.18, hinh
vudng dai dién cho thdy ciu trac 2 (M13); hinh tam gi4c dai dién cho chu trac 3 (rs-
g3p(N1N2)); hinh tam gidc ngugce dai dién cho chu tric 4 (dung hop rs-g3p(N1N2)-Ig);
va hinh thoi dai dién cho ddi chimg am r-IgG4 Fec.

Dé danh gia xem liéu héa tri c6 dong vai trd quan trong trong viéc phan ly
amyloid hay khong, dang dung hop rs-g3p(N1N2)-Ig hoa tri hai (“cAu trac 4”) duoc so
v6i dang M13 hoéa tri nam trong phuong phap phan tich bay loc. Fig.19. Két qua cho thay
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rang ca dang dung hop rs-g3p(N1N2)-Ig va M13 héa tri ndm déu co kha nang phan ly soi
ctia amyloid B. Thtr nghiém ciing cho thiy rang héa tri c6 thé déng vai trd quan trong dbi
v6i kha ndng phan ly, khoang 1,7nM M13 hda tri ba c6 tac dung lam giam sy két tu voi
murc trong duong cia dang dung hop 40 nM rs-g3p(N1N2)-Ig. Fig.19.

Theo phuong 4n phan tich tuwong tu, 1 x 10'mL M13 (c4u tric 2); 80 nm va 800
nM rs-g3p(N1N2)-hIgG4-Fc (cAu tric 5); va 80 nm va 800 nM cua rs-g3p(NIN2)-
hIgG1-Fc (cu tric 6) duge thir nghiém vé kha ning phan ly ciia sgi AP42 trong phuong
phap phan tich bay loc. Cu triic 2, 5 va 6 ¢6 kha ning phan ly s¢i cia amyloid . Fig.33.

Vi du 11: Protein dang tir lién streptavidin-[biotin-g3p(N1N2)] gin két va phan ly
fAB

Dé danh gid xem liéu hoa tri ctia g3p c¢6 kha ning gén két va phan ly amyloid hay
khong, streptavidin dang tr lién dugc tiép hop véi g3p(NIN2) dugc tao ra bing cach két
hop rs-g3p(N1N2) v6i Biotin-Lys-NTA trong didu kién c6 mit cia NiSO, Phéi tir du
duge loai bo bang cach loc qua mang 3KDa MWCO. Streptavidin dugc bb sung va rs-
g3p(N1N2)-Biotin du dugc loai bod bang cach loc qua mang 100 KDa MWCO. Céu trac
g3p thu duogc, streptavidin-[biotin-g3p(NIN2)], ch thiy c6 bén gbc rs-g3p(NIN2).
Streptavidin-[biotin-g3p(NIN2)] dugc so sdnh véi rs-g3p(N1N2) (“cu tric 3”) trong
phuong phép phan tich gin két. Fig.20. Dang tir lién streptavidin-[biotin-g3p(N1N2)] cé
kha nang gin két véi fAP tot hon dang rs-g3p(N1N2) don thé, diéu nay d3 chi ra rang hoa
trj déng vai trd quan trong ddi véi kha ning gin két. Fig.20. Tham chi, ching cling déng
vai tro quan trong ngay ca khi rs-g3p(N1N2) dang don thé gan két véi AP & mic duge
dung.

Pé danh gid xem liéu hoa tri c6 déng vai rd quan trong trong viéc phan ly hay
khéng, rs-g3p(NIN2) dang don thé di dugc tao ra d& so sanh véi dang to lién
streptavidin-[biotin-g3p(N1N2)] phuong phép phén tich by loc. Fig.21. Két qua cho
thdy ring ¢4 dang rs-g3p(N1N2) don thé va dang tr lién streptavidin-[biotin-g3p(N1N2)]
déu c¢6 kha ning phan ly soi fAB. Két qua ciing chi ra ring hoa tri ¢6 thé dong vai tro
quan trong trong viéc phan ly, nhu dugce chi ra boi kha nang vuot trdi cua 360 nM dang
tir lién streptavidin-[biotin-g3p(N1N2)] trong viéc loai bo 200 ng fAP két ty, khi so véi
su phan ly AB bing 2,5uM rs-g3p(N1N2) dang don thé. Fig.21, hang? so v&i hang 4, vi
du.
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Su phan ly cia AP bing streptavidin-[biotin-g3p(N1N2)] ciing c6 thé danh gi4
duoc bang TEM. Streptavidin-[biotin-g3p(N1N2)] phan ly hoan toan fAB42 sau khi u 3
ngay. Fig.22.

Vi du 12: Protein dung hop N1N2-Ig 1am giam déng ké AP trong mAu chudt méc
bénh Alzheimer

St dung mau chudt duge dung trong nghién ctru bénh Alzheimer (Hsiao et al.,
Science (1996) 274:99-102; Duyckaerts et al., Acta Neuropathol (2008) 115:5-38), chugt
duc Tg2576 c¢6 do tudi trén 500 ngay, dugc tiém (2pL/1An tiém) tiém 14n Tugt vao thiy c4
ngua hai ché phim 13 NIN2-Ig fusions (cdu truc 5 véi lidu luvong 7,8ug/lan tiém va ciu
trac 6 voi lidu luong 8,2pg/13n tiém) va nuée mudi sinh Iy dugc ding lam déi chimg 4m
va giét sau 7 ngdy. Thu mé nfo, cit va nhuém ma dé dinh luong bang cach sir dung
khang thé don dong khang amyloid P (82El; cat. # MBS490005-1J10323 from
MyBioSource). Theo Fig.28, ca hai protein dung hop NIN2-Ig déu c6 tac dung 1am giam
déng ké lrong mang tich tu dugc xéac dinh trén thuy ca ngua khi so véi mau chudt duge
diéu tri bang nudc mubi sinh 1y. Theo Fig.29, ca hai protein dung hop N1N2-Ig déu lam
giam dang ké luong mang tich tu xac dinh dugc trong vé ndo khi so véi chudt dugce didu
tri bang nuéc mudi sinh 1y.

Vi du 13: Protein dung hop NIN2-Ig phong bAB dang oligome gay ddc té bao

AP dang oligome do su giai phéng enzym giy doc cu thé trong té bao than kinh.
Enzym nay co thé dugc phan tich nham xac dinh xem liéu mot hop chét cu thé co thé uc
ché AB dang oligome gy doc té bao hay khong. Fig.32 cho thdy dir liéu tiéu biéu, trong
d6 M13 (chu triic 2) va rs-g3p(N1N2)-hIgG1-Fc (cu truc 6) phong bé doc tinh gay ra boi
oligome ddi véi té bao N2a. Do d6, cac manh g3p 13 cac chét trc ché tiém ning déi véi
oligo AP gy doc té bao.

Vi du 14: Protein dung hop NI1N2-Ig gin két va phan ly tau

Pé danh gia xem liéu manh g3p gan két vé6i tau, manh protein dung hop g3p-Ig
chira N1 va N2 duge tao ra va déanh gid kha niang gén két v6i ftau ctia no bing cong
huéng bé mat hat nhan (SPR). Fig.35 thé hién két qua ctia phuong phép phén tich SPR
dién hinh cho thdy ring rs-g3p(N1N2)-hIgG4-Fc (cdu triic 4) ¢ tiém ning lién két véi

ftau.
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D8 kiém tra xem liéu manh g3p ¢ thé phan ly tau hay khong, méanh protein dung
hop g3p-Ig chira N1 va N2 duoc thir nghiém bang phuong phdp phan tich huynh quang
ThT v& kha nang bién tinh ftau c6 trude. Két qua nay chira rang protein dung hop N1N2-
Ig c6 kha ndng phan ly ftau. Xem, Fig.36A va Fig.36B.

Vi du 15: Protein dung hop N1N2-Ig trc ché su tich lity, két tu PrP% va hinh thanh

PrP* trong méu nudi cdy té bao ctia bénh do prion O\I2a22LS°)

Bénh do prion dic trung boi su nghich chuyén protein prion cta té bao thong
thudng (PrP°) thanh dang bénh ly khang proteaza PP, PrP*° ¢6 dic tinh tir PrP° trén co
s& khang proteaza: dang bién tinh mo6t phan PrP> boi proteaza tao thanh manh c6 151 dau
C khang proteaza (PrPres), ma dang nay 12 dang khong dugc glycosyl héa voi trong
lrong phén tir khoang 19-21 kDa. Su uc ché, nghich chuyén va tai sinh PrP> tao ra co
ché tiép can vé kha ning tri liéu dé didu tri mot sb bénh thoai hoa.

Pé xac dinh xem liéu manh protein dung hop g3p-Ig chira N1 va N2 (chu tric 6)
co can thiép vao dang chuén prion gy bénh (PrP%) in vitro trong mau mic bénh do prion
hay khong ddng thoi cling xac dinh xem liéu ¢6 su phan ly hodc sw thay doi vé tinh hoa
tan cta PrP trong té bao N2a22L % khi c¢6 hodc khong c6 mat clia chu trac 6 hay khong, té
bao duoc nudi cdy trong 24 gid trong didu kién c6 hodc khong c¢6 1 ug/mL ciu tric 6
hoic IgG va sau d6 duge thu hoach trong dung dich dém thity phén. 100pg protein tong
sb dugce sidu ly tim & 4°C trong 90 phut véi tdc d6 55,000 vong/phut trong r6to TLA
100.1 trong thié bi siéu ly tim Beckman Optima TL. 25u1 miu chira hat va dich néi hoa
tan duge dua 1én cot SDS-PAGE va phan tich dong bang khang thé 6D11 mAb khang
PrP. Viéc tang cuong loai bd cac chét khong hoa tan du bao trude cia proteaza K (PK)
khang boi thé dot bién PrP> hodc PrP, nén danh gid dugc kha ning cua cAu tric 6 thay
@di vé tinh hoa tan ciia PrP. Té bao duoc xir Iy bing cAu triic 6 biéu hién su suy giam
dang ké vé luong PrP két tw/hoa tan khi so v6i té bao N2a22L™ duoc xir Iy bang IgG.
Xem: Fig.38A va Fig.38B.

Theo Fig.38A va Fig.38B, té bao N2a22L% dugc tao ra theo ti liéu Pankiewicz et
al., Eur. J. Neurosci. (2006) 23:2635-2647. Tém lai, ndo cua chudt bi bénh CD-1 giai
doan cudi duoc cho 1ay nhiém vao loai prion 22L phu hop v6i chudt duge lam ddng nhit
v6i dung dich nudc mudi dém phosphat lanh va 5% dextroza trong diéu kién vo trung

bing siéu am (10% khéi lugng/thé tich). D& 1dy nhidm, thé déng nhat chira ndo chudt nay
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duoc pha loding tiép dén 2% trong Opti-MEM va dugc bd sung vao ranh phu trén dia sau
giéng (Corning, Acton, MA, USA), 1 mL/giéng 10-cm?®. Sau 5 gid, 1 mL MEM chuin
duge bd sung vio té bao va i cling véi thé ddng nhit chira nfo chudt & trén, thoi gian 4
bd sung 12 12 gid. Té bao dugc rira sach va duge cho vao méi trudng nudi cdy MEM
chudn. Té bao duoc phat trién cho dén khi giao nhau va tiép d6 dugc chia theo ty 1& pha
loang 1:2 va duogc chuyén vao dng nghiém 25-cm?* (Corning). Té bao dugc phat trié trong
bng nghiém dugc chia theo ty 1& 1:2 sau chu ky 4 ngay cho phép phat trién trong 1an cdy
chuyén tiép theo, té bio phat trién trong 6ng nghiém dugc thu hoach va dugc ddng nhit
dé kiém tra muc PrP%. Theo nghién ciru trén, su xuat hién cta chit ding dé tiém c6
ngudn goc tir PrP%° chi duoc phat hién d6i véi 1an ciy chuyén thir nhit va thir hai, nén té
bao 1an cdy chuyén tha 4 (P4) dugc st dung cho cac nghién ctru tiép theo. Té bao duoc
phan giai bing dung dich dém ddng nhit chira (50 mM Tris-HCL, pH 7,4, 150 mM NaCl,
1 mM axit etylen glycol tetraaxetic (EGTA), 1 mM Na;V0,;, 1 mM NaF, 2,5 mM
Na,P,0;, 1 mM B-glyxerophosphat, 1% NP-40, 0,25% natri deoxycholat, 0,5 mM
phenylmetylsulfonylfluorua (PMSF), 1 mM leupeptin, 1 mM pepstatin A, 1 mM) hage
khong c6 PMSF @€ phan cit bang PK) trong 5 phut tai 4 °C va phén khong hoa tan duge
loai bé bing cach ly tAm véi tde @0 10.000 vong/phit trong 10 phit & 4°C. Dé tach phan
doan té bao, 100ug protein duge ly tim voi tbc d6 55.000 vong/phut trong 90 phut, sau
d06 céc hat nay duogc tai tao lai vé thé tich ban dau. 20% cta ca phé‘m hat va dich néi dugc
phén giai va xac dinh vé mat hoa sinh.

Dé chi ra xem lidu ¢6 su thay ddi phu thudc vao liéu ding ctia chu trac 6 dbi véi
su lay lan PrP*°, su phan ly hodc thay d6i céc dic tinh sinh ly cia n6 hay khong, té bao
N2a22L% duge nudi cdy trong 24h ddng théi véi viée ¢6 hodc khong co cAu tric 6 hodc
v6i IgG voi ndng do ting va duoc thu hdi trong dung dich dém thity phan. Tung phan té
bao duoc thiy phin khi duge xir Iy hodc khong duoc xir ly bang PK dugc dua 1én SDS-
PAGE va phan tich dong chay bing khang thé 6D11 khang PrP va 6H4 mAb. Phan img
mién dich sinh héa dap tmg PK dugc phan cét va khéng duge phan cit thu duge tir t€ bao
IgG dbi chimg va té bao duge xir Iy bing ciu tric 6 duge dénh gia. Viéc xr Iy nay bao
génrfN2a22L§°+—lOughnL,3ughnL,1ughnL,O§33ughnL,0J11ughnL,OﬁB7pghnL,
0,012pug/mL va 0,004pg/mL cAu tric 6 hoic N2a22L% + 1pg/mL mlgG.
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Két qua trén ciing chi ra ring c6 mot sy suy giam dang ké theo lidu dung trong
PrP%° khi ¢6 mit cla cu tric 6, véi it hon 50% PrP%° dugc tao ra khi ¢6 0,08ug/mL cAu
trac 6 so v4i 1pg/mL IgG. Xem Fig.39A va Fig.39B. Cac thi nghiém ldp lai cling xac
nhan két qua nay.

Dé danh dang PrP khang proteinaza K (PK), cac phin ctia té bao thity phan dugc
xir Iy bang PK (1pg/pg) pha lodng theo ty 1& 1:50 & 37°C trbng 30 phut, theo cac phuong
phap d3 biét (Perrier et al., J. Neurochem (2004) 84:454-463, Pankiewicz et al., 2006).
Sau khi 1, su phan cét duogc dung béng cach bd sung PMSF dén 4 mm.

Néng do protein xac dinh duoc bang cach st dung kit phan tich protein BCA
(Pierce). Mau dirc;s’c pha lodng trong d&ém mau (250 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10% SDS, 5
mM B-mercaptoetanol, 50% glyxerol, 0,02% xanh comassie G250) va dugc dun s6i trong
5 phit. Mau duoc xir Iy ndy dugc rira giai bing SDS-PAGE trong diéu kién kh.

Khéng thé don dong 6D11 khang PrP (See Sadowski et al., Neurobiol Dis. (2009)
34(2): 267-278) va 6H4 (Xem: Cordes et al., J Immunol Methods (2008) 337:106-120)
cling nhu cac dang khang actin duoc st dung dé x4c dinh dic tinh cau mau. Phirc hop
khang nguyén-khang thé ndy duge xé4c dinh bang céch sir dung IgG khang chudt tiép hop
voi peroxidaza cua cdy cai ngua (GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire, UK)
duoc nhan biét bang hé théng ECL (GE Healthcare UK Limited) theo huéng din ctia nha
san xudt. Viéc dinh luong cac dai protein dugce thuc hién béng cach phan tich mat do cua

mang (Image J, NIH).-

Fig.38A va Fig.38B va Fig.39A va Fig.39B da ddng thoi ching t6 kha ning cla

manh protein dung hop g3p Ig tc ché tryuc tiép su tao thanh PrP*¢ trong diéu kién in vitro.
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YEU CAU BAO HO
1. Protein dung hop chtra polypeptit gén két véi amyloid va it nhit mot polypeptit bd
sung thuong khong gin két voi polypeptit gén két v6i amyloid, trong d6 polypeptit gin
két v6i amyloid nay c6 kha ning gin két vai protein amyloid gip nép sai va/hodc két tu

va dugc chon tir:

(a) g3p thé dai,

(b) manh gén két amyloid ctia g3p thé dai chira mién N2 c6 chiéu dai day du,

(c) g3p dot bién van c6 kha ning gin két v6i amyloid va va khac véi g3p kiéu
dai (a) chi béng cach thay thé va/hodc chén doan axit amin, va

(d) manh gin két amyloid dot bién ctia g3p van c6 kha ning gin két véi dang
tinh bdt va khac voi manh gin két amyloid cia g3p thé dai (b) chi bang cach
thay thé va/hodc chén doan axit amin, va

trong d6 polypeptit gin két v6i amyloid hoic protein dung hop nay khong bao
gdm thirc khuén thé.

2. Protein dung hop theo diém 1, trong d6 polypeptit 13 it nhit mot polypeptit bd sung
chtra viing hing dinh ciia globulin mién dich.

3. Protein dung hop theo diém 2, trong d6 ving hing dinh cta globulin mién dich 14
manh Fc ciia globulin mién dich.

4. Protein dung hop theo diém 3, trong d6 manh Fc cia globulin mién dich 12 manh Fc
cua IgGl.

5. Protein dung hop theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 polypeptit
gin két v6i amyloid ndy 13 manh N1-N2 ciia g3p thé dai hoic manh twong (g clia g3p
dot bién.

6. Protein dung hop theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 polypeptit
gén két voi amyloid nay 13 g3p thé dai hodc dot bién c6 chidu dai day du.

7. Protein dung hop theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 6, trong d6 g3p thé dai
hodc manh gin két amyloid ctia g3p thé dai c6 trinh tw twong tu nhu SEQ ID NO.1 hogc
ménh gin két amyloid ctia SEQ ID NO.1.
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8. Protein dung hop theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong d6 polypeptit
gin két v6i amyloid nay c6 d6 twong dong trinh tr it nhét bang 85% so véi SEQ ID NO.1
hoic manh gin két amyloid cia SEQ ID NO.1.

9. Protein dung hop theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong d6 polypeptit
gin két voi amyloid nay c6 d6 trong dong trinh tir it nhat bang 90% so véi SEQ ID NO.1
hozic manh gin két amyloid cia SEQ ID NO.1.
10. Protein dung hop theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong d6 polypeptit
gin két voi amyloid nay c6 d trong dong trinh tur it nhat bang 95% so véi SEQ ID NO.1
hoic manh gin két amyloid ciia SEQ ID NO.1.
11. Protein dung hop theo diém bt ki trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong d6 polypeptit
gin két v6i amyloid c6 do twong ddng trinh tur it nhit bang 98% so v6i SEQ ID NO.1
hoic manh gin két amyloid ciia SEQ ID NO.1.
12. Protein dung hop theo diém 5, trong d6 polypeptit gin két v6i amyloid nay c6 do
trong ddng trinh tir it nhat bang 95% so véi manh N1-N2 cia SEQ ID NO.1.
13. Protein dung hop theo diém 5, trong d6 viing ban 18 ctia N2 dugc gy dot bién dé tao
ra polypeptit v6i nhiét do néng chay ving ban 1& giam va 4i Iuc cao hon dbi véi amyloid
s0 v6i polypeptit thé dai twong ting.
14. Polypeptit gin két véi amyloid, trong dé polypeptit gén két v&i amyloid nay c6 kha
ning gén két vdi protein amyloid gap nép sai va/hoic két tu va duge chon tir:

(a) g3p thé dai, |

(b) méanh gén két amyloid ciia g3p thé dai chira mién N2 c6 chiéu dai day du,

(c) g3p ddt bién vin c6 kha nang gin két véi amyloid va va khac véi g3p kiéu dai
(a) chi bang cach thay thé va/hoic chén doan axit amin, va

(d) manh gin két amyloid d6t bién clia g3p van c6 kha ning gin két véi dang
tinh bot va khic v6i méanh gin két amyloid cua g3p thé dai (b) chi bing cach
thay thé va/hodc chén doan axit amin, va

trong d6 polypeptit gin két v6i amyloid hodc protein dung hop nay khong bao

gbm thuc khudn thé.

-75-



34523

15. Polypeptit gin két v6i amyloid theo diém 14, trong d6 polypeptit gan két v6i amyloid
nay 13 manh N1-N2 ctia g3p thé dai hoic méanh twong tmg ctia g3p dot bién.

16. Polypeptit gin két v6i amyloid theo 14 hodc 15, trong d6 polypeptit gan két voi
amyloid ndy 13 g3p thé dai hoic dot bién c6 chiéu dai day du.

17. Polypeptit gin két véi amyloid theo diém bét ky trong sb cac diém tir 14 dén 16,
trong d6 g3p thé dai hoic manh gin két amyloid cia g3p thé dai c6 trinh tu tvong tur nhu
SEQ ID NO.1 hoic manh gin két amyloid caa SEQ ID NO.1.

18. Polypeptit gan két véi amyloid theo diém bét ky trong sb cac diém tir 14 dén 16,
trong d6 polypeptit gin két voi amyloid nay c6 d6 twong dong trinh tir it nhit bang 85%
so v6i SEQ ID NO.1 hoic manh gin két amyloid ctia SEQ ID NO.1.

19. Polypeptit gin két v6i amyloid theo diém bit ky trong sd cac diém tir 14 dén 16,
trong d6 polypeptit gan két voi amyloid nay c6 do twong dong trinh tr it nht bang 90%
so v&i SEQ ID NO.1 hodc manh gin két amyloid ctia SEQ ID NO.1.

20. Polypeptit gin két véi amyloid theo diém bét ky trong sb cac diém tir 14 dén 16,
trong d6 polypeptit gin két voi amyloid nay c6 do twong ddng trinh tir it nhit bang 95%
so v6i SEQ ID NO.1 hosic manh gin két amyloid ciia SEQ ID NO.1.

21. Polypeptit gin két véi amyloid theo diém bat ky trong sd cac diém tir 14 dén 16,
trong d6 polypeptit gin két v6i amyloid c6 d twong dong trinh tu it nhat bing 98% so
v6i SEQ ID NO.1 hoic méanh gin két amyloid cia SEQ ID NO.1.

22. Polypeptit gin két v6i amyloid theo diém 15, trong d6 polypeptit gan két voi amyloid
nay c6 do trong ddng trinh tr it nhat bang 95% so v6i manh N1-N2 ciia SEQ ID NO.1.
23. Polypeptit gan két v6i amyloid theo diém 15, trong d6 vung ban 1& ciia N2 dugc gdy
dot bién dé tao ra polypeptit v6i nhiét d6 néng chay ving ban 18 giam va 4i luc cao hon
d6i voi amyloid so véi polypeptit thé dai twong ting.

24. Dugc phim chtra protein dung hop theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 13 va
chit mang dugc dung.

25. Dugc phim theo diém 24, trong d6 duoc pham nay & dang phan liéu don vi.
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26. Dugc phdm chira polypeptit gan két v6i amyloid theo diém bét ky trong sb cac diém
tir 14 dén 23 va chit mang dugc dung.
27. Dugc phdm theo diém 26, trong d6 dugc phdm ndy & dang phén liéu don vi.
28. Ché phdm chtra nhin danh diu c6 thé phat hién duoc gin két véi protein dung hop
chira polypeptit gin két v6i amyloid va polypeptit bd sung thudng khong gin két véi
polypeptit gan két véi amyloid, trong d6 polypeptit gin két v6i amyloid c6 kha ning gin
két v6i protein amyloid gip nép sai va/hoic két tu va duoc chon tir:

(a) g3p thé dai,

(b) méanh gin két amyloid cta g3p thé dai chira mién N2 c6 chidu dai day du,

(c) g3p dot bién van c6 kha ning gan két v6i amyloid va khac véi g3p thé dai (a)
chi bang cach thay thé va/hoic chén doan axit amin, va

(d) doan dot bién gin két amyloid ctia g3p van giir kha ning gin két v6i amyloid
va khac v&i manh gén két amyloid cia g3p thé dai (b) chi bang cach thay thé va/hoic
chén doan axit amin,

trong d6 polypeptit gin két v6i amyloid hodc protein dung hop nay khoéng bao
gdm thuc khuén thé.
29. Ché phim chira nhin danh d4u c6 thé phat hién duoc gin két vai polypeptit gin két
v6i amyloid, trong d6 polypeptit gén két véi amyloid c6 kha ning gin két véi protein
amyloid gip nép sai vi/hodc két tu va dugc chon tir:

(a) g3p thé dai,

(b) méanh gin két amyloid cua g3p thé dai chira mién N2 c¢6 chiéu dai ddy du,

(c) g3p dot bién van c6 kha ning gin két v6i amyloid va khac véi g3p thé dai (a)
chi bang cach thay thé va/hodc chén doan axit amin, va

(d) doan dot bién gén két amyloid ctia g3p van giir kha ning gan két véi amyloid
va khac v6i manh gin két amyloid ciia g3p thé dai (b) chi bang cach thay thé va/hoic
chén doan axit amin,

trong d6 polypeptit gin két véi amyloid hodc protein dung hop nay khong bao

gdm thuc khuan thé.
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30. Trinh tr axit nucleic ma héa protein dung hop theo diém bat ki trong s6 cac diém tir
1 dén 13,

31. Vecto chira axit nucleic theo diém 30.
32. Té bao vat chi phan l4p chira vecto theo diém 31.

33. Té bao vat chu theo diém 32, trong d6 té bao vat cha nay 13 t& bao con tring, té bao
nam, té bao thuc vat, té bao vi khudn, dong té bao dong vat, hodc té bao dong vat chuyén
gen.

34. Té bao vat chi theo didm 32, trong d6 t& bao vit chu nay 13 té bao Spodoptera
frugiperda, t& bao E. coli, t& bao CHO, té bao c6 ngudn gbc tir té bao CHO, té bao COS,

hodc té bao HeLa.

35. Té bao vat chi theo diém 32, trong do té bao vat chit nay la t6 bao CHO hoac té bao

¢ ngudn gbc tir t& bao CIHO.

36. Phuong phép san xuit protein dung hop duge mi héa béi axit nucleic theo diém 30,
bao gdm budc bidu hién vecto theo diém 31 va phan 1ap protein dung hop dugc biéu

hién.
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<150> 61/730,316
<151> 2012-11-27
<150> 61/708,709
<151> 2012-10-02
<150> 61/564,602
<151> 2011-11-29
<160> 25
<170> PatentIn version 3.5
<210> 1
<211> 424
<212> PRT
«213> Thuc khudn thé Enterobacteria
<400> 1
Met Lys Lys Leu Leu Phe Ala Ile Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser
1 5 10 15
His Ser Ala Glu Thr Val Glu Ser Cys Leu Ala Lys Pro His Thr Glu
20 25 30
Asn Ser Phe Thr Asn Val Trp Lys Asp Asp Lys Thr Leu Asp Arg Tyr
35 40 45
Ala Asn Tyr CGlu s Cys Leu Trp Asn Ala Thr Gly Val Val Val Cys
50 55 60
Thr Gly Asp Glu Thr Gln Cys Tyr Gly Thr Trp Val Pro Ile Gly Leu
65 70 75 80
Ala Ile Pro Glu Asn Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu
85 90 95
Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Thr Lys Pro Pro Glu Tyr Gly Asp
100 105 110
Thr Pro Ile Pro Gly Tyr Thr Tyr Ile Asn Pro Leu Asp Gly Thr Tyr
115 120 125
Pro Pro Gly Thr Glu Gln Asn Pro Ala Asn Pro Asn Pro Ser Leu Glu
130 135 140
Giu Ser Gln Pro Leu Asn Thr Phe Met Phe Gln Asn Asn Arg Phe Arg
145 150 155 160
Asn Arg Gln Gly Ala Leu Thr Val Tyr Thr Gly Thr Val Thr Gln Gly
165 170 175
Thr Asp Pro Val Lys Thr Tyr Tyr Gln Tyr Thr Pro Val Ser Ser Lys
180 185 190
Ala Met Tyr Asp Ala Tyr Trp Asn Gly Lys Phae Arg Asp Cys Ala pPhe
155 200 205
His Ser Gly Phe Asn Glu Asp Pro Phe Val Cys Glu Tyr Glm Gly Gln
210 215 220
Ser Ser Asp Leu Pro Gln Pro Pro Val Asn Ala Gly Gly Gly Ser Gly
225 230 235 240
Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly
245 250 255
Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly
260 265 270
Ser Gly Asp Pkhe Azp Tyr Glu Lys Met Ala Asn Ala Asn Lys Gly Ala
275 280 285
Mer Thr Glu Asn Ala Asp Glu Asn Ala Leu Gln Ser Asp Ala Lys Gly
290 295 300
Lys Leu Asp Ser Val Ala Thr Asp Tyr Gly Ala Ala Ile Asp Gly Phe
305 310 315 320
Ile Gly Asp Val Ser Gly Leu Ala Asn Gly Asn Gly Ala Thr Gly Asp
325 330 335
Phe Ala Gly Ser Asn Ser Gln Met Ala Gln Val Gly Asp Gly Asp Asn
340 345 350
Ser Pro Leu Met Asn Asn Phe Arg Gln Tyr Leu Pro Ser Leu Pro Gln
355 360 365
Ser Val Glu Cys Arg Pro Phe Val Phe Ser Ala Gly Lys Pro Tyr Glu
370 375 380
Phe Ser Ile Asp Cys Asp Lys Ile Asn Leu Phe Arg Gly Val Phe Ala
385 390 395 400
Phe Leu Leu Tyr Val Ala Thr Phe Met Tyr Val Phe Ser Thr Phe Ala
405 410 415
Asn Ile Leu Arg Asn Lys Glu Ser
420

n
=
v

<210> 2
<211> 424
<212> PRT
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<213> Thuc khudn thé Enterobacteria
<400> 2
Met Lys Lys Leu Leu Phe Ala Ile Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser
1 5 10 15
His Ser Ala Glu Thr Val Glu Ser Cys Leu Ala Lys Pro His Thr Glu
20 25 30
Asn Ser Phe Thr Asn Val Trp Lys Asp Asp Lys Thr Leu Asp Arg Tyr
35 40 45
Ala Asn Tyr Glu Gly Cys Leu Trp Asn Ala Thr Gly Val Val Val Cys
50 55 60
Thr Gly Asp Glu Thr Gln Cys Tyr Gly Thr Trp Val Pro Ile Gly Leu
65 70 75 80
Ala Ile Pro Glu Asn Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu
85 90 95
Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Thr Lys Pro Pro Glu Tyr Gly Asp
100 105 110
Thr Pro Ile Pro Gly Tyr Thr Tyr Ile Asn Pro Leu Asp Gly Thr Tyr
115 120 125
Pro Proc Gly Thr Glu Gln Asn Pro Ala Asn Pro Asn Pro Ser Leu Glu
130 135 140
Glu Ser Gln Pro Leu Asn Thr Phe Met Phe Gln Asn Asn Arg Phe Arg
145 150 155 160
Asn Arg Gln Gly Ala Leu Thr Val Tyr Thr Gly Thr Val Thr Gln Gly
1€5 170 175
Thr Asp Pro Val Lys Thr Tyr Tyr Gla Tyr Thr Pro Val Ser Ser Lys
180 185 190
Ala Met Tyr Asp Ala Tyr Trp Asn Gly Lys Phe Arg Asp Cys Ala Phe
195 200 205
His Ser Gly Phe Asn Glu Asp Pro Phe Val Cys Glu Tyr Gln Gly Gln
210 215 220
Ser Ser Asp Leu Pro Gln Pro Pro Val Asn Ala Gly Gly Gly Ser Gly
225 230 235 240
Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly
245 250 255
Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly
260 265 270
Ser Gly Asp Phe Asp Tyr Glu Lys Met Ala Asn Ala Asn Lys Gly Ala
275 280 285
Met Thr Glu Asn Ala Asp Glu Asn Ala Leu Gln Ser Asp Ala Lys Gly
290 295 300
Lys Leu Asp Ser Val Ala Thr Asp Tyr Gly Ala Ala Ile Asp Gly Phe
305 310 315 320
Ile Gly Asp Val Ser Gly Leu Ala Asn Gly Asn Gly Ala Thr Gly Asp
325 330 335
Phe Ala Gly Ser Asn Ser Gln Met Ala Gln Val Gly Asp Gly Asp Asn
340 345 350
Ser Pro Leu Met Asn Asn Phe Arg Gln Tyr Leu Pro Ser Leu Pro Gln
355 360 365
Ser Val Glu Cys Arg Pro Tyr Val Phe Gly Ala Gly Lys Pro Tyr Glu
370 375 380
Phe Ser Ile Asp Cys Asp Lys Ile Asn Leu Phe Arg Gly Val Phe Ala
385 390 395 400
Phe Leu Leu Tyr Val Ala Thr Phe Met Tyr Val Phe Ser Thr Phe Ala
405 410 415
Asn Ile Leu Arg Asn Lys Glu Ser

<210> 3
<211> 424
<212> PRT
<213> Thuc khudn thé Enterobacteria
<400> 3
Met Lys Lys Leu Leu Phe Ala Ile Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser
i 5 10 15
His Ser Ala Glu Thr Val Glu Ser Cys Leu Ala Lys Pro His Thr Glu
20 25 30
Asn Ser Phe Thr Asn Val Trp Lys Asp Asp Lys Thr Leu Asp Arg Tyr
35 40 45
Ala Asn Tyr Glu Gly Cys Leu Trp Asn Ala Thr Gly Val Val Val Cys
50 55 60
Thr Gly Asp Glu Thr Gln Cys Tyr Gly Thr Trp Val Pro Ils Gly Leu
65 70 75 80
Ala Ile Pro Glu Asn Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu
85 90 95
Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Thr Lys Pro Pro Glu Tyr Gly Asp
100 105 110
Thr Pro Ile Fro Gly Tyr Thr Tyr Ile Asn Pro Leu Asp Gly Thr Tyr
115 120 125
Pro Pro Gly Thr Glu Gln Asn Pro Ala Asn Pro Asn Pro Ser Leu Glu
130 135 140

-132-



34523

Glu Ser Gln Pro Leu Asn Thr Phe Met Phe Gln Asn Asn Arg Phe Arg
145 150 155 160
Asn Arg Gln Gly Ala Leu Thr Val Tyr Thr Gly Thr Val Thr Glun Gly
165 170 175
Thr Asp Pro Val Lys Thr Tyr Tyr Gln Tyr Thr Pro Val Ser Ser Lys
180 185 190
Ala Met Tyr Asp Ala Tyr Trp Asn Gly Lys Phe Arg Asp Cys Ala Phe
195 200 205
His Ser Gly Phe Asn Glu Asp Pro Phe Val Cys Glu Tyr Gln Gly Gln
210 215 220
Ser Ser Asp Leu Pro Gln Pro Pro Val Asn Ala Gly Gly Gly Ser Gly
225 230 235 240
Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly
245 250 255
Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly
260 265 270
Ser Gly Asp Phe Asp Tyr Glu Lys Met Ala Asn Ala Asn Lys Gly Ala
275 280 285
Met Thr Glu Asn Ala Asp Glu Asn Ala Leu Gln Ser Asp Ala Lys Gly
290 295 300
Lys Leu Asp Ser Val Ala Thr Asp Tyr Gly Ala Ala Ile Asp Gly Phe
305 310 315 320
Ile Gly Asp Val Ser Glv Leu Ala Asn Gly Asn Gly Ala Thr Gly Asp
325 330 335
Asn Ser Gln Met Ala Gln Val Gly Asp Gly Asp Asn
350
Ser Pro Leu Asn Phe Lrg Gln Tyr Leu Pro Ser Leu Pro Gln
355 360 365
Ser Val Glu Cys Arg Pro Phe Val Phe Gly Bla Gly Lys Pro Tyr Giu
370 375 380
Phe Ser Ile Asp Cys Asp Lys Ile Esn Leu Phe Arg Gly Val Phe Ala
385 390 395 400
Phe Leu Leu Tyr Val Ala Thr Phe Met Tyr Val Phe Ser Thr Phe Ala
405 410 415
Asn Ile Leu Arg Asn Lys Glu Ser

a3 W
M
o R
hid
Ui
sl
w
S
wm

Phe Ala Gly

<210> 4

<211> 422

<212> PRT

<213> Trinh tg nhén tao

<220>

<221> Ngudn

<223> /Luu y="M6 t& trinh tu nhan tao: trimh ty 1ién Ung téng hop”

<220>

<221> Bién th?

<222> (375)..(375)

<223> /Thay="Tyr”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (376)..(376)

<223> /Thay="Gly”

<220>

<221> Trinh tu 181

<222> (375)..(376)

<223> Luu §="Cic gbc néu trong trinh tu khdéng uu tién lién quan dén cac gbc dugc chui thich &bi

v&i cdc vi tri nay”

<400> 4

Met Lys Lys Leu Leu Phe Ala Ile Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser

1 5 10 15

His Ser Ala Glu Thr Val Glu Ser Cys Leu Ala Lys Pro His Thr Glu

20 25 30
Asn Ser Phe Thr Asn Val Trp Lys Asp Asp Lys Thr Leu Asp Arg Tyr
35 40 45
Ala Asn Tyr Glu Gly Cys Leu Trp Asn Ala Thr Gly Val Val Val Cys
50 55 6C

Thr Gly Asp Glu Thr Gln Cys Tyr Gly Thr Trp Val Pro Ile Gly Leu

65 70 75 80

Ala Ile Pro Glu Asn Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu
85 90 S5

Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Thr Lys Pro Pro Glu Tyr Gly Asp

100 105 110
Thr Pro Ile Pro Gly Tyr Thr Tyr Ile Asn Pro Leu Asp Gly Thr Tyr
115 120 125
Pro Pro Gly Thr Glu Gln Asn Pro Ala Asn Pro Asn Pro Ser Leu Glu
130 135 140

Glu Ser Gln Pro Leu Asn Thr Phe Met Phe Gln Asn Asn Arg Phe Arg

145 i50 155 160

Asn Arg Gln Gly Ala Leu Thr Val Tyr Thr Gly Thr Val Thr Gln Gly
165 170 175
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Thr Asp Pro Val Lys Thr Tyr Tyr Gln Tyr Thr Pro Val Ser Ser Lys
180 185 190
Ala Met Tyr Asp Ala Tyr Trp Asn Gly Lys Phe Arg Asp Cys Ala Phe
195 200 205
His Ser Gly Phe Asn Glu Asp Pro Phe Val Cys Glu Tyr Gln Gly Gln
210 215 220
Ser Ser Asp Leu Pro Gln Pro Pro Val Asn Ala &ly Gly Gly Ser Gly
225 230 235 240
Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly
245 250 255
Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly
260 265 270
Ser Gly Asp Phe Asp Tyr Glu Lys Met Ala Asn Ala Asn Lys Gly Ala
275 280 285
Met Thr Glu Asn Ala Asp Glu Asn Ala Leu Gln Ser Asp Ala Lys Gly
290 295 300
Lys Leu Asp Ser Val Ala Thr Asp Tyr Gly Ala Ala Ile Asp Gly FPhe
305 310 315 320
Ile Gly Asp Val Ser Gly Leu Ala Asn Gly Asn Gly Ala Thr Gly Asp
325 330 325
The Ala Glv Ser Asn Ser Gln Met Ala Gln Val Gly Asp Gly Asp Asn
340 345 350
Ser Pro Leu Met Asn Asn Phe Arg Gln Tyr Leu Pro Ser Leu Pro Gln
355 360 365
Ser Val Glu Cys Arg Pro Pne Ser Rla Gly Lys Pro Tyr Glu Phe Ser
370 375 380
Ile Zsp Cys Asp Lys Ile Asn Leu Phe Arg Gly Val Phe Ala Phe Leu
385 390 395 400
Leu Tyr Val Ala Thr Phe Met Tyr Val Phe Ser Thr Phe Ala Asn ile
405 410 415
Leu Arg Asn Lys Glu Ser
420
<210> 5
<211> 434
<212> PRT
<213> Thuc khuidn thé Enterobacteria
<400> 5
Met Lys Arg Lys Ile Ile Ala Ile Ser Leu Phe Leu Tyr Ile Pro Leu
1 5 10 15
Ser Asn Ala Asp Asn Trp Glu Ser Ile Thr Lys Ser Tyr Tvr Thr Gly
20 25 30
Phe Ala Met Ser Lys Thr Val Glu Ser Lys Asp Gln Asp Gly Lys Thr

Val Arg Lys Glu Val Ile Thr Gln Ala Asp Leu Thr Thr Ala Cys Asn
50 55 60
Asp Ala Lys Ala Ser Ala Gln Asp Val Phe Asn Gla Met Lys Leu Thr
€5 70 75 80
Phe Ser Glv Ile Trp Pro Asp Ser Gln Phe Arg Leu Val Thr Gly Asp
85 90 95
Thr Cys Val Tyr Asn Gly Ser Pro Ser Glu Lys Thr Glu Ser Trp Ser
100 105 110
Ile Arg Ala Gln Val Glu Gly Asp Met Gln Arg Ser Val Pro Asp Glu
115 120 125
Glu Pro Ser Glu Gln Thr Pro Glu Glu Ile Cys Glu Ala Lys Pro Pro
130 135 140
Ile Asp Gly Val Phe Asn Asn Val Ser Lys Gly Asp Glu Gly Gly Phe
145 150 155 160
Tyr Ile Asn Tyr Asn Gly Cys Glu Tyr Glu Ala Thr Gly Val Thr Val
165 170 175
Cys Gln Asn Asp Gly Thr Val Cys Ala Ser Ser Ala Trp Lys Pro Thr
180 . 185 190
Gly Tyr Val Pro Glu Ser Gly Glu Ser Ser Ser Ser Pro Val Lys Asp
195 200 205
Gly Asp Thr Gly Gly Thr Gly Glu Gly Gly Ser Asp Thr Gly Gly Asp
210 215 220
Thr Gly Gly Gly Asp Thr Gly Gly Gly Ser Thr Gly Gly Asp Thr Gly
225 230 235 240
Gly Ser Thr Gly Gly Gly Ser Thr Gly Gly Gly Ser Thr Gly Gly Ser
245 250 ’ 255
Thr Gly Lvs Ser Leu Thr Lys Glu Asp Val Thr Ala Ala Ile His Asp
260 265 270
Ala Ser Pro Ser Ile Gly Asp Ala Val Lys Asp Ser Leu Thr Glu Asp
275 280 285
Asn Asp Gln Asn Asp Asn Gln Lys Lys Ala Asp Glu Gln Ser Ala Lys
290 295 300
Ala Ser Ala Ser Val Ser Asp Ala Ile Sexr Asp Gly Met Arg Gly Val
305 310 315 320
Gly Asn Phe Val Asp Asp Leu Gly Gly Glu Ser Ser Gln Tyr Gly Ile
325 330 335
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Gly Asn Ser Glu Met Asp Leu Ser Val Ser Leu Ala Lys Gly Gln Leu
340 345 350
Gly Ile Asp Leu Glu Gly His Gly Ser Ala Trp Glu Ser Phe Leu Asn
355 360 365
Isp Gly Ala Leu Arg Pro Ser Ile Pro Ser Gly His Gly Cys Thr Asp
370 375 380
Phe Val Met Phe Gln Gly Ser Val Tyr Gln Leu Asp Ile Gly Cys Asp
385 390 395 400
Lys Leu Gly Asp Ile Lys Ser Val Leu Ser Trp Val Met Tyr Cys Leu
405 410 415
Thr Phe Trp Tyr Val Phe Gln Ser Ala Thr Ser Leu Leu Arg Lys Gly
420 425 430
Glu Gln
<210> 6
<211> 434
<212> PRT
<213> Thuc khudn thé Enterobacteria
<400> 6
Met Lys Arg Lys Ile Ile Ala Ile Ser Leu Phe Leu Tyr Ile Pro Leu
1 5 10 15
Ser Asn Ala Asp Asn Trp Glu Ser Ile Thr Lys Ser Tyr Tyr Thr Gly
20 25 30
Phe Ala Ile Ser Lys Thr Val Glu Ser Lys Asp Lys Asp Gly Lys Pro
35 40 45 ’
Val Arg Lvs Glu Val Ile Thr Gln Ala Asp Leu Thr Thr Ala Cys Asn
50 55 . 60
Asp Rla Lys Ala Ser Ala Gln Asn Val Phe Asn Gln Ile Lys Leu Thr
65 70 : 75 80
Leu Ser Gly Thr Trp Asn Asp Ser Gln Phe Arg Leu Val Thr Gly Asp
85 90 95
Tar Cys Val Tyr Asn Gly Ser Pro Gly Glu Lys Thr Glu Ser Trp Ser
100 105 110
Ile Arg Ala Gln Val Glu Gly Asp Ile Gln Arg Ser Val Pro Asp Glu
115 120 125
Glu Pro Ser Glu Gln Thr Pro Glu Glu Ile Cys Glu Ala Lys Pro Pro
130 135 140
Ile Asp Gly Val Phe Asn Asn Val Phe Lys Gly Asp Glu Gly Gly Phe
145 150 155 160
Tyr Ile Asn Tyr Asn Gly Cys Glu Tyr Glu Ala Thr Gly Val Thr val
165 170 175
Cys Gln Asn Asp Gly Thr Val Cys Ser Ser Ser Ala Trp Lys Pro Thr
180 185 190
Gly Tyr Val Pro Glu Ser Gly Glu Pro Ser Ser Ser Pro Leu Lys Asp
195 200 205
Gly Asp Thr Gly Gly Thr Gly Glu Gly Gly Ser Asp Thr Gly Gly Aas
210 215 220
Thr Gly Gly Gly Asp Thr Gly Gly Gly Ser Thr Gly Gly Asp Thr ¢ly
225 2390 235 240
Gly Ser Ser Gly Gly Gly Ser Ser Gly Gly Gly Ser Thr Gly Gly Ser
245 250 255
Thr Gly Lys Ser Leu Thr Lys Glu Asp Val Thr Ala Ala Ile His Val
260 265 270
Ala Ser Pro Ser Ile Gly Asp Ala Val Lys Asp Ser Leu Thr Glu Asp
275 280 285
Asn Asp Gln Tyr Asp Asn Gln Lys Lys Ala Asp Glu Gln Ser Ala Lys
290 295 300
Ala Ser Ala Ser Val Ser Asp Ala Ile Ser Asp Gly Met Arg Gly Val
305 310 315 320
Gly Asn Phe Val Asp Asp Phe Gly Gly Glu Ser Ser Gln Tyr Gly Thr
325 330 335
Gly Asn Ser Glu Met Asp Leu Ser Val Ser Leu Ala Lys Gly Gln Leu
340 345 350
Gly Ile Asp Arg Glu Gly His Gly Ser Ala Trp Glu Ser Phe Leu Asn
355 360 365
Asp Gly Ala Leu Arg Pro Ser Ile Pro Thr Gly His Gly Cys Thr Asn
370 : 375 380
Phe Val Met Tyr Gln Gly Ser Val Tyr Gln Ile Glu Ile Gly Cys Asp
385 390 395 4900
Lys Leu Asn Asp Ile Lys Ser Val Leu Ser Trp Val Met Tyr Cys Leu
4095 : 410 415
Thr Phe Trp Tyr Val Phe Gln Ser Val Thr Ser Leu Leu Arg Lys Gly
420 425 430
Glu Gln
<210> 7
<211> 434
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<221> Ngudn
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<223> /Luu y="MA ta trinh tyu nhan tao: trinh tu lién tng tdng hop”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (35)..(35)

<223> /Thay="Ile” -
<220>

<221> Trinh tu 18i

<222> (35)..(35)

<223> Luu §="Cac gbc néu trong trinh tu khéng uu tién lién quan dén cac gbc dugc chu thich dbi
vdi cac vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (44)..(44)

<223> /Thay="Lys”

«220>

«221> Trinh tuy 13i

<222> (44)..(44)

<223> Luw §="Cic gbc néu trong trinh tu khéng uu tién 1lién quan dén cic gbc duoc cht thich @bi
véi cac vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (48)..(48)

<2225 /Thay=“Pro”

<220>

<221> Trinh ty 1&i

<222> (48)..{48)

«223% Luu 9="Céc gbc néu trong trinh tu khéng uu tién 1i&n quan dén cidc gbc dugc chi thich déi -
w51 cic vi tri nay”

MOD_RES
{72) .. (72)
<223> /Thay="Asn”

<221> Trinh tu 181

«222> (72)..(72)

<223> Luu §="Cac gbc néu trong trinh tu khéng uu tién 1ién quan dén cac gbc duoc chu thich dbi
véi céc vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (77)..(77)

<223> /Thay=“Ile”

<220>

<221> Trinh tu 131

«222> (77)..(77) 7

<223> Luu y="Céc gbc néu trong trinh tu khdng uu tién lién quan dén cac gbc dugc cha thich §éi
v&i cac vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (81)..(81)

<223> /Thay="Leu”

<220>

<221> Trinh tu 181

<222> (81)..(81)

<223> Luu ¥=“Céc gbc néu trong trinh tu khong uu tién 1ién quan dén cdc gbc dugc cht thich d@bi
véi céc vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

«222> (84)..(84)

<223> /Thay="“Thr"

<220>

<221> Trinh tu 181

<222> (84)..(84) .
<223> Luu $="Cac gbc néu trong trinh ty khéng uu tién 1lién quan dén cdc gbc dugc chu thich dbi
véi cac vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (86)..(86)

<223> /Thay=“Asn”

<220>

<221> Trinh ty 16i

<222> (86)..(86)

<223> Luu ¥="Cac gbc néu trong trinh tu khéng uu tién 1lién quan dén céc g
véi céc vi tri nay”

<220>

<221> MOD_KES

<222> (105)..(105)

<223> /Thay="Gly”

<220>

<221> Trinh ty 16i

chu thich @béi

or
Q
Q
1
Q
Q
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<222> (105)..(105)

<223> Luu y="Cac gbc néu trong trinh tu khéng uu tién 1lién quan dén cic gbc
voi céc vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (121)..(121)

<223> /Thay="Ile”

<220>

<221> Trinh tu 181

<222> (121)..(121)

<223> Luu y="Cac gbc néu trong trinh tu khéng uu tién lién quan dén cac gbc
vdi céc vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (153)..(153)

<223> /Thay=“Phe”

<220>

<221> Trinh tu 181

<222> (153)..(153)

<223> Luu y="Céc gbc néu trong trinh tu khéng uu tién 1idn quan dén cac gbc
vol cac vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (185)..(185)

<223> /Thay=“Ser”

<220>

<221> Trinh tu 181

<222> (185)..(185)

<223> Luu y="Cac gbc néu trong trinh tu khéng uu tidn 1lién quan dén cac gbc
véi céc vi tri nay”

<220>.

<221> MOD_RES
<222> (201)..(201)
<223> /Thay=“Pro”
<220>

<221> Trinh tu 18i

<222> (201)..(201)

<223> Luu §="Cic gbc néu trong trinh tu khéng uu tién lidn quan aén cic gbc
voi cdc vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (206)..(206)

<223> /Thay="Leu”

<220>

<221> Trinh ty 1381

<222> (206)..(206)

<223> Luu y="Cic gbc néu trong trinh tu khéng uu tién lidn quan dén cic gbc
véi cac vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (243)..(243)

<223> /Thay=“Ser”

<220>

<221> Trinh ty 181

<222> (243)..(243)

<223> Luu y="Cac gbc néu trong trinmh tu khdng uu tién lién quan dén cac géc
voi cac vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (248)..(248)

<223> /Thay=“Ser”

<220>
<221> Trinh ty 13i
<222> (248)..(248)

<223> Luu y="Cac gbc nédu trong trinh tu khéng uu tién 1ién quan dén cac gbc
véi céc vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (272)..(272)

<223> /Thay=“Val”

<220>

<221> Trinh tu 18i

<222> (272)..(272)

<223> Luu y=“Cac gbc néu trong trinh tu khdng uu tién lién quan dén céac gbc
véi cac vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (292)..(292)

<223> /Thay="Tyr”
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<220>

<221> Trinh tu 181

<222> (292)..(292)

<223> Luu y="Cic gbc néu trong trinh ty khéng uu tién lién quan &én cac gbc dugc cha thich abi
véi cac vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (327)..(327)

<223> /Thay=“Phe”

<220>

<221> Trinh tu 158i

<222> (327)..(327)

<223> Lua §=“Céc gbéc néu trong trinh tu khéng uu tién lién quan dén cdc gbc dugc cha thich &bi
vdi céc vi tri nay”

<220>

<221> MCD_RES

<222> (336)..(336)

<223> /Thay="Thx"

<220> .

<221> Trinh tu 16i

<222> (336)..(336)

<223> Luu §="Céc gbc néu trong trinh tu khéng uu tién lién quan dén céc gbc dugc cha thich dbi
voi céc vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (336)..(356)

<223> /Thay=“Arg”

<220>

<221> Trinh tu 1581

<222> (356) ..(356)

<223> Luu §="Céc géc néu trong trinh tu khéng uu tién 1li&n quan dén céc gbc dugc chd thich dbi
vdi céc vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (378)..(378)

<223> /Thay="“Thr”

<220>

<221> Trinh tu 181

<222> (378)..(378)

<223> Lum §="Céc gbc néu trong trinh tu khéng uu tién lién quan dén cdc gbc dugc cht thich dbi
vél cac vi tri nay”

<220> ’

<221> MOD_RES

<222> (384)..(384)

<223> /Thay=“Asn”

<220>
<221> Trinh ty 18i
<222> (384)..(384)

<223> Luu ¥="Cac gbdc néu trong trinh tu khéng uu tién lién quan dén cic gbc duoc chu thich @bi
vél cac vi tri nay”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (388)..(388)
<223> /Thay="Tyr”
<220>

<221> Trinh tu 151
<222> (388)..(388)
<223> Luu §="Céc gbc néu trong trinh tu khéng uu tién lién quan dén cdc gbc dugc chu thich dbi
véi cadc vi tri nay”
<220>

<221> MOD_RES

<222> (395)..(395)
<223> /Thay=“Ile”
<220>

<221> MOD_RES

<222> (396)..(396)
<223> /Thay=“Glu”
<220>

<221> Trinh tu 18i
<222> (395)..(396)
<223> Luu $="Cac gbc néu trong trinh tu khéng uu tién lién quan dén cac gbc dugc chui thich dbi
v6i cadc vi tri nay”
<220>

<221> MOD_RES

<222> (403)..(403)
<223> /Thay="Asn”

<220>
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<221> Trinh tu 181
<222> (403)..(403)
<223> Luu §="Cac gbc néu trong trinh tu khéng uu tiénlién quan d¢én cic gbc duoc cht thich déi véi
cdc vi tri nay”
<220>
<221> MOD_RES
<222> (425)..(425)
<223> /Thay="Val”
<220>
<221> Trinh tu 181
<222> (425)..(425)
<223> Luu §="Céc gbéc néu trong trinh tu khéng uu tién lién quan &én cac gbc duoc chu thich ddi
véi céc vi tri nay”
<400> 7
Met Lys Arg Lys Ile Ile Ala Ile Ser Leu Phe Leu Tyr Ile Pro Leu
1 5 10 15
Ser Asn Ala Asp Asn Trp Glu Ser Ile Thr Lys Ser Tyr Tyr Thr Gly
20 - 25 30
Phe Ala Met Ser Lys Thr Val Glu Ser Lys Asp Gln Asp Gly Lys Thr
35 40 45
Val Arg Lys Glu Val Ile Thr Gln Ala Asp Leu Thr Thr Ala Cys Asn
50 55 60
Asp Ala Lys Ala Ser Ala Gln Asp Val Phe Asn Gln Met Lys Leu Thr
65 70 . 75 80
Phe Ser Gly Ile Trp Pro Asp Ser Gln Phe Arg Leu Val Thr Gly Asp
85 90 95
Thr Cys Val Tyr Asn Gly Ser Pro Ser Glu Lys Thr Glu Ser Trp Ser
100 - 105 110
Ile Arg Ala Gln Val Glu Gly Asp Met Gln Arg Ser Val Pro Asp Glu
115 120 125
Glu Pro Ser Glu Gin Thr Pro Glu Glu Ile Cys Glu Ala Lys Pro Pro

Ile Asp Gly Val Phe Esn Asn Val Ser Lys Gly Asp Glu &ly Gly Phe
145 150 155 160
Tyr Ile Asn Tyr Asn Gly Cys Glu Tyr Glu Ala Thr Gly Val Thr Val
165 170 175
Cys Gln Asn Asp Gly Thr Val Cys Ala Ser Ser Ala Trp Lys Pro Thr
180 185 190
Gly Tyr Val Pro Glu Ser Gly Glu Ser Ser Ser Ser Pro Val Lys Asp
195 200 205
Gly Asp Thr Gly Gly Thr Gly Glu Gly Gly Ser Asp Thr Gly Gly Acp
210 215 ' 220
Thr Gly Gly Gly Asp Thr Gly Gly Gly Ser Thr Gly Gly Asp Thr Gly
225 230 ) 235 240
Gly Ser Thr Gly Gly Gly Ser Thr Gly Gly Gly Ser Thr Gly Gly Ser
245 250 255
Thr Gly Lys Ser Leu Thr Lys Glu Asp Val Thr Ala Ala Ile His Asp
260 265 270
Ala Ser Pro Ser Ile Gly Asp Ala Val Lys Asp Ser Leu Thr Glu Asp
275 280 . 285
Asn Asp Glan Asn Asp Asn Gln Lys Lys Ala Asp Glu Gln Ser Ala Lys
290 295 300
Ala Ser Ala Ser Val Ser Asp Ala Ile Ser Asp Gly Met Arg Gly Val
305 310 315 320
Gly Asn Phe Val Asp Asp Leu Gly Gly Glu Ser Ser Gln Tyr Gly Ile
325 330 335
Gly Asn Ser Glu Met Asp Leu Ser Val Ser Leu Ala Lys Gly Gln Leu
340 345 350
Gly Ile Asp Leu Glu Gly His Gly Ser Ala Trp Glu Ser Phe. Leu Asn
355 360 365
Asp Gly Ala Leu Arg Pro Ser Ile Pro Ser Gly His Gly Cys Thr Asp
370 375 380
Phe Val Met Phe Gln Gly Ser Val Tyr Gln Leu Asp Ile Gly Cys Asp
385 390 395 400
Lys Leu Gly Asp Ile Lys Ser Val Leu Ser Trp Val Met Tyr Cys Leu
405 410 415
Thr Phe Trp Tyr Val Phe Gln Ser Ala Thr Ser Leu Leu Arg Lys Gly
420 425 430
Glu Gln

<210> 8

<211l> 460

<212> PRT

<213> Thuc khudn th& Enterobacteria

<400> 8

Met Lys Lys Ile Ile Ile Ala Leu Phe Phe Ala Pro Phe Phe Thr His

1 5 10 15

Ala Thr Thr Asp Ala Glu Cys Leu Ser Lys Pro Ala Phe Asp Gly Thr
20 25 30
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Leu Ser Asn Val Trp Lys Glu Gly Asp Ser Arg Tyr Ala Asn Phe Glu
35 40 45
Asn Cys Ile Tyr Glu Leu Ser Gly Ile Gly Ile Gly Tyr Asp Asn Asp
50 55 60
Thr Ser Cys Asn Gly His Trp Thr Pro Val Arg Ala Ala Asp Gly Ser
65 70 75 80
Gly Asn Gly Gly Asp Asp Asn Ser Ser Gly Gly Gly Ser Asn Gly Asp
85 90 95
Ser Gly Asn Asn Ser Thr Pro Asp Thr Val Thr Pro Gly Gln Thr Val
100 105 110
Asn Leu Pro Ser Asp Leu Ser Thr Leu Ser Ile Pro Ala Asn Val Val
115 120 125
Lys Ser Asp Ser Ile Gly Ser Gln Phe Ser Leu Tyr Thr Asn Ala Ser
130 135 140
Cys Thr Met Cys Ser Gly Tyr Tyr Leu Ser Asn Asn Ala Asp Ser Ile
145 150 155 160
Ala Ile Ala Asn Ile Thr Glu Thr Val Lys Ala Asp Tyr Asn Gln Pro
165 170 175
Asp Met Trp Fhe Glu Gln Thr Asp Ser Asp Gly Asn His Val Lys Ile
180 185 190
Leu Gln Asn Ser Tyr Lys Ala Val Ser Tyr Asn Val Glu Ser Lys Gln
195 200 205
Ser Asp Val Asn Asn Pro Thr Tyr Ile Asn Tyr Ser Tyr Ser Val Asn
210 215 220
Val Lys Gln Val Ser Tyr Asp Thr Ser Asn Val Cys Ile Met Asn Trp
225 230 235 240
Glu Thr Phe Gln Asn Lys Cys Asp Ala Ser Arg Ala Val Leu Ile Thr
245 250 255
Asp Thr Val Thr Pro Ser Tyr Ser Arg Asn Ile Thr Ile Gln Ser Asn
260 265 270
Ile Asn Tyr Gln Gly Ser Asn Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly
275 280 285
Gly Ser Gly Asn Asp Gly Gly Gly Thr Gly Asn Asn Gly Asn Gly Thr
290 295 300
Gly Asp Phe Asp Tyr Val Lys Met Ala Asn Ala Asn Lys Asp Ala Leu
305 310 315 320
Thr Glu Ser Phe Asp Leu Ser Ala Leu Gln Ala Asp Thr Gly Ala Ser
325 330 335
Leu Asp Gly Ser Val Gln Gly Thr Leu Asp Ser Leu Ser Gly Phe Ser
340 345 350
Asp Ser Ile Gly Gly Leu Val Gly Asn Gly Ser Ala Ile Ser Gly Glu
355 360 365
Phe Ala Gly Ser Ser Ala Ala Met Asn Ala Ile Gly Glu Gly Asp Lys
370 375 380 _
Ser Pro Leu Leu Asp Ser Leu Ser Phe Leu Lys Asp Gly Leu Phe Pro
385 390 395 400
la Leu Pro Glu Phe Lys Gln Cys Thr Pro Phe Val Phe Ala Pro Gly
405 410 415
Lys Glu Tyr Glu Phe Ile Ile Glu Cys Lys Tyr Ile Asp Met Phe Lys
420 425 430
Gly Ile Phe Ala Phe Ile Leu Tyr Phe Trp Thr Phe Val Thr Val Tyr
435 440 445
Asp Ser Phe Ser Gly Ile Leu Arg Lys Gly Arg Gly
450 455 460
<210> 9
<211> 506
<212> PRT
<213> Thuc khudn th& Enterobacteria
<400> 9
Met Tyr Arg Met Gln Leu Leu Ser Cys Ile Ala Leu Ser Leu Ala Leu
1 5 10 15
Val Thr Asn Ser Met Ala Glu Thr Val Glu Ser Cys Leu Ala Lys Proc
20 25 30
His Thr Glu Asn Ser Phe Thr Asn Val Trp Lys Asp Asp Lys Thr Leu
35 40 45
Asp Arg Tyr Ala Asn Tyr Glu Gly Cys Leu Trp Asn Ala Thr Gly Val
50 55 60
Val Val Cys Thr Gly Asp Glu Thr Gln Cys Tyr Gly Thr Trp Val Pro
65 70 75 80
Ile Gly Leu Ala Ile Pro Glu Asn Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly
85 90 95
Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Thr Lys Pro Pro Glu
100 105 110
Tyr Gly Asp Thr Pro Ile Pro Gly Tyr Thr Tyr Ile Asn Pro Leu Asp
115 120 125
Gly Thr Tyr Pro Pro Gly Thr Glu Gln Asn Pro Ala Asn Pro Asn Pro
130 135 140
Ser Leu Glu Glu Ser Gln Pro Leu Asn Thr Phe Met Phe Gln Asn Asn
145 150 155 160
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Arg Phe

Thr Gln

Ser Ser
Ala
210
Gly

Cys

Gln
225
Gly Sexr

Gly Gly

Gly Ser
Ala
290
Pro

Pro

Lys
305
vVal Val
Val
Glu Gin

Gln
370
Cly
Prec
Met Thr
Ser
Asn Tyr
450
Leu Tyr
465
Val Phe

Gln Lys

Gly
Lys
195
Phe
Gln
Gly
Gly
Gly
275
Pro
Lys
Vval
Asp
Phe

355
Asp

Asn
Thr
180
Ala
His
Ser
Gly
Ser
260

Ser

Glu

Pro
Glu
Asn
420
Ile

Thr

Arg
165
Asp
Met
Ser
Ser
Gly
245
Glu
Gly
Phe
Thr
Val
325
Val
Ser
Leu
Ser
Pro

405
Gln

Leu

Ser
485
Ser

Gln Gly

Pro Val

Tyr AsSp
Phe
215
Leu

Gly

Asp
230
Ser Gly

Gly Gly

Ala Met

Leu Gly
295
Leu Met
310
Ser Gln

Glu Val

Thr Tyr
Gly
375
Ser Ile
390
Gln Val

Val Ser

Val Glu
Pro
455
Val

Pro

Thr
470
Val

Ala
Lys
Ala
200
Asn
Pro
Gly
Gly
Val
280
Gly
Ile
Glu
His
Arg
360
Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp
440
Val
Asp
His

Pro

Leu
Thr
185
Tyr
Glu
Gln
Gly
Ser
265
Arg
Pro
Ser
Asp
Asn
345
vVal
Glu
Lys
Thr
Thr
425
Glu
Leu

Lys

Gly
505

Thr
170
Tyr
Trp
Asp
Pro
Ser
Glu
Ser
Ser
Arg
Pro
330
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
410
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

490
Lys
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Val
Tyr
Asn
bro
Pro
235
Glu
Gly
Pro
Val
Thr
315
Glu
Lys
Ser
Lys

Ile
‘29’-'\

Pro
Leu

Asn

Arg
475
Leu

10
6407
DNA

<210>
<211>
<212>
<213> Thuyc
<400> 10

aacgctacta
atagctaaac
cgttcgcaga
gttgcatatt
tccgcaaaaa
ttggagtttg
tctttecgggce
cagggtaaag
tttgaggggg
aaacatttta
ggtttttate
aattcctttt
atgaatcttt
tcttececcaac
caatgattaa
ctcgtcaggg
aatatccggt
tgtacaccgt
gtctgcgect
caggcgatga
caaagatgag
gtggcattac
caaagcctct
cgatccecgeca
tgegtgggcg
attcacctcg
tttttggaga
tattctcact
tttactaacg
ctgtggaatyg

khudn thé Enterobacteria

ctattagtag
aggttattga
attgggaatc
taaaacatgt
tgacctctta
cttececggtet
ttcctcttaa
acctgatttt
attcaatgaa
ctattacccc
gtcgtcectggt
ggcgttatgt
ctacctgtaa
gtcctgactg
agttgaaatt
caagccttat
tcttgtcaag
tcatctgtcc
cgttccyggcet
tacaaatctc
tgttttagtyg
gtattttacc
gtagccgttg
aaagcggcct
atggttgttg
aaagcaagct
ttttcaacgt
ccgctgaaac
tctggaaaga
ctacaggcgt

aattgatgce
ccatttgcga
aactgttaca
tgagctacag
tcaaaaggag
ggttegettt
tctrhtttgat
tgatttatgg
tatttatgac
ctctggcaaa
aaacgagggt
atctgcatta
taatgttgtt
gtataatgag
aaaccatctc
tcactgaatg
attactcttg
tctttcaaag
aagtaacatg
cgttgtactt
tattctttcg
cgtttaatgg
ctaccctegt
ttaactccct
tcattgtcegg
gataaaccga
gaaaaaatta
tgttgaaagt
cgacaaaact
tgtagtttgt

accttttcag
aatgtatcta
tggaatgaaa
caccagattc
caattaaagg
gaagctcgaa
gcaatccgcect
tcattctegt
gattccgcag
acttcttttg
tatgatagtg
gttgaatgtg
ccgttagttce
ccagttctta
aagcccaatt
agcagctttg
atgaaggtca

tggtcagtt
gagcaggtcg
tgtttcgcgce
cctetttegt
aaacttcctc
tccgatgcetg
gcaagcctca
cgcaactatc
tacaattaaa
ttattcgcaa
tgtttagcaa
ttagatcgtt
actggtgacg

Thr Gly
Thr
199
Phe

Tyr

Lys
205
Phe Val
220
Val

Asn Ala

Gly Gly Gly
Ser
270

Pro

Gly Gly

Pro Cys
285
Phe Leu Phe
300
Pro

Glu Val

Val
Pro

350
Thi

Thr Lys
Val
Val
Ala
Gln

Gly
43¢0
Gly Pro
Asp
460
Trp

His

ctcgecgeccece
atggtcaaac
cttccagaca
agcaattaag
tactctctaa
ttaaaacgcg
ttgcttctga
tttctgaact
tattggacgc
caaaagcctc
ttgctcttac
gtattcctaa
gttttattaa
aaatcgcata
tactactcgt
ttacgttgat
gccagcctat
cggttccectt
cggatttcga
ttggtataat
tttaggttgg
atgaaaaagt
tctttegetg
gcgaccgaat
ggtatcaagc
ggctccttet
ttcctttagt
aaccccatac
acgctaacta
aaactcagtg
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Cys

Thr Val
175
Pro Val
Asp
Tyr

Gly
240
Glu

Gly
Cys

Pro Pro

Thr Cys
320
Asn Trp
3358
Arg Glu

Val Leu

Asn

Gilu G
415
Phe

Glu Asn
Phe
Asn

480
Thr

Gly

Tyr
495

aaatgaazat
taaatctact
ccgtacttta
ctctaagcca
tcctgacctg
atatttgaag
ctataatagt
gtttaaagca
tatccagtct
tcgctatttt
tatgcctegt
atctcaactg
cgtagatttt
aggtaattca
tctggtgttt
ttgggtaatg
gcgcectggte
atgattgacc
cacaatttat
cgctgggggt
tgccttegta
ctttagtcct
ctgagggtga
atatcggtta
tgtttaagaa
ggagcctttt
tgttccttte
agaaaattca
tgagggctgt
ttacggtaca

60
120
180
240
300
350
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1300



tgggttccta
tctgagggtg
attccgggcect
aaccccgcta
cagaataata
caaggcactg
tatgacgctt
gatccattcg
gctggeggcg
ggcggttcetg
gattttgatt
gaaaacgcgc
gctgctatcg
ggtgattttg
ttaatgaata
tttgtcttta
ttccgtggtyg
tttgctaaca
tattattgcg
ttaaaaaggg
ggcttaactc
ttgttcaggg
tctctgtaaa
attgggataa
ctcgttagceg
cttgatttaa
ctrtagaatac
tcctacgatyg
acccgttett
aaattaggat
cgttctgcecat
tttgtcggta
gttyggegttg
actggtaaga
tceggtgttt
aatttaggtc
tgtcttgcga
gaggttaaaa
cagcgtctta
agcgacgatt
attaaaaaag
tgtttcatca
tgtaacttgg
tactgttact
tgttttacgt
taatccaaac
tgataattcce
ttttaaaatt
gtctaatact
tagtgctccet
aactgaccag
tttttcattt
cctcacctet
agggctatca
tattcttacg
tactggtcgt
tcasaatgta
tctggatatt
tactaatcaa
cggtggcctce
aatcccttta
atacgtgctc
gtgtggtggt
tcgetttett
gggggctccce
atttgggtga
cgttggagtc
ctatctcggg
aaaatgagct
tttaaatatt
tacatatgat
gactctcagg
gcattaattt
gcctttctcea
atgagggttc
tacagggtca
ttaattttgce
<210> 11

<211> 506

ttgggcttgc
gcggttctga
atacttatat
atcctaatcc
ggttccgaaa
accccgttaa
actggaacgg
tttgtgaata
gctctggtgg
agggtggcgg
atgaaaagat
tacagtctga
atggtttcat
ctggctctaa
atttccgtca
gcgctggtaa
tctttgegtt
tactgcgtaa
tttcctcggt
cttcggtaag
aattcttgtg
tgttcagtta
ggctgctatt
ataatatggc
ttggtaagat
ggcttcaaaa
cggataagcc
aaaataaaaa
ggaatgataa
gggatattat
tagctgzaca
ctttatattc
ttaaatatgg
atttgtataa
attcttattt
agaagatgaa
ttggatttgce
aggtagtctc
atctaagcta
tacagaagca
gtaattcaaa
tcttettttg
tattcaaagc
gtatattcat
gcaaataatt
aatcaggatt
gctccttetg
aataacgttc
tctaaatcct
aaagatattt
atattgattg
gctgctggcet
gttttatctt
gttcgcgeat
ctttcaggtc
gtgactggtg
ggtatttcca
accagcaagg
agaagtattg
actgattata
atcggcctcce
gtcaaagcaa
tacgcgcagc
ccctteettt
tttagggttc
tggttcacgt
cacgttcttt
ctattctttt
gatttaacaa
tgcttataca
tgacatgcta
caatgacctg
atcagctaga
cccttttgaa
taaaaatttt
taatgttttt
taattctttg

tatccctgaa
gggtggcggt
caaccctctc
ttctecttgag
taggcagggg
aacttattac
taaattcaga
tcaaggccaa
tggttctggt
ctctgaggga
ggcaaacgct
cgctaaaggc
tggtgacgtt
ttcccaaatg
atatttacct
accatatgaa
tcttttatat
taaggagtct
ttccttetgg
atagctattg
ggttatctct
attctccegt
ttcatttttg
tgtttatttt
tcaggataaa
cctcccgceaa
ttctatatct
cggcttgett
ggaaagacag
ttttecttgtt
tgttgtttat
tcttattact
cgattctcaa
cgcatatgat
aacgccttat
attaactaaa
atcagcattt
tcagacctat
tcgectatgtt
aggttattca
tgaaattgtt
ctcaggtaat
aatcaggcga
ctgacgttaa
ttgatatggt
atattgatga
gtggtttcct
gggcaaagga
caaatgtatt
tagataacct
agggtttgat
ctcagcgtgg
ctgctggtgg
taaagactaa
agaagggttc
aatctgccaa
tgagcgtttt
ccgatagttt
ctacaacggt
aaaacacttc
tgtttagctc
ccatagtacg
gtgaccgcta
ctcgeccacgt
cgatttagtg
agtgggccat
aatagtggac
gatttataag
aaatttaacg
atcttcctgt
gttttacgat
atagcctttg
acggttgaat
tctttaccta
tatccttgeg
ggtacaaccg
ccttgecectgt
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aatgagggtg
actaaacctc
gacggcactt
gagtctcagc
gcattaactg
cagtacactc
gactgcgctt
tcgtctgacc
ggcggctctg
ggcggttceeg
aataaggggg
aaacttgatt
tccggecttg
gctcaagtcg
tccctceecte
ttttctattg
gttgccacct
taatcatgcc
taactttgtt
ctatttcatt
ctgatattag
ctaatgcgcect
acgttaaaca
gtaactggca
attgtagctg
gtcgggaggt
gatttgcttg
gttctcgatyg
ccgattattg
caggacttat
tgtcgtegte
ggctcgaaaa
ttaagcccta
actaaacagg
ttatcacacg
atatatttga
acatatagtt
gattttgata
ttcaaggatt
ctcacatata
aaatgtaatt
tgaaatgaat
atccgttatt
acctgaaaat
aggttctatt
attgccatca
tgttccgcaa
tttaatacga
atctattgac
tcctcaatte
atttgaggtt
cactgttgca
ttcgtteggt
tagccattca
tatctectgtt
tgtaaataat
tcctgttgea
gagttcttct
taatttgcgt
tcaggattct
ccgctctgat
cgccctgtag
cacttgccag
tcgceggett
ctttacggca
cgccctgata
tcttgttceca
ggattttgcc
cgaattttaa
ttttggggct
taccgttcat
tagacctctce
atcatattga
cacattactc
ttgaaataaa
atttagcttt
atgatttatt

gtggctctga
ctgagtacgg
atccgcctgg
ctcttaatac
tttatacggg
ctgtatcatc
tccattctgg
tgcctcaacc
agggtggtgg
gtggtggcte
ctatgaccga
ctgtcgctac
ctaatggtaa
gtgacggtga
aatcggttga
attgtgacaa
ttatgtatgt
agttcttttg
cggctatctg
gtttcttgct
cgctcaatta
tccetgtttt
aaaaatcgtt
aattaggctc
ggtgcaaaat
tcgctaaaac
ctattgggcg
agtgcggtac
attggtctct
ctattgttga
tggacagaat
tgcctcetgec
ctgttgagcg
ctttttctag
gtcggtattt
aaaagttttc
atataaccca
aattcactat
ctaagggaaa
tgatttatg
aattttgttt
aattcgcctc
gtttctcccg
ctacgcaatt
ccttccatta
tctgataatc
aatgataatyg
gttgtcgaat
ggctctaatc
ctttcaactg
cagcaaggtg
ggcggtgtta
atttttaatg
aaaatattgt
ggccagaatg
ccatttcaga
atggctggcg
actcaggcaa
gatggacaga
ggcgtaccgt
tctaacgagg
cggcgcatta
cgccctagceg
tcccecgtcaa
cctcgacccc
gacggttttt
aactggaaca
gatttcggcc
caaaatatta
tttctgatta
cgattctett
aaaaatagct
tggtgatttg
aggcattgca
ggcttctcece
atgctctgag
ggatgtt
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gggtggcggt
tgatacacct
tactgagcaa
tttcatgttt
cacttttact
aaaagccatg
ctttaatgag
tcctgtcaat
ctctgagggt
tggttccggt
aaatgccgat
tgattacggt
tggtgctact
taattcacct
atgtcgccect
aataaactta
attttctacg
ggtattccgt
cttacttttc
cttattattg
ccctcectgact
tatgttattc
tcttatttgg
tggaaagacg
agcaactaat
gcctcgegtt
cggtaatgat

tggtttaat
acatgctcgt
taaacaggcg
tactttacct
taaattacat
ttggctteat
taattatgat
caaaccatta
tcgcgttcett
acctaagccg
tgactcttct
attaattaat
tactgtttcc
tcttgatgtt
tgcgecgattt
atgtaaaagg
tctttattte
ttcagaagta
aggaatatga
ttactcazac
tgtttgtaaa
tattagttgt
ttgatttgcc
atgctttaga
atactgaccg
gcgatgtttt
ctgtgccacg
tccettttat
cgattgagcg
gtaatattgt
gtgatgttat
ctcttttact
tcctgtctaa
aaagcacgtt
agcgcggcgg
cccgcectectt
gctctaaatc
aaaaaacttg
cgccctttga
acactcaacc
tattggttaa
acgtttacaa
tcaaccgggg
gtttgctcca
accctctceg
actgtctccg
tttaaaatat
gcaaaagtat
gctttattgce

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
2350
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
48690
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
€180
6240
6300
6360
6407



<212> PRT
<213> Thuc khudn thé Enterobacteria
<400> 11

Met
1

val
His
Asp
Val

(3]
Ile

Ser
145
Arg
Thr
Ser
Cys
Gln
225
Gly
Gly
Gly
Pro
Lys

365
Val

Lys
385
Gln
Met
Pro
Asn
Leu
465

Val

Gln

Tyr
Thr
Thr
Arg

50
Val

Thr
120
Leu
Phe
Gln

Ser

Ala
210

Gly G

Ser
Gly
Ser
Ala
290
Pro
val
val
Gln
Gln
370
Gly

Pro

Lys

Arg
Asn
Glu
35

Tyxr
Cys
Leu
Glu
Asp
115

Tvr

Glu

Gly
Gly
Gly
275

Pro

Lys

Val A

Leu
Arg
Lys
Asp
435
Lys

Sexr

Met
Ser
20

Asn
Ala
Thr
Ala
Gly
100
Thr
Pro
Glu
Asn
Thr

180
Ala

Ser
260
Ser

Glu

Pro
Glu
Asn
420
Ile
Thr
Arg
Cys

Leu
500

Gln
5
Met

Ser

Ser
Arg
165
Asp

Met

Ser
Gly
245
Cliu
Gly
Phe
Thr
Val

325
val

Ser
Pro
405
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

485
Sexr

Leu
Ala
Phe
Tyr
Asp
70

Pro

Gly

Gln
150
Gln
Pro
Tyr
Gly
Asp

230
Ser

L=u
Leu
3190
Ser
Glu
Thr
Asn
Ser
390
Gln
Val
Val
Pro
Thr
470

Val

Leu

Leu Ser Cys I

Glu
Thr
Glu

55
Glu

Glu

Pro
Thr
135

Pro

Gly

Asp
Phe
215
Leu
Gly
Gly
Met
Gly

295
Met

Tyx
Gly
375
Ile

Val

Thr

Asn

Glu
Gly

120
Glu

Lys
Ala
260
Asn
Pro
Gly
Gly
Val
280
Cly
Ile
Glu
dis
Arg
360
Lys
Glu
Tyr

Leu

Trp
440
Val
Asp

His

Pro

Val
25

Val
Cys
Gln
Glu
Gly
105
Tyr
Gln

Asn

Thr
185
Tyr

Lys
Thr
Thr
425
Glu
Leu
Lys
Glu

Gly
505

10
Glu

Trp
Leu
Cys
Gly
Gly
Thr
Asn
Thr
Thr
170
Tyr
Trp
Asp
Pro
Ser
250

Glu

Ser

Arg
Pro
330
Ala
Val
Tyr
Thr
Leu
410
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

490
Lys

34523

Ala
Ser
Lys
Trp
Tyr
75

Gly
Gly
Tyr
Pro
Phe

155
Val

Pro
235
Glu
Gly
Pro
Val
Thr
315
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
395
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

475
Leu

<210> 12

<211> 6407
<212> DNA
<213> Thuc
<400> 12

aacgctacta
atagctaaac
cgttcgcaga
gttgcatatt
tccgcaaaaa
ttggagtttg
tctttcgggce

khudn thd Enterobacteria

ctattagtag
aggttattga
attgggaatc
taaaacatgt
tgacctctta
cttccggtcet
ttcctcttaa

aattgatgcc
ccatttgcga
aactgttaca
tgagctacag
tcaaaaggag
ggttcgecttt
tctttttgat

accttttcag
aatgtatcta
tggaatgaaa
caccagatte
caattaaagg
gaagctcgaa
gcaatccget

Leu
Cys
Asp
Asn
60

Gly
Gly
Thr
Ile
Ala
140

Met

Tyr

Gly
Phe
220
Val
Gly
Gly
Pro
Phe
300
Pro
Val
Thr
Val
Cys

380
Ser

Val
Gly
Asp
460
Trp

His

Ser
Leu
Asp
45

Ala
Thr
Ser
Lys
Asn
125
Asn
Phe
Thr
Tyr
Lys
205
Val
Asn
Gly
Gly
Cys
285
Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
365
Lys

Lys

Ser

Gln
445

Gly S

Cln

Asn

Leu
Ala
30

Lys
Thr
Trp
Glu
Pro
110
Pro
Pro
Gln
Gly
Thr
190
Phe
Cys
Ala

Gly

Ser
270

Pro S

Phe T

Val
Phe
Pro
350
Thr
Val
Ala
Gln
Gly

430
Pro

Glu

His

ctcgcgeccce
atggtcaaac
cttccagaca
agcaattaag
tactctctaa
ttaaaacgcg
ttgcttctga

-143-

Ala
15

Lys
Thr
Gly
Val
Gly
95

Pro
Leu
Asn
Asn
Thr

175
Pro

Thr
Asn
335
Arg
Val
Ser
Lys
Glu
415
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyxr
495

Leu
Pro
Leu
Val
Pro
80

Gly
Glu
Asp
Pro
Asn
160
Phe
Val
Asp
Tyr
Gly
240
Glu
Gly
Cys
Pro
Cys
329
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
400
Glu
Tyr
Asn
Phe
Asn

480
Thr

aaatgaaaat
taaatctact
ccgtacttta
ctctaagcca
tcctgacctg
atatttgaag
ctataatagt

60
120
180
240
300
360
420



cagggtaaag
tttgaggggg
aaacatttta
ggtttttatc
aattcctttt
atgaatcttt
tcttcccaac
caatgattaa
ctcgtcaggg
aatatccggt
tgtacaccgt
gtctgcgect
caggcgatga
caaagatgag
gtggcattac
caaagcctct
cgatcccgcea
tgcgtgggcg
attcacctcg
tttttggaga
tattctcact
tttactaacg
ctgtggaatg
tgggtteccta
tctgagggtg
attcecgggct
aaccccgcta
cagaataata
caaggcactg
tatgacgctt
gatccattcg
gctggcggceg
ggcggttctg
gattttgatt
gaaaacgcgc
gctgctatceg
ggtgattttg
ttaatgaata
tttgtctttg
ttcegtggtg
tttgctaaca
tattattgcg
ttaaaaaggg
ggcttaactc
ttgttcaggg
tctctgtaaa
attgggataa
ctegttageg
cttgatttaa
cttagaatac
tcctacgatg
acccgttett
aaattaggat
cgttctgcat
tttgtcggta
gttggegttg
actggtaaga
tcecggtgttt
aatttaggtc
tgtcttgcga
gaggttaaaa
cagcgtctta
agcgacgatt
attaaaaaag
tgtttcatca
tgtaacttgg
tactgttact
tgttttacgt
taatccaaac
tgataattcc
ttttaaaatt
gtctaatact
tagtgctcct
aactgaccag
tttctcattt
cctcacctct
agggctatca
tattcttacg
tactggtcgt

acctgatttt
attcaatgaa
ctattacccc
gtcgtctggt
ggcgttatgt
ctacctgtaa
gtcctgactg
agttgaaatt
caagccttat
tcttgtcaag
tcatctgtcc
cgttccgget
tacaaatctc
tgttttagtg
gtattttacc
gtagccgttg
aaagcggcct
atggttottg
aaagcaagct
ttttcaacgt
ccgctgaaac
tctggaaaga
ctacaggcgt
ttgggctigc
gcggttctga
atacttatat
atcctaatcce
ggttccgaaa
accccgttaa
actggaacgg
ttcgtgaata
gctctggtgg
agggtggcgg
atgaaaagat
tacagtctga
atggtttcat
ctggctctaa
atttccgtca
gcgctggtaa
tctttgegtt
tactgcgtaa
tttcectecggt
cttcggtaag
aattcttgtg
tgttcagtta
ggctgctatt
ataatatggc
ttggtaagat
ggcttcaaaa
cggataagcc
aaaataaaaa
ggaatgataa
gggatattat
tagctgaaca
ctttatattec
ttaaatatgg
atttgtataa
attcttattt
agaagatgaa
ttggatttgc
aggtagtctc
atctaagcta
tacagaagca
gtaattcaaa
tcttettttg
tattcaaagc
gtatattcat
gcaaataatt
aatcaggatt
gctcettctg
aataacgttc
tctaaatcct
aaagatattt
atattgattg
gctgetggcet
gttttatctt
gttcgcgcecat
ctttcaggtc
gtgactggtg

tgatttatgg
tatttatgac
ctctggcaaa
aaacgagggt
atctgcatta
taatgttgtt
gtataatgag
aaaccatctc
tcactgaatg
attactcttg
tctttcaaag
aagtaacatg
cgttgtactt
tattctttecg
cgtttaatgg
ctaccctcegt
ttaactccct
tcattgtcgg
gataaaccga
gaaaaaatta
tgttgaaagt
cgacaaaact
tgtagtttgt
tatccctgaa
gggtggcgst
caaccctctc
ttctcttgag
taggcagggg
aacttattac
taaattcaga
tcaaggccaa
tggttctagt
ctctgaggga
ggcaaacgct
cgctaaaggc
tggtgacgtt
ttcccaaatg
atatttacct
accatatgaa
tcttttatat
taaggagtct
ttcecttetgg
atagctattg
ggttatctct
attctccegt
ttcatttttg
tgtttatttt
tcaggataaa
cctcccgeaa
ttctatatct
cggcttgcectt
ggaaagacag
ttttecttgtt
tgttgtttat
tcttattact
cgattctcaa
cgcatatgat
aacgccttat
attaactaaa
atcagcattt
tcagacctat
tcgctatgtt
aggttattca
tgaaattgtt
ctcaggtaat
aatcaggcga
ctgacgttaa
ttgatatggt
atattgatga
gtggtttctt
gggcaaagga
caaatgtatt
tagataacct
agggtttgat
ctcagcgtgg
ctgctggtgg
taaagactaa
agaagggttc
aatctgccaa

34523

tcattctcgt
gattccgcag
acttcttttg
tatgatagtg
gttgaatgtg
ccgttagttce
ccagttctta
aagcccaatt
agcagctttg
atgaaggtca
ttggtcagtt
gagcaggtcg
tgtttcgcge
cctctttegt
aaacttcctc
tccgatgetg
gcaagcctca
cgcaactatc
tacaattaaa
ttattcgcaa
tgtttagcaa
ttagatcgtt
actggtgacg
aatgagggtg
actaaacctc
gacggcactt
gagtctcagc
gcattaactg
cagtacactc
gactgcgctt
tcgtctgace
ggcggctctg
ggcggttceg
aataaggggg
aaacttgatt
tccggecttyg
gctcaagtcg
tcceteecte
ttttctattg
gttgccacct
taatcatgcc
taactttgtt
ctatttcatt
ctgatattag
ctaatgcgct
acgttaaaca
gtaactggca
attgtagctg
gtcgggaggt
gatttgcttg
gttctcgatg
ccgattattg
caggacttat
tgtcgtcgtce
ggctcgaaaa
ttaagcccta
actaaacagg
ttatcacacg
atatatttga
acatatagtt
gattttgata
ttcaaggatt
ctcacatata
aaatgtaatt
tgaaatgaat
atccgttatt
acctgaaaat
aggttctaac
attgccatca
tgttccgcaa
tttaatacga
atctattgac
tcctcaattce
atttgaggtt
cactgttgca
ttcgttcggt
tagccattca
tatctctgtt
tgtaaataat

tttctgaact
tattggacgc
caaaagcctce
ttgctcttac
gtattcctaa
gttttattaa
aaatcgcata
tactactcgt
ttacgttgat
gccagcctat
cggttcccett
cggatttcga
ttggtataat
tttaggttgg
atgaaaaagt
tctttcgetg
gcgaccgaat
ggtatcaagc
ggctcctttt
ttcctttagt
aaccccatac
acgctaacta
aaactcagtg
gtggctctga
ctgagtacgg
atccgcectgg
ctcttaatac
tttatacggg
ctgtatcatc
tccattctgg
tgectcaacce
agggtggtgg
gtggtggcte
ctatgaccga
ctgtcgctac
ctaatggtaa
gtgacggtga
aatcggttga
attgtgacaa
ttatgtatgt
agttcttttg
cggctatctg
gtttcttgct
cgctcaatta
tccctgtttt
aaaaatcgtt
aattaggctc
ggtgcaaaat
tcgctaaaac
ctattgggcg
agtgcggtac
attggtttct
ctattgttga
tggacagaat
tgcctcetgee
ctgttgagcg
ctttttctag
gtcggtattt
aaaagttttc
atataaccca
aattcactat
ctaagggaaa
ttgatttatg
aattttgttt
aattegcectc
gtttctcccg
ctacgcaatt
ccttccatta
tctgataatc
aatgataatg
gttgtcgaat
ggctctaatc
ctttcaactg
cagcaaggtg
ggcggtgtta
atttttaatg
aaaatattgt
ggccagaatg
ccatttcaga

-144-

gtttaaagca
tatccagtct
tcgctatttt
tatgcctcgt
atctcaactg
cgtagatttt
aggtaattca
tctggtgttt
ttgggtaatg
gcgectggtce
atgattgacc
cacaatttat
cgctgggggt
tgccttecgta
ctttagtcct
ctgagggtga
atatcggtta
tgtttaagaa
ggagcctttt
tgttccttte
agaaaattca
tgagggctgt
ttacggtaca
gggtggcggt
tgatacacct
tactgagcaa
tttcatgttt
cacttttact
aaaagccatg
ctttaatgag
tcctgtcaat
ctctgagggt
tggttccggt
aaatgccgat
tgattacggt
tggtgctact
taattcacct
atgtcgccct
aataaactta
attttctacg
ggtattccgt
cttacttttc
cttattattg
ccctctgact
tatgttattc
tcttatttgg
tggaaagacg
agcaactaat
gcctcgegtt
cggtaatgat
ttggtttaat
acatgctcgt
taaacaggcg
tactttacct
taaattacat
ttggctttat
taattatgat
caaaccatta
tcgegttett
acctaagccg
tgactcttct
attaattaat
tactgtttcc
tcttgatgtt
tgcgcgattt
atgtaaaagg
tctttattte
ttcagaagta
aggaatatga
ttactcaaac
tgtttgtaaa
tattagttgt
ttgatttgcc
atgctttaga
atactgaccg
gcgatgtttt
ctgtgccacg
tccecttttat
cgattgagcg

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2380
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4250
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160



tcaaaatgta
tctggatatt
tactaatcaa
cggtggcectce
aatcccttta
atacgtgctc
gtgtggtggt
tcgetttett
gggggctccc
atttgggtga
cgttggagtc
ctatctcggg
aaaatgagct
tttaaatatt
tacatatgat
gactctcagg
gcattaattt
gcctttctca
atgagggttc
tacagggtca
ttaattttgc

ggtatttcca
accagcaagg
agaagtattg
actgattata
atcggcctcec
gtcaaagcaa
tacgcgcagce
cccttecttt
tttagggttc
tggttcacgt
cacgttcttt
ctattctttt
gatttaacaa
tgcttataca
tgacatgcta
caatgacctg
atcagctaga
cccttttgaa
taaaaatttt
taatgttttt
taattctttg

tgagcgtttt
ccgatagttt
ctacaacggt
aaaacacttc
tgtttagctce
ccatagtacg
gtgaccgcta
ctcgccacgt
cgatttagtg
agtgggccat
aatagtggac
gatttataag
aaatttaacg
atcttcctgt
gttttacgat
atagcctttg
acggttgaat
tctttaccta
tatccttgeg
ggtacaaccg
ccttgeetgt

<210> 13
<211> 50
<212>
<213>
<400> 13
Met Tyr
1

val Thr

His Thr

Asp Arg
50
Vval Val
65
Ile Gly

Gly Ser

Tyr Gly
Thr
130
Leu

Gly

Ser
145
Phe

Gln
Ser

Ala
210
Gly

Ser
Gly
Ser

Pro
290
Phe Pro
305
Val Thr

Phe Asn

Pro Arg

Thr Val
370
Val Ser
385
Ala Lys

Glu

9

DRT
Thuc khudn thé Enterobactexria

Arg
Asn
Glu
35

Tyr

Cys

Leu A

Glu
Asp
115
Tyr
Glu
Arg
Gly
Lys
195
Phe
Gln
Gly
Gly
Gly
275
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
355
Leu
Asn

Gly

Glu

Met
Ser
20

Asn

Ala

Gly
100

Thr P

Pro
Glu
Asn
Thr
180
Ala

His

Ser
260
Ser
Pro
Lys
Val
Tyr
340
Glu
His
Lys
Gln

Met

Gln
5
Met

Ser

Pro
Ser
Arg
165
Asp
Met
Ser
Ser
Gly
245
Glu
Gly
Ala
Pro
Val

325
val

Pro
405
Thr

Leu
Ala

Phe

Gln
150
Gln
Pro
Tyr
Gly
Asp
230
Ser
Gly
Ala
Pro
Lys
310
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
390

Arg

Lys

Leu
Glu
Thr
Glu

55
Glu

Val
Asp
Phe
215
Leu
Gly
Gly
Met
Glu
295
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
375
Pro

Glu

Asn

Asn
40
Gly

Thr

r Glu G

Gly
120
Glu
Leu
Ala
Lys
Ala
200
Asn
Pro
Gly
Gly
Val
280
Leu
Thr
Val
Val
Ser

360
Leu

Pro

Gln

34523

tcctgttgea
gagttcttct
taatttgcgt
tcaggattct
ccgctctgat
cgccctgtag
cacttgccag
tcgcecggcett
ctttacggca
cgccctgata
tcttgttcca
ggattttgcc
cgaattttaa
ttttggggct
taccgttcat
tagacctctc
atcatattga
cacattactc
ttgaaataaa
atttagcttt
atgatttatt

Ile
10
Glu

Cys
Ser

Trp Lys

Leu Trp

Cys Tyr
75
Gly Gly
90
Gly Gly

Tyr Thr Tyr

Asn Pro

Thr Phe
155
Thr Val
170

Tyr Tyr

Leu

Thr
185
Tyr Trp
Asp

Gln Pro
Ser
250
Glu

Gly

Ser
265

Ile
315
Glu

Leu

His
330
Val

Ser
Glu His
345
Thr

Tyr Arg

Asn Gly Lys

Ile Glu
395
Tyr

Pro
Gln Val
410

Ser Leu

atggctggceg
actcaggcaa
gatggacaga
ggcgtaccgt
tctaacgagg
cggcgcatta
cgccctagceg
tcccegtceaa
cctcgacccece
gacggttttt
aactggaaca
gatttcggcece
caaaatatta
tttctgatta
cgattctctt
aaaaatagct
tggtgatttg
aggcattgca
ggcttctccce
atgctctgag
ggatgtt

gtaatattgt
gtgatgttat
ctcttttact
tcctgtctaa
aaagcacgtt
agcgcggcgg
cccgctectt
gctctaaatc
aaaaaacttg
cgccctttga
acactcaacc
tattggttaa
acgtttacaa
tcaaccgsgg
gtttgctcca
accctctceg
actgtctccg
tttaaaatat
gcaaaagtat
gctttattgce

Ala L

Asn
60

Gly
Gly
Thr
Ile
Ala
140
Met
Tyr
Gln
Gly
Phe

220
Val

0.
2
<

Gly
Lys
Pro
300
Serxr
Asp
Asn
Val
Glu
380
Lys
Thr

Thr

Leu
Asp
45

Ala
Thr
Ser
Lys
Asn
125
Asn
Phe
Thr
Tyr
Lys
205
Val
Asn
Gly
Gly
Thr

285
Ser

Ala
Val
365
Tyr
Thr

Leu

Cys

-145-

Leu
Ala
3C

Lys

Thr

Tip

Pro
110
Pro
Pro
Gln
Gly
Thr
190
Phe
Cys

Ala

Ser
270
His
Val
Thr
Glu
Lys
350
Ser
Lys
Ile

Pro

Leu

Ala
15

Lys
Thr
Gly
Val
Gly
95

Pro

Leu

Asn

Thr
175
Pro
Arg
Glu
Gly
Ser
255
Gly
Thr

Phe

Val
335
Thr
Val
Cys
Ser
Pro

415
Val

Leu
Pro
Leu
Val
Pro
30

Gly

Glu

Pro
Asn

160
Phe

Asp
Tyr
Gly
240
Glu

Gly

Cys

Glu
320
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
400

Ser

Lys

5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6407



34523

420 425 430
Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
435 440 445
Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
450 455 460
Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
465 470 475 480
Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
485 490 495
His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
500 505
<210> 14
<211> 131
<212> PRT
<213> Thuc khudn thé& Enterobacteria
<400> 14
Thr Lys Pro Pro Glu Tyr Gly Asp Thr Pro Ile Pro Gly Tyr Thr Tyr
1 5 10 15
Ile Asn Pro Leu Asp Gly Thr Tyr Pro Pro Gly Thr Glu Gln Asn Pro
2 25 30
Ala Zsn Pro 2sn Pro Ser Leu Glu Glu Ser Gln Pro Leu Asn Thr Phe
35 40 45
Met Phe Gln Asn Asr Arg Phe Arg Asn Arg Gln Gly Ala Leu Thr Val
50 55 60 .
Tvr Thr Gly Thr Val Thr Gln Gly Thr Asp Pro Val Lys Thr Tyr Tyr
65 70 75 80
Gln Tyr Thr Pro Val Ser Ser Lys Ala Met Tyr Asp Ala Tyr Trp Asn
85 S0 95
Gly Lye Phe 2rg Asp Cys Ala Phe His Ser Gly Phe Asn Glu Asp Pro
100 1iC5 110
Phe Val Cys Glu Tyr Gln Gly Gln Ser Ser Asp Leu Pro Gln Pro Pro
115 1z 125
Val Asn Ala
130
<210> 15
<211> 131
<212> PRT
<213> Thizc khudn thé Enterobacteria
<400> 15 :
Thr Lys Pro Pro Glu Tyr Gly Asp Thr Pro Ile Pro Gly Tyr Thr Tyr
1 5 10 15
Ile Asn Pro Leu Asp Gly Thr Tyvr Pro Pro Gly Thr Glu Gln Asn Pro
20 25 30
Ala Asm Pro Asa Pro Ser Leu Glu Glu Ser Gln Pro Leu Asn Thr Phe
35 40 45
Met Phe Gln Asn Asn Arg Phe Arg Asn Arg Gln Gly Ala Leu Thr Val
50 5% €0
Tyr Thr Gly Thr Val Thir Gla Gly Thr Asp Pro Val Lys Thr Tyr Tyr
€5 70 75 80
Gln Tyr Thr Pro Val Ser Ser Lys Ala Met Tyr Asp Ala Tyr Trp Asn
85 90 95
Gly Lys Phe Arg Asp Cys Ala Phe His Ser Gly Phe Asn Glu Asp Pro
100 105 110
Phe Val Cys Glu Tyr Gln Gly Gln Ser Ser Asp Leu Pro Gln Pro Pro
115 120 125
Val Asn Ala
130
«<210> 16
<211> 131
<212> PRT
<213> Thuc khudn thé Entercbacteria
<400> 16
Thr Lys Pro Pro Glu Tyr Gly Asp Thr Pro Ile Pro Gly Tyr Thr Tyr
1 5 10 15
Ile Asn Pro Leu Asp Gly Thr Tyr Pro Prc Gly Thr Glu Gln Asn Pro
20 25 30
Ala Asn Pro &sn Pro Ser Leu Glu Glu Ser Gln Pro Leu Asn Thr Phe
= 40 45
Met Phe Gln Asn Asun Arg Phe Arg Asn Arg Gln Gly Ala Leu Thr Val
50 5
Tyr Thr Gly Thr Val Thr Gin Gly Thr Asp Pro Val Lys Thr Tyr Tyr
65 70 75 80
Gln Tyr Tkr Pro Val Ser Ser Lys Ala Met Tyr Asp Ala Tyr Trp Asn
5 90 95
Gly Lys Phe Arg Asp Cys Ala Phe His Ser Gly Phe Asn Glu Asp Pro
100 105 110
Phe Val Cys Glu Tyr Gln Gly Gln Ser Ser Asp Leu Pro Gla Pro Pro
115 120 125
Val Asn Ala
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130
<210> 17
<211> 128
<212> PRT
<213> Thuc khudn thé Enterobacteria
<400> 17
Ser Pro Gly Glu Lys Thr Glu Ser Trp Ser Ile Arg Ala Gln Val Glu
1 5 10 15
Gly Asp Ile Gln Arg Ser Val Pro Asp Glu Glu Pro Ser Glu Gln Thr
20 25 30
Pro Glu Glu Ile Cys Glu Ala Lys Pro Pro Ile Asp Gly Val Phe Asn
35 40 45
Asn Val Phe Lys Gly Asp Glu Gly Gly Phe Tyr Ile Asn Tyr Asn Gly
50 55 60
Cys Glu Tyr Glu Ala Thr Gly Val Thr Val Cys Gln Asn Asp Gly Thr
65 70 75 80
val Cys Ser Ser Ser Ala Trp Lys Pro Thr Gly Tyr Val Pro Glu Ser
85 90 95
Gly Glu Pro Ser Ser Ser Pro Leu Lys Asp Gly Asp Thr Gly Gly Thr
100 105 110
Gly Glu Gliy Gly Ser Asp Thr Gly Gly Asp Thr Gly Gly Gly Asp Thr
115 120 125
<210> 18
<211> 128
<212> PRT
<213> Thuc khudn thé Enterobacteria
<400> 18
Ser Pro Ser Glu Lys Thr Glu Ser Trp Ser Ile Arg Ala Gln Val Glu
1 5 10 15
Gly Asp Met Gln Arg Ser Val Pro Asp Glu Glu Pro Ser Glu Gln Thr
20 25 30
u Ile Cys Glu Ala Lys Pro Pro Ile Asp Gly Val Phe Asn
40 45
Asn Val Ser Lys Gly Asp Glu Gly Gly Phe Tyr Ile Asn Tyr Asn Gly
50 55 60
Cys Glu Tyr Glu Ala Thr Gly Val Thr Val Cys Gln Asn Asp Gly Thr
65 70 75 -
Val Cys Ala Ser Ser Ala Trp Lys Pro Thr Gly Tyr Val Pro Glu Ser
85 90 95
Gly Glu Ser Ser Ser Ser Pro Val Lys Asp Gly Asp Thr Gly Gly Thr
100 105 110
Gly Glu Gly Gly Ser Asp Thr Gly Gly Asp Thr Gly Gly Gly Asp Thr
115 120 125
<210> 19
<211> 161
<212> PRT
<213> Thuc khuin thé& Enterobacteria
<400> 19
Ser Thr Pro Asp Thr Val Thr Pro Gly Gln Thr Val Asn Leu Pro Ser
1 5 10 15
Asp Leu Ser Thr Leu Ser Ile Pro Ala Asn Val Val Lys Ser Asp Ser
20 25 30
Ile Gly Ser Gln Phe Ser Leu Tyr Thr Asn Ala Ser Cys Thr Met Cys
: 35 40 45
Ser Gly Tyr Tyr Leu Ser Asn Asn Ala Asp Ser Ile Ala Ile Ala Asn
50 55 60
Ile Thr Glu Thr Val Lys Ala Asp Tyr Asn Gln Pro Asp Met Trp Phe
65 7 75 80
Glu Gln Thr Asp Ser Asp Gly Asn His Val Lys Ile Leu Gln Asn Ser
85 90 95
Tyr Lys Ala Val Ser Tyr Asn Val Glu Ser Lys Gln Ser Asp Val Asn
100 105 110
Asn Pro Thr Tyr Ile Asn Tyr Ser Tyr Ser Val Asn Val Lys Gln Val
115 120 125
Ser Tyr Asp Thr Ser Asn Val Cys Ile Met Asn Trp Glu Thr Phe Gln
130 135 140
Asn Lys Cys Asp Ala Ser Arg Ala Val Leu Ile Thr Asp Thr Val Thr
145 150 155 160
Pro
<210> 20
<211> 227
<212> PRT
<213> Thuc khuidn thé Enterobacteria
<400> 20
Met Ala Glu Thr Val Glu Ser Cys Leu Ala Lys Ser His Thr Glu Asn
1 5 10 15
Ser Phe Thr Asn Val Trp Lys Asp Asp Lys Thr Leu Asp Arg Tyr Ala
20 25 30
Asn Tyr Glu Gly Cys Leu Trp Asn Ala Thr Gly Val Val Val Cys Thr

Pro Glu

w Q

(S I
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35 40 45
Gly Asp Glu Thr Gln Cys Tyr Gly Thr Trp Val Pro Ile Gly Leu Ala
50 55 60
Ile Pro Glu Asn Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu CGly

Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Thr Lys Pro Pro Glu Tyr Gly Asp Thr
85 90 95
Pro Ile Pro Gly Tyr Thr Tyr Ile Asn Pro Leu Asp Gly Thr Tyr Pro
100 105 110
Pro Gly Thr Glu Gln Asn Pro Ala Asn Pro Asn Pro Ser Leu Glu Glu
115 120 125
Ser Gln Pro Leu Asn Thr Phe Met Phe Gln Asn Asn Arg Phe Arg Asn
130 135 140
Arg Gln Gly Ala Leu Thr Val Tyr Thr Gly Thr Val Thr Gln Gly Thr
145 150 155 160
Asp Pro Val Lys Thr Tyr Tyr Gln Tyr Thr Pro Val Ser Ser Lys Ala
165 170 175
Met Tyr Asp Ala Tyr Trp Asn Gly Lys Phe Arg Asp Cys Ala Phe His
1890 185 190
Ser Gly Phe Asn Glu Asp Leu Phe Val Cys Glu Tyr Gln Gly Gln Ser
195 200 205
Ser Asp Leu Pro Gln Pro Pro Val Asn Ala Pro Ser Gly His His His
210 215 220
His His Hi
225

)

<210> 21

<211> 7

<212>» PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<221> Ngudn

<223> /Luu y="Md ta trinh ty nhan tao: trinh tu lién tng tdng hop
peptit”

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> Axit amin bét ky

<220>

<221> MOD_RES

<222> (4)..(4)

<223> Axit amin bat ky

«<220>

<221> MOD_RES

<222> (6)..(6)

<223> Axit amin bit ky

<400> 21
Gly Xaa Phe Xaa Gly Xaa Phe
1 5

- «210> 22

<211> 5
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<221> Ngudn
<223> /Luu 9="M8 t& trinh ty nhan tao: peptit tdng hop”

<400> 22

Lys Leu Val Phe Phe

1 5

<210> 23

<211> 684

<212> DNA

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<221> Ngudn

<223> /Luu §="M& ta trinh ty nhdn tao: polynucleotitdng hop”
<400> 23

atggctgaaa ctgttgaaag ttgtttagca aaatcccata cagaaaattc atttactaac 60
gtctggaaag acgacaaaac tttagatcgt tacgctaact atgagggctg tctgtggaat 120
gctacaggcg ttgtagtttg tactggtgac gaaactcagt gttacggtac atgggttcct 180
attgggcttg ctatccctga aaatgagggt ggtggctctg agggtggcgg ttctgagggt 240
ggcggttctg agggtggegg tactaaacct cctgagtacg gtgatacacc tattccggge 300

-148-



tatacttata
aatcctaatc
aggttccgaa
gaccccgtta
tactggaacg
gtttgtgaat
gggcatcatc

tcaaccctct cgacggcact
cttctcttga ggagtctcag
ataggcaggg ggcattaact
aaacttatta ccagtacact
gtaaattcag agactgcgct
atcaaggcca atcgtctgac
atcatcatca ttaa

34523

tatccgcctg
cctcttaata
gtttatacgg
cctgtatcat
ttccattctg
ctgcctcaac

gtactgagca
ctttcatgtt
gcactgttac
caaaagccat
gctttaatga
ctcctgtcaa

aaaccccgcet
tcagaataat
tcaaggcact
gtatgacgct
ggatttattt
tgctcegtece

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
«221>
<223>
<400>

24

227

PRT

Trinh tu nhan

Ngudn
/Luu y="Mb ta&
24

Met Ala Glu Thr Val

1

Ser Phe Thr Asn Val

20

Asn Tyr Glu Gly Cys

35

Gly Asp Glu Thr Gln

50

Ile Pro Glu Asn Glu

65

Gly &

1y Ser Glu Gly

85

Pro Ile Pro Gly Tyr

100

Pro Gly Thr Glu Gln

Ser Gln Pro Leu Asn

Arg Gln Gly Ala Leu

145

Asp Pro Val Lys Thr

165

Met Tyr Asp Ala Tyr

180

Ser Gly Phe Asn Glu

195

Ser Asp Leu Pro Gln

His His His

225

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

PRT
Trinh ty nhén

Ngudn
/Luu y="Md ta
25

His His His His His

1

-5

tao

trinh tu nhan tao: polypeptit tdng hop”

Glu Ser Cys Leu Ala Lys Ser His Thr

Trp

Leu

Thr
Thr
150
Tyxr
Trp

Asp

Pro

tao

trinh ty nhan tao:trinh tu danh diu 6xHis téng hop”

His

Lys
Trp

Tyxr

Phe
135
Val
Tyr

Asn

Pro
215

Asp
Asn
40

Gly

Gly

Thr 1

Tle
Ala

120
Met

Gln
Gly
The

200
Val

Asp
25

Ala
Thr

Ser

Asn
105
Asn

Phe

Tyr
Lys
185
val

Asn

10
Lys

Thr

Trp

Pro
c0

Pro
Pro
Gln
Gly
Thr
170
Phe

Cys

Ala

Thr
Gly
Val
Gly
75

Pro

Leu

Asn
Thr
155
Pro

ATrg

Glu

Leu
Val

Pro

AsSp
Pro
Asn
140
Val
val
Asp
Tyr

Ser
220

Asp

Val
45
Ile
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Arg
30
Val

Gly

Ser

Thr
110
Leu
Dhe
Gln
Ser
Ala
190
Gly

His

Glu
15
Tyr

Gly
Lys
175
Phe
Gln

His

Asn

Ala

Thr

Ala

Asn
Thr
160
Ala
His
Ser

His

360
420
480
540
600
660
684





