(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0044568

C12N 5/10; A61P 31/14; C12N 15/85; (13) B

(51)202001
A61K 39/187; CO7K 14/18

(21) 1-2020-07185 (22) 16/04/2020

(86) PCT/CN2020/085026 16/04/2020 (87) W02020/238458 A1 03/12/2020

(30) 201910443709.1 25/05/2019 CN

(45) 25/04/2025 445 (43) 25/11/2021 404A

(71) YEBIO BIOENGINEERING CO., LTD. OF QINGDAO (CN)
No. 21, Aodongnan Road, Hongdao Economic Development District, Qingdao,
Shandong, 266114, China

(72) GUO, Weiwei (CN); LIU, Dawei (CN); XIANG, Yinhui (CN); WANG, Yuhong
(CN); DOU, Xiaolong (CN); LIU, Lei (CN); FAN, Gencheng (CN); DU, Yuanzhao
(CN).

(74) Cong ty TNHH S¢ hitu tri tué Tran & Tran (TRAN & TRAN CO., LTD.)

(54) DONG TE BAO BIEU HIEN PROTEIN E2, PROTEIN E2 VA VACXIN DUOCI
DON VI CUA VIRUT GAY SOT O LON



(21) 1-2020-07185

(57) Sang ché dé cap dén dong té bao diing dé biéu hién protein E2, protein E2 va vacxin
duéi don Vl protein E2 ciia virut gy sét & lon duoc san xuét tir protein ndy. Khang
nguyén protein ¢6 trinh tir axit amin SEQ ID NO: 3 trong vacxin dugc san xuit bang cach
stt dung viéc biéu hién dong té bao E2-CHO cia virut gly sbt & lon téi td hgp. Vacxin
dugc san xudt tir sang ché c6 cac dic diém nhu d6 6n dinh khang nguyén cao, dd tinh
khiét cao, tinh dic hiéu cao, khong tao ra cic khéng thé khéc khong lién quan, c6 phuong
phéap phat hién thuédn tién va chinh xic, ma cé thé dat nén moéng viing chic cho viéc san

xuat vacxin dudi don vi cua virut giy sot & lgn va cac chat thit chan doan.


CVH140
Textbox
(57)

CVH140
Textbox
(21)  1-2020-07185


44568 123

Linh vire k¥ thuit dwoc dé cip

Sang ché thudc linh vuc k¥ thuat vé san phém sinh hoc dung cho thi y, va cu thé
14 d& cap dén dong té bao diing dé biéu hién protein E2 v viéc sir dung dong té bao nay,
protein E2 va vacxin duéi don vi protein E2 ciia virut giy sét & lon duoc san xuét tir

protein nay.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

St & lon 13 bénh 14y nhiém cp tinh, nghiém trong, va c6 kha ning lay lan cao do
virut gay sét & lon cb dién (CSFV: Classical Swine Fever Virus) gay ra, gdy t6n thit dang
ké cho nganh chin nudi lgn trén thé gidi. Mac di vacxin giam doc lirc cia CSFV da duogce
st dung trong cac giai phap k¥ thuat da biét cho hiéu qua mién dich tdt va ¢6 tinh an toan
cao nhung khé phén biét duoc khang thé do co thé san sinh ra khi duge kich thich bang
vacxin séng giam doc luc v6i khang thé dugc tao ra béi lon nhiém virut kiéu dai, diéu
nay khong c6 lgi cho viéc kiém soat dich bénh va tinh ché virut gay sb6t & lon. Viée
nghién ctru va phat trién vacxin du6i don vi cia virut gdy s6t & lon c6 thé gitp phén biét
duoc dong vat dugc gdy mién dich bang vacxin nay va dong vat bi nhidm, va c6 thé tao

diéu kién thuan loi cho viéc tinh ché CSFV.

Chung gay ra dich bénh 13 virut gy sét & lon Trung Quéc c6 thé duge chia thanh
2 nhém gen va 4 phan nhém gen, cu thé 13 cic phan nhém gen 2.1, 2.2, 2.3 va 1.1. Céc
nghién ¢ d3 chi ra rang c6 su khac biét rit 16n v& cc gen sinh khéng nguyén giita cac
chiing virut gy st & lon phd bién & Trung Quéc va cac ching ¢6 doc luc cao Shimen
truyén théng va cac chung giam doc luc trén thd duoc st dung cho vacxin. Ching dung
cho vacxin gidm doc lyc trén thé Trung Québc truyén thdng thudc phan nhém gen 1.1,
nhung nhitng virut kiéu dai thuéc phan nhém nay chi chiém mét ty 1€ nho, va chiing dugc
phat hién chi yéu & cac ving chin nudi gia siic kidu chin tha khé xa. Véi su phat trién
nhanh cta nganh chin nudi lgn tap trung, ching CSFV giy ra dich bénh chinh ¢ Trung

Quéc thudc nhém gen 2. Viéc diéu tra dich t& d6i v6i CSFV da phét hién ra réng vacxin
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giam doc luc truyén théng cia CSFV thudc phan nhém gen 1.1 hién dang dugc sir dung
rong rii khong thé tao ra kha ning bao vé mién dich &t chéng lai virut giy sbt & lon

thu¢c nhém gen 2 hién dang 13y lan.
Ban chit k§ thuét ciia sang ché

Sang ché dé xuét dong té bao dimg dé biéu hién protein E2 va viéc st dung dong
té bao nay, ciing nhu protein E2 va viéc sir dung protein nay. Vacxin dué6i don vi protein
E2 ciia virut gy s6t & lon dugc san xuit trong sang ché c6 thé tao ra kha ning bao vé

mién dich t6t cho lon.

Theo phuong 4n thir nhét, sang ché d& xuét dong té bao dung dé biéu hién protein
E2, ma 13 dong té bao E2-CHO chira méanh nucleotit ma hoa protein E2; trong d6, protein
E2 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:3.

Manh nucleotit nay c6 trinh ty SEQ ID NO:4.

Theo phwong 4n thir hai, sing ché dé xuit viéc sir dung dong t& bao E2-CHO dé
biéu hién tai td hop protein E2 clia virut giy sbt & lon.

Theo phurong 4n thit ba, sing ché d& xut protein E2 c6 trinh tir axit amin 13 SEQ
ID NO:3. Trinh ty ctia manh nucleotit ma héa protein E2 1a SEQ ID NO:4.

Theo phuong 4n thi tu, sing ché dé xuét vacxin dudi don vi duoc san xuit tir
protein E2 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:3. Trinh tu cia manh nucleotit ma hoéa
protein E2 1a SEQ ID NO:4.

Theo phuong 4n thir nim, sang ché dé xuit viéc sit dung protein E2 dé san xuit
vacxin.

Theo phuong 4n thir sau, sang ché d& xuit vacxin dudi don vi cia virut giy sbt &
lgn, chira khang nguyén va ta chét ding cho vacxin, va khang nguyén nay 13 protein E2
dugc tao ra trong sang ché.

Vacxin dudi don vi dugc san xuét tir protein E2 theo it nhéat mot phuong 4n cia
sang ché ¢6 céac dic tinh nhu d6 &n dinh khang nguyén cao, do tinh khiét cao, d6 dac hiéu

cao, khéng tao ra cic khang thé khac khéng lién quan, va c¢6 phuong phép phat hién.

-
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thuén tién va chinh xac, ma c6 theé dit nén méng viing chic cho vi€c san xuit vacxin dudi

don vi ctia virut gdy sbt & lon va cac chét thir ding dé chin doan.
M ta chi tiét sang ché

Glycoprotein vé E2 14 protein c4u triic chinh ctia CSFV, 13 yéu t§ xac dinh chinh
dbi v6i doc hec va cac loai vat chi ciia CSFV, nam trén bé mat ngoai cua virion, va la
protein sinh khang nguyén chinh ma tao ra khang thé trung hoa virut va bao vé lon mién
dich khéi su tin cong ctia CSFV. Do d6, séang ché sir dung protein E2 cia virut gay sbt &
lon 1am phén t& protein quan trong dé phat trién vacxin méi cho virut giy sbt & lon.
Vacxin duéi don vi duge phat trién béi cic té bao nhan chuin biéu hién cic khang
nguyén protein E2 tai t6 hop duoc sir dung dé phan biét giita dap ving mién dich duoc tao
ra bai viée nhiém virut ty nhién v6i dap tmg mién dich duoc tao ra béi vacxin dudi don

vi. Vacxin duge danh dau nay s€ thuc day vi€c tinh ché virut gdy sot & lon.

Cu thé, sang ché t6i wu hoéa trinh tr gen ciia protein E2 ciia ching gdy dich bénh
thuéc nhom gen 2 ciia virut gy st & lon da phan 1ap, vi vay protein E2 tai t& hop c6 thé
dugc bidu hién bang cach sir dung hé théng biéu hién t& bao CHO (Chinese Hamster
Ovary cell — té bao budng trimg ciia chudt ddng Trung Quéc). Vacxin dudi don vi duogc
xir Iy k¥ thuét di truyén dugc tao ra bing cach nhii hoa bang ta chit ding cho vacxin ¢
do an toan va hiéu luc cao trong viéc gdy mién dich cho lgn, va dong vai trd bao vé chéc
chin dbi véi cac chiing gay dich bénh, va c6 thé duoc st dung lam vacxin dugce danh diu

dé tinh ché CSFV.
Vi du thuc hién sdng ché

Sang ché s& dugc mé ta chi tiét dudi day béng cac vi du thyc hién. Tuy nhién, can
hiéu rf?mg mdt phuong an co thé duoc thuc hién theo cdc cach hodc phuong ti€n khéac
nhau ma d3 biét d6i voi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat ndy ma
khong cin nhéc lai, nhu, khong chi gidi han &, cic thay dbi vé thong sb thir nghiém, sy
thay thé cac chit thir ding trong thir nghiém, va céc yéu té twong tu. Cic phuong phap
duoc sir dung trong sang ché ¢6 thé 13 cac phuong phép thudng dugc st dung trong linh
Virc san xuét vacxin, va khong bi giéi han & viéc trich dan cu thé cic phuong 4n trong

sang ché. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh virc ndy c6 thé thuc hién sing ché
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bang cac phuong phap thong thudng khéc.

Vi du 1: Sang loc protein E2 ciia virut gy sbt & lon

Trong ndm 2018, cac tri€u ching dién hinh cta bénh st & lon xuit hién & cic con
lon ma d4 tiém vacxin chira virut gy sot & lon d4 biét (vacxin nay 14 vacxin virut séng
toan phan thudc kiéu gen 1.1) & trang trai lon. D& phan 14p ngudn gay bénh, 14 lach cua
céc con lon bi chét dugc thu thap trong didu kién vo tring, huyén phit duoc dong hoa
b%\ng nuée mudi vo trung, ly tdm va thu L‘fly dich nbi. Sau khi 1am v6 trung, dich ndi duge
chiing vao trong cac té bao tinh hoan lon (ST, Swine Testis—). 96 gi¥ sau do6, thu gom
dich ndi chira virut cho 14n dau tién; va 72 gid sau d6, thu gom dich ndi chira virut cho
14n thir hai. Dung dich virut sau khi thu gom duogc tinh ché va chung virut duoc thu lay
sau d6. Chiing virut ndy dwoc phén tich va phat hién cic dic diém cua virut vé ndng do
virut, tinh sinh mién dich, tinh dic hiéu va do tinh khiét, v.v., va cac két qué cho théy
ring c6 phan tng dic hiéu dién ra gitra chiing virut da phan 1ap va huyét thanh chira virut

gdy sot ¢ lon, va khdng c6 tap nhiem vi khuan, vi khuan mycoplasma va virut ngoai sinh.

Viéc phét hién didc trung cia ching virut dd sang loc theo phuong an nay duogc
tién hanh, va cic két qua cho thdy riang chiing nay 13 virut giy sét & lon. Két qua cia
phép thir thir thach nay thé hién ring virut da sang loc nay c6 thé gy chét cho lgn, va
viéc giai phu ciing cho thiy rang c6 hién twong chiy mau & cic co quan bén trong, hoai
tlr, va nhoi mau.

Gen ciia protein E2 (duge dé cap 1a gen E2) dugc doc trinh ty, protein nay Ia
protein cAu tric cia ching da sang loc va xac dinh. Gen E2 ¢6 chiéu dai 1110 cdp bazo
(bp, Base Pair) va mé héa 370 axit amin. Trinh tu axit amin 1a SEQ ID NO:1, va trinh tu
nucleotit ctia gen mé héa 1a SEQ ID NO:2. Cay tién héa di truyén va viéc phan tich do
trong ddng v trinh tr nucleotit duge tién hanh trén trinh tu geh E2 hién tai va trén trinh
tu gen E2 dugc huu trit trong ngin hang gen (GenBank), va d3 phat hién thiy ring do
turong ddng vé axit amin ctia gen E2 hién tai va ching doc lwc Shimen hién dang dugc st
dung 13 khoang 87%, va d6 twong dong vé axit amin ciia gen E2 hién tai v6i axit amin
ctia kiéu gen 2.1d phé bién 13 khoang 98%. Két qua nay cho thdy ring virut néu trén da
dot bién va vacxin 1.1 khong con kha ning bao vé khéi ching gy dich bénh 1a virut giy
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sot & lon.

Vi du 2: X4y dung clu tric plasmit ti td hop dé bidu hién sen E2

1. Ghép nédi va ti wu hoa gen E2

Mién Pestivirus_E2 ctia gen E2 dugc cat cut, va 23aa & diu tn cing N va 32aa &
d4u tan ciing C duoc cit bo dé gitip protein nay gip nép t6t hon thanh cu tric bac ba va
dé 16 ra nhiéu vi tri khang nguyén cia protein E2 hon. Pdng thdi, codon ciia gen E2 duoc
t8i rru héa, va trinh ty axit amin sau khi t61 vu va cai bién 12 SEQ ID NO:3, ma c6 thé
biéu hién r6 vi tri khang nguyén. Trinh t nucleotit m héa trinh tir axit amin SEQ ID
NO:3 dugc t6i uu hoa trén codon, va trinh tw nucleotit ciia gen da t6i wu hoa 13 SEQ ID

NO4.

Trinh ty SEQ ID NO:4 dugc tdng hop boi cong ty Shanghai Bioengineering Co.,

Ltd. va dugc cai xen vao trong vecto puc57 dé thu duogc puc57-seqé.
2. X4y dung cu tric plasmit tai t5 hop 14.4-E2
2.1 Phén ting ti€u héa nhé enzym

(1) D4n nhan vao 6ng EP dung tich 1,5ml dugc st dung, bd sung cac miu va tron trong
6ng EP dung tich 1,5ml néu trén theo bang duéi déy; thé tich ciia hé phan tng 12 50 pL,
nhwr duoc thé hién dudi day:

Théanh phén dugc bd sung Thé tich (pl)
Vecto 2pg
Endonucleaza gi6i han Bstl 2,5
Endonucleaza gidi han HindIII 2,5

10X dém 5

dd H,O (double-distilled HoO — H,O chung cét hai 14n) B0 sung dén 50

Déi véi mdi phan tmg tiéu hoa nho enzym, vecto trong bang néu trén dugc chon tir
mdt trong s6 cac vecto pEE14.4 (plasmit), puc57-seq4 va puc57-seql twong tng, trong
d6 puc57-seql cé thé duoc sir dung 1am nhém dbi chimg. Ba vecto néu trén 14n luot durgc

cho trai qua phan ting tiéu héa nho enzym.
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(2) Ong EP dung tich 1,5ml & buéc (1) duge dat trong chiu nude c6 nhiét 4o khong dbi
37°C trong 2-3 gid. Ba hé théng tidu héa béng hai enzym 1an luot dugce tao ra.

2.2 Thu hdi san phim tiéu hoa bang hai enzym trén gel

Cac hé théng tiéu hoa bing hai enzym 1dn ot dugc 14y ra, va cac manh ADN
trong cac hé thng nay 1an hugt duge thu hdi bang phuong phap dién di trén gel agaroza.
Céac manh plasmit, va cac manh ADN (ch®ra gen dich) ctia gen E2 d& tb1 tru, 14n huot duge

thu 14y.
(1) D4n nhan vao éng EP thu mAu, cot hip thu va bng thu gom.
(2) Can éng EP rbng d3 dan nhén va ghi lai gi4 tri cAn dugc.

(3) Cit cén than dai ADN dich duy nhét trén dung cu cit gel bing dao khoi gel agaroza,

va dat n6 vao trong 6ng nghiém sach ding dé ly tm dung tich 1,5ml.

(4) Bb sung 600p1 dém chiét vao trong éng diing dé ly tAm dung tich 1,5ml & buéc (3) va
dat trong bé nuéc 50°C trong khoang 5 phut. Trong thoi gian ndy, quay lién tuc bng
nghiém ding dé ly tAm 1én va xudng tir tir & d4m bao hoa tan hoan toan khéi gel dé thu
duoc dung dich thir nhét.

(5) B6 sung dung dich thir nhit thu dugc & budce (4) vao trong cot hép thy, sau d6 ly tim
& tbe do 10.000 vong/phit trong 30 gidy; thai bo chit thai 16ng khéi 6ng thu gom va dit
cot hip thu trong 6ng thu gom.

(6) Bb sung 600pl dém chiét vao trong cot hép thu, sau d6 ly tim & tbc do 10.000
vong/phiit trong 30 gidy; thai bé chét thai 1éng khéi bng thu gom va dat cot hap thy trong
bng thu gom.

(7) Bb sung 600pul dém rira vao trong cot hip thy, & nguyén trong 3 phut; sau d6 ly tdm
& the do 10.000 vong/phut trong 30 gidy; thai bé chét thai 16ng khoi dng thu gom va dit
¢6t hip thu trong éng thu gom. |

(8) Lap lai budc (7).

(9) Ly tAm cot hép thy rdng & tc d6 12.000 vong/phit trong 2 phiit dé loai bé dém rira
nhidu nhét c6 thé; dit cot hip thu & nhiét do phong trong 10 phiit va siy khé k.
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(10) Dt cot hip thy trong dng thu gom, nho timg giot dém rira gidi v6i thé tich 50pL (gia
nhiét so bo dén 65°C) vao vi tri trung tAm cua mang hép thy, dé nguyén trong 3 phut, va

sau d6 ly tAm & tbe d6 12.000 vong/phit trong 2 phut.

(11) L4y éng ly tAm & budc (10) ra khéi may ly tdm, lay cot hép thy & giira ra, dy nép

bng ly tam, va gitt miu ADN trong 6ng ly tAm nay.

(12) Pt miu ADN & bude (11) & 4°C @& bao quan, va chuln bi dién di trén gel agaroza
dé xac dinh va thu hdi cdc manh ADN trén gel. Theo d6, vecto pEE14.4 d3 1am thing va

gen dich c6 thé thu dwgc tirong (g cho phan tng nbi sau do.

Trong vi du nay, kit chiét gel duoc mua ciia cong ty Hangzhou Bioer Technology

Co., LTD.
2.3 Phan g nbi
(1) D4n nhan vao 6ng ly tim dung tich 0,2ml dugc st dung.

(2) B sung cac méu vao ong ly tdm dung tich 0,2ml d4 dén nhén theo hé phan tmg 20pl
nhu duge thé hién trong bang nhwr duéi day:

Thanh phan duoc bd sung Thé tich (ul)

Vecto pEE14.4 d4 1am thing | 50~200ng

Manh ADN cai xen 20~200ng

Ligaza 1

10X dém 2

dd H,O Pugc b sung dén 20

Manh ADN cai xen trong bang néu trén 1a gen dich thu dugc & bude 2.2 (12).

(3) Sau khi bb sung cic mAu, tron cic thanh phan bang cach khudy tir tir bang pipet vai

1
A

lan.

(4) it éng ly tam dung tich 0,2ml & 37°C va dé phan tmg trong 30 phut; sau khi phan
ng hoan thanh, dit ng phan tmg ngay vao trong bé nuée d4 trong 5 phiit dé 1am lanh.
Dung dich phén tmg néi chira cac san phdm phan tmg dugc tao ra, va cic san phdm phan

tng 13 cac plasmit mang gen dich.
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(5) C4c san phim phan tng & budc (4) c6 thé duoc sir dung truc tiép dé bién nap hoic

dugc bao quan & -20°C dé ra déng va bién nap khi cn.
2.4 Phan tmg bién nap

(1) B4 sung nhanh 10pl dung dich phéan tmg néi vao 100pl t& bao kha bién (& bao kha
bién Escherichia coli DH50, dugce chon trong vi du nay) trong 6ng mau, trén béng cach

khudy st dung pipet, va dit trong bé d4 trong 30 phut.

(2) Sau budc (1), 14y ra bng mau, dit né trong bé nuc cb nhiét do 42°C trong 100 gidy,
va sau d6 dit ngay sang bé d4 trong 2 phit.

(3) Sau buée (2), 1dy ra bng mau, bd sung 600p] moi trudong LB 16ng vao éng miu trén
ké lam viéc siéu sach, va dat 6ng mau trén may l5c ¢6 nhiét d0 khoéng dbi & 37°C, 220
vong/phut, va t trong 1 gio.

(4) Chuén bj dia bién nap: chudn bi cac dia chiu dugc LB dé bién nap theo tinh khang ctia
plasmit.

(5) Phtt dia: 14y dng mAu ra, ly tim & nhiét d6 phong & 8.000 vong/phut trong 2 phiit; 14y
ra 600pl dich ndi, va tai tao huyén phii vi khudn & day 6ng bang lrong dich ndi con lai;
dat dich 1éng chira vi khuin d3 tai tao huyén phu & tim ciia dia bién nap tuong tng ciia
n6, va dan déu dich 1éng chira vi khuin & tAm ciia dia bién nap bang que.

(6) Pit céc dia & budc (5) trong may & sinh hoc ¢6 nhiét d6 khong dbi & 37°C va u trong
1 gid, sau d6 13t nguoc cac dia bién nap va 1 trong 15 gid; va thu liy cac dong don (nghia
13, mot khuén lac duy nhét).

(7) Quan sat va ghi lai két qua bién nap.

2.5 Chiét plasmit tai t6 hop va xac dinh bang PCR.

2.5.1 Chiét plasmit t4i t6 hop

(1) St dung déu cta pipet dung tich 10ul dé chon Iya dong don néu trén (chira plasmit tai
t6 hop) tir dia bién nap cho vao 5ml moi truong LB 16ng c6 tinh khang ampixilin, lic vi
khuén nay qua dém & 37°C, 220 vong/phit.

(2) Ding pipet hut dung dich chita vi khuén dua vio trong dng EP dung tich 1,5ml, ly
-8-
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tAm & nhiét d6 phong, 12.000 vong/phit, trong 2 phut, va thai bo dich ndi.

(3) B sung 250pul dém chira chét thir chiét plasmit P1 vao éng EP & buée (2) dé tao
huyén phii hoan toan vi khuin néu trén.

(4) Bb sung 250pl dém P2 vao dung dich & budc (3), va tron bang cach 14t nguogc tir tir
bng ly tam 5-10 14n truc tiép, va dé nguyén & nhiét 46 phong trong 2-4 phit.

(5) Bb sung 350p1 dém N3 vio dung dich & budc (4), va tron bang cach 14t nguoc tir tir
bng ly t4m 5-10 14n truc tiép, va dé nguyén & nhiét 4o phong trong 2-4 phit.

(6) Ly tam dung dich & buéce (5) ¢ nhié€t d0 phong, 14.000 vong/phut, trong 10 phut.

(7) Chuyén dich ndi & budc (6) vio tdm ciia cot hdp thu, ly tim & nhiét d6 phong, 12.000
vong/phit, 30 gidy, va thai bé chit 1éng khoi éng thu gom.

(8) Bb sung 500p] dém PE vao tdm ciia cdt hip thy, ly tAim & nhiét d6 phong, 12.000
vong/phit, 30 gidy, va thai bé chit 1éng khoi éng thu gom. Lip lai mot 14n.

(9) Dbi voi cot hap thu réng, thyc hién ly tAim & nhiét d6 phong, 12.000 vong/phut, 2
phut.

(10) Dt cot hip thy trong 6ng ly tim sach dung tich 1,5ml, bd sung 30pl dém rira giai
vao trung tAm ctia mang hép thy, dé nguyén trong 5 phat & nhiét do phong, va ly tim &
nhiét d6 phong, 12.000 vong/phut, trong 2 phit; va bao quan dung dich ADN trong ong
nay & 4°C.

O budc nay, biang cach nudi cAdy mé rong va chiét plasmit tai td hop, plasmit tai tb
hop tuong dbi tinh khiét (plasmit tai t6 hgp 14.4-E2), nghia 13, dung dich ADN & budéc
(10), duoc thu 4y cho qué trinh gy nhiém sau dé.

Trong phwong 4n nay, kit chiét plasmit dugc mua tir cong ty QIAGEN.
2.5.2 X4c dinh bang PCR

(1) Dé4n nhan vao éng PCR dugc st dung, bd sung cic mau va trén theo bang sau day. Hé

phén tng 12 25 pl.

Thanh phén duoc bd sung Thé tich (ul)
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Poan mdi nguge (10pM) 0,5

Poan mbi xubi (10pM) 0,5

Khu6n mAu plasmit d3 chiét 0,5

2X hén hop 12,5

Nudc cét hai 14n (dd H,O) Pugc bd sung dén 25

Khuén mau plasmit d4 chiét trong bang néu trén 13 plasmit t4i t hop 14.4-E2 twong
d6i tinh khiét thu dugc sau khi chiét plasmit tai t& hop trong 2.5.1.

(1) Quy trinh khuéch dai PCR

98°C 2 phut

98°C 5 gidy

55°C 15 gidy 30 chu trinh
72°C 80 gidy

72°C 10 phit

4°C Vinh vién

(2) Poc trinh tir: Giri plasmit tai t6 hop 14.4-E2 d& xac dinh dugc 13 dwong tinh bing
PCR dén cong ty doc trinh tyr dé doc trinh tir. Két qua doc trinh tur cho thiy céc nucleotit
dugc cai xen trong plasmit tai tb hop phit hop voi danh sach trinh ty SEQ ID NO:4, va
cac axit amin dugc dich ma phu hgp véi danh sach trinh ty SEQ ID NO:3.

3 Xay dung cAu triic cho plasmit t4i td hop 14.4-E2-G418
Phuong phap x4y dung céu tric cho plasmit tai td hop 14.4-E2-G418 13 gidng véi
phuong phép & budc 2 trong vi du nay.

Cu thé, gen G418 trong phong thi nghiém va plasmit tai t6 hop 14.4-E2 duogc xac
dinh 12 duong tinh bang PCR, 12 enzym 14n luot duoc tiéu hoa bdi Smal va EcoRI. Sau
d6, cac manh ADN thu duge duge nbi, bién nap va xéac dinh, tuong ty véi bude 2 trong

phuong 4n nay, dé xay dung céu triic cho plasmit ti t6 hop 14.4-E2-G418.

Vi du 3: Chuyén nhiém té bao CHO-K1

(1) Chuén bi: Lam v tring bang tia cuc tim budng an toan sinh hoc trong 30 phit; moi

trudong nudi cdy F-12 trong bé nuéc c6 nhiét d6 37°C dé gia nhiét so bd dén 37°C.
-10-
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(2) Bb sung 2,5pg ADN t4i t6 hop (nghia 13, plasmit t4i t6 hop 14.4-E2-G418), P3000
(chét thir chuyén nhiém) vao 125pl méi truong nudi cdy OPTI-MEM va tron déu. BS
sung 3,75l liposom Lipotectamin 3000 vao 125p]l mdi trudng nudi chy OPTI-MEM va
tron déu. Tron liposom néu trén véi ADN tii t6 hop va dé nguyén & nhiét 46 phong trong

10 phit.

(3) Léy ra cac té bao trong dia 6-15 (cac t6 bao CHO-K 1) da dwogc dé nguyén trong 24 gio
tru6c d6 khoi may 0 & 37°C, thai bé moi trudng dich ndi, rira cAc t& bao nay ba lan bing
mdi trudng nudi cdy OPTI-MEM dugc gia nhiét so bd, va thai bé mdi truong nudi cly

OPTI-MEM.

(4) B6 sung 2ml mdi truong nudi chy F-12 chira huyét thanh bao thai bé mang khéng thé
kép 10%, 1% vao mbi 15 chira 1€ bio.
(5) B sung tir tir hdn hop gdm ADN ti td hop va liposom vao té bao trong mdi 16 chira
1€ bao, tron tir tir, va nudi cdy trong may 0 té bao & 37°C, 5%C0,.
(6) 72 it sau khi chuyén nhim cac t& bao CHO-K1, thu gom dich ndi dé phat hién
protein, va bd sung cac t& bao nay vao G418 dé sang loc theo 4p luec.
(7) Sau 144 gid sau do, thu 14y cac té bao don dong; kiém tra cac t€ bao don dong nay va
khuéch dai céc t& bao duong tinh (nghia 13, cac t€ bao CHO tai t6 hop), ma c6 thé duge
sir dung d& san xuét protein trén quy mo 16n.

Theo phuong 4n nay, chat thir gy nhiém dugc mua tir Thermo Fisher Scientific

Co., LTD.

Vi du 4: Tinh ché va phét hién protein

1. Biéu hién va xéc dinh protein E2 t4i t6 hop trong cac t& bao CHO

Nubi cdy céc té bao da chon tir Vi du 3 (nghia 13, cic té bao duong tinh) & 37°C

- dén 240 gio, va thu gom dung dich protein cir 48 gi> mot 14n véi tong sb 13 5 1an, va tién
hanh phén tich protein cia dung dich protein da thu gom 5 14n bang SDS-PAGE. Két qua
cho thiy ring gen E2 trudc khi t6i uu hoa khong duge biéu hién trong céc t& bao CHO,

trong khi d6 gen E2 d t6i uu héa duge biu hién trong cac t€ bao CHO.

-11-
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2. Tinh ché protein E2 t4i t& hop bang sic ky

Dich nbi véi thé tich dung dich protein E2 dugc thu gom & bude 1 duwoc cho chay
sic ky 4i lyc sir dung mdi tredng GE's Ni Sepharose Excel. Dich ndi sau khi thu gom

duoc ly tAm & tbc d6 5000 vong/phiit trong 5 phiit, dudi dang dung dich nap.
2.1 Rira méi tredng bing nude cit vai thé tich gap 5 14n thé tich cot.

2.2 Rira mdi trudng bing dém cén bang véi thé tich gip 5 14n thé tich cot.
2.3 Nap mau, va cdt c6 thé duge nap bing 4mg protein/pl.

2.4 Rira moi trudong bing dém rira v6i thé tich gip 20 14n thé tich cot.

2.5 Rira giai protein bang dém rira giai thé tich gip 5 1an thé tich cot.

3 Thir nghiém thdm tach T4y (Westernblot)

Tién hanh SDS-PAGE trén virut toan phan gy sét & lon va protein dugc tao ra &
buc 2 cua vi du ndy mdt cach ddng thoi, chuyén cic dii protein dich 1én mang
polyvinyliden florua (PVDF, Polyvinylidene Fluoride) bang phuong phap ban siy kho &
20 von va chuyén va thdm hut trong 30 phit, phong bé mang chuyén bing dém phong bé
trong dém do6, rira ba 1an bing dung dich dém phosphat-tween (PBST, phosphate buffer
solution-tween), dwgc xir Iy bing dich pha losng 1:500 ciia huyét thanh duong tinh virut
giy sbt & lon & 37°C trong 1,5 gid, rira ba l4n bing PBST, xir Iy bing dich pha lodng
1:2000 cua peroxidaza cai ngua (HRP, horseradish peroxidase) dugc danh ddu khang thé
danh diu bing enzym dé khang lgn & 37°C trong 1,5 gid, rira ba l4n bang PBST, xtt Iy
bing dung dich co chét trong 5 phut, va tién hanh hién mau trong hé théng chup hinh gel
chemiDOC. Két qua cho thy ring dai virut toan phin rit mo, trong khi d6 dai protein E2
duoc biéu hién boi gen nay c6 trinh tir nucleotit d4 t6i wu héa SEQ ID NO:4 trong t& bao
CHO lai rét sang, diu do6 thé hién ring protein E2 dugc biéu hién c6 tinh sinh mién dich
tot.

4 Huynh quang mién dich gian tiép

Sau khi cdc té bao (nghia 13, cac té bao CHO t4i t6 hop) dugc cb dinh, trong subt va
duoc phong bé, v.v., bd sung khang thé don dong thé His vao. Sau khi &t & 37°C trong 2
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gidy, rira ba lan bang PBS va bd sung khang thé thir hai phét 4nh sing huynh quang mau
xanh 14 cdy dé t & 37°C trong 1 gio. St dung kinh hién vi huynh quang soi nguoc dé
quan s4t va chup anh dé hru lai. Két qua cho thiy ring cac t€ bio CHO mang gen E2 ma
khong c6 su tdi ru hoa gen khong c6 4anh sang huynh quang dc trung, trong khi d6 cac

té bao CHO mang gen E2 ¢6 sy ti uu hoa gen c6 4nh sang huynh quang dic trung manh.

Vi du 5: San xuit va xac dinh hiéu luc ctia vacxin

1. San xuat vacxin

(1) Lam v6 tring t4 chét 201 & 116°C trong 40 phit trong 4p suét cao; va gift nhiét do cua

t4 chit 201 nay trong bé nuéc & khoang 37°C trudce khi sir dung.

(2) Pha ché pha nuéc: trén dung dich protein d4 tinh ché thu dugc & bude 2 ctia Vi du 4
v6i dung dich nuréc mudi vo tring theo ty 1¢ thich hgp sao cho ndng do protein trong méi

0,2 ml pha nudc khong nhd hon 10 ug/ml.

(3) Nhii hoa: 14y cing trong hrong pha dau va pha nuée, nhii héa & 10000 vong/phut
trong 5 phit. Sau khi nhil hoa, 14y 10ml, va ly tdm & 3000 vong/phut trong 15 phut, v6i

pha nudc da két tha & day 6ng khong vigt qua 0,5ml, theo d6 thu duge vacxin.
2. Xac dinh hiéu luc ctia vacxin
1) Thir nghiém mién dich trén c4c con thd

Chia 10 con thé tring Nhat Ban c6 trong lwong khoang 2,5kg mdi con thanh hai
nhém. 5 con thé & nhém mién dich duge tiém dudi da 0,2ml vacxin dudi don vi, va 5 con
con lai & nhém dbi chimg tréng khéng duoc giy mién dich. 21 ngay sau khi gdy mién
dich, thu gom m4u & tinh mach tai, tach riéng 14y huyét thanh, va tién hanh viéc phat hién
khang thé bing thir nghiém ELISA. Két qui cho thdy ring cac khang thé trong nhém
mién dich d2u duong tinh va tj 18 phong bé 13 trén 60%, trong khi d6 cic khang thé &
nhém d6i chimg déu am tinh va ty 16 phong bé dudi 30%.(xem bang 1)

Bang 1: Phat hién khang thé 21 ngy sau khi giy mién dich céc con thé bang vacxin duéi

don vi
Nhém 6 Liu gy mién | SO ngay sau khi Ty 1€ Am Ty 1€

dich (ml/con | gAy mién dich 14n | phong bé | tinh/Duong | duong
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thd) thir nhit (ngay) (%) tinh tinh
1 0,2 21 72,3 Duong tinh
2 0,2 21 79,4 | Duong tinh
Nhom 75 0,2 21 77,7 | Duongtinh | 5/5
mién dich
4 0,2 21 74,1 | Duong tinh
5 0,2 21 76,2 | Duong tinh
6 / 21 20,3 Am tinh
|7 / 21 22,1 Am tinh
Nhom doi g / 21 175 | Amtinh | 0/5
chimg -
9 / 21 20,3 Am tinh
10 / 21 16,4 Am tinh

2) Két qua vé tinh sinh mién dich & cac con lgn

Chia nghu nhién 15 con lon khoe manh d& nhim bénh (ca khang nguyén virut giy
sot & lon va khang thé ELISA déu cho két qua am tinh) thanh 3 nhém vé6i mdi nhém gbm
5 con. Nhém thir nhat dwoc gdy mién dich bang nhém virut toan phan; mbi con trong
nhém duge tiém trong co bang 1,0ml vacxin; va 21 ngdy sau khi gy mién dich 1An dau,
tién hanh gy mién dich 1in hai bing ciing vacxin va cing liéu. Nhém thtt hai 12 nhém
diing vacxin da biét trén thi truong mién dich, mbi con trong nhém ndy duoc ti€ém trong
co bang 1,0ml vacxin loai nay; va 21 ngdy sau khi gdy mién dich lan déu, tién hanh gy
mién dich 14n hai bing cling vacxin va cing liéu. Nhém thit ba 12 nhom dbi chiing khong
duoc gdy mién dich. Vao ngay thir 14 sau khi gy mién dich 14n hai, c4c miu mau duoc
thu gom d€ phét hién khang thé khang CSFV bing ELISA, va sau d6 mdi con lon dugc
tiém trong co bang 1,0ml (chita khéng it hon 1050 lidu giy chét t6i thiéu (MLD,
Minimum Lethal Dose-) ctia ching d4 phan 14p tir Vi du 1 & cb, va quan sat dén ngay tht
16. Trong thoi gian quan sat, néu ¢6 cac con lon bi chét thi ngay 13p tirc tién hanh mé tir
thi, va viéc mb tir thi nay ciing nén duogc tién hanh ddi vé6i cac con lon con lai vao thoi

diém két thuic thir nghiém (16 ngay sau khi thir), va két qué thir nghiém cin duoc ghi lai.

Két qua cho thiy ring cac khang thé ciia 5 con lon & nhém ding vacxin duéi don
vi va 5 con lon & nhém diing vacxin d3 biét déu duong tinh va ty 1¢ phong bé 14n luot 12

80% va 60%. T4t ca cac khang thé trong nhom dbi chimg déu am tinh, va tj 1& phong bé
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thap hon 30%. Sau khi thit, tit ca c4c con lon & nhém déi chimg déu bi chét, va tit ca cac
con lgn & nhém diing vacxin dudi don vi ddu duge bao vé, trong khi d6 & nhéom diung

vacxin d4 bi€t ¢6 3 con lon dugc bao v€ va 2 con lgn bi 6m yéu. (xem bang 2)

Béng 2: Phat hién khang thé & lon bidu hién tinh sinh mién dich protein E2 35 ngay sau
khi gay mién dich l4n thir nhét

A A SO ngay sau Téc dung ,
Licu gf”;l khighy | Ty1é Am bao vé f}’
Nhém | Sé nz;flrll/c;; mién dich phong | tinh/Duong | trong vong b :0
lon) lan th nhat | bé (%) tinh 16 ngay e
j (ngay) sau khi thi j
Nhém 1 1,0+1,0 35 88,6 | Duongtinh | Khée manh
ding 2 1,0+1,0 35 85,5 Duong tinh | Khée manh
vacxin 3 1,0+1,0 35 92,1 Duong tinh | Khée manh | 5/5
du6idon | 4 1,0+1,0 35 93,7 Duong tinh | Khée manh
vi 5 1,0+1,0 35 91,9 | Duong tinh | Khée manh
) 6 | 1,0+1,0 35 60,2 | Duongtinh | Om yéu
Iigg‘g“ 7 | 1,0+1,0 35 69,4 | Duong tinh | Khoe manh
vacxin di 8 1,0+1,0 35 68 Duong tinh Kllée manh | 3/5
bikt 9 1,0+1,0 35 60,4 | Duongtinh | Om yéu
10 1,0+1,0 35 70,1 Duong tinh | Khée manh
11 / 35 15,7 Am tinh Chét
Nhom di |12 / 35 25,3 Am tinh Chet
chimg 13 / 35 17,2 f}m tinh Chc”,:t 0/5
14 / 35 19,6 Am tinh Chét
15 / 35 -3,1 Am tinh Chét

Luu y: "1,0+1,0" nghia 13 cdc nhém duge gay mién dich déu duge giy mién dich hai l3n,

mdi 14n 1,0ml/con lon, "/" nghia 12 nhém dbi chimg khéng dwoc giy mién dich.

Tom lai, vacxin duéi don vi E2 theo sang ché cho két qua thir t6t nhét va cho hiéu
qua bao vé tt nhét trén ching gy dich bénh, diéu nay cho thiy ching gay dich bénh da
dot bién, va vacxin da biét trén thi truong c6 thé khong con cho téc dung bao vé nita dé
chéng lai su tAn cong cia ching gy dich bénh. Vacxin chéng lai ching gy dich bénh
nay thuc sur rit can thiét, vacxin dudi don vi protein E2 dugc d& xuét trong sang ché 13 an
toan, 6n dinh va c6 tac dung bao vé tét va c6 trién vong thuong mai héa tbt.

Céac vi du dd md ta & trén chi 13 cac phin md ta cac vi du duge vu tién clia sang
ché, va khéng dugc dy dinh gi6i han pham vi ciia sang ché. Céc thay ddi va cai tién khac
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nhau dugc thuc hién bdi nguoi c6 hi€u bict trung binh trong linh vuc k¥ thuit clia sang
ché s€ nam trong pham vi bado hd dugc xac dinh béi cac di€ém yéu cau bao hd cla sang

ché ma khong virot khoi tinh thin ciia sang ché.
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YEU CAUBAO HQ
1. Dong té bao ding dé biéu hién protein E2, trong d6 dong t& bao nay 14 dong té bao

E2-CHO bao gdm manh nucleotit mi héa protein E2; va trinh tyr axit amin ciia protein E2
1a SEQ ID NO:3.

2. Dong t€ bao theo diém 1, trong do trinh tu ciia manh nucleotit 1a SEQ ID NO:4.
3. Protein E2, trong d6 trinh ty axit amin cta protein E2 1& SEQ ID NO:3.

4. Protein E2 theo diém 3, trong do6 trinh ty ciia manh nucleotit mi hoa protein E2 14 SEQ
ID NO4.

5. Vacxin duéi don vi ctia virut gy sot & lon, trong d6 vacxin duéi don vi nay bao gbm
khang nguyén va ta chat ding cho vacxin, va khang nguyén nay 1a protein E2 theo diém
3.

6. Vacxin theo diém 5, trong 46 trinh tr cﬁa manh nucleotit m3 hoéa protein E2 1a SEQ ID
NO4.
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<120> Déng té bio biéu hién protein E2, protein E2 va vacxin duéi don vi ciia virut

giy sbt & lon
<160> 4
170>

210> 1
211> 373

<212> PRT

213>

400> 1
Arg Leu Ser
1

Glu Ile Gly
Tyr Asn His
35
Thr Ala Gly

50

Tyr Leu Ala
65

Glu Leu Leu

Asp Phe

Gly Lys

Cys

Pro

20

Gly

Ser

Ser

Phe

Phe

100

Asn

PatentIn version 3.5

Trinh tu nhén tao

Lys Glu Asp Tyr
5
Leu Gly Ala Glu

Leu Gln Leu Asp
40
Phe Lys Val Thr
55
Leu His Lys Arg
70

Asp Gly Thr Thr
85

Gly Leu Cys Pro

Thr Thr Leu Leu
120

Arg Tyr Ala

10

Gly Leu Thr

25
Thr

Asp Gly

Ala Leu Asn

Ala Leu Ser
75
Gly

90

Pro Ile

Phe Asp Thr

105

Asn Gly Ser
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Ile

Thr

Val

Val

60

Thr

Glu

Ile

Ala

Ser

Thr

Arg

45

Val

Ser

Glu

Pro

Phe
125

Ser

Trp

30

Ala

Ser

Val

Met

Val

110

Tyr

Thr Asn
15
Lys Glu

Ile Cys

Arg Arg

Thr Phe
80
Gly Asp
95
Val Lys

Leu Val



Cys

Thr

145

Phe

Leu

Pro

Phe

Cys

225

Cys

Leu

Ala

Val

Lys

305

Gly

Asp

Gly

Pro

130

Thr

Pro

Phe

Val

Asp

210

Ile

Asn

Ile

Pro

Arg

290

Tyr

Glu

Tyr

Arg

Tle

Leu

His

Tyr

Thr

195

Phe

Leu

Arg

Gly

Met

275

Lys

Tyr

Tyr

Phe

Tyr
355

Gly

Arg

Cys

180

Tyr

Lys

Ala

Glu

Asn

260

Pro

Thr

Glu

Gln

Ala

340
Val

Trp

Thr

Val

165

Lys

Met

Glu

Asn

Gly

245

Thr

Cys

Ser

Pro

Tyr

325

Glu

Leu

Thr

Glu

150

Asp

Ile

Gly

Pro

Glu

230

Val

Thr

Arg

Cys

Arg

310

Trp

Phe

Trp

Gly

135

Val

Cys

Gly

Gly

Asp

215

Thr

Val

Val

Pro

Thr

295

Asp

Phe

Ile

Leu

44568

Val

Val

Val

Gly

Gln

200

Gly

Gly

Ile

Lys

Lys

280

Phe

Ser

Asp

Val

Ile
360

Tle

Lys

Thr

Asn

185

Val

Leu

Tyr

Ser

Val

265

Glu

Asn

Tyr

Leu

Leu

345
Val

Glu

Thr

Thr

170

Trp

Lys

Pro

Arg

Thr

250

His

Ile

Tyr

Phe

Asp

330

Val

Thr

-20-

Cys

Phe

155

Ile

Thr

Gln

His

Val

235

Glu

Ala

Val

Thr

Gln

315

Val

Val

Tyr

Thr

140

Val

Cys

Cys

Tyr

220

Val

Gly

Leu

Ser

Lys

300

Gln

Thr

Val

Ile

Ala

Arg

Glu

Val

Arg

205

Pro

Asp

Glu

Asp

Ser

285

Thr

Tyr

Asp

Ala

Val
365

Val

Glu

Lys

Lys

190

Trp

Ile

Ser

His

Glu

270

Ala

Leu

Met

His

Leu

350

Leu

Ser

Lys

Glu

175

Gly

Cys

Gly

Thr

Glu

255

Arg

Gly

Arg

Leu

His

335

Leu

Thr

Pro

Pro

160

Asp

Asn

Gly

Lys

Asp

240

Cys

Leu

Pro

Asn

Lys

320

Thr

Gly

Glu
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CVH140
Textbox

CVH140
Textbox


Gln Leu Ala Ala Gly

370

210> 2
211>

<212> ADN

213>

<400> 2

cggttgtecet
ctaggggctg
gacgggactg
gttagtagga
gaactcctat
gggetgtgee
aacggcagtg
gcagtgagcce
ttccegeaca
aagatcgggg
gtaaagcaat
cccataggca
tgcaacagag
accaccgtaa
gagatcgtct
actctaagaa
ggagagtacc

gaatttattg

1119

gtaaggaaga
aaggtctcac
tcagggecat
ggtacctage
ttgatgggac
cttttgacac
ctttctatct
ccactacctt
gagtggattg
gcaattggac
gcaggtggtyg
agtgcatcct
aaggtgttgt
aagtacacgc
ctagtgcggg
acaagtacta
aatactggtt

tettggtggt

44568

Trinh tu nhan tao

ctacaggtat
caccacttgg
ttgcactgca
atcattacat
caccccaggt
aatccectgtg
agtctgccca
gagaacagaa
cgtgaccact
atgtgtgaaa
cgggtttgac
agcaaatgag
tataagtact
gttggatgaa
acctgtaagg
tgagcctagg
tgatctggac

agtggcacta

gctatatcat
aaagaataca
gggtctttea
aagagggctt
attgaggaaa
gtcaaaggga
atagggtgga
gtggtaaaaa
atagtagaaa
ggcaacccgg
ttcaaagaac
acgggttaca
gaaggagaac
agactggccce
aaaacttctt
gacagctact
gtgactgacc

ttagggggaa

gtaacctaca tagtactaac agagcaactt gctgeeggt

<210> 3

-21-

caaccaatga
accacggctt
aagttacagc
tgtccaccte
tgggagatga
agtacaacac
cgggcgteat
cctttaagag
aagaggacct
tgacctacat
ccgatggget
gggtagtgga
atgagtgctt
ctatgccgtg
gcactttcaa
tccagcagta
accacacaga

ggtacgttct

gatagggcca
gcagctggac
acttaatgtg
agttacattt
cttecggattt
cactttatta
agagtgcacg
agagaagcce
gttctactge
gggggggcaa
ccegeattac
ttccacagac
gatcggcaac
tagacccaaa
ctatacaaag
tatgcttaag
ctactttget

gtggctaata
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211> 318

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<400> 3

Glu Gly Leu

1

Asp

Thr

Arg

Thr

65

Pro

Leu

Val

Val

Val

145

Gly

Gln

Gly

Asp

Ala

Ala

50

Pro

Phe

Asn

Ile

Lys

130

Thr

Asn

Val

Leu

Gly

Leu

35

Leu

Gly

Asp

Gly

Glu

115

Thr

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

20

Asn

Ser

Ile

Thr

Ser

100

Cys

Phe

Ile

Thr

Gln

180

His

Thr

Val

Val

Thr

Glu

Ile

85

Ala

Thr

Lys

Val

Cys

165

Cys

Tyr

Thr

Arg

Val

Ser

Glu

70

Pro

Phe

Ala

Arg

Glu

150

Val

Arg

Pro

Trp

Ala

Ser

Val

95

Met

Val

Tyr

Val

Glu

135

Lys

Lys

44568

Lys Glu Tyr
10
Ile Cys Thr
25
Arg Arg Tyr
40
Thr Phe Glu

Gly Asp Asp

Val Lys Gly
90
Leu Val Cys
105
Ser Pro Thr
120
Lys Pro Phe

Glu Asp Leu

Gly Asn Pro

170

Cys Gly Phe
185

Gl

o

Lys Cys
-29-

Asn

Ala

Leu

Leu

Phe

75

Lys

Pro

Thr

Pro

Phe

155
Val

His

Gly

Ala

Leu

60

Gly

Tyr

Ile

Leu

His

140

Thr

Phe

Leu

Gly

Ser

Ser

45

Phe

Phe

Asn

Gly

Arg

125

Arg

Cys

Tyr

Lys

Ala

Leu

Phe

30

Leu

Asp

Gly

Thr

110

Thr

Val

Lys

Met

Glu

190

Asn

Gln
15

Lys

His

Gly

Leu

Thr

95

Thr

Glu

Asp

Ile

Gly

175

Pro

Leu

Val

Lys

Thr

Cys

80

Leu

Gly

Val

Cys

Gly

160
Gly
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195 200 205
Gly Tyr Arg Val Val Asp Ser Thr Asp Cys Asn Arg Glu Gly Val Val
210 215 220
Ile Ser Thr Glu Gly Glu His Glu Cys Leu Ile Gly Asn Thr Thr Val
225 230 235 240
Lys Val His Ala Leu Asp Glu Arg Leu Ala Pro Met Pro Cys Arg Pro
245 250 255
Lys Glu Ile Val Ser Ser Ala Gly Pro Val Arg Lys Thr Ser Cys Thr
260 265 270
Phe Asn Tyr Thr Lys Thr Leu Arg Asn Lys Tyr Tyr Glu Pro Arg Asp
275 280 285
Ser Tyr Phe Gln Gln Tyr Met Leu Lys Gly Glu Tyr Gln Tyr Trp Phe
290 295 300
Asp Leu Asp Val Thr Asp His His Thr Asp Tyr Phe Ala Glu
305 310 315

210> 4
<211> 960
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<400> 4

atggaagggc tcaccacaac ctggaaagaa tacaaccacg ggttgcaget tgacgacggt
acagtgaggg ccatctgtac agcaggatct tttaaggtga ccgetttgaa tgttgtttca
cggeggtate tggcaagtcet tcacaaaagg gcactctcecca caagtgttac tttecgagete
ctttttgacg gcaccacacc cggecatcgaa gagatggggg acgattttgg atteggattg
tgtcettteg acactattec agttgtcaag ggtaagtaca acactactct gectcaacgga
tcegeattet atecttgtetg tectateggt tggacaggtg ttattgaatg caccgetgte
agtccaacta ccctgagaac tgaagtcgtt aaaaccttca aaagggaaaa gcccttcccee

caccgegttg attgegtcac aactattgtg gaaaaagaag atttgttcta ctgtaagata
-23-
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ggaggcaatt ggacctgtgt caaaggaaat cccgttacct acatgggegg acaggtgaaa
cagtgtagat ggtgtggttt cgacttcaaa gaacctgacg gacttccaca ttaccctate
ggtaaatgta tattggcaaa tgaaacaggg taccgagtag ttgactctac cgattgecaac
cgcgagggtg tegtaatttc tactgaggga gagcacgaat geectgatagg aaacacaace
gtgaaagtac atgctettga cgaacgactc gcacccatge catgeegece aaaggaaatc
gtctecatetg ccggacctgt gegaaaaact tecectgtacct tcaactacac caagactctg
agaaataagt attatgaacc cagagattct tatttccagc agtatatget gaaaggagag

tatcagtatt ggttcgatct cgacgttaca gaccatcaca ctgactactt tgcagaataa

24-
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