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(57) Sang ché dé cap dén vat truyén vacxin va phuong phap st dung vt truyén vacxin
nay dé tang cudong dap img mién dich vé6i ky sinh tring Apicomplexa va giam ty 1& bénh
hoic ty 18 chét lién quan dén su 14y nhiém tiép theo. Céc vét truyén vacxin ndy bao gém
polynucleotit ma héa polypeptit Rhomboit va bao gém tlty ¥ polypeptit mién dich-kich

thich theo cach thich hop biéu hién trén bé mit cia vat truyén vacxin.

Ty 1€ chet tong so sau thiw thach bang Eimeria
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Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Bénh cau tring, 13 bénh 1iy nhiém & gia cAm, lon, va gia stc gy ra béi cac ky
sinh trung dong vat nguyén sinh Apicomplexa (Eimeria spp. va cic ky sinh tring lién
quan) xuét hién cic van d2 trén toan cAu. Bénh cdu tring ndm trong s6 mudi bénh 1ay
nhidm hang du & gia cdm xét theo tac dong v& mit kinh té ciia n6 d6i véi nganh cong
nghiép gia cim véi sy ton thit san lwong wéc tinh 1én dén 2 ty dola My mdi ndm. Cac
ky sinh tring Apicomplexa khac cling gdy bénh, bao gdbm  Plasmodium,
Cryptosporidium va Toxoplasma, 1a tdc nhan gy bénh s6t rét, bénh nhiém ky sinh trung

Cryptosporidium va bénh nhi€m ky sinh trung Toxoplasma, mdt cich twong Gng.

Céc d4u hidu dién hinh ctia bénh ciu tring bao gdm mét cam gidc thém an nhanh
chong, giam trong luong, tiéu chay va chét trong thoi gian ngén. Su blng phét bénh
trong dan xudt hién khi tiép xuc véi lugng mAm bénh cao va trong phan 16n cic trudng
hop, bénh cau tring 1am cho gia cAm c6 kha ning bi nhiém khuén thtr phéat. Cac phuong
phéap truyén thong dé kiém so4t bénh bao gdm sir dung thudc khang sinh va chét hoa tri
liéu. Tuy nhién, viéc st dung lién tuc, s€ dan t6i vin dé vé khang thudc. Viée str dung
thubc khang sinh ciing 1am giam sy chip nhan ciia xa hdi ddi voi thit gia cAm. Ching
ngira 13 mot bién phép hop 1y vi né c6 kha nang mang lai sy bao v¢ lau dai, thuong la

trong sudt cudc doi cua ga thuong mai.

Phan 16n cc vacxin khang Eimeria c¢6 ban trén thi truong déu dua trén co so lidu
thap c6 kiém soat clia cac ky sinh trung Eimeria c6 doc luc dAy du vé co ban nhung man
cam v6i thude. Viée chiing ngira bang céc vacxin dua trén co s& Eimeria hig¢n c6 géy ra
ty 1¢ bénh ddp tmg v6i vacxin va ton that kinh té dang ké trong cac dan duge ching
ngira. Do vay vacxin khang Eimeria hi¢u qua va c6 doc luc thap 1a can thiét. Vacxin
hiéu qua voi Eimeria dua trén co s& cdc dich gay mién dich bao toan ciing c6 thé hitu

dung 1am vacxin khéng céc ky sinh tring Apicomplexa khac.
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Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché @& xuit vat truyén vacxin chira trinh ty polynucleotit thir nhit ma héa

polypeptit Rhomboit ctia Apicomplexa va phuong phép st dung vt truyén vacxin nay.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét vat truyén vacxin chira polynucleotit thir
nhét ma hoa polypeptit Rhomboit cia Apicomplexa hogc méanh gay mién dich cua chung
va trinh tu polypeptit thtt hai ma hoéa polypeptit kich thich mién dich. Polypeptit
Rhomboit ctia Apicomplexa va polypeptit kich thich mién dich dugc biéu hién theo cach
thich hop trén bé mit cia vat truyén vacxin. Polypeptit Rhomboit ctia Apicomplexa ¢o
thé bao gdbm SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 37, SEQ ID NO: 38, manh giy mién dich cua it nhit mot trong sb SEQ ID NO: 1-
4, 37-38 hoic tb hop ciia SEQ ID NO: 1-4 va 37-38. Polypeptit kich thich mién dich c6
thé 1a polypeptit CD154 c6 kha ning lién két CD40 hodc polypeptit HMGB1. Cac
polypeptit CD154 bao gbm it hon 50 axit amin va chira cdc axit amin 140-149 cua

CD154 hodc thé tuong ddng ctia ching.

Theo mot khia canh khéc, vat truyén vacxin chira polynucleotit thir nhit ma hoéa
polypeptit Rhomboit ctia Apicomplexa 1a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, manh gay mién dich cua it nhét
mdt trong sé SEQ ID NO: 1-4 hogc 37-38 hodc t6 hop clia SEQ ID NO: 1-4 hoge 37-
38. Polypeptit Rhomboit cua Apicomplexa c6 thé duge biéu hién trén bé mit cua vat

truy€n vacxin.

Céac vat truyén vacxin theo sang ché c6 the 1a vat truyén virut, nam men, vi khuan,
hodc liposom. Dugc pham c6 thé chia vét truyén vacxin dugc néu trong ban mo ta nay

va chét mang dugc dung.

Theo mot khia canh khéc nita, sdng ché dé xuét phwrong phap tang cuong déap ung
mién dich khang lai ky sinh tring Apicomplexa & ddi twong bang céch s dung vt
truyén vacxin dugce néu trong ban md ta cho dbi tugng nay. Dap ung mién dich ting
cuong nay co thé 1a dap tmg khang thé ting cuong, dap Ung té bao T ting cuong hodc
td hop ctia chung.

Theo khia canh khéic nita, sang ché dé xuit phuong phép lam giam ty 1€ bénh va

ty 1€ chét lién quan dén su 13y nhiém ky sinh tring Apicomplexa ¢ dbi tugng bang cach
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st dung vat truyén vacxin nhu dugc néu trong ban mo t nay cho d6i twong nay. Vat
truyén vacxin nay c6 kha nang 1am giam ty 1¢ bénh va ty 18 chét lién quan dén su 1ay
nhiém ky sinh tring Apicomplexa tiép theo & ddi tugng duge cho sir dung vat truyén

vacxin so véi doi chung.
MO ta vin tat cac hinh vé

Fig.11aso dd minh hoa thé hién do tuong ddng cua trinh ty MPP giita mot sb cac
ky sinh tring Apicomplexa. Trinh tw MPP lién tmg c6 dd twong tu cao trong cdc trinh
tu axit amin & cac Apicomplexa. Céc vi tri khong ddng nhat duge ky hiéu bang chit X
trong trinh ty lién Ung ma dugc thé hién trén dong dau cta Fig. nay va la SEQ ID NO:
38. Céc trinh tu Toxoplasma gondii (bbn dong dau tién duéi trinh ty lién Gng) c6 do
ddng nhat 1a 100% v6i trinh ty MPP la SEQ ID NO: 2 tir Eimeria maxima. Hai trinh ty
dudi cung 1a thé twong ddng tir Neospora caninum (SEQ ID NO: 3) va Eimeria tenella

(SEQ ID NO: 4), mdt cach twong ung.

Fig. 2 la so @5 minh hoa céu triic vat truyén vacxin duge mo ta trong phén Vi du

thyc hién sang che.

Fig. 3 12 biéu d6 dang cot thé hién trong lugng co thé (gam) clia ga sau tam ngay
nhidm Eimeria maxima sau khi dugc tiém chung bang vat truyén vacxin duogc chi dinh
ma biéu hién cac trinh tu dugc chi dinh. Sy khéc biét c6 ¥ nghia (p < 0,05) gifra cac

nhém diéu tri duoc ky hidu bang céc chit cai khéc nhau.

Fig. 4 1a biéu dd dang cot thé hién trong luong co thé (gam) ctia ga con sdng sau
29 ngay gay nhidm thir thach bang Eimeria maxima sau khi duge tiém ching bang vat
truyén vacxin duoc chi dinh ma biéu hién cac trinh tu dugc chi dinh. Su khac biét coy
nghia (p < 0,05) gilta cdc nhom didu tri dugc thé hién bang cac gia tri p thuc té va dau

hoa thi (*).

Fig. 5 1a biéu dd dang cot thé hién ty 1¢ chét tinh theo phén trdm khi d6i mat voi
su gdy nhiém tht thach c¢6 doc lyc bang Eimeria maxima tai thoi diém tam ngay sau khi
gy nhiém thtr thach bing Eimeria maxima sau khi duge tiém chung bang vat truyén
vacxin dugc chi dinh ma biéu hién céc trinh tu dugc chi dinh. Sy khac biét c6 y nghia

(p <0,05) dugc ky hiéu bang déu hoa thi (*).
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M35 ta chi tiét sang ché

Vacxin khang bénh cau tring thong thuong thuong dua trén co s& cac ky sinh
tring séng/dugc lam yéu dugc cung clp trong sb dugc kiém soat. Tuy nhién, nguy hiém
cua su lay nhiém khong duoc loai trir vi cac ky sinh tring c6 thé séng dugc va co kha
ning gdy bénh. Thém vao do, phi tdn gay ra céc loai vacxin nay cuc cao vi n6 bao gbm
viéc chip nhan céc ky sinh tring qua gia cAm sbng, thu thap chung ¢ cic khodng thoi
gian déu din va dam bao mach di qua mat khong ngét quing tr qua trinh san xuét dé st
dung ¢ trai wong gidng hodc trén ndng trai. Véi ching ngira 13 phuong phap kiém soat
khung hoang, ing dung cuia cac vacxin tai t6 hop o6 thé tang cuong tinh hitu hiéu toan

dién ctia cdc vacxin dua trén co s¢ bénh cau tring ma ha phi ton san xuat.

Loai Eimeria mién dich cao va c6 kha ning kich thich cac dap ung mién dich &
vat chu cimg cap. Tinh dic hiéu rong cla khang nguyén ma 12 mdt phin cia sinh vat
nhan chuin ndy dugc chuyén mén hoa chirc ning cao va la cac dich gy theo cach thich
hop dé phat trién vacxin tai td hop. Thoa tring va tiéu thé hoa ctic 1a cac giai doan
chuyén dong nhét cta ky sinh trung va la nguyén nhén cua su bat dau va su chong do
sy 1y nhiém hoat dong. Sy x4m nhap cia cac giai doan nay vao té bao biéu mo rudt 1a
quy trinh can thiét dé ky sinh trung tiép tuc chu ky song clia n6 trong cac té bao chu. He
co quan té bao chuyén mdn hoa cao dugce dit vao vi tri ¢ d4u truéce (dinh) cta ky sinh
trung bao gdm viéc van chuyén nhidu protein 1a cAn thiét cho su di chuyén cta céc giai
doan chuyén dong nay tir lumen rudt vao 16p bidu md. Phirc hé ¢ dinh nay gdm nhiéu
CO quan té bao tiét bao gdm s6 luong 16n cdc microneme van chuyén mdi truong cua
c4c protein dén bé mit zoite Apicomplexa chuyén dong dé hd trg chirc nang nhu dong

can thiét.

Trong s& mot s protein lién quan dén microneme da dugc mb ta ddy du, protein
két dinh lién quan thrombospondin (thrombospondin-related adhesive protein - TRAP)
dugc st dung nhu khang nguyén tai td hop thanh cong trong cac hé théng Salmonella
tai td hop va Bacillus 1am vat truyén 1a vacxin tng ctr. Xem don My $62011/0111015,
duoc tb hop trong ban mo ta bing c4ch vién d3n toan bd. Nhiéu protein microneme c6
phuong thtrc hoat dong tuong tu trong d6 ching dugc gidi phong tir phirc hé microneme
& diu trude cua thoa trung khi ching tiép can té bao chu va hoat dong nhu lién két gitta

ky sinh triing va bét ¢ nén nao ma ching & trén. Sau do protein microneme dugc di
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chuyén qua bé mit ctia ky sinh tring sau, bang cach 4y dich chuyén ky sinh trung gin
hon véi t& bao chu. Dang nhu dong trugt ndy 1a dang thong thuong 6 tAt ca cac ky sinh
tring Apicomplexa. Khi protein microneme dugc di chuyén dén dau sau cia ky sinh
tring, n6 can dugc tach va duoc giai phong tir bé mat cta ky sinh tring dé hoan tit mot
cach thanh cong quy trinh xdm nhép. Chirc nang ndy dugc thyc hién bing ho proteaza
biéu hién cdu tao trong hodc trén mang té bao cua ky sinh trang. Quy trinh phén bao

xut hién trong t& bao va 13 yéu cau tuyét doi de truyen sy lay nhiém.

Mot bién phap méi voi kidu vacxin tai to hop bao gbm viée nhim dich proteaza
nay va can thiép vao quy trinh phén bao/xdm nhép. Ho proteaza dugc tham gia vao quy
trinh phan bao dugc goi la proteaza Rhomboit va dugc mo ta cuc dﬁy da ¢ loai
Toxoplasma Vv6i cac thé tuong dong cta Eimeria va Apicomplexa khac. Proteaza
Rhomboit (ROM4 va ROMS, MPP) can dy vao trung tam phén bao cla cac protein
microneme va chia sé do twong ddng cao gifta cac ky sinh tring Apicomplexa khac
nhau. Gia thuyét ctia ching ta dya trén tién dé 12 liéu chung ta co thé huéng dich mién
dich proteaza, lién két khang thé s& can thiép vao quy trinh phan bao va bang cach iy
lam giam tinh chuyén dong cua thoa tring/tiéu thé hoa ctic. D& sy 14y nhiém thanh cong
xuét hién, su phét trién ky sinh tring trong t6 bao 1 can thiét va mot bién phap cla
ching ta c6 thé rat ngén viéc xam nhap té bao vi vy, can thi€p vao sy tao thanh chu ky
séng. Mot uu didm cta viéc nhdm dich MPP 1a tinh bao tdn cia protein nay qua nhiéu
loai Apicomplexa lam cho n6 thanh dich theo cach thich hop khong chi véi Eimeria, ma

con voi Apicomplexa khac.

Céc vung khang nguyén dugc du doan cua MPP (ROMYS) duge sip xép va kiém
tra d twong dong gitta sau Apicomplexa khac nhau (Fig.1). Bay trinh tu dugc so sanh
13 cac trinh tw nhu sau: Eimeria tenella ROM4 (JN5 58353), Toxoplasma gondii ME49
ROMS (XP_002370238), Toxoplasma gondii ROMS5 (AAT84606), Toxoplasma gondii
ROMS5 (AY587208), Toxoplasma gondii RH ROMS5 (AMO055942), Toxoplasma gondii
(AY634626), va MPP chen tir Eimeria maxima cta SEQ ID NO: 2. Céc ky sinh trung
Apicomplexa theo cach thich hop bao gbm, nhung khong bi gidi han ¢: loai Eimeria,
bao gdbm nhung khong bi giéi han & Eimeria tenella, Eimeria t6i da, va Eimeria brunetti,

loai Toxoplasma gondii; Neospora caninum; Cryptosporidium; va loai Plasmodium, bao
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gdm nhung khong bi giéi han & Plasmodium falciparum, Plasmodium bénh sot réte,

Plasmodium knowlesi, va Plasmodium vivax.

Cong ngh¢ AND tai t5 hop cho phép van dung nhidu loai ndm men, vi khudn va
virut twong d6i dé dang. Mot s6 vi sinh vat gdy bénh nhe hogc khong gy bénh, nhung
c6 kha ning sinh ra ddp tmg mién dich viing chdi. Céac vi sinh vét nay thu hit cac vét
truyén vacxin dé goi ra dap tmg mién dich véi khang nguyén tai t6 hop biéu hién trong
vat truyén. Vacxin duge dinh huéng bé“mg cac vi sinh vat cé thé gia sy lay nhiém tu
nhién, gitp giy ra mién dich ¢ niém mac viing chai va co tinh bén kéo dai, va c6 thé
tuong ddi ré dé gay ra va st dung. Ngoai ra, cc vt truyén nay c6 thé thuong mang
nhiéu hon mot khang nguyén va cé tidm ning dé cung cip su bao vé khang lai céc tac

nhan da nhiém.

Theo mot khia canh, vét truyén vacxin chtra trinh tu polynucleotit thir nhit ma
hoa polypeptit Rhomboit ctia Apicomplexa la SEQ ID NO: 1-4, 37-38, manh gy mién
dich cuia chiing hoac t6 hop clia chiing dugc dé xuit. Theo phuong 4n khéc, vat truyén
vacxin c6 thé bao gdm polynucleotit thir nhit mi hoéa polypeptit Rhomboit cia
Apicomplexa va polynucleotit thir hai mé hoa polypeptit kich thich mién dich duoc dé
xut. Polypeptit Rhomboit va polypeptit kich thich mién dich tuy ¥ dugc biéu hién trén
bé mit cua vat truyén vacxin. Polypeptit Rhomboit nay c6 thé chua protein c¢6 do dai
ddy da (SEQ ID NO: 39) hodc manh gay mién dich nhu cac doan dugc dé cap trong
SEQ ID NO: 1-4 va 37-38. Vi du, polypeptit Rhomboit c6 thé chura, ¢6 thé bao gdm vé
co ban 12 hoic ¢6 thé bao gdm 1a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38 hoac manh gay mién dich ctia SEQ ID NO
bét ky trong s6 nay. TS hop cua cac doan nay cling ¢d thé duoc str dung trong vat truyén
vacxin. VAt truyén vacxin c6 thé bao gdbm SEQ ID NO: 1-4 hogc 37-38. Vat truyén

vacxin don c6 thé bao gom nhiéu ban sao ctia doan don cling duoc.

Manh gdy mién dich ciia polypeptit Rhomboit c6 thé 1a trinh tw dai it nhét 5, 6,
7.8, 10, 12, 14, 16, 18 hofic 20 axit amin va c6 phan tram do ddng nhét 14 it nhat 85%,
90%, 92%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% voi cac doan cua SEQ ID NO: 1-4
ho#c 37-38 duoc d& cap trong ban mo ta. Khong bi gidi han boi ly thuyét, cac vat truyén
vacxin dugc dé cap trong ban md ta duge cho 12 1am giam ty 1€ bénh va ty & chét lién

quan dén sy 1ay nhiém Eimeria bang cach kich thich ddp Gng khang thé ¢6 kha ning
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phong bé su xAm nhdp cla cac ky sinh tring vao cic té bao. Ngudi co hiéu biét trung
binh trong linh vyc nhén ra la cac epitop cua cac té bao B v& ban chét thuong va nude
va dit liéu nay c6 thé dugc st dung dé tao cac manh gdy mién dich véi céc polypeptit
ctia SEQ ID NO: 1-4 va 37-38 dwoc d& cdp trong ban mé ta. Bicu dd do wa nude cua
SEQ ID NO: 2 biéu 16 ba ving wa nudc clia peptit va ba epitop té bao B tiém ning bao
gdm axit amin 1-11, 18-27 va 31-43 ctia SEQ ID NO: 2. Céac doan axit amin nay tuong
g v6i cac axit amin 7-16 cua SEQ ID NO: 3 va 37 va axit amin 12-21 ctia SEQ ID
NO: 4. Nhu dugc thé hién bang hai trinh tu lién img cia SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO:
38, axit amin twong ung véi 18-27 ctia SEQ ID NO: 2 dugc bao toan cao qua cac loai
va cac gibng cla céc ky sinh tring Apicomplexa. Dap ng mién dich v6i epitop bao
toan cao nay co th cho phép dé lai c4c loai hodc tham chi lai cac gidng mién dich tur

vacxin don.

Vacxin bao gdm ché phim bét ky chira polynucleotit ma hoa polypeptit khang
nguyén c6 kha nang goi ra dap ung mién dich véi polypeptit. Vat truyén vacxin 1a ché
pham c6 thé duge thiét ké dé mang khéng nguyén hodc céc polypeptit kich thich mién
dich va cling ¢ thd chira t4 duogc hodc duoc sit dung cing ta dugc dé con tang dép ung
mién dich véi ky sinh tring va cung cAp su bao vé tdt hon tir ty 1€ bénh va ty 1€ chét lién
quan dén sy lay nhiém tiép theo. Viéc st dung vt truyén, nhu vat truyén vi khuén, cho
viéc tiém vacxin va viéc gy ra dap tng mién dich khang Eimeria hodc cic ky sinh trung
Apicomplexa khac nhw Plasmodium (tac nhan giy bénh sbt rét), Toxoplasma va
Cryptosporidium dugc cong bb. Pap tng mién dich sau khi st dung vat truyén vacxin
can khong han 12 bao vé hoan toan, ma c6 thé giam bét ty 1€ bénh hodc ty 18 phén trim

ty 1€ chét (tc 1a kha nang tir vong) li€n quan dén sy lay nhiém tiép theo.

Céc polynucleotit ma hoa céc polypeptit khang nguyén Rhomboit la SEQ ID NO:
1-4, 37-38 hoic cac doan cta ching va cac khang nguyén khac tur sb sinh vat gdy bénh
bét ky ¢6 thé dugc chén vao vat truyén va biéu hién trong vat truyén. Biéu hién cta cac
polynucleotit nay bang vat truyén sé& cho phép viéc gy ra cac polypeptit khang nguyén
tuan theo sy mién dich cta dbi tugng. Cac polynucleotit ¢6 thé dugc chén vao nhiém
sic thé cua vat truyén hodc duge ma hoa trén cac plasmit hodc ADN ngoai nhiém sic
thé khac. Nguoi ¢o hiéu biét trung binh trong linh vuc s€ thdy ro 1a nhiéu hé phuong

phap hién hanh dat duoc biéu hién ctia c4c polynucleotit trong vat truyén nhu Salmonella
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hoidc Bacillus. Céc polynucleotit ¢6 thé c6 két ndi str dung véi chit hoat héa (vi du, chét
hoat héa co ban, chét hoat héa c6 thé suy ra, v.v.) bang cac phuong phap da biét d6i véi
nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vic. Mot cach thich hop, céc polynucleotit ma
hoa céc khang nguyén Rhomboit dugc chen vao vat truyén, vi du, vat truyén vi khuén,

nhu polynucleotit biéu hién.

Céc polynucleotit ma hoa cac khang nguyén Rhomboit co thé duoc chén trong
cAu trac cta polynucleotit md hoa protein xuyén mang. Polynucleotit ma héa khang
nguyén Rhomboit dugc chén vao trinh tu polynucleotit vat truyén dé cho phép biéu hién
cua khang nguyén Rhomboit trén bé mit vat truyén. Vi du, polynucleotit ma hoa khang
nguyén Rhomboit ¢ thé duoc chén trong ciu triic vao polynucleotit vt truyén & ving
ma hoéa ving vong ngoai cla protein xuyén mang sao cho trinh tu polynucleotit vat
truyén & lai trong cAu trtic. Theo mdt phuong 4n, polynucleotit thir nhit mi hoa

polypeptit Rhomboit ¢6 thé dugc chén vao vong 9 cla gen lamB cia Salmonella.

Theo phuong 4n khac, polynucleotit thir nhét dugc chén vao hodc ¢ dau 16 bé mit
ctia protein bAm dinh vao thanh té bao, nhung khong 1a protein xuyén mang. Protein co
thé 1a protein dugc tiét ra ma dugc tha neo hodc bam dinh vao thanh té bao qua neo
protein hodc lipit. Theo vi du thuc hién sédng ché, polypeptit MPP (SEQ ID NO: 2) dugce
chén & dau 3’ cua protein lién két fibronectin (FbpB) 1a Bacillus subtilis. Theo cach
khéc, polynucleotit thir nhit m3 hoéa khang nguyén Rhomboit co thé dugc chén vao

polynucleotit ma héa polypeptit dugc tiét ra.

Ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc s& thdy rd 1a polynucleotit ma hoa
khang nguyén Rhomboit co thé dugc chén trong nhiéu polynucleotit vat truyén dé cung
cap biéu hién va sy trinh bay ctia khéang nguyén Rhomboit véi cac té bao mién dich cua
dbi tuong dugc didu tri vacxin. Polynucleotit mé hoa khang nguyén Rhomboit ¢6 thé
duoc bao gém trong ban sao don hodc nhiéu hon mot ban sao. Nhiéu béan sao co thé
dugc chén trong vi tri don hodc nhiéu hon mot vi tri. Theo céach khac, nhiéu epitop nhu
td hop ctia khdng nguyén Rhomboit dugc d& cap trong ban mo ta la SEQ ID NO: 1-4 va
37-38 hoic td hop clia epitop ndy v6i cac epitop Apicomplexa khac nhu TRAP hodc cac
epitop tir cac tdc nhan gy bénh khac c6 thé duoc chén vao vat truyén & cung hodc nhidu

hon mot vi tri.
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Theo céach thich hop 1a polynucleotit thir nhét ma hémdt phan polypeptit hinh
thoi, toan bd polypeptit Rhomboit hodc nhiéu hon mot epitop tir polypeptit hinh thoi. Sy
td hop clia cic epitop tir nhiéu hon mot polypeptit tir ky sinh tring don hogc tac nhén
gdy bénh hodc su t8 hop ctia cAc epitop tir cac tc nhan giy bénh lién quan du phong rd
rang. Polynucleotit ¢ thé duogc chén vao vat truyén va ¢6 thé duge chén nhu protein
dung hop chtta nhiéu epitop don. Theo vi du thuc hi¢n séng ché, cac SEQ ID NO: 2 va
15 (MPP-HMGBI1) hodc cac SEQ ID NO: 2, 40 va 15 (MPP-TRAP-HMGB1) dugc tb
hop vao vat truyén Bacillus. Theo cach thich hop 1a, phén polypeptit Rhomboit dugc
chén vao vat truyén 13 doan khang nguyén. Poan khédng nguyén la peptit hodc polypeptit
c6 kha ning goi ra dap ing mién dich cua té bao hodc thé dich hodc c6 kha ning lam

giam ty 1& bénh hodic ty 18 chét lién quan dén sy 1y nhiém tiép theo v&i ky sinh trung.

Polypeptit khang nguyén hoéc epitop bao gdm polypeptit bét ky mién dich. Cac
polypeptit khang nguyén bao gbm, nhung khong bi gidi han &, khang nguyén lién quan
tac nhan gy bénh, lién quan di img nguyén, lién quan u hoic lién quan bénh. Cac tac
nhan gay bénh bao gdm céc tc nhan gy bénh virut, ky sinh, ném va vi khuén ciing nhu
c4c tac nhan gy bénh protein nhu prion. Cac polypeptit khang nguyén cd thé 1a céac
protein c6 do dai day da hodc cac phan cia chung. D3 ¢6 tir 1au la sy cong nhan hé thng
mién dich ctia nhiéu protein dya trén co so s6 tuong d6i nho axit amin, thuong goi 1a
epitop. Céac epitop cd th& chi dai 4-8 axit amin. Vi vdy, cac polypeptit khang nguyén
dugc néu trong ban mo ta cd thé 1a céc protein c6 do dai day du, cac epitop dai bdn axit
amin hodc phan bét ky gifra cdc cuc diém nay. Trong thuc té€ polypeptit khang nguyén
c¢6 thé bao gdm nhidu hon mot epitop tir tac nhan gdy bénh hodc protein don. Céc
polypeptit khang nguyén c6 thé c6 d6 ddng nhét phan tram it nhét 85%, 90%, 92%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% vai cac SEQ ID NO dugc dé cap trong ban mo ta. Theo
cach thich hop 13, doan khéng nguyén clia khang nguyén Rhomboit hodc polypeptit ¢
thé 12 bdn, nam, sau, bay, tdm, chin, 10 hodc nhiéu axit amin, 15 hodc nhiéu axit amin
hoac 20 hodc nhidu axit amin cta trinh tu protein c¢6 do dai déy du.

Nhiéu ban sao cta cung epitop hodc nhidu epitop tlr cung protein hodc protein
khac nhau c6 thé dugc bao gdm trong vat truyén vacxin. Céc epitop trong vat truyén
vacxin c6 thé lién quan va ddng dang dé cho phép viéc nhim dich ctia nhiéu tac nhan

gy bénh lién quan véi vat truyén vacxin don. Pugc hinh dung 12 mot sb epitop hodc
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khang nguyén tir cling tdc nhan gy bénh hodc bénh hodc tac nhan gy bénh hodc bénh
khéc nhau c6 thé duge cho sir dung t6 hop vat truyén vacxin don dé tao dap tmg mién
dich khang da khang nguyén duoc ting cuong. Céc vat truyén vacxin tai t6 hop c6 thé
ma hoa khang nguyén tir nhiéu vi sinh vt gy bénh, khang nguyén lién quan dén virut
hodc u. St dung céc vat truyén vacxin c6 kha nang biéu hién da khang nguyén c6 uu
diém 12 kich thich mién dich khang hai hodc nhidu bénh cing thoi diém, cung cép su
bao vé rong hon khang nhiéu ching tic nhan gy bénh don hodc nhiéu dap tng mién

dich vitng chai khang tac nhan gy bénh don.

Theo vi du thuc hién sang ché, khang nguyén MPP (SEQ ID NO: 2) ddng biéu
hién trong mot sd vt truyén c6 polypeptit khang nguyén thir hai. Khang nguyén khéi
lugng phan it 16n, giai doan v tinh t Eimeria maxima (EmTFP250) dugc ching minh
13 dich d& cac khang thé me duoc gy ra bang cach giy gidng ga mai nhiém ky sinh
trung dong vat nguyén sinh nay. Nghién ciu trinh ty axit amin cia khang nguyén tiét 10
thanh phin méi cia ho TRAP (protein vo danh lién quan thrombospondin
(thrombospondin-related anonymous protein)), chtta 16 thrombospondin loai 1 ldp di
lap lai va 31 mién lién két canxi giéng yéu t6 phat trién ngoai bi. Xem U.S. Patent
Publication No. 2011/0111015. EmTFP250 hogc TRAP cling chira hai ving phtc hé
thip, wa nudc gidu gbc axit glutamic va glyxin, va mién xuyén mang/dudi dich bao
tuong lién quan dén nhu dong truot ky sinh tring bao toan cao trong cac protein
microneme Apicomplexa. Mot sb epitop tiém ning dugc chon va dugc nhén biét tromg
SEQ ID NO: 1-3 va 11 theo U.S. Patent Publication No. 2011/0111015 duoc sao lai
trong ban mo ta 14 SEQ ID NO: 5-8. SEQ ID NO: 40 st dung theo vi du thuc hién sang
ché duoc dé cap trong ban mo ta va duge xem nhu khang nguyén TRAP cling dugc.
SEQ ID NO: 40 va SEQ ID NO: 6 khéc nhau béi axit amin don. Prolin & vi tri 6 cua
SEQ ID NO: 6 dugc dbi voi acginin & cung vi tri 6 cia SEQ ID NO: 40. Su thay dbi nay
dwoc thue hién dé 1am epitop déo va wa nudc hon v6i dich gy 13 1am n6 thanh khéng
nguyén tot hon. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc c6 thé 1am cac axit amin
don khéc thay doi dé tang cuong tinh khing nguyén trong pham vi cua sang ché. Do
tinh bao tdn ctia khang nguyén nay, bidu hién cia cac epitop nay bang vat truyén c6 thé
dem lai mién dich bao vé khang nhidu ky sinh tring Apicomplexa va viéc st dung vat
truyén vacxin chira hai polypeptit khang nguyén riéng biét co thé dem lai dap tmg mién

dich vitng chai hon.
10
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Nguoi ¢o hiéu biét trung binh trong linh vuc s& thdy 18 1a cdc polypeptit khang
nguyén tir cac tac nhan giy bénh khac co thé duoc st dung trong cac vat truyén vacxin
dé ting cuong déap tmg mién dich khang nhidu hon mot tac nhan gy bénh bang vacxin
don. S€& la ¢6 loi dé str dung vacxin don dinh huéng khang nhiéu tac nhan giy bénh.
Vacxin c6 kha niang goi ra dap Ung mién dich véi ky sinh tring Apicomplexa, nhu
Eimeria, khi t6 hop véi Ctim, Salmonella, Campylobacter hodc cac tac nhan gdy bénh

khac dugc hinh dung.

Vi du, polypeptit khang nguyén thit hai ¢6 thé 1a polypeptit cim, theo cach thich
hop 1a polypeptit cim H5N1 hodc polypeptit lién quan dén nhiéu chung virut cim nhu
polypeptit ciia protein cam M2. Mién ngoai ctia protein cim A virut M2, dugc biét nhu
M2e, nho ra tr bé mit cua virut. Phin M2e cua protein M2 chtra khoang 24 axit amin.
Polypeptit M2e thay dbi it tir mot ching dén ching tiép theo trong cim. Thuc té 13, chi
mot s6 bién di xuAt hién tw nhién & M2e dugc tich ra khoi nguoi bi nhi®m ké tir dich
ctim nam 1918. Ngoai ra, cac virut cim dugc tach ra khoi vat chu gia cAm va lon c6 cac
trinh ty khac nhau, van chua du trit, M2e. Péi v6i cac ¥ kién vé trinh tu polypeptit M2e
duoc tach ra khoi vat chi nguoi, gia cAm va lon xem Liu et al., Microbes and Infection
7:171-177 (2005) and Reid et al., J. Virol. 76:10717-10723 (2002) mdi y kién duoc t6
hop trong ban md ta béng viéc vién din toan bd. Theo cach thich hgp la toan bd
polypeptit M2e co thé dugc chén vao vt truyén vacxin hogc chi mot phan c6 thé duoc
str dung. Tam polypeptit axit amin (LM2 ¢6 trinh tu axit amin: EVETPIRN, SEQ ID
NO: 9 hoiic bién thé cita 16 M2eA ¢6 trinh tw axit amin EVETPTRN, SEQ ID NO: 10)
dugc td hop vao vat truyén vacxin va dugc chimg minh dé gay ra dap ung khang thé sau
khi stt dung v6i ga con. Xem U.S. Publication No. 2011/0027309 dugc td hop trong ban
mo ta bang viéc vién dan toan bo.

Céc epitop theo céach thich hop khac dé dwa vao vat truyén vacxin cam A bao
gbm, nhung khong bi giéi han ¢, cac polypeptit cia ngung két t5 hdng cau (HA) hodc
protein hat nhén (nuclear protein - NP) ctia cam A. Vi du, cic peptit ciia SEQ ID NO:
11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 hogc SEQ ID NO: 14 ¢6 thé dugc bao gdm trong
vat truyén vacxin. Ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s€ thay ro 1a trinh tu bét
ky ¢o thé dwoc st dung t6 hgp voi epitop bét ky khac bao gbm cac epitop o ngudn gbc

tir céc tAc nhan gdy bénh hodc khang nguyén khac.
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Phén t kich thich mién dich dugc bao gdm nhu mot phén clia VAt truyén vacxin
¢6 thé hoat hoa tiém ning cac phﬁn cta hé théng mién dich c6 tinh quyét dinh véi su
bao vé lau dai hodc cung cip ta duogc hidu qua. Céc polypeptit kich thich mién dich ¢6
thé 1a cac polypeptit c6 kha ning kich thich dép tmg mién dich nguyén thé hoic thich
rng. Cac polypeptit kich thich mién dich khong tw nhién lién quan dén vat truyén vacxin
va 1a céc polypeptit lién quan ty nhi€n dén hé théng mién dich xuong séng, nhu ¢ ddi
tugng ma vacxin s& dugc ap dung. Hai polypeptit kich thich mién dich duoc mo ta trong
ban md t&, cu thé 13 cac polypeptit CD154 va nhom chuyén dong nhanh Box 1 (High
Mobility Group Box 1 - HMGB1), nhung ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vye
s& thiy rd 14 cac polypeptit kich thich mién dich khac c6 thé duge st dung hodc theo

cach khac ¢ thé dugc stir dung t6 hop véi cac chit dugc md ta trong ban mo ta.

Cac polynucleotit bd sung ma héa cac polypeptit bao gbm kich hoat h¢ thong
mién dich ciing c6 thé duge bao gdm trong vat truyén vacxin. C4c polynucleotit c6 thé
ma hoa hé théng mién dich phén tir da biét cho céc tac dung kich thich cua chung, nhu
interleukin, yéu td hoai tir u, inteferon, bd thé, hoac polynucleotit khic bao gém su diéu
chinh mién dich. Vacxin ciing ¢6 thé bao gdm céc polynucleotit ma hoa cc peptit da
biét dé kich thich dap tng mién dich, nhu céc polypeptit CD154 hogc HMGB1 dugc mo

t4 trong ban mo ta.

HMGB1 duge tiét ra béi céc dai thye bao duge hoat héa va céc t€ bao bi ton
thuong, va hoat dong nhu chét trung gian cytokin gy viém, anh huong dap ung mién
dich tu nhién. Cac phén cua trinh tu HMGB1 dugc bao gém trong céac vat truyén vacxin
dugc mo ta theo vi du thuc hién sang ché. Protein HMGB1 (nhom chuyén déng nhanh
Box-1 - High Mobility Group Box 1) duge nhén biét dau tién la protein lién két ADN
¢6 tinh quyét dinh véi co cAu va do 6n dinh ADN. Protein hat nhan biéu hién & khip noi
lién két ADN khong véi trinh ty dédc hiéu. Protein dugc bao toan cao va dugc tim théy
trong cdy dén dong vat c6 vii. Cac trinh ty axit amin HMGBI1 & cangua van, g va nguoi
duoc d& cap trong SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 15 va SEQ ID NO: 22, mdt cach twong
ing. Trinh tu khip dong vat c6 va duge bao toan cao voi do ddng nhét axit amin 98%
va céc thay ddi axit amin duge duy tri. Vi vy protein HMGBI tir mdt loai ¢6 thé c6 kha
ning thé cho protein tir loai khac vé& mit chirc nang. Protein HMGB1 c6 dd dai day du

hoc mot phan ciia chiing ¢6 thé dugc st dung lam polypeptit HMGB1 trong céc vt
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truyén vacxin duge md ta trong ban mo td. HMGB1 c6 hai ADN cac vung lién két duge
g0i 12 hop A nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 16 va 17 va hop B nhu dugce thé hién
trong SEQ ID NO: 18 va 19. Xem Andersson and Tracey, Annu. Rev. Immunol. 2011,

29:139-162, dugc td hop trong ban md ta bang viéc vién dan toan bo.

HMGB1 1a chét trung gian gdy viém va phuc vu nhu tin hiéu thiét hai hat nhan,
nhu tir cac té bao hoai tr. HMGBI1 ciing ¢6 thé dwoc xuat chii dong bai cac té bao cla
bach ciu don nhan to/dai thuc bao hoi léch trong quy trinh yéu cAu su axetyl hoa protein,
su di chuyén qua hat nhan va sy tiét. HMGB1 ngoai té bao hoat dong nhu chit trung
gian gy viém manh bang viéc bao hiéu qua thu thé cho c4c san phim cubi glycated c6
wu thé (Receptor for Advanced Glycated End-products - RAGE) va qua c4c thanh phan
ctia ho thu thé gibng Toll (Toll-like Receptor - TLR), cu thé 1a TLR4. Hoat tinh lién két
RAGE dugc nhan biét va yéu ciu polypeptit cia SEQ ID NO: 20. Lién két TLR4 yéu
cAu cystein & vi tri 106 cha SEQ ID NO: 15, duge tim thy trong ving hop B cua
HMGBI.

Hoat dong gy viém cia HMGB1 khong yéu cau protein ¢ do dai day dia va cic
doan chirc nang dugc nhan biét. Hop B da thé hién 12 du dé lam trung gian céc tic dung
trude viem caa HMGB1 va vi vay SEQ ID NO: 18 va 19 1a cic polypeptit HMGB1 hoac
cac doan chirc ning cla ching trong ngft canh cla sang ché. Ngoai ra, vi tri lién két
RAGE va hoat tinh cytokin truge viém dugc dnh xa v6i SEQ ID NO: 20 va SEQ ID NO:
21, mot cach twong tmg. Vi vay, céc polypeptit nay la cac doan chirc nang cua cac

polypeptit HMGBI trong ngft canh cia sang ché.

Nguoi co hidu biét trung binh trong linh vuc c6 kha ndng xac dinh cac polypeptit
HMGB1 va cac doan ctia chiing c6 kha nang kich thich hoat tinh cytokin trudce viém, st
dung phuong phéap nhu phuong phap trong International Publication No. W002/092004,
duoc td hop trong ban mo ta béng viéc vién dan toan bd. Theo cich thich hop 1a,
polypeptit HMGB1 bao gdm mién lién két RAGE ¢ axit amin 150-183 cua SEQ ID
NO:15 (SEQ ID NO: 20 hoic thé trong dong ctia chiing) va mién hoat tinh cytokin truéc
viém gifta cdc axit amin 89-109 cta SEQ ID NO: 15 (SEQ ID NO: 21 hodc thé tuong
ddng cua chung). Cu thé, cac polypeptit HMGBI1 va cc doan chirc nang hodc cac thé
twong dong clia chung bao gdm céc polypeptit ddng nhat véi, hodc ddng nhat it nhét
99%, ddng nhét it nhét 98%, ddng nhét it nhit 97%, dong nhét it nhat 96%, ddng nhat it
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nhét 95%, ddng nhit it nhit 90%, ddng nhat it nhét 85%, hodc dong nhét it nhit 80%
v6i cac polypeptit HMGBI1 cta cac SEQ ID NO: 15 hodc 16-23.

Nhu duge mo ta chi tiét dusi day, vat truyén vacxin ¢ thé bao gdm polypeptit
CD154 c6 kha ndng lién két CD40 trong dbi tuong va kich thich d6i tuong dap ing voi
vat truyén va khang nguyén lién quan ciia né. Sy dinh dang ctia t& bao tua (dendritic
cells - DCs) la can thiét cho su bat dau cua dap tng mién dich manh vi chiing cé kha
ning khac thuong dé hoat hoa cac té bao T nguyén thé, gy ra sy m& rong té bao T va
phan héa thanh cac té bao tac dong. D6 1a vai tro cia DC, 1a té bao c6 mit khdng nguyén
(antigen duaing cell - APC) dugc tim thdy trong hiu nhu tt ca cdc mo ciia co thé, dé
bét céc khang nguyén, van chuyén chiing dén lién quan dén md limphd, va sau d6 dua
chiing dén cac té bao T nguyén thé. Sau khi kich hoat bai cac DC, céc t€ bao T phat
trién, phén hoéa thanh cac té bao tac dong, roi khoéi co quan mién dich thu cép, va di vao
cac md ngoai vi. Cac té bao T gay doc té bao duoc hoat hoa (CTLs) ¢ thé pha hity cac
t& bao nhidm virut, cac t& bao & u hoic ngay ca cac APC nhiém cac ky sinh tring trong
té bao (vi du, Salmonella) va da thé hién 1a c6 tinh quyét dinh trong sy bao vé khéng su
14y nhidm virut. CD40 12 thanh phin ciia ho thu thé TNF cla phan ti va duge biéu hién
trén nhiéu loai té bao, bao gdm té bao c6 mat khang nguyén chuyén nghiép — antigen-
presenting cell (APC), nhu t& bao DC va B. Su tuong tac cia CD40 véi phéi tir ctia né
CD154 cuc quan trong va kich thich mién dich ca cua thé dich va cua té bao. Su kich
thich ctia DCs thong qua CDA40, bidu hién trén bé mit ctia DCs, ¢6 thé dugc mod phong
boi cac khang thé khang CD40. Tuy nhién, trong co thé, didu nay xuét hién bdi su tuong
thc v6i phdi tir tu nhién cho CD40 (tire 1a CD154) bieu hién trén bé mit cua cac té bao
T duoc hoat hoa. Thu vi 13, cac ving lién két CD40 cua CD154 dugc nhan biét. Viung
lien két CD40 ctia CD154 ¢6 thé biéu hién trén bé mit ca vat truyén, nhu vat truyén
Salmonella hoic Bacillus, va dan dén dap tmg mién dich duge ting cudng khang trinh
tu peptit ddng thoi dugc biéu thi nhu duoc thé hién theo vi du thyc hién sang ché duoc
dé cap trong ban md ta va trong U.S. Patent Publication No. 2011/0027309, dugc t6 hop
trong ban mo ta bang viéc vién dan toan bd. Polypeptit CD154 ¢6 thé 1a mot phan cua
protein CD154 c6 do dai day da hogc toan b protein CD154. Theo céach thich hop la,
polypeptit CD154 c6 kha nang lién két CDA0.
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Nhu thao luan & trén, polynucleotit CD154 ma hoa polypeptit CD154 c6 kha
ning tang cuong dap Ung mién dich véi khang nguyén cé thé dugc bao gdm trong
vacxin. Theo cach thich hop 13, polypeptit CD154 dai it hon 50 axit amin, chidu dai theo
céch thich hop hon 14 it hon 40, it hon 30 hodc it hon 20 axit amin. Chiéu dai polypeptit
c6 thé 1a gitra 10 va 15 axit amin, gitta 10 va 20 axit amin hoic gifta 10 va 25 axit amin.
Trinh tu CD154 va vung lién két CD40 khong duoc bao toan cao gitta cac loai khac
nhau. Trinh tw CD154 cta ga va ngudi dugc dé cap trong SEQ ID NO: 24 va SEQ ID
NO: 25, mot cach twong Ung.

Céc vung lién két CD40 cua CD154 duoc xac dinh cho sb loai, bao gém nguoi,
ga, vit, chugt va gia suc va duoc thé hién trong SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ
ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, va SEQ ID NO: 30, mot cach tuong mg. Mic du ¢o bién
trong trinh ty ¢ vung lién két CD40 giita cac loai, polypeptit CD154 & nguodi co thé ting
cuong dap ing mién dich & ga con. Do d6, ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
¢6 thé thuc hién sang ché st dung céc loai polypeptit CD154 dac hiéu hodc polypeptit
CD154 khéc loai. Vi vay cac polypeptit CD154 ctia SEQ ID NO: 24-30 c6 thé dugc bao
gdm trong vat truyén vacxin hodc polypeptit it nhét 99, 98, 97, 96, 95, 93, 90 hodc 85%
ddng nhat v&i trinh ty ciia SEQ ID NO: 24-30 ¢6 thé dugc bao gom trong vat truyén

vacxin.

Polypeptit tir CD154 kich thich dép tmg mién dich it nhét mot phan boi lién két
v6i thu thé ctia n6, CD40. Polypeptit ddng déng véi polypeptit CD154 duoc biéu hién
trén céac t& bao mién dich cia dbi twong va c6 kha nang lién két v6i thu thé CD40 trén
céac dai thyc bao va céc t& bao c6 mit khang nguyén khac. Lién két ctia phirc hé phi tir
- thu thé kich thich dai thuc bao (va cac té bao hoi 1&ch dai thuc bao nhu cac té bao tua)
@8 tang cudng su ¢6 mit cta thue bao va khang nguyén ma ting cac chét tiét cytokin da
biét dé hoat hoa céc té bao mién dich tai dia phuong khac (nhu té bao lympho B). Nhu
vay, phéan ti lién quan dén peptit CD154 duge uu tién hudng dich dé dap tmg mién dich
va phat trién qua trinh tao ra khing thé.

Céac polypeptit khang nguyén va polypeptit kich thich mién dich dugc cung cip
thong qua vat truyén vacxin. Cac vat truyén vacxin c6 thé 13 cac vét truyén gbevi khuén,
nim men, virut ho#c liposom. Cac vat truyén vacxin tiém ning bao gbm, nhung khong

bi gi6i han &, Bacillus (Bacillus subtilis), Salmonella (Salmonella enteritidis), Shigella,
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Escherichia (E. coli), Yersinia, Bordetella, Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Vibrio (Vibrio cholerae), Listeria, ndm men nhu Saccharomyces, hodc Pichia,
adenovirut, poxvirut, herpesvirut, alphavirut, va virut lién quan dén adeno. Cac vat
truyén vacxin vi khuén, ndm men ho#c virut séng van c6 thé gay rui ro cho ca thé suy
giam mién dich va doi hoi gidm sat phap 1y bd sung. Vi vy mong mubn st dung vat
truyén dugc lam chét hoic khong duge hoat hoa hodc du diéu kién nhu sinh vat nhin
chung cong nhén 12 an toan (Generally Recognized As Safe - GRAS) bing st dung thuc
pham va thudc (Food and Drug Administration - FDA). Vén @ sinh ra dap tng mién
dich virng chai st dung cac véat truyén nay. Phuong phap bét hoat hodc 1am chét cac vat
truyén vacxin vi khuAn, ndm men hoic virut da biét bodi nguoi co hiéu biét trung binh
trong linh vuc va bao gdm, nhung khong bi gi¢i han & phuong phap nhu 1am bt hoat
fomalin, 1am bit hoat duva trén co s& thubc khang sinh, diéu tri nhiét va didu tri etanol.
Bing cach bao gdm polypeptit kich thich mién dich nhu polypeptit HMGBI1 (nhém
chuyén déng nhanh hop 1 - high mobility group box 1) trén bé mit cua vat truyén vacxin
chung ta c6 thé tao dap tmg mién dich viing chai khang ky sinh tring Apicomplexa st
dung véat truyén Bacillus spp. Thuc té 1a, vi du thuc hién sang ché ching t6 rang vat
truyén nay c6 thé dugc bét hoat sao cho n6 khong thé 13p lai va van kich thich dap tmng
mién dich viing chai sau khi st dung. Céc vat truyén vacxin c6 thé 1a vi khuin kiéu dai,
ndm men hoic virut khong gy bénh. Theo cach khac vat truyén c6 thé dugc lam yéu
sao cho vat truyén cO kha nang han ché dé 13p lai trong vét chi hodc khong co kha ndng
phat trién ma khong c6 moi trudng bd sung cho hon mét vai thé hé. Nguoi c6 hiu biét
trung binh trong linh vuc s& thy rd 1a ¢6 nhiéu cach dé lam giam tinh doc vat truyén va

¢6 nghia 1a 1am nhu vay.

ft nhat mot phan polypeptit khang nguyén va it nhét mot phan polypeptit kich
thich mién dich c6 mit hodc biéu hién trén bé mit cua vat truyén vacxin. C6 mat trén bé
mit vat truyén vacxin bao gbm cac polypeptit dugc chira trong cudn bén ngoai cua
protein xuyén mang, trong tac voi, vi du, lién két ngang cong hoa tri hodc hoa hoc voi,
protein xuyén mang, lipit mang hodc mang tha neo hidrat cacbon hodc polypeptit.
Polypeptit ¢o thé duoc chitra trong protein xuyén mang bang cach ¢ cac axit amin chira
polypeptit lién két qua lién két peptit v6i dAu tan N, dau tan C hodc bét ky chd nao trong
protein xuyén mang (nghia la duoc chén gitra hai axit amin cla protein xuyén mang
hodc & vi tri cia mot hodc nhidu axit amin cta protein xuyén mang (nghia la x6a-chen)).
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Theo cach thich hgp 14, cic polypeptit ¢b thé dugc chén vao cudn bén ngoai clia protein
xuyén mang. C4c protein xuyén mang theo cach thich hop 1a srt4, cotB va lamB, nhung
nguoi cod hiéu biét trung binh trong linh vuc s& thdy ro nhiéu protein xuyén mang theo
cach thich hop kha dung. Céc polypeptit co thé duoc lién két v6i mang hodc thanh té
bao tha neo protein hodc lipit sao cho polypeptit khang nguyén va polypeptit kich thich

mién dich duoc bicu hién trén bé mat cla vét truyén vacxin.

Nhu dugc mé ta & trén, cac polynucleotit ma hoa cac polypeptit khang nguyén
hoic kich thich mién dich ¢ thé dugce chén vao nhidm sic thé cua vat truyén hodc duy
tri ngoai nhiém séc thé (vi dy, trén plasmit, BAC hogc YAC). Nguoi ¢6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc s€ thdy 16 13 céc polynucleotit co thé dwoc chén trong céu tric cia
nhiéu polynucleotit va bidu hién trong cac phan khac nhau cua Vit truyén hoic c6 thé
duoc tiét ra. Polynucleotit ma hoa polypeptit kich thich mién dich c6 kha ning ting
cuong dap ung mién dich véi polypeptit khang nguyén cling ¢6 thé ma hoa polypeptit
khang nguyén. Polynucleotit ma hoa polypeptit khang nguyén co thé dugc lién két vé6i
polynucleotit ma hoa polypeptit kich thich mién dich, sao cho trong vt truyén, hai
polypeptit 1a cac phan ctia ciing polypeptit, nhu trong protein dung hop. Theo vi du thuc
hién sang ché, polynucleotit ma héa polypeptit khéang nguyén ciing ma hoa polypeptit
kich thich mién dich. Theo mot phuong 4n, hai polynucleotit ma hoéa céc polypeptit déu
duoc cheén trong cAu trac & cudn 9 cua gen lamB cua Salmonella enteritidis hoac vat
truyén vacxin khéac. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& thay ro 1a céac
polynucleotit & vi khuin ma héa céc protein xuyén mang khac va cac cudn khéc cua gen

lamB ciing c6 thé dugc st dung.

Theo cach khéc, polynucleotit md héa polypeptit khang nguyén va/hodc
polypeptit kich thich mién dich c6 thé dugc chén vao polypeptit tiét ra ma dugc biéu 19
hodc duoc c6 mit trén bé mit cta vat truyén vacxin qua sy lién két véi protein, lipit
hodc hidrat cacbon trén bé mit cla vat truyén vacxin. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc s€ thdy 18 1a polynucleotit ma hoa polypeptit khang nguyén va/hodc
polypeptit kich thich mién dich c6 thé dugce chén trong nhiéu polynucleotit vét truyén
vacxin d& dua ra bidu hién va sy c6 mit cia polypeptit khang nguyén va/hodc polypeptit
kich thich mién dich véi céc té bao mién dich cua dbi twong duoc didu tri vat truyén

vacxin bang bidu hién trén bé mat vét truyen vacxin. Ving ma hoa ciia polypeptit
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Rhomboit ctia Apicomplexa va polypeptit kich thich mién dich c6 thé dugc dung hop
v6i dau tan C cla protein lién két fibronectin Staphylococcus aureus chira métip phan
loai cho sortase tir Listeria. Diéu nay cho phép céac protein tiét ra duoc tha neo trén thanh
té bao cia vi khudn gram duong nhu Bacillus. Xem Nguyen and Schumann, J
Biotechnol (2006) 122: 473-482, duogc td hop trong ban md ta bang viéc vién dan toan
bd. Hé thdng nay dugc st dung theo vi du thyc hién sang ché dé cho phép biéu hién clia
polypeptit Rhomboit lién két véi HMGB1 trén bé mit Bacillus. Cac phuong phap khac

tuong ty cling ¢o thé dugc sir dung.

Theo cach khac, cac polypeptit co thé duoc lién két cong hoa tri hodc héa hoc
v6i céc protein, lipit hodc hidrat cacbon trong mang, thanh té bao, hodc vo protein néu
vat truyén virut duge s dung qua cac phuong phap kha dung v&i nguoi co hidu biét
trung binh trong linh vye. Vi dy, céc lién két disunfua hoic biotin —lién két ngang avidin
c6 thé duoc st dung dé dua cac polypeptit khang nguyén va kich thich mién dich trén
bé mit ctia vat truyén vacxin. Theo céach thich hop 13, polypeptit khang nguyén va
polypeptit kich thich mién dich 12 mot phan cta protein dung hop. Hai polypeptit co thé
duoc lién két truc tiép qua lién két peptit hodc co thé dugc tach bing cau ndi, ving dém,
hoic doan protein thit ba thanh cai ma ching dugc chén trong cAu trac. Theo vi du thuc
hién sang ché, ving dém axit amin dugc st dung gita c4c polypeptit. Viung dém co6 thé
gifta 2 va 20 axit amin, theo cach thich hop 1a gitta 4 va 10 axit amin, theo cach thich
hop 1a gifta 6 va 8 axit amin. Theo cach thich hop 12 axit amin trong ving dém co6 mach
nhéanh nhé va khong duge nap dién, nhu glyxin, alanin hodc serin. Theo vi du thuc hién
sang ché, ving dém bao gbm hai gbc glyxin, hai gbc serin va acginin va hon hai gbc
serin dugc st dung. Nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc s& thdy ro cdc ving

dém khac c6 thé duge st dung.

Theo vi du thyc hién sang ché, cac vat truyén vacxin ¢ cc polypeptit khang
nguyén (cac polypeptit MPP va/hodc TRAP) va polypeptit kich thich mién dich (hodc
12 CD154 hoic HMGB1 hoic cé hai) duge ma hoa trén cung polynucleotit va trong chu
trac véi nhau. Theo céc phuong an thay thé, polypeptit kich thich mién dich va
polypeptit khang nguyén c6 thé duogc ma hoa béng céac polynucleotit riéng biét. Nguoi
c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc s& thy 16 13 nhiéu phuong phap co thé dugc st

dung dé thu nhan biéu hién cua polypeptit khdng nguyén va polypeptit HMGBI1 trén bé
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mit cla vat truyén vacxin. Cac phuong phéap nay da biét v6i ngudi co hidu biét trung

binh trong linh vuc.

Ché pham chtra vat truyén vacxin va chit mang dugc dung cling dugc dé cap.
Chéit mang dugc dung 1a chét mang bt ky theo cach thich hop dé st dung in vivo. Theo
cach thich hop 13, chit mang dugc dung chip nhan dugc dé van chuyén qua duong
miéng, miii hodc niém mac. Chit mang dugc dung c6 thé bao gém nudc, cac dung dich
dém, dung dich glucoza hodc dung dich cy vi khuan. C4c thanh phan bd sung cla ché
phim c6 thé theo cach thich hgp bao gdm céc t4 dugc nhu chét 8n dinh, chét bao quan,
chét pha lodng, chét nhii trong hoa va chit boi tron. Céc vi du vé chit mang dugc dung
hoic chét pha loang bao gém chét 6n dinh nhu hidrat cacbon (vi du, socbitol, mannitol,
tinh bot, sucroza, glucoza, dextran), cac protein nhu anbumin hodc casein, cac tdc nhan
chtra protein nhu huyét thanh bo hoic sita khong kem va cac dung dich dém (vi duy, dung
dich dém phosphat). Dac biét la khi chat dn dinh nay duogc thém vao ché phém, ché
phdm theo cach thich hop dé 1am kho bang dong lanh hodc 1am kho bang phun. Vat
truyén vacxin trong ché phim c6 thé khong c6 kha nang sao chép, theo cach thich hop

la vat truyén vacxin dugc bit hoat hodc giét trude khi thém vao ché phém.

Phuong phép ting cuong dap ung mién dich & dbi twong bang viéc s dung vat
truyén vacxin ciing dugc dé cap. vat truyén vacxin c6 thé chtra polynucleotit thi nhét
ma héa polypeptit Rhomboit Aplicomplexan va polynucleotit thi hai ma héa polypeptit
kich thich mién dich. Polypeptit kich thich mién dich theo cach thich hop la polypeptit
lién quan tu nhién dén hé théng mién dich xwong séng va bao gdm viéc kich thich dép
mg mién dich. Polypeptit kich thich mi2n dich c6 thé kich thich dap Gng mién dich ty
nhién hodc thich ung & dbi twong. Theo cach thich hop la polypeptit HMGB1 hodc
polypeptit CD154 nhu dugc md t4 chi tiét & trén c6 thé duge st dung lam polypeptit
kich thich mién dich. Theo cac phuong phap dugc dé cap trong ban mo ta, vat truyén
vacxin chira polypeptit Rhomboit cua Apicomplexa va polypeptit kich thich mién dich
dugc cho st dung vao dbi twong mot lugng hiéu qua dé ting cuong hodc tao anh hudng
cua dép Ung mién dich & ddi tugng voi vat truyén vacxin va cu thé 1a vé&i polypeptit
khang nguyén Rhomboit va theo cach thich hop 1a v6i ky sinh trung Apicomplexa. Dap
mg mién dich ting cudng co thé bao gdm dép ung khang thé hoic té bao T. Pap ung

mién dich theo céach thich hop la dap img mién dich bao v¢, nhung dép ung mién dich
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c6 thé khong bao vé hoan toan, nhung c6 thé 13 c6 kha nang lam giam ty 1& bénh hoac
ty 18 chét lién quan dén sy 14y nhiém. Céc polypeptit kich thich mién dich c6 thé dugc
str dung dé ting cuong dap Gmg mién dich & dbi twong voi khang nguyén la bét ky hoic
polypeptit khang nguyén c6 trong vat truyén vacxin ngoai polypeptit hinh thoi. Nguoi
¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc s& thdy rd 14 polypeptit kich thich mién dich ¢6
thé duoc sir dung dé tang cudng dép ung mién dich vi hon mot polypeptit khang nguyén
c6 trong vat truyén vacxin. Viéc tang cuong dép ing mién dich bao gdm, nhung khong
gidi han ¢, kich thich tac dung diéu tri bénh hoic phong ngira dugc lam trung gian boi
hé thdng mién dich cta dbi twong. RO rang, viée tang cudng dap ung mién dich c6 thé
bao gdm, nhung khong gi6i han ¢, qué trinh tao ra c4c khang thé duoc ting cuong,
chuyén mach 16p dugc ting cudng cua cac chudi ning khang thé, sy truong thanh cua
cac té bao c6 mit khang nguyén, sy kich thich cia cac té bao T tho phu, sy kich thich

ctia cac té bao T tieu t& bao hodc su cam mg ctia bd nhé té bao T va B.

Theo céach thich hop la, vat truyén vacxin chira polynucleotit ma hoa polypeptit
bao gdm cac axit amin 150-183 va 89-109 ctia polypeptit HMGB1 (SEQ ID NO: 15)
hoic thé twong ddng ctia ching. Theo vi du thyc hién sang ché, polypeptit axit amin 190
ctia HMGB1 duoc st dung. Theo céach thich hop Ia, polynucleotit ma héa polypeptit
HMGBI tir cc loai gidng nhau lam dbi tuong. T hop khéc loai clia cic polypeptit
HMGB1 va dbi twong (vi du polypeptit HMGB1 & nguoi dé str dung trong vacxin ga)
¢6 thé 1a c6 ich theo cac phuong phép cua sang ché vi HMGB1 dugc bao toan cao qua
sb 1oai 16n. Polypeptit HMGB1 ¢6 thé duoc st dung dé tang cuong dap Gng mién dich
v6i hon mot polypeptit khang nguyén ¢ trong vat truyén vacxin. Polypeptit tt HMGBI
kich thich dép tmg mién dich it nhit mot phan bing céch hoat hoa céc t€ bao tua va cac
dai thuc bao va vi vay kich thich qua trinh tao ra cac cytokin nhu IL-1, IL-6, IFN-y va
TNF-a. Theo vi du thyc hién sang ché, polypeptit cia HMGB1 dugc bidu hién trén bé

mit vat truyén vacxin.

Vat truyén vacxin ¢6 thé theo cach thich hop 1a chita polypeptit CD154 ¢6 kha
nzng lién két véi CD40 va hoat héa CD40. Vacxin chira polynucleotit ma hoa polypeptit
CD154 ¢6 kha ning lién két véi CD40 dugce cho sir dung cho db6i twong mot lugng hidu
qua dé tang cudng hodc cai thien dap Ung mién dich cta ddi tuong v6i vacxin. Theo

cach thich hop 13, vacxin chta polynucleotit ma hoéa polypeptit bao gbm cac axit amin
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140-149 ctia polypeptit CD154 & ngudi (SEQ ID NO: 25) hojc thé twong dong cla
ching. Nhu chi y & trén, thé twong ddng ciia axit amin 140-149 c6 ngudn gde tir mot
loai c6 thé duoc st dung dé kich thich dap tng mién dich & loai riéng bigt. Theo cach
thich hop 13, polynucleotit m& hoa polypeptit CD154 tir loai gidng nhau lam dbi tuong.
Theo céch thich hop 13, polynucleotit ma hoa polypeptit cia SEQ ID NO: 26 duogc su
dung & cac d6i twong 12 ngudi, polynucleotit ma héa polypeptit cua SEQ ID NO: 27
duoc st dung & ga con, polynucleotit ma hoa polypeptit cua SEQ ID NO: 28 dugce st
dung & vit, polynucleotit ma héa polypeptit cia SEQ ID NO: 29 duoc st dung & chudt,
va polynucleotit ma hoa polypeptit ciia SEQ ID NO: 30 dugc st dung & bo. Polypeptit
CD154 & nguoi (SEQ ID NO: 26) dugce sir dung trong vacxin & ga va dugc chimg minh
dé ting cuong dap Ung mién dich véi khang nguyén la. Vi vay td hop khéc loai khac
cua céac polypeptit CD154 va cac dbi tugng co6 thé 14 c6 ich theo phuong phap cla sang

che.

Ngoai ra, cac phuong phép ting cudong dap ing mién dich khang ky sinh trung
Apicomplexa va phuong phap lam giam ty 18 bénh li€n quan dén sy lay nhiém tiép theo
v6i ky sinh tring Apicomplexa dugc dé cap. Van t4t, phuong phap bao gbm viéc dung
cho d6i tuong luong hiéu qua vat truyén vacxin chta trinh tu polynucleotit thu nhét ma
hoa polypeptit Rhomboit Apicomplexa. Vat truyén vacxin cling c6 thé bao gdm
polynucleotit thir hai ma héa polypeptit kich thich mién dich véi lugng hiéu qua. Cac
polypeptit Rhomboit ¢b thé bao gdbm SEQ ID NO: 1-4, 37, 38 hodc cac td hop hodc cac
doan ctia chiing. Su chén cac polypeptit Rhomboit vao vat truyén c6 thé duoc thuc hién
béng nhiéu cach da biét ddi voi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc, bao gbm
nhung khong bi gi6i han ¢ hé théng dot bién dinh huéng vi tri scarless dugc mo ta trong
BMC Biotechnol. 2007 Sept, 17: 7(1): 59, Scarless and Site-directed Mutagenesis in
Salmonella Enteritidis chromosome, dugc td hop trong ban md ta bang viéc vién dan
toan bd va phuong phap st dung trong ban md ta nhu dugc mo ta trong Nguyen and
Schumann J Biotechnol 2006 122: 473-482, dugc td hop trong ban mo ta bang viéc vién
dan toan bo. VAt truyén cling c6 thé dugc thiét ké dé biéu hién céc polypeptit Rhomboit
td hop v6i céc polypeptit khang nguyén khéc tir cac ky sinh trang Apicomplexa nhu
TRAP hodc tir cac tdc nhan gdy bénh khac bao gém c4c virut nhu cim M2e hodc vi
khuan nhu Salmonella hodc E. coli. Cu thé, polypeptit cia CD154 c6 kha nang lién két
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CD40 hoic HMGBI c6 thé dugc biéu hién bing vat truyén dé ting cudng dap ing mién
dich cta dbi twong véi polypeptit hinh thoi.

Ché phim chira cac polypeptit khang nguyén cling c6 thé dugc sir dung dé giam
b6t ty 1€ bénh lién quan dén sy 1ay nhiém tiép theo boi ky sinh tring Apicomplexa. Ché
pham nay ¢6 thé ngan ngira ky sinh trung khéi gy bénh hodc c6 thé gi6i han hodc giam
lién quan bat ky dén ty 18 bénh & d61 tuong ap dung céac ché phdm hoic vat truyén vacxin
duoc mo ta trong ban mo ta. Ché phim va vat truyén vacxin dugc néu trong ban md ta
c6 thé giam cuodng do ciia bénh tiép theo béng cach ha do dai bénh, giam trong lugng,
cudng do triéu chimg bénh, ha ty 1¢ bénh hodc ty 1& chét lién quan dén bénh hodc lam
giam kha ndng co lai bénh. Ché phim cling c6 thé giam do m& rong ky sinh tring bang
cach kim ham sy truyén. Ty 1& bénh hodc ty 1& chét lién quan dén bénh sau khi stir dung
c4c vat truyén vacxin dugc néu trong ban mo ta co thé duoc giam ti 25%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90% hodc tham chi 100% khi so sanh v&i cac dbi tuong tuong

tu khong dugce cung chp vat truyén vacxin.

P& st dung vé6i dong vat hodc nguoi, ché phim c6 thé duogc cho s dung bing
nhidu cach bao gdm, nhung khong giéi han ¢, duong mili, niém mac, bang céch phun,
trong da, duong tiém, tiém dudi da, mang bung, tiém tinh mach, trong so, duong miéng,
bang khi hodc trong co. St dung thudc nhé mét, nudi qua bng dudng miéng hodc thém
vao nude ubng hoic thuc pham thém vao mot cach thich hop. Vé6i gia cam, ché pham

¢6 thé dugce cho st dung in ovo.

Mot sb phuong an cia sang ché d& cap phuong phép tang cuong dap ung mién
dich & d6i tugng. Cac dbi tuong theo céach thich hop co6 thé bao gdm, nhung khong bi
gi6i han ¢, xuong sdng, theo céch thich hop 1a dong vat c6 v, theo cach thich hop la
nguoi, va gia cam, theo céach thich hop la gia cAm nhu ga hodc ga tay. Cac dong vét khac
nhu bd, meo, ché hodc lon cling ¢6 thé dugc st dung. Theo céach thich hop 13, d6i tuong

khong phai ngudi va 6 thé 1a dong vét nong nghip.

Liéu vacxin hitu hiéu dé duoc cho st dung s& khac nhau tuy theo do tudi, trong
lugng va loai cua d6i teong, hinh thie va 19 trinh st dung va loai tac nhan gdy bénh
khang ma dap ing mién dich dugc tim thdy. Ché pham c6 thé duoc cho st dung véi lidu
bt ky di dé goi 1én dap Gng mién dich. Hinh dung la cac lidu pham vi tir 10° dén 10"
ban sao vat truyén (tirc 1a cac don vi hinh thanh cum hodc céc don vi hinh thanh mang
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bam), tir 10* dén 10° ban sao vat truyén, hogc tir 10° dén 107 ban sao vét truyén 13 thich

hop.

Ché phém ¢6 thé duoc cho st dung chi mot 13n hoic c6 thé dugc cho st dung hai
hodc nhiéu 14n dé tang dap ng mién dich. Vi du, ché phém 6 thé dugc cho st dung hai
hodc nhiéu 14n riéng biét trong mot tudn, hai tuln, ba tuan, 1 thang, 2 thang, 3 thng, 6
thang, 1 nim hoéc hon. Vat truyén vacxin c¢6 thé chira cac vi sinh vat c6 thé séng duoc
trude khi st dung, nhung theo mot s6 phuong 4n vat truyén c6 thé dugc lam chét trude
khi st dung. Theo mot s6 phuong 4n, vét truyén co thé c6 kha nang 13p lai ¢ d6i tuong,
ma theo cac phuong an khac vat truyén ¢ thé khong c6 khé nang lap lai & d6i tugng.
Phuong phap bét hoat céc vi sinh vét dugc st dung lam vat truyén 1a da biét d6i véi
nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc. Vi dy vét truyén vacxin vi khudn c6 thé
duoc bt hoat béng cach st dung fomalin, etanol, tiép xuc nhiét, hodc thubc khang sinh.
Ngu’c‘)i ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ¢6 thé s dung phuong phép khic cling

dugc.

Hinh dung la mot sd epitop hodc khang nguyén tlr céc tac nhin gdy bénh gidng
ho#c khac nhau ¢ thé duoc cho st dung td hop vacxin don dé tao dap Ung mién dich
dugc ting cudng khang da khang nguyén. Cac vacxin téi td hop c6 thé ma hoéa khang
nguyén tur nhiu vi sinh vat gdy bénh, virut hodc u lién quan dén khang nguyén. Str dung
vacxin c¢6 kha nang biéu hién da khang nguyén c6 vu didm 14 kich thich mién dich khang
hai bénh hodc hon cung thoi didm. Vi dy, vi khudn duge 1am yéu' séng cung cap vat
truyén theo céch thich hop dé goi ra dap tng mién dich khang da khang nguyén tir tac
nhén gy bénh don, vi dy, TRAP (SEQ ID NO: 6) va MPP tir Eimeria (SEQ ID NO: 2),
hozc khang da khang nguyén tir cac tac nhén gay bénh khéac nhau, vi du, Eimeria va cam

hoic Salmonella.

Cac vat truyén vacxin c6 thé duge cAu tao str dung polynucleotit ngoai sinh ma
héa khang nguyén co thé dugc chén vao vat truyén vacxin & vi tri khong can thiét bat
ky hodc theo cach khac co thé dugc tién hanh trén plasmit hodc ta dugc ngoai nhiém sic
thé khac (vi du BAC hodc YAC) st dung phuong phép da biét trong linh vue. Mot vi tri
theo cach thich hop dé chén cac polynucleotit 1a trong céc phan bén ngoai ctia cac protein
xuyén mang hogc cung véi trinh ty hudng dich polynucleotit ngoai sinh cho con dudng

tiét va/hodc cho phép gén v6i thanh t6 bao. Mot vi du vé protein xuyén mang theo cach
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thich hop dé chén céc polynucleotit 1 gen lamB. Mot phuong phap gin Ién thanh té bao
theo cach thich hop dugc dé xuét trong phan Vi du thyc hién sing ché

Céc polynucleotit ngoai sinh bao gdm, nhung khong bi giéi han &, cac
polynucleotit ma hoa khang nguyén dugc chon tir cac vi sinh vat hodc virut gdy bénh va
bao gdm cac polynucleotit biéu hién theo cach sao cho tao hiéu qua dap Gng mién dich.
Cac polynucleotit nay co thé 12 c6 ngudn gbc tir virut gy bénh nhwr cim (vi du, M2e,
ngung két t6 hdng cau, hodc neuraminidaza), cic virut ecpet (vi du, cac gen ma hoa ciu
tric cac protein cla virut ecpet), retrovirut (vi du, protein vé boc gp160), adenovirut,
paramyxovirut, coronavirut va tuong tu. Cac polynucleotit ngoai sinh cling ¢6 thé thu
duoc tir vi khuin gy bénh, vi dy, cic gen ma hoa cac protein vi khudn nhu ddc tb, cac
protein mang ngoai hodc cac protein bao toan cao khac. Hon nfta, cic polynucleotit
ngoai sinh tr céc ky sinh tring, nhu céc ky sinh tring Apicomplexa khéc 1a cac ing cur

hép din d¢ st dung trong Vvat truyen vacxin.

Sang ché khong bi gi¢i han ché ¢ céc chi tiét cu the trong ban mo ta, b tri cta
cac thanh phan, hodc cac budc ciia phuong phap dat ra trong ban md ta. Ché pham va
phuong phap boc 10 trong ban mo ta ¢6 kha ning duge tao ra, thuc hién, sir dung, tién
hanh va/hodc tao ra theo cac cach khéc nhau s& thay 16 v6i ngudi co hiéu biét trung binh
trong linh vyc trong cdng b6 sau ddy. Cach dién dat va thuat ngr dugc st dung trong
ban md ta chi theo muyc dich cua phén mo ta va khong lam han ché pham vi bao hd ctua
sang ché. Céc chi s tht tu, nhu thir nhét, thir hai, va th ba, nhu dugc st dung trong
phan md ta va by yéu cAu bao ho dé chi cac co cAu hodc cac budc ciia phuong phéap khac
nhau, khong nhdm 4m chi co ciu hodc cac budce déc higu bat k¥, hodc thir tw cu thé hodic
cAu hinh bét ky véi cdc co cAu hoic cac bude nay. T4t ca phuong phéap duoc néu trong
ban mo ta c6 thé duge thuc hién véi tht tu theo cach thich hop bat ky trix khi dugce hiéu
khéc trong ban mo ta hodc dugc chi 16 rang bdi ngtt canh. St dung bat ky va tht ca cac
vi du, hodc ngdn ngit chuén (vi dy, "nhu 1a") dugc dé cap trong ban mo ta, dugc du dinh
chi dé tao thuan loi cho viéc tiét 10 va khong bao ham gidi han bét ky véi pham vi bao
ho cta cong bd trir khi dugc bao ho khac. Khong ¢6 ngdn ngit trong ban md té, va khong
6 co cau duoc thé hién trong céc hinh v&, nén dugc hidu nhu chi ra ring yéu td khong
bao ho bat ky cAn thiét dé thuc hién déi tuong boc 10. Str dung trong ban md ta cac thuat

4

ngit “bao gobm,” “chira,” hodc “c6,” va bién thé ctia ching, c6 nghia 12 dé bao gobm nhiing
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yéu t6 néu sau va tuong duong clia chiing, cling nhu cac yéu to bd sung. Céc phuong an
néu 12 “bao gdm,” “chira,” hodc “c6” mot sd yéu to cling dugc du phong la “bao gdm vé
co ban 13” va “bao gdm 13” nhitng yéu t0 nhét dinh. Céc thudt ngfr s0 it ¢6 thé nghia la

mdt hodc hon mot trix khi 18 rang dugc khoanh dinh.

Sy néu pham vi clia cac gid tri trong ban mo ta 13 chi don thudn nhdm muc dich
dung nhu 1a phuong phap vidt tit chi riéng 1& cho ting gia tri riéng ndm trong day, trir
khi duoc ky hiéu khéc trong ban mo ta, va ting gia tri riéng duoc t6 hop vao ban mo ta
nhu thé n6 dugc néu riéng trong day. Vi du, néu mot khoang ndng do duge quy dinh la
1% dén 50%, n6 duge du dinh 1a cac gid tri nhu 2% dén 40%, 10% dén 30%, hodc 1%
dén 3%, v.v., biéu hién dugc liét ké trong ban mo ta nay. Chi la cac vi du vé diéu 13 rang
dugce du dinh, va tAt ca t hop gié tri bang sd c6 thé gitta va bao gbm gia tri thap nhit va
gia tri cao nhét dugc liét ké dugce coi 1a biéu hién néu trong cong bd nay. Str dung tur
“khoang” dé md ta lugng dugc néu cu thé hodc pham vi cta cac lugng c6 nghia dé cho
biét rang gid tri rit gan vé6i luong duge néu dugc bao gbm trong luong do, nhu gia tri c6
thé hodc tu nhién s& duge hach toan do dung sai san xuét, 161 dung cu va con ngudi trong
hinh thanh phép do, va tuong tu. T4t ca phén trdm chi cac luong 1a trong luong trir khi
dugc ky hiéu khac.

Céc vi du sau day chi c6 tinh chit minh hoa va khong nham giéi han pham vi bao
ho cta sang ché hodc cta cac yéu ciu bao hd kém theo. T4t ca céac tai liéu tham khao,
bao gbdm patent, cong bd bang sang ché va tai liéu khong phai sang ché, duoc néu trong
ban mo ta nay bang cach vién din toan bd ndi dung cta ching. Xung dot bét ky gitta
céc trinh bay trong céc tham chiéu va trinh bay trong ban md ta can dugc giai quyét uu

tién trinh bay c¢6 trong ban mo ta.
Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1. Cau trc cla céac vat truyén vacxin

Nhiéu t6 hgp cua vacxin dugc cu tao cho muc dich thr nghiém tinh hitu hiéu va
xéc dinh 4nh hudng cla timg vacxin véi thach thirc bao vé khang Eimeria maxima. Ban
hinh mAu thé hién ciu trac duoc st dung theo vi du thuc hién sang ché duoc thé hién
du6i dang Fig. 2. Céc trinh tw TRAP MPP HMGB]1, va MPP HMGBI1 dugc tbng hop
va duge chén vao plasmit pNDH10 cho bidu hién bé mat té bao. Tung trinh tu duoc tong

hop véi vi tri han ché BamHI & dau 5° va vi tri han ché Aatll & dAu 3’ truc tiép gin Kké
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véi protein lién két fibronectin B (fibronectin binding protein B - /bpB). Biéu hién ctia
trinh ty vacxin va fbpB dugc didu chinh bang operon xy! dugc chén trudc vao plasmit
pNDH10 [1]. fbpB bao gdm mbtip phan loai dugc cong nhan boi sortase A neo JfbpB véi
bé mit té bao cla sortase A biéu hién vi khuén [1]. Vi vay, trinh ty vacxin dugc dat
nguoc dong va trong cAu tric véi trinh tu fbpB sao cho khi fbpB dugc tha neo voi sortase
A trén thanh té bao trinh tu vat truyén vacxin s€ dugc biéu hién trén bé mit cua vi khuén.
Plasmit pNDH10 chura trinh ty vacxin, fbpB, va operon xyl duoc bién thanh Bacillus
subtilis 1A857 biéu hién sortase A [2]. Tung plasmit dugc bién thanh 1A857 bang cich
bd sung 0,6 ug thém/plasmit vao 1A857 tuy y cAy axit etylen glycol tetraaxetic (Ethylene
glycol tetraacetic acid - EGTA) 0,1 M. Sau khi bién nap, 1A857 biéu hién pNDH10
duoc chon trén méi truong LB chira 5 pg/mL cloramphenicol @ chi chon c4c té bao tién
hanh khang thudc khang sinh mang lai bing plasmit thong qua trinh ty cat méd hoa
cloramphenicol acetyl chuyén vi. Bacillus subtilis 1A857 bién nap voi cac plasmit MPP
HMGB1 (SEQ ID NO: 33), hogc TRAP MPP HMGBI (SEQ ID NO: 31) pNDH10 xac
nhan bing chiét xudt plasmit tiép theo 1a bang PCR. Tung cu triic
1A857/pNDH10/thém sinh truéng va dem lai 0,6% xylose trong canh LB + 0,1%
glucoza c6 5 pg/mL cloramphenicol trong 9 gior & 37°C trong khi rung. Biéu hién protein
MPP-HMGB1 (SEQ ID NO: 34) va TRAP-MPP-HMGB1 (SEQ ID NO: 32) dugc xac
nhan bang vét myc Western va kinh hién vi huynh quang gian tiép voi cac khang thé

khang HMGBI1 & tho.
Vidu?2. Ty 1& bénh va ty 1€ chét ctia ga giadm sau su lay nhiém Eimeria

Cac vacxin dugc dinh huéng MPP HMGBI1 va TRAP MPP HMGBI1 dugc thtr
kha ndng cung cép su bao vé khang thach thirc Eimeria maxima khi duoc dung qua nude
ubng td hop véi ta dugce chitosan bién dbi. Ga broiler dugc tiém vacxin & 4 va 14 ngay
tudi voi vacxin tuong ng trong nude ubng c6 ty 1& pha lodng 1a 1:128 (5 X 10° cfu/ga)
trong 24 gio. O 21 ngay tudi, tht ca cac nhom duoc can va thach thic véi 4x10* nodn
nang d4 hinh thanh bao t cia E. maxima bang cach nudi qua bng duong miéng. 028
ngay tudi, trong lugng co thé (body weight - BW) va téng trong lugng co thé ctia nhitng
con sdng sét (body weight gain - BWG) duoc ghi nhén trong thoi ky thach thirc. Thém
vao do, ty 1€ chét duoc ghi chép 8 x4c dinh tinh hitu hiéu cta tmg clr vacxin. Tam ngay

sau thach thirc BW cao hon dang ké & ga dugce tiém vacxin ¢6 TRAP-MPP-HMGB1 va
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MPP-HMGB!1 khi so sanh véi ga khdng duge tiém vacxin (Fig.3). BWG cao hon dang
k& & tAt ca cac nhom duoc tiém vacxin 8 ngay sau thach thirc khi so sanh v6i @i ching
(Fig.4). Ty 1¢ chét ciing thip hon déng ké & c4c nhom duge tiém vacxin TRAP-MPP-
HMGB1 va MPP-HMGB1 vé6i nhém khong dugc tiém vacxin (Fig.5).

[1] Kim L, Mogk A, Schumann W. A xylose-inducible Bacillus subtilis integration
vector and its application. Gene 1996 Nov 28;18 1(1-2):71-6.

[2] Nguyen HD, Schumann W. Establishment of an experimental system allowing
immobilization of proteins on the surface of Bacillus subtilis cells. Journal of

biotechnology 2006 Apr 20;122(4):473-82.
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Yéu ciu bao ho
1. V4t truyén vacxin chta trinh ty polynucleotit thir nhat ma héa polypeptit Rhomboit
ctia Apicomplexa dugc biéu hién tiy y trén bé mit ctia vat truyén vacxin nay, trong d6
polypeptit Rhomboit nay gdm polypeptit c6 do ddng nhét trinh ty cao hon 90% véi
polypeptit dugc chon tir nhom gém SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, manh géy mién dich cia SEQ ID NO: 1,
manh gay mién dich cua SEQ ID NO: 2, manh géy mién dich ctia SEQ ID NO: 3, manh
gay mién dich cua SEQ ID NO: 4, manh gay mién dich ctia SEQ ID NO: 37, manh gy
mién dich cia SEQ ID NO: 38 va td hop ctia ching.

2. Vat truyén vacxin theo diém 1, trong d6 vat truyén vacxin ndy con bao gdm trinh tu
polynucleotit thir hai ma hoa polypeptit kich thich mién dich, trong d6 polypeptit kich

thich mién dich nay duoc biu hién trén bé mat cua vat truyén vacxin.

3. Vat truyén vacxin theo diém 2, trong d6 polypeptit kich thich mién dich 1a polypeptit
HMGBI.

4. Vat truyén vacxin theo diém 3, trong d6 polypeptit HMGB1 1a polypeptit dugc chon
tir nhém gdm cac SEQ ID NO: 15-23, manh cua it nhat mdt trong cac SEQ ID NO: 15-
23, polypeptit c6 do ddng nhat trinh ty it nhat 1a 95% véi cdc SEQ ID NO: 15-23 va t6
hop cua chung.

5. VAt truyén vacxin theo diém bét ky trong 36 cac didm tir 2 dén 4, trong d6 polypeptit
kich thich mién dich 1a polypeptit CD154 c6 kha néng lién két CD40, polypeptit CD154
nay c6 it hon 50 axit amin va chira céc axit amin 140-149 cta polypeptit dugc chon tir
nhém bao gdm SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 va thé tuong ddng cua ching, hogc 1a
polypeptit dugc chon tir nhém bao gdbm SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO:
28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30 va polypeptit ¢6 do dong nht trinh ty it nhét 1a
90% véi it nhat mot trong sd cac SEQ ID NO: 26-30.

6. Vat truyén vacxin theo diém bét ky trong sé cac diém tir 2 dén 5, trong do vat truyén
nay chira nhidu hon mét ban sao cta polynucleotit thir nhét va/hodc nhiéu hon mot ban

sao cta trinh tu polynucleotit thir hai.
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7. Vt truyén vacxin theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 2 dén 6, trong d6 trinh tu
polynucleotit thir nhit dugc lién két trong cting khung doc véi trinh tw polynucleotit thi
hai.

8. Vat truyén vacxin theo diém 7, trong d6 polynucleotit thir nhét va polynucleotit thur

hai duoc lién két thong qua trinh tu nucleotit dém.

9. Vat truyén vacxin theo diém bAt ky trong sb cac didm tr 1 dén 8, trong d6 vét truyén

vacxin ndy duge chon tir nhom bao gom virut, vi khuan, nam men va liposom.
10. Vat truyén vacxin theo diém 9, trong d6 vét truyén vacxin nay 1a Bacillus spp.

11. Vat truyén vacxin theo diém bt ky trong s6 cac didm tir 1 dén 10, trong d6 vat truyén

vacxin ndy con bao gdm polynucleotit thir ba ma héa polypeptit TRAP.

12. Vat truyén vacxin theo didm 11, trong d6 polypeptit TRAP dugc chon tir nhom bao
gbm cac polypeptit c6 dd ddng nhét trinh tu it nhét 13 95% véi SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 40, manh gay mién dich cia SEQ ID NO: 5, manh
gy mién dich cua SEQ ID NO: 6, ménh gay mién dich cia SEQ ID NO: 7 va manh gy
mién dich cua SEQ ID NO: 40.

13. VAt truyén vacxin theo diém 2, trong d6 polynucleotit th nhét va polynucleotit thi
hai ma hoa polypeptit dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34 va
polypeptit ¢6 do ddng nhét trinh ty 1a 95% v6i SEQ ID NO: 32 hode SEQ ID NO: 34.

14. Dugc phdm chira vét truyén vacxin theo diém bit ky trong s cac diém tir 1 dén 13

va chat mang duge dung.

15. V4t truyén vacxin theo diém bat ky trong 36 cac diém tir 1 dén 13, trong d6 vt truyén

vacxin ndy dugc lam chét hodc khong c6 kha nang sao chép & doi tuong.

16. V4t truyén vacxin theo didm bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 13, trong do vat truyén
vacxin nay dac hi¢u d6i v6i ky sinh tring Apicomplexa dugc chon tor nhém gbm

Eimeria, Plasmodium, Toxoplasma, Neospora va Cryptosporidium.

17. Duoc phém theo diém 14, trong d6 vat truyén vacxin nay dugc lam chét hoac khong

¢6 kha ndng sao chép & d6i tuong.
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18. Duoc phém theo diém 14, trong do vat truyén vacxin nay dac hiéu dbi véi ky sinh
truing Apicomplexa dugc chon tir nhém bao gbm Eimeria, Plasmodium, Toxoplasma,

Neospora va Cryptosporidium.

30



<110>

<120>

52475

DANH MUC TRINH TU

SHIVARAMAIAH, Srichaitanya
HARGIS, Billy

BARTA, John

BERGHMAN, Luc

FAULKNER, Olivia

BIELKE, Lisa

VAT TRUYEN VACXIN CHUA TRINH TU POLYNUCLEOTIT DUNG DE TANG CUONG

pAP UNG MIEN DICH vOI KY SINH TRUNG APICOMPLEXA VA DUQC PHAM CHUA VAT
TRUYEN VACXIN NAY

<130>

<150>
<151>

<160>

<170>

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

5658-00201

Us 61/764,681
2013-02-14

40
PatentIn version 3.5

1

16

PRT

Trinh tu nhédn tao

Téng hop: epitop tdi thiéu compozit

dadc tinh moi
(2)..(2)
Xaa 1la Arg hodc Met

dadc tinh mdi
(3)..(4)
Xaa la vVal hodc Ile

ddc tinh moi
(5)..(5)
Xaa la Ser hoac Arg

ddc tinh méi
(6)..(6)
Xaa 1a Phe hodc Tyr

ddc tinh moi
(13)..(13)

31/66


CVH140
Textbox


<223>

<400>

52475

Xaa la His hodc Tyr

1

Pro Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Tyr Gly Ala Cys Glu Xaa Asn Leu Gly

1
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<221>
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<400>
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Eimeria maxima
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Eimeria maxima MPP
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Pro Ser His Asp Ala Pro Glu Ser Glu Arg Thr Pro Arg Val Ile Ser
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Phe Gly Tyr Gly Ala Cys Glu His Asn Leu Gly Val Ser Leu Phe Arg

20 25 30

Arg Glu Glu Thr Lys Lys Asp Pro Arg Gly Arg
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Glu Ser Gln Arg Ala Pro Met Val Ile Arg Tyr Gly Tyr Gly Ala Cys

1

5 10 15

Glu Tyr Asn Leu Gly
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<223>

<400>
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PRT

Eimeria maxima

dadc tinh mdi
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Eimeria maxima TRAP-1

5
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<400>
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Eimeria maxima
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(1) ..(40)
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Ala Ala Pro Glu Thr Pro Ala Val Gln Pro Lys Pro Glu Glu Gly His

1

5 10 15

Glu Arg Pro Glu Pro Glu Glu Glu Glu Glu Lys Lys Glu Glu Gly Gly
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Gly Phe Pro Thr Ala Ala val Ala
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<213> Eimeria maxima

<220>
<221> dé&c tinh m&i
<222> (1)..(40)

<223> Eimeria maxima TRAP-03
<400> 7
Gly Gly Gly Phe Pro Thr Ala Ala val Ala Gly Gly Val Gly Gly Val

1 5 10 15

Leu Leu Tle Ala Ala Val Gly Gly Gly Val Ala Ala Phe Thr Ser Gly
20 25 30

Gly Gly Gly Ala Gly Ala Gln Glu
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<213> Eimeria maxima
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<222> (1)..(70)

<223> Eimeria maxima TRAP

<400> 8
Ala Ala Pro Glu Thr Pro Ala Val Gln Pro Lys Pro Glu Glu Gly His

1 5 10 15

Glu Arg Pro Glu Pro Glu Glu Glu Glu Glu Lys Lys Glu Glu Gly Gly
20 25 30

Gly Phe Pro Thr Ala Ala val Ala Gly Gly Val Gly Gly Val Leu Leu
35 40 45

Ile Ala Ala Val Gly Gly Gly Val Ala Ala Phe Thr Ser Gly Gly Gly
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Cum gia cam
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9

Glu Val Glu Thr Pro Ile Arg Asn
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<400>

5

10

8
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Cim gia cém

dadc tinh mdi
(1)..(8) .
Virut cum gia cam m2e

10

Glu Val Glu Thr Pro Thr Arg Asn

1
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<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Leu Leu Ser Arg Ile Asn His Phe Glu Lys Ile Gln

1

<210>
<211>

5

11

12

PRT

cum gia cém

dac tinh md&i
(1)..(12) X
Virut cum gia cam HAS UA

11

5

12
19

52475

10
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<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Ala Asn Pro Ala Asn Asp Leu Cys Tyr Pro Gly Asp Phe Asn Asp Tyr

1

52475

PRT
cum gia cam

ddc tinh mdi
(1)..(19) .
Virut cum gia cam HA5 LB

12

5 10

Glu Glu Leu

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Gly Arg Leu Ile Gln Asn Ser Ile Thr Ile Glu Arg Met Val Leu Ser

1

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Thr Tyr Gln Arg Thr Arg Ala Leu Val Arg Thr Gly Met Asp

1

<210>

13
16
PRT
cum gia cém

dadc tinh mdi
(1)..(16) .
Virut cum gia cam NP 54-69

13

5 10

14

14

PRT

Cim gia cém

ddc tinh mdi

(1)..(14) \
Virut cum gia cam NP 147-160
14

5 10

15

36/66


CVH140
Textbox


<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

190
PRT

Gallus gallus

ddc tinh mdi
(1)..(190)
Axit amin HMGBl & ga

15

Met Gly Lys

1

Ala

Asp

Trp

Lys

Pro

Arg

Ile

Leu

Glu

145

Ala

Phe

Ala

Lys

50

Ala

Lys

Pro

Lys

Gly

130

Lys

Tyr

Phe

Ser

35

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

115

Glu

Lys

Arg

Gly

vVal

20

Val

Met

Lys

Glu

Ser

100

Glu

Met

Ala

Ala

Asp

Gln

Asn

Ser

Leu

Thr

85

Ala

His

Trp

Ala

Lys
165

Pro

Thr

Phe

Ser

Arg

70

Lys

Phe

Pro

Asn

Lys

150

Gly

Lys

Cys

Ser

Lys

55

Tyr

Lys

Phe

Gly

Asn

135

Leu

Lys

Lys

Arg

Glu

40

Glu

Glu

Lys

Leu

Leu

120

Thr

Lys

Val

52475

Pro

Glu

25

Phe

Lys

Lys

Phe

Phe

105

Ser

Ala

Glu

Asp

Arg

10

Glu

Ser

Gly

Glu

Lys

90

Cys

Ile

Ala

Lys

Ala
170

Gly

His

Lys

Lys

Met

75

Asp

Ser

Gly

Asp

Tyr

155

Gly

Lys

Lys

Lys

Phe

60

Lys

Pro

Glu

Asp

Asp

140

Glu

Lys

Met

Lys

Cys

45

Glu

Asn

Asn

Phe

Val

125

Lys

Lys

Lys

Ser

Lys

30

Ser

Asp

Tyr

Ala

Arg

110

Ala

Gln

Asp

Val

Ser

15

His

Glu

Met

vVal

Pro

95

Pro

Lys

Pro

Ile

Val
175

Tyr

Pro

Arg

Ala

Pro

80

Lys

Lys

Lys

Tyr

Ala

160

Ala
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Lys Ala

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

<220>
<223>

<400>

Met Gly
1

Ala Phe

Asp Ala

Trp Lys

50

Lys Ala

65

Pro Lys

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

<220>
<223>

<400>

Pro Asp
1

Glu Lys
180

16
85
PRT
Trinh tu

Tdng hop:

16

Lys Gly

Phe Val

20

Ser Val

35

Thr Met

Asp Lys

Gly Glu

17

54

PRT
Trinh tu

Téng hop:

17

Ala Ser

52475

Ser Lys Lys Lys Lys Glu Glu Glu Glu Asp

nhédn tao

HMGBR1 box al

Asp Pro

Gln Thr

Asn Phe

Ser Ser

Leu Arg

70

Thr
85

nhé&n tao

Lys

Cys

Ser

Lys

55

Tyr

Lys

Arg

Glu

40

Glu

Glu

HMGB1 box a2

Val Asn Phe Ser Glu Phe Ser Lys Lys Cys Ser Glu

5

185

Pro Arg

10

Glu
25

Glu
Phe Ser
Lys

Gly

Lys Glu

10

Gly

His

Lys

Lys

Met
75

Lys

Lys

Lys

Phe

60

Lys

Met

Lys

Cys

Glu

Asn

190

Ser

Lys

30

Ser

Asp

Tyr

Ser

15

His

Glu

Met

vVal

15

Tyr

Pro

Arg

Ala

Pro
80

38/66


CVH140
Textbox


Arg Trp

Ala Lys

Pro Pro
50

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

<220>
<223>

<400>

Lys Asp

Cys Ser

Ile Gly

Ala Asp
50

Lys Tyr
65

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

<220>
<223>

<400>

Asn Ala
1

Lys Thr
20

Ala Asp
35

Lys Gly

18
73
PRT
Trinh tu

Tdng hop:

18

Pro Asn

Glu Phe
20

Asp Val
35

Asp Lys

Glu Lys

19
69
PRT
Trinh tu

Téng hop:

19

Pro Lys

52475

Met Ser Ser Lys Glu Lys Gly Lys Phe Glu Asp Met
25 30

Lys Leu Arg Tyr Glu Lys Glu Met Lys Asn Tyr Val
40 45

Glu Thr

nhén tao

HMGB1 box bl

Ala Pro Lys Arg Pro Pro Ser Ala Phe Phe Leu Phe
5 10 15

Arg Pro Lys Ile Lys Gly Glu His Pro Gly Leu Ser
25 30

Ala Lys Lys Leu Gly Glu Met Trp Asn Asn Thr Ala
40 45

Gln Pro Tyr Glu Lys Lys Ala Ala Lys Leu Lys Glu
55 60

Asp Ile Ala Ala Tyr
70

nhadn tao

HMGB1l box b2

Arg Pro Pro Ser Ala Phe Phe Leu Phe Cys Ser Glu
5 10 15

39/66


CVH140
Textbox


Phe Arg

Val Ala

Lys Gln
50

Lys Asp
65

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

<220>
<223>

<400>
Lys Asp

1

Cys Ser

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

<220>
<223>

<400>

Leu Lys
1

Lys Val

Pro Lys
20

Lys Lys
35

Pro Tyr

Ile Ala

20
21
PRT
Trinh tu

Téng hop:

20

Pro Asn

Glu Phe
20

21
33
PRT
Trinh tu

Téng hop:

21

Glu Lys

Asp Ala
20

52475

Ile Lys Gly Glu His Pro Gly Leu Ser Ile Gly Asp
25 30

Leu Gly Glu Met Trp Asn Asn Thr Ala Ala Asp ASp
40 45

Glu Lys Lys Ala Ala Lys Leu Lys Glu Lys Tyr Glu
55 60

Ala

nhan tao

Miédn 1ién k&t HMGB1 RAGE

Ala Pro Lys Arg Pro Pro Ser Ala Phe Phe Leu Phe
5 10 15

Arg

nhan tao

hoat tinh cytokine gdy viém HMGBI

Tyr Glu Lys Asp Ile Ala Ala Tyr Arg Ala Lys Gly
5 10 15

Gly Lys Lys Val Val Ala Lys Ala Glu Lys Ser Lys
25 30
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Lys

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Met Gly
1

Ala Phe

Asp Ala

Trp Lys

Lys Ala

65

Pro Lys

Arg Pro

Ile Lys

Leu Gly

130

Glu Lys

22
215
PRT

Homo sapiens

dac tinh mdi
(1)..(215)
HMGB1

22

Lys

Phe

Ser

35

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

115

Glu

Lys

Gly

Val

20

Val

Met

Lys

Glu

Ser

100

Glu

Met

Ala

Asp

Gln

Asn

Ser

Ala

Thr

85

Ala

His

Trp

Ala

Pro

Thr

Phe

Ala

Arg

70

Lys

Phe

Pro

Asn

Lys

Lys

Cys

Ser

Lys

55

Tyr

Lys

Phe

Gly

Asn

135

Leu

Lys

Arg

Glu

40

Glu

Glu

Lys

Leu

Leu

120

Thr

Lys

52475

Pro

Glu

25

Phe

Lys

Arg

Phe

Phe

105

Ser

Ala

Glu

Arg

Glu

Ser

Gly

Glu

Lys

90

Cys

Ile

Ala

Lys

Gly

His

Lys

Lys

Met

75

Asp

Ser

Gly

Asp

Tyr

Lys

Lys

Lys

Phe

60

Lys

Pro

Glu

Asp

Asp

140

Glu

Met

Lys

Cys

45

Glu

Thr

Asn

Tyr

Val

125

Lys

Lys

Ser

Lys

30

Ser

Asp

Tyr

Ala

Arg

110

Ala

Gln

Asp

Ser

15

His

Glu

Met

Ile

Pro

95

Pro

Lys

Pro

Ile

Tyr

Pro

Arg

Ala

Pro

80

Lys

Lys

Lys

Tyr

Ala
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145

Ala Tyr

Lys Ala

Asp Glu

Glu Glu
210

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

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Met Gly
1

Tyr Phe

Ala Thr

Lys Thr
50

Leu Asp
65

Lys Gly

150

Arg Ala Lys Gly Lys
165

Glu Lys Ser Lys Lys
180

Glu Asp Glu Glu Glu
195

Asp Asp Asp Asp Glu
215

23
205
PRT
Danio rerio

ddc tinh mdi

(1) ..(205)

C4 ngua van HMGBI1
23

Lys Asp Pro Thr Lys

Val Gln Thr Cys Arg
20

Val Asn Phe Ser Glu
35

Met Ser Ala Lys Glu
55

Lys Ala Arg Tyr Glu

Glu Lys Lys Lys Arg
85

Pro

Lys

Glu
200

Pro

Glu

Phe

40

Lys

Arg

Phe

52475

Asp

Lys

185

Glu

Arg

Glu

25

Ser

Gly

Glu

Lys

Ala
170

Glu

Asp

Gly

10

His

Lys

Lys

Met

Asp
90

155

Ala

Glu

Glu

Lys

Lys

Lys

Phe

Lys

Pro

160

Lys Lys Gly Val Val

175

Glu Glu Asp Glu Glu

190

Glu Asp Glu Asp Glu

Met

Lys

Cys

Glu

60

Asn

Asn

205

Ser

Lys

Ser

45

Asp

Tyr

Ala

Ser

His

30

Glu

Met

Ile

Pro

Tyr

15

Pro

Arg

Ala

Pro

Lys
95

Ala

Glu

Trp

Lys

Pro

80

Arg
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Pro

Lys

Gly

Lys

145

Tyr

Lys

Asp

Pro

Glu

Glu

130

Lys

Arg

Pro

Glu

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Ser

Glu
115

Met

Ala

Ser

Asp

Asp

195

24
272
PRT

Gallus gallus

Ala

100

Thr

Trp

Ala

Lys

Lys

180

Asp

Phe

Pro

Asn

Lys

Gly

165

Ala

Asp

ddc tinh méi

(1) ..(272)
CD154 & ga
24

Phe

Gly

Lys

Leu

150

Lys

Asn

Asp

Ile

Leu

Ile

135

Lys

Val

Asp

Glu

Met Asn Glu Ala Tyr Ser Pro

1

5

Ser Pro Ser Thr Met Lys Met

20

val Val Gln Thr Ile Gly Thr

35

52475

Phe Cys Ser Glu Phe
105

Ser Ile Gly Asp Val
120

Ser Ser Glu Glu Lys
140

Glu Lys Tyr Glu Lys
155

Gly Gly Gly Ala Ala
170

Glu Asp Glu Asp Asp
185

Glu Glu Glu Asp Asp
200

Ala Ala Pro Arg Pro
10

Phe Met Cys Phe Leu
25

Val Leu Phe Cys Leu
40

Arg

Ala

125

Gln

Asp

Lys

Asp

Glu
205

Met Gly Ser Thr

Ser Val Phe Met

Tyr Leu His Met

45

Pro

110

Lys

Pro

Ile

Ala

Glu
190

30

Lys

Arg

Tyr

Ala

Pro

175

Glu

15

Val

Leu

Glu

Ala

160

Ser

Glu
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Lys

Phe

65

Thr

Cys

Arg

Ala

Ser

145

Pro

Lys

Ala

Met

Ser

225

Glu

Ala

Met

50

Leu

Leu

Lys

Gly

Glu

130

Asn

Thr

Ala

Ala

Glu

210

Thr

Leu

val

Asp

Arg

Leu

Asp

His

115

Glu

Thr

Ser

Gly

Ala

195

Glu

Ala

Arg

Asn

Lys

Lys

Asp

Arg

100

Glu

Lys

Thr

Ser

Leu

180

Ser

Asp

Leu

Gln

val

Met

Val

Cys

Thr

His

Arg

Val

Leu

165

Tyr

Ala

Arg

Cys

Gly

245

Asn

Glu

Gln

70

Glu

Ala

Pro

Gln

Arg

150

Ile

Tyr

Pro

Leu

Glu

230

Asp

Pro

Glu

55

Lys

Lys

Ser

His

Pro

135

Val

Ser

Ile

Phe

Leu

215

Leu

Met

Gly

val

Cys

Val

Glu

Leu

120

Ile

Leu

Tyr

Tyr

Thr

200

Met

Gln

Val

Asn

52475

Leu

Gln

Leu

Glu

105

Lys

Ala

Lys

His

Ser

185

Leu

Lys

Ser

Phe

Thr

Ser

Thr

Lys

Leu

Ser

Thr

Trp

Glu

170

Gln

Tyr

Gly

Tle

Val

250

Tyr

Leu

Gly

75

Gly

Pro

Arg

His

Met

155

Gly

Val

Ile

Leu

Arg

235

Asn

Phe

Asn

60

Glu

Phe

Lys

Asn

Leu

140

Thr

Lys

Ser

Tyr

Asp

220

Glu

Val

Gly

Glu

Asp

Gln

Phe

Glu

125

Ala

Thr

Leu

Phe

Leu

205

Thr

Gly

Thr

Met

Asp

Gln

Asp

Glu

110

Thr

Gly

Ser

Lys

Cys

190

Tyr

His

Gly

Asp

Phe

Tyr

Lys

Leu

95

Met

Ser

vVal

Tyr

Val

175

Thr

Leu

Ser

vVal

Ser

255

Lys

Ile

Ser

80

Gln

His

vVal

Lys

Ala

160

Glu

Lys

Pro

Thr

Phe

240

Thr

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

25
261
PRT

260

Homo sapiens

dadc tinh méi
(1)..(261)

CD154 & ngudi

25

Met Ile Glu

1

Leu

Ile

Arg

Phe

65

Leu

Asp

Met

Glu

Tyr
145

Pro

Thr

Leu

50

Met

Leu

Ile

Gln

Ala

130

Tyr

Ile

Gln

35

Asp

Lys

Asn

Met

Lys

115

Ser

Thr

Thr

Ser

20

Met

Lys

Thr

Cys

Leu

100

Gly

Ser

Met

Tyr

Met

Ile

Ile

Ile

Glu

85

Asn

Asp

Lys

Ser

Asn

Lys

Gly

Glu

Gln

70

Glu

Lys

Gln

Thr

Asn
150

Gln

Ile

Ser

Asp

55

Arg

Ile

Glu

Asn

Thr

135

Asn

- 52475

Thr

Phe

Ala

40

Glu

Cys

Lys

Glu

Pro

120

Ser

Leu

265

Ser

Met

25

Leu

Arg

Asn

Ser

Thr

105

Gln

Val

Val

Pro

10

Tyr

Phe

Asn

Thr

Gln

90

Lys

Ile

Leu

Thr

Arg

Leu

Ala

Leu

Gly

75

Phe

Lys

Ala

Gln

Leu
155

Ser

Leu

Val

His

60

Glu

Glu

Glu

Ala

Trp

140

Glu

Ala

Thr

Tyr

45

Glu

Arg

Gly

Asn

His

125

Ala

Asn

270

Ala

Val

30

Leu

Asp

Ser

Phe

Ser

110

vVal

Glu

Gly

Thr

15

Phe

His

Phe

Leu

Val

95

Phe

Ile

Lys

Lys

Gly

Leu

Arg

Val

Ser

80

Lys

Glu

Ser

Gly

Gln
160
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Leu

Phe

Leu

Ala

Leu

225

Val

Gly

Thr

Cys

Cys

Asn

210

Gly

Thr

Leu

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Val

Ser

Leu

195

Thr

Gly

Asp

Leu

26
11
PRT
Homo

Lys

Asn

180

Lys

His

Val

Pro

Lys
260

Arg

165

Arg

Ser

Ser

Phe

Ser

245

Leu

saplens

ddc tinh mdi

(1) ..(11)

Gln

Glu

Pro

Ser

Glu

230

Gln

Gly

Ala

Gly

Ala

215

Leu

Val

Peptit CD154 & ngudi

26

Leu

Ser

Arg

200

Lys

Gln

Ser

52475

Tyr

Ser

185

Phe

Pro

Pro

His

Tyr

170

Gln

Glu

Cys

Gly

Gly
250

Ile

Ala

Arg

Gly

Ala

235

Thr

Trp Ala Glu Lys Gly Tyr Tyr Thr Met Ser Cys

1

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

<220>

27
11
PRT

Gallus gallus

5

10

Tyr

Pro

Ile

Gln

220

Ser

Gly

Ala

Phe

Leu

205

Gln

Val

Phe

Gln

Ile

190

Leu

Ser

Phe

Thr

vVal

175

Ala

Arg

Ile

Val

Ser
255

Thr

Ser

Ala

His

Asn

240

Phe
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<221>
<222>
<223>

<400>

Trp Met Thr Thr Ser Tyr Ala Pro Thr Ser Ser

1

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ddc tinh méi
(1)..(11)
Peptit CD154 & ga

27

5

28
10
PRT
Anas sp.

ddc tinh moi
(1)..(10)
Peptit CD154 & vit

28

52475

10

Trp Asn Lys Thr Ser Tyr Ala Pro Met Asn

1

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5

29

10

PRT
Mus sp.

ddc tinh méi
(1)..(10)
Peptit CD154 & chudt

29

10

Trp Ala Lys Lys Gly Tyr Tyr Thr Met Lys

1

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

<220>
<221>
<222>
<223>

5

30

10

PRT

Bos taurus

dadc tinh moi
(1)..(10)
Peptit CD154 & Dbo

10
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<400> 30

52475

Trp Ala Pro Lys Gly Tyr Tyr Thr Leu Ser

1

<210> 31
<211> 918
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 31
ggatccatgg
60
aaacctgaag
120
ggcggcggcet
180
gatgcgcctg
240
cataatctgg
300
ggcggatcaa
360
tcaagctacg
420
gctagcgtaa
480
tccaaagaaa
540
gaaatgaaaa
600
gcccctaaaa
660
aaaggagaac
720
aataacacgg

780

5

gcggtagcag

aaggccatga

ttcctacagc

aaagcgaacg

gcgtctctet

gcagatcttc

catttttcgt

acttttcaga

agggtaaatt

actacgtacc

gaccgcctte

atcctggtct

cagcggatga

Trinh tyu nhdn tao

cagaagcagc

aagacctgaa

agcagtcgcg

gacgcctcgg

ttttagacgc

catgggtaaa

ccaaacatgc

atttagcaaa

tgaagatatg

gcctaaagga

tgcatttttc

gagcatcggc

caaacagccg

10

gcagcacctg

cctgaagaag

ggcggatcaa

gttatctcct

gaagaaacga

ggcgacccga

agagaagaac

aaatgttctg

gctaaagccg

gaaacaaaga

ctgttttgct

gacgttgcga

tatgagaaaa

Téng hop: trinh tu nucleotit TRAP MPP HMGBI

aaacgagagc

aagaagagaa

gcagatcttc

ttggttacgg

aaaaagatcc

aaaaacctcg

ataagaaaaa

aacgttggaa

acaaattgcg

aaaaatttaa

ccgaatttcg

aaaaacttgg

aagctgccaa

agtccagccg

aaaagaagaa

cccttctecat

tgcgtgcgaa

gcgtggacgyg

gggcaaaatg

acatcctgat

aacgatgtct

gtacgaaaaa

agatccgaac

cccgaaaatt

agaaatgtgg

attgaaagaa
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aaatacgaaa aagatatcgc agcgtaccgc gcaaaaggaa aagtggacgc gggtaaaaaa

840

gttgtggcta aagcggaaaa atcaaagaag aaaaaggaag aagaagaaga cggcggctca

900

tctcggtcect ccgacgte

918

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

<220>
<223>

<400>

32
306
PRT

Trinh tu

Tdéng

32

Gly Ser Met

1

Ala

Glu

vVal

Ser

65

His

Pro

Pro

Thr

Val

Glu

Ala

50

Glu

Asn

Arg

Lys

Cys

Gln

Glu

35

Gly

Arg

Leu

Gly

Lys

115

Arg

hop:

Gly

Pro

20

Glu

Gly

Thr

Gly

Arg

100

Pro

Glu

nhé&n tao

52475

peptit TRAP MPP HMGBI

Gly

Lys

Lys

Ser

Pro

vVal

85

Gly

Arg

Glu

Ser

Pro

Lys

Ser

Arg

70

Ser

Gly

Gly

His

Ser

Glu

Glu

Arg

vVal

Leu

Ser

Lys

Lys

Arg

Glu

Glu

40

Ser

Ile

Phe

Ser

Met
120

Lys

Ser

Gly

25

Gly

Ser

Ser

Arg

Arg

105

Ser

Lys

Ser

10

His

Gly

Pro

Phe

Arg

90

Ser

Ser

His

Ala

Glu

Gly

Ser

Gly

75

Glu

Ser

Tyr

Pro

Ala

Arg

Phe

His

60

Tyr

Glu

Met

Ala

Asp

Pro

Pro

Pro

45

Asp

Gly

Thr

Gly

Phe

125

Ala

Glu

Glu

30

Thr

Ala

Ala

Lys

Lys

110

Phe

Ser

Thr

15

Pro

Ala

Pro

Cys

Lys

95

Gly

vVal

Val

Arg

Glu

Ala

Glu

Glu

80

Asp

Asp

Gln

Asn
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130 135 140

Phe Ser Glu Phe Ser Lys Lys Cys Ser Glu Arg Trp Lys Thr Met Ser
145 150 155 160

Ser Lys Glu Lys Gly Lys Phe Glu Asp Met Ala Lys Ala Asp Lys Leu
165 170 175

Arg Tyr Glu Lys Glu Met Lys Asn Tyr Val Pro Pro Lys Gly Glu Thr
180 185 190

Lys Lys Lys Phe Lys Asp Pro Asn Ala Pro Lys Arg Pro Pro Ser Ala
195 200 205

Phe Phe Leu Phe Cys Ser Glu Phe Arg Pro Lys Ile Lys Gly Glu His
210 215 220

Pro Gly Leu Ser Ile Gly Asp Val Ala Lys Lys Leu Gly Glu Met Trp
225 230 235 240

Asn Asn Thr Ala Ala Asp Asp Lys Gln Pro Tyr Glu Lys Lys Ala Ala
245 250 255

Lys Leu Lys Glu Lys Tyr Glu Lys Asp Ile Ala Ala Tyr Arg Ala Lys
260 265 270

Gly Lys Val Asp Ala Gly Lys Lys Val Val Ala Lys Ala Glu Lys Ser
275 280 285

Lys Lys Lys Lys Glu Glu Glu Glu Asp Gly Gly Ser Ser Arg Ser Ser
290 295 300

Asp Val
305

<210> 33

<211> 777

<212> DNA

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Téng hop: nucleotit MPP HMGBI


CVH140
Textbox


<400> 33
ggatccatgg
60
acgcctcggg
120
tttagacgcg
180
atgggtaaag
240
caaacatgca
300
tttagcaaaa
360
gaagatatgg
420
cctaaaggag
480
gcatttttcc
540
agcatcggcg
600
aaacagccgt
660
gcgtaccgcg
720
tcaaagaaga
777

<210> 34
<211> 259
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 34

gcggtagcag
ttatctcctt
aagaaacgaa
gcgacccgaa
gagaagaaca
aatgttctga
ctaaagccga
aaacaaagaa
tgttttgctc
acgttgcgaa
atgagaaaaa
caaaaggaaa

aaaaggaagé

cagaagcagc

tggttacggt

aaaagatccg

aaaacctcgg

taagaaaaaa

acgttggaaa

caaattgcgg

aaaatttaaa

cgaatttcgc

aaaacttgga

agctgccaaa

agtggacgcg

agaagaagac

Trinh tu nhan tao

52475

ccttctcatg
gcgtgcgaac
cgtggacggg
ggcaaaatgt
catcctgatg
acgatgtctt
tacgaaaaag
gatccgaacg
ccgaaaatta
gaaatgtgga
ttgaaagaaa
ggtaaaaaag

ggcggctcat

Téng hop: peptit MPP HMGBI

atgcgcctga

ataatctggg

gcggatcaag

caagctacgc

ctagcgtaaa

cCaaagaaaa

aaatgaaaaa

cccctaaaag

aaggagaaca

ataacacggc

aatacgaaaa

ttgtggctaa

ctcggtcecctce

aagcgaacgg

cgtctctctt

cagatcttcc

atttttcgtc

cttttcagaa

gggtaaattt

ctacgtaccg

accgccttcet

tcctggtctg

agcggatgac

agatatcgca

agcggaaaaa

cgacgtc

Gly Ser Met Gly Gly Ser Ser Arg Ser Ser Pro Ser His Asp Ala Pro

1

5

10

15
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Glu Ser Glu Arg Thr Pro Arg Val Ile Ser Phe Gly Tyr Gly Ala Cys
20 25 30

Glu His Asn Leu Gly Val Ser Leu Phe Arg Arg Glu Glu Thr Lys Lys
35 40 45

Asp Pro Arg Gly Arg Gly Gly Ser Ser Arg Ser Ser Met Gly Lys Gly
50 55 60

Asp Pro Lys Lys Pro Arg Gly Lys Met Ser Ser Tyr Ala Phe Phe Val

Gln Thr Cys Arg Glu Glu His Lys Lys Lys His Pro Asp Ala Ser Val
85 90 95

Asn Phe Ser Glu Phe Ser Lys Lys Cys Ser Glu Arg Trp Lys Thr Met
100 105 110

Ser Ser Lys Glu Lys Gly Lys Phe Glu Asp Met Ala Lys Ala Asp Lys
115 120 125

Leu Arg Tyr Glu Lys Glu Met Lys Asn Tyr Val Pro Pro Lys Gly Glu
130 135 140

Thr Lys Lys Lys Phe Lys Asp Pro Asn Ala Pro Lys Arg Pro Pro Ser
145 150 155 160

Ala Phe Phe Leu Phe Cys Ser Glu Phe Arg Pro Lys Ile Lys Gly Glu
165 170 175

His Pro Gly Leu Ser Ile Gly Asp Val Ala Lys Lys Leu Gly Glu Met
180 185 190

Trp Asn Asn Thr Ala Ala Asp Asp Lys Gln Pro Tyr Glu Lys Lys Ala
195 200 205

Ala Lys Leu Lys Glu Lys Tyr Glu Lys Asp Ile Ala Ala Tyr Arg Ala
210 215 220
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Textbox


Lys
225

Ser

Ser Asp Val

<210> 35
<211> 768
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 35
ggatccatgg
60
aaacctgaag
120
ggcggegget
180
ggcgacccga
240
agagaagaac
300
aaatgttctg
360
gctaaagccg
420
gaaacaaaga
480
ctgttttget
540
gacgttgcga
600
tatgagaaaa

660

230

245

gcggtagcag

aaggccatga

ttcctacagc

aaaaacctcg

ataagaaaaa

aacgttggaa

acaaattgcg

aaaaatttaa

ccgaatttcg

aaaaacttgg

aagctgccaa

Trinh tu nhan tao

cagaagcagc

aagacctgaa

agcagtcgcg

gggcaaaatg

acatcctgat

aacgatgtct

gtacgaaaaa

agatccgaac

cccgaaaatt

agaaatgtgg

attgaaagaa

52475

235

250

gcagcacctg
cctgaagaag
ggcggatcaa
tcaagctacg
gctagcgtaa
tccaaagaaa
gaaatgaaaa
gccecctaaaa
aaaggagaac
aataacacgg

aaatacgaaa

Téng hop: trinh tu nucleotit TRAP HMGBI

aaacgagagc

aagaagagaa

gcagatcttc

catttttcgt

acttttcaga

agggtaaatt

actacgtacc

gaccgccttce

atcctggtct

cagcggatga

aagatatcgc

Gly Lys Val Asp Ala Gly Lys Lys val vVal Ala Lys Ala Glu Lys

240

Lys Lys Lys Lys Glu Glu Glu Glu Asp Gly Gly Ser Ser Arg Ser

255

agtccagccg

aaaagaagaa

catgggtaaa

ccaaacatgc

atttagcaaa

tgaagatatg

gcctaaagga

tgcatttttc

gagcatcggc

caaacagccg

agcgtaccgce
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gcaaaaggaa aagtggacgc gggtaaaaaa gttgtggcta aagcggaaaa atcaaagaag

720

aaaaaggaag aagaagaaga cggcggctca tctcggtcect ccgacgtce

768

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

<220>
<223>

<400>

36
256
PRT

Trinh tu

Téng

36

Gly Ser Met

1

Ala

Glu

Val

Lys

65

Arg

Glu

Glu

Glu

Lys

Val

Glu

Ala

50

Pro

Glu

Phe

Lys

Lys

130

Phe

Gln

Glu

35

Gly

Arg

Glu

Ser

Gly

115

Glu

Lys

hop:

Gly

Pro

20

Glu

Gly

Gly

His

Lys

100

Lys

Met

Asp

nhédn tao

peptit

Gly

Lys

Lys

Ser

Lys

Lys

85

Lys

Phe

Lys

Pro

Ser

Pro

Lys

Ser

Met

70

Lys

Cys

Glu

Asn

Asn

52475

TRAP HMGB1

Ser

Glu

Glu

Arg

55

Ser

Lys

Ser

Asp

Tyr

135

Ala

Arg

Glu

Glu

40

Ser

Ser

His

Glu

Met

120

val

Pro

Ser

Gly

25

Gly

Ser

Tyr

Pro

Arg

105

Ala

Pro

Lys

Ser

10

His

Gly

Met

Ala

Asp

90

Trp

Lys

Pro

Arg

Ala

Glu

Gly

Gly

Phe

75

Ala

Lys

Ala

Lys

Pro

Ala

Arg

Phe

Lys

60

Phe

Ser

Thr

Asp

Gly

140

Pro

Pro

Pro

Pro

45

Gly

vVal

val

Met

Lys

125

Glu

Ser

Glu

Glu

30

Thr

Asp

Gln

Asn

Ser

110

Leu

Thr

Ala

Thr

15

Pro

Ala

Pro

Thr

Phe

95

Ser

Arg

Lys

Phe

Arg

Glu

Ala

Lys

Cys

80

Ser

Lys

Tyr

Lys

Phe
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145 150 155 160

Leu Phe Cys Ser Glu Phe Arg Pro Lys Ile Lys Gly Glu His Pro Gly
165 170 175

Leu Ser Ile Gly Asp Val Ala Lys Lys Leu Gly Glu Met Trp Asn Asn
180 185 190

Thr Ala Ala Asp Asp Lys Gln Pro Tyr Glu Lys Lys Ala Ala Lys Leu
195 200 205

Lys Glu Lys Tyr Glu Lys Asp Ile Ala Ala Tyr Arg Ala Lys Gly Lys
210 215 220

Val Asp Ala Gly Lys Lys Val Val Ala Lys Ala Glu Lys Ser Lys Lys
225 230 235 240

Lys Lys Glu Glu Glu Glu Asp Gly Gly Ser Ser Arg Ser Ser ASp Val
245 250 255

<210> 37

<211> 32

<212> PRT

<213> Toxoplasma gondii

<220>
<221> d&c tinh mdi
<222> (1)..(32)

<223> Toxoplasma gondii RH
<400> 37
Pro Arg Val Ile Ser Phe Gly Tyr Gly Ala Cys Glu His Asn Leu Gly

1 5 10 15

val Ser Leu Phe Arg Arg Glu Glu Thr Lys Lys AsSp Pro Arg Gly Arg
20 25 30

<210> 38
<211> 43
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>


CVH140
Textbox


<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Pro Ser His Asp Ala Pro Glu Ser Glx Arg Xaa Pro Xaa Xaa Xaa Xaa
10

1

Xaa Gly Tyr Gly Ala Cys Glu Xaa Asn Leu Gly Xaa Ser Leu Xaa Xaa

Arg Glx Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Pro Arg Gly Arg

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

<220>

T3ng hop: Trinh tu

dédc tinh moi
(11)..(11)
Xaa cé thé 1la

dac tinh méi
(13)..(17)
Xaa cbd thé 1la

déc tinh méi
(24) .. (24)
Xaa c6 thé 1la

ddc tinh moi
(28)..(28)
Xaa c6 thé la

ddc tinh méi
(31)..(32)
Xaa c6 thé 1la

dac tinh méi
(35)..(39)
Xaa c6é6 thé 1la

38

5

20

35

39
841
PRT

axit

axit

axit

axit

axit

axit

Toxoplasma gondii

1lién

amin

amin

amin

amin

amin

amin

40

52475

ung

bat

bit

25

ky

ky

ky

ky

ky

ky

30
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<221>
<222>
<223>

<400>

Met

1

Lys

Arg

Val

Ser

65

Ile

Pro

Ser

Ser

Gly

145

Leu

Glu

Ser

Met

Gly

Lys

50

Pro

Pro

Ala

Thr

Ser

130

Gly

Pro

Leu

dédc tinh méi
(1)..(841)
Toxoplasma gondii ROMb5

39

Ser

Thr

Glu

35

Glu

Gly

Arg

Ser

Leu

115

Ser

Ser

Glu

Arg

Lys

Ser

20

Val

Gln

Glu

Lys

Ser

100

Pro

Ser

Gly

‘Leu

Asp
180

Gly

Arg

Glu

Pro

Thr

Thr

85

Ser

Ser

Arg

Gly

Glu

165

Val

Gly

Thr

Arg

Pro

Ala

70

Ser

Pro

Ser

Pro

Ser

150

Ala

Thr

Ser

Glu

Val

Thr

55

Ala

Ser

Arg

Ser

Arg

135

Ala

Ala

Ala

Ser

Arg

Glu

40

Gly

Pro

Thr

Leu

Ser

120

Arg

Gly

Glu

Arg

52475

Arg

Glu

25

Lys

Asp

Thr

Ala

Ala

105

Arg

Leu

Glu

Ala

Lys
185

Leu

10

Leu

Arg

Tyr

Phe

Pro

90

Ser

Ala

His

Leu

Ala

170

Gly

Gly

Arg

Leu

Lys

Leu

75

Arg

Ser

Leu

Glu

Arg

155

Pro

Arg

Ser

Asp

Arg

Arg

60

Val

Lys

Ser

Gln

Ser

140

Gln

Ala

Thr

Lys

Ser

Ala

45

Arg

Asp

Ala

Arg

Gly

125

Ala

Glu

Ser

Ser

Asp

Gly

30

Thr

Ala

Ser

Thr

Pro

110

Ala

Ser

Lys

Cys

Pro
190

Leu
15

Arg

Ala

Leu

Arg

Leu

95

Thr

Ser

Gly

Lys

val

175

Ala

Lys

Val

Lys

Ala

Gly

80

Arg

Glu

Ser

Arg

Arg

160

Val

Thr
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Pro

Arg

Ser

225

Gly

Met

Ser

Ser

Ile

305

Gly

Phe

Met

Thr

Gly

385

Arg

Pro

Thr

210

Arg

Ser

Gln

Gly

Cys

290

Thr

Lys

Leu

Ser

Pro

370

Val

Trp

Glu
195

Ala

Arg

Ser

Pro

Asp

275

Ala

Thr

Phe

Gln

Pro

355

Arg

Ser

Thr

Thr

Glu

Gly

Ser

Gln

260

Leu

Trp

His

Leu

Glu

340

Val

val

Leu

Pro

Ala

Lys

Ser

His

245

Glu

Thr

Arg

Pro

Met

325

Leu

Leu

Ile

Phe

Gly
405

Gly

Leu

Val

230

Glu

Thr

Lys

Lys

Phe

310

Ile

vVal

Tyr

Ser

Arg

390

Pro

Ser

Glu

215

Asp

Phe

Gly

Asn

Trp

295

Pro

Phe

Leu

Pro

Phe

375

Arg

Leu

Ser

200

Glu

Ala

Glu

Arg

Gly

280

Arg

Pro

Leu

Asn

Ser

360

Gly

Glu

Thr

52475

Val

Gly

Glu

Ser

Arg

265

Gly

Glu

Arg

Thr

vVal

345

His

Tyr

Glu

Glu

Cys

Thr

Thr

Ser

250

Glu

Asp

His

Gly

Ser

330

Thr

Asp

Gly

Thr

Arg
410

Gly

Ala

Trp

235

Pro

Leu

Gly

Met

Asp

315

Ser

Thr

Ala

Ala

Lys

395

Cys

Gln

Ser

220

Ala

Gln

Ser

Gly

Ile

300

Gly

Val

Phe

Pro

Cys

380

Lys

Ala

Gly

205

His

Thr

Arg

Ser

Pro

285

Gln

Ser

Leu

Asn

Glu

365

Glu

Asp

Ser

Ser

Arg

Pro

Glu

Glu

270

Arg

Ser

Pro

Phe

Gly

350

Ser

His

Pro

Gly

His

Asp

Gly

Glu

255

Pro

Arg

Phe

Arg

Phe

335

Arg

Glu

Asn

Arg

Arg
415

Ala

Gly

Asp

240

Arg

Arg

His

Asp

Arg

320

vVal

Cys

Arg

Leu

Gly

400

Cys
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Ala Ser Asp Asp Gly Trp Pro Ser Asp Leu Val Gln Arg Gly Arg Ala
420 425 430

Gln Arg Ser Pro Ala Ala Phe Asp Ser Pro Asn Pro Arg Val Phe Ser
435 440 445

Ser Leu Gly Ala Leu Asp Thr Asn Lys Val Arg Asn Tyr Gly Glu Met
450 455 460

Phe Arg Val Val Trp Gly Met Phe Leu His Gly Gly Trp Met His Leu
465 470 475 480

Leu Leu Asn Val Ser Cys Gln Ala Gln Thr Leu Trp Ile Leu Glu Pro
485 490 495

Ala Trp Gly Phe Leu Arg Thr Leu Ser Leu Trp Ile Val Gly Gly Val
500 505 510

Ser Gly Ser Leu Leu Ser Ala Val Ala Asn Pro Cys Thr Val Thr Val
515 520 525

Gly Ser Ser Gly Ala Phe Tyr Gly Leu Leu Gly Ala Leu Val Pro Phe
530 535 540

Ser Ile Glu Tyr Trp Asp His Ile Ala Ser Pro Ala Trp Phe Leu Phe
545 550 555 560

Cys Val Ser Val Leu Val Met val Ala Gln Phe Gly Asn Met Val Gly
565 570 575

vVal Gln Gly Val Asp Asn Asn Ala His Leu Gly Gly Leu Ile Gly Gly
580 585 590

Leu Leu Phe Gly Phe Ala Thr Ile Arg Ser Val His Ala Phe Arg Trp
595 600 605

Gln Gly val Ala Glu Arg Met Ala Ser Ser Thr Leu Phe Trp Trp Met
610 615 620


CVH140
Textbox


Phe

625

Val

Lys

Phe

Tyr

Asn

705

Pro

Val

Leu

Gly

Arg

785

Ala

Ala

Leu

Pro

Ala

Phe

Ala

Leu

690

Phe

Phe

Asn

Phe

Gln

770

Ala

Ser

Val

Ala

Ala

Arg

Val

Ala

675

Leu

Ser

Pro

Arg

Cys

755

Thr

Gly

val

Leu

Gln
835

Glu

Glu

Trp

660

Ala

Val

Phe

Gly

Gly

740

Gly

Arg

Glu

Trp

Gly

820

Gln

Lys

Arg

645

Lys

Val

Pro

Leu

Glu

725

Leu

Arg

Gln

Ala

Gln

805

Asn

Thr

Arg

630

Glu

Phe

Gly

Ser

Gly

710

Glu

Phe

Ser

Phe

Pro

790

Arg

Thr

Arg

Arg

Glu

Arg

Leu

Tyr

695

Ser

Asp

Trp

Ser

Glu

775

Leu

Leu

Thr

Ala

Ser

Arg

Gly

Val

680

Tyr

Thr

Lys

Cys

Ala

760

Glu

Arg

Val

Thr

Gly
840

52475

Leu

Ser

His

665

Thr

Glu

Gly

Leu

Phe

745

Leu

Ala

Ile

Lys

Pro

825

Gln

Arg

Ser

650

Glu

Phe

Ser

Cys

Pro

730

Val

Asn

Leu

Ala

Ser

810

Ala

Glu

635

Gly

Arg

Trp

Leu

His

715

Ala

Ser

Arg

Gly

Lys

795

Ala

Ala

Asp

Arg

Glu

Ser

Ser

700

Cys

Phe

Glu

Gly

Asp

780

Glu

Lys

Pro

Asn

Ile

Trp

Val

685

Ser

Cys

His

Gly

Ala

765

Leu

Glu

Lys

Ser

Leu

Pro

Cys

670

Leu

Pro

Arg

Pro

Val

750

Asp

Pro

Gly

Thr

Ala
830

Gln

Pro

655

val

Trp

Pro

Val

Val

735

Ala

Val

Ser

Glu

Tyr

815

Ala

Arg

640

Pro

Arg

Leu

Gly

Gln

720

Arg

Asn

Tyr

Ala

Ser

800

Asn

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Ala Ala Pro Glu Thr Arg Ala Val Gln Pro Lys Pro Glu Glu Gly His

1

Glu Arg Pro Glu Pro Glu Glu Glu Glu Glu Lys Lys Glu Glu Gly Gly
25

Gly Phe Pro Thr Ala Ala Val Ala

40
40
PRT
Eimeria maxima

déc tinh m&i
(1)..(40)
Eimeria maxima TRAP-02A

40

5

20

35 40

52475

10

61/66


CVH140
Textbox


62/66

52475

1/5

| B4

(y:ONQID3IS)  Voquony Sugrs ¢ ezeajord YoIp ueq - eGEgGGNY - BlISUS) ELBWIT "9

(¢ :ON I OHES) o0y} quIyd nyu 100 yroquioyy Sugid ezesjord DREELBU - joodian] wnuues ejodsosN ‘G
(Z:ON Q103S)  Moduony 5ugrs § ezeajoxd - ZHEGGONY - HY IpUob ewsejdoxol y

(Z:ONQIPIQ)  Hoquiory § vzeajoid- OZLEGAY - lIpuob ewsedoxo) ¢

(Z:ON Q1035) Noquoty Sugis ¢ ezesjold - 9TIYEIAY - IpuoB ewseldoxo) g

(¢ :ON Q1035) yoquuoty Sugis ¢ ezearord - L6L0LEZ00 WX - 673N 1puob ewsejdoxol '}

Sun uy|
(8S:ONQIDIS) M yuLLy,

e NE]
Td

O INAFDIVITIAZ AN

Pl ToBN A TSI INHEDVIDIADIASIA
NN /TN TSINEINHED VA ST AN LN IS dViCHSd
NN O LI F TSN INHID VoA ASTANd LN ESEd ViaHS D
NN TSNS INHED VoW STANd LN SEVICHS d
NN LI TSN INHEDMoAD S TN LN ViCHS
[ —"1H H = F—HH |
*%ggg&&é&&ug&&gﬂﬁgﬁziggguz&aﬁﬁaﬁkﬁﬁuﬁggﬁa;m@
v Ob 0¢€ 0z oL !

m
|

N oM o W9

.
-

Sun wI|
Ay que,



63/66

52475

215

¢ b4

NANANNANNNANN
NN NANNNNAN

(eezog) LEONH+ddIN + dV¥1.

(eegsz) LOH + ddiN.

MANNRANNAN
ARRRANNANY

(eezsz) L9DNH + dVl-




64/66

52475
3/5

¢ by
1Yo U2 1Yo
wy| wy| e
20Np 20np 20np ugs
ddN dvdl  ddiN dvdl dd dVdL Sugs ddiN BUgs dvdll _méﬁ od v0s
088
d
T 006
4 |
d N/
g v a ?
v T 056
v v : v b
M ﬁ = 000t
prowF SUEq YOBY) DY) AgBugnes -6TA M | cop

() mg



65/66

52475

v b1
1940
urg[ 26np U0 1990 Bugs
, we| wre| ddiN
ddW . . 5
, dval  Pddn PR dwval dvdl ~ Bugs ddw  Sugsdvl S Rd o1
_— 05T
w
1g]
< 002 nMu
g
ﬁ M 052
: , T |
: 00€
L J ..ﬁ
19U wep 20np JJN dVILL BA Bunyd 196 - L£0°0 =4

1940 ey 0onp JJIAl BA Sunyp 19@
1900 wg[ 260p JVUL BA SUNYd 190G Ly0°0 = d

dugs ue) -62d OME



66/66

52475

5/5

G "b14
19Y° Yo Y9
wrey 00np wref wre| Jugs
ddN AVl OONp ddiN oonp dVML ddiN dvdl Sugs ddW  Sugs dvdL  Bubuo od
Ed # ,
so0>d,

pLpwT SUgq qORY) NY) nes 0s 3u9) 19Yd I AL

0 W g N O

a1y ueyd 91 AL,





