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(57) Sdng ché dé cap dén hop chat gin két dic hiéu véi thu thé TIR1/T1R3 hoic
T1R2/T1R3 hoic doan hoac cdu tric dudi phan tit cia né. Sang ché con dé cap
dén viéc sir dung thu thé vi gidc hetero-oligome va thé kham chita TIR1/T1R3
va T1IR2/T1R3 trong thir nghiém dé nhan biét hop chét c6 dap ting twong tng véi
chit kich thich c¢6 vi umami va chét kich thich c6 vi ngot. Hon nita, sang ch& dé
cap dén cdc dong t€ bao co ban déng biéu hién 6n dinh hodc tam thoi t6 hop
T1R1 va T1R3; hoac T1R2 va T1R3; trong cac di€u kién co ban hodc cam ing.
Viéc str dung céc dong t€ bao nay trong thir nghiém trén co s& t€ bao dé nhan
biét cac hop chat diéu chinh vi umami va vi ngot ciing dugc dé xuat, cu thé 1a thir
nghiém sang loc ning sudt cao ding dé phat hién hoat tinh thu thé bang cich st
dung phuong phéap chup anh huynh quang. Sang ché€ con dé cap dén phuong phap

diéu chinh vi savory va vi ngot cia san phdm #n dugc hodc san phdm thudc.
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Linh vuc k§ thuat duoc dé cap

Mot phan sdng ch& dé cap dén viéc phat hién ra ring céc thu thé TIR phoi hop
v6i nhau dé€ tao thanh thu thé vi gidc chic nang. Cu thé, da phét hié}nA ra ring sy dong
biéu hién cdc thu thé T1R1 va T1R3 tao ra thu thé vi gidc dap ting véi céc chat kich
thich c6 vi umami, bao gbm mononatri glutamat. Ngoai ra, da phat hién ra rang su
dong biéu hién céc thu thé TIR2 va T1R3 tao ra thu thé vi gidc ddp tng v6i cdc chat
kich thich ¢6 vi ngot bao gom céc chit tao vi ngot ¢6 trong tu nhién va nhan tao.

Ngoai ra, séng ché dé cap dén viéc slr dung céc thu thé vi gidc hetero-oligome
bao gém T1R1/T1R3 va TIR2/T1R3 trong thit nghiém d€ nhan biét céc hop chit c6
dép tng tuong Gng véi chat kich thich c6 vi umami va chat kich thich cé vi ngot.

Sing ché& con dé cap dén thé kham va dang bi cat ngan clia thu thé TIR1, TIR2,
va TI1R3, cling nhu thé kham cla céc thu thé T1R1/T1R3 va TIR2/TIR3, & ngubi,
chuot hodc cic cdu tric dudi phan ti & ngudi va chudt.

Hon nita, séng ché dé cap dén viéc xay dung cdc dong t&€ bao dong biéu hién
én dinh hodc tam thdi t8 hop ca TIR1 va TIR3; hodc TIR2 v TIR3, ké ca cic dang
bi cit ngin hoac thé kham ctia cdc cdu tric dudi phan tir nay ciing nhu céc thu thé thé
kham bao gém céc ciu tric dudi phan tir kiéu hoang hoac thé kham; trong cdc diéu
kién co ban hoac cam tng.

Viéc sit dung céc dong t€ bao nay trong cc thit nghiém trén co s§ t& bao dé
nhan biét cdc hop chat diéu chinh vi umami va vi ngot cling dugc dé xut, cu thé 1a
trong c4c thir nghiém sang loc nang suat cao dé phat hién hoat tinh thu th€ bang céch
stt dung phuong phép chup anh huynh quang.

Séng ché con dé cap dén cic hop chat gin két véi cac thu thé TIR1/TIR3,

-2-



19645

T1R2/T1R3, cling nhu cic cau triic dudi phan tlr thé kham va bi cit ngin TIR1, TIR2,

va T1R3 va c4c thu thé thé kham.

Tinh trang ky thuat cia sang ché

Hg¢ vi gidc cung cdp thong tin cam gidc v€ thanh phan ho4 hoc clia thé gisi bén
ngoai. Bong vat c6 vi dugc cho 1a c6 it nhat nam phuong thitc vi gidc co ban: ngot,
dang, chua, man, va umami. Vi du, xem tai liéu Kawamura et al., Introduction to
Umami: A Basic Taste (1987); Kinnamon et al., Ann. Rev. Physiol., 54: 715-31
(1992); Lindemann, Physiol Rev., 76: 718-66 (1996); Stewart et al., Am. J; Physiol,
272: 1-26 (1997). Méi phuong thitc vi gidc dugc cho 1a duoc 1am trung gian bdi mot
hoic nhiéu thu thé protein kh4c biét ma dugc biéu hién trong cic t&€ bao thu thé vi
gidc dugc tim thdy trén bé mat cla Iudi (Lindemann, Physol. Rev. 76: 718-716
(1996)). C4c thu thé vi gidc nhan biét c4c chat kich thich ¢6 vi ding, ngot va umami
thudc vé ho chung thu thé gin két véi protein G (GPCR — G-protein coupled receptor)
(Hoon et al., Cell 96: 451 (1999); Adler et al., Cell 100: 693 (2000)). (Cac phuong
thttc vi gidc khéc dugc cho la trung gian boi kénh ion.)

Cic thu thé gin két véi protein G 1am trung gian cho nhi€u chidc nang sinh-1y
khéc, nhu chiic nang noi tiét, chitc nang ngoai ti€t, nhip tim, phan giai md, va chuyén
hod hydrat cacbon. Céc phép phan tich sinh-hod va tdch dong phén tir nhiéu thu thé
trong s6 c4c thu thé ndy da cho thdy nhiéu nguyén 1y co ban vé chifc nang ctia cic thu
thé nay. Vi du, patent M§ s6 5691188 mo ta viec mot ph6i tlr gan két v6i GPCR nhu
thé ndo, thu thé ndy bi thay déi c&u dang din dén hoat ho4 protein G heterotrime bang
c4ch thic ddy su thay thé GDP gin két bing GTP gén két c6 mat trén bé mat clia cdu
tric du6i phan tit Gow va sau d6 téch cdu triic dudi phan tit Go. ra khoi cdc céu tric
dudi phan tit G va Gy. Céc cau triic dudi phan tir Got tir do va phitc hop GBy hoat hoa

xudi dong c4c yéu td clia con dudng tai nap tin hi¢u khac nhau.
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Trudc day, cic thu thé TIR dugc cho 1a ¢é chifc nang nhu céc thu thé vi ngot
(Hoon et al., Cell 96: 541-51 (1999); Kitagawa et al., Biochem Biophys Res. Commun.
283: 236-42 (2001); Max et al., Nat. Genet. 28: 58-63 (2001); Montmayeur et al.,
Nat. Neurosci. 4: 412-8 (2001); Sainz et al., J. Neurochem. 77: 896-903 (2001)), va
gan day, Nelson va cic dong tic gia (2001) va Li va cdc dbng tac gid (2002) da ching
minh ring T1R2 cta chuot va TIR3 clia ngudi c6 tdc dung ph6i hop dé nhan biét cac
chat kich thich c6 vi ngot.

Tuy nhién, trong Iinh virc nay van can c6 cdc chat di€u vi méi va cai thién. Vi
du, mdt trong s6 nam vi co ban di biét 1a huong vi “savory” hodc “umami” cla
mononatri glutamat (“MSG”). MSG da dugc biét 1a tao ra cac phan ting phu & mot s6
ngudi, nhung c6 rat it tién trién da dwoc thuc hién trong viéc xdc dinh cdc chat thay
thé nhan tao cho MSG. D3 biét rang mot vai chat ¢ trong tu nhién ¢ thé 1am ting
hodc gia tang hiéu luc ciia MSG duéi dang chét di€u vi savory, nén can it MSG trong
ing dung diéu vi da cho. Vi du, c4c hgp chat nucleotit inosin monophosphat (IMP)
hodc guanosin monophosphat (GMP) c6 trong tu nhién da dugc biét 1a c6 tic dung
khuéch dai vi savory cia MSG, nhung IMP va GMP rét khé ki€m va dat tién dé phan
lap va tinh ché€ tir c4c ngudn tu nhién, hoic tdng hgp, va do d6 chi c6 tng dung thuc t&
gi6i han doi v6i hau hét cdc nhu cdu thuong mai trong céc thanh phan thitc an hoac
thudc chita bénh. C4c hop chét ré tién hon tao ra huong vi cia chinh MSG hoac lam
gia tang hiéu lyc chia MSG bét k¥ c6 mat c6 thé c6 gid tri rét 16n. Tuong ty, viéc phat
hién hop chét ma 1a chat tao vi ngot “manh” méi (nghia 13, ngot hon rat nhiéu lan
sucroza) s€ c6 gia tri.

Nhu c4u hién nay trong Iinh vuc ndy 12 nhan biét va xac dinh tinh chét cta cdc
thu thé vi gidc c6 tac dung nhu c4c thu thé vi ngot va vi umami, thir nghiém dé nhan
biét hop chit c6 tac dung diéu chinh (1am gia tang hodc tic ch€) vi ngot va vi umami,

va c4c hop chat gin két dic hiéu véi céc thu thé ndy.
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T4t c4 c4c tai liéu vien dén, bao gdm ca c4c patent hodc don yéu cdu cap pateﬁt
bét ky, néu trong ban mo ta ndy dugc dua vao day bang cdch vién din. Tai liéu vien
dan bét ky khong duoc thira nhan 12 gidi phdp k¥ thuat da biét. Phan ban luan vé céc
tai liéu vién din néu noi dung ma tic gia cla cdc tai liéu nay ddnh gid va chli don c6
quyén khong thira nhan d6 chinh xac va thich hgp cua c4c tii liéu duogc trich din. Can
hiéu 5 ring méc di nhiéu tai liéu cong b6 chia c4c giai phap di biét duoc néu & day,
viéc vién din nay khong phai 12 sir thira nhan ring tai liu bét k¥ trong s6 céc tii lieu
nay 1a mot phéan cla kién thitc chung trong Iinh vuc nay & nuéc Uc hodc quoc gia

khéc bat k3.

Ban chat ky thuat cia sang ché
Theo khia canh thi nhat, sing ché dé xuit phuong phédp di€u chinh vi savory
ctia san phdm an dugc hodc san phdm thudc bao gébm cac budc:

tao ra it nh4t mot san phdm an dugc hoic san phdm thudc hoic tién chét cha né,

két hop san phdm in dugc hodc san phdm thu6c hodc tién chét clia n6 véi it
nhat mot lugng c6 tic dung di€u chinh vi savory cla it nhat mot hgp chat khong c6
trong tu nhién gin két dic hiéu véi thy thé TIR1/T1R3 gom hT1R1/hTIR3 c6 kha
nang lam chat tao vi, chdt 1am tang vi hodc chét diéu chinh vi umami nhu dugc xéc
dinh theo gid tri EC50 thap hon 1mM, trong dé it nhit mot hop chat khong c6 trong
tu nhién nay 1a hop chét amit hodc hgp chat oxalamit hoac mu6i an dugc cua chiing
dé tao thanh san phdm #n duogc hodc san phim thudc cai bién;

nhd d6 diéu chinh vi savory clia san phim an dugc hodc san phdm thudc.

Theo khia canh thit hai, sdéng ch& dé xuét phuong phdp di€u chinh vi ngot cta
san phdm an dugc hodc san phim thudc bao gém cic budc:

tao ra it nhat mot san phdm an dugc hodc san phdm thudc hoac tién chét clia no,
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két hop san phdm an dugc hodc sin phdm thudc hoic tién chit clia né véi it
nhét mot lugng c6 tac dung di€u chinh vi ngot clia it nhat mot hgp chét khong cé trong
tu nhién gan két dac hiéu véi thu thé TIR2/T1R3 gom hT1R2/hT1R3 c6 kha nang 1Am
chét chu van vi ngot nhu dugc xadc dinh theo gid tri EC50 thdp hon 10uM, hoic mudi
an dugc cha n6, dé tao thanh san phdm 4n dugc hodc san pham thudc cai bién;

nhd d6 diéu chinh vi ngot ctia san phdm &n dugc hodc san phdm thudc.

Trong phén yéu ciu bao ho va phan mo ta cia don sing ché nay, trir khi ngit
canh yéu cdu khdc do viéc thé hién ngon ngit hodc ham § can thiét, thuat ngit “bao
gdm” hoac cic phuong 4n clia né nhu “cé bao gém” hoic “viéc bao gdbm” duogc hiéu
theo nghia rong, nghia la chi 6 su ¢6 mat ctia cdc ddu hiéu da néu nhung khong loai
trlr sy c6 mit hodc bd sung thém céc d4u hiéu khic theo céc phuong 4n khic nhau cua

sang ché.

Mo ta van tit cac hinh vé

" Fig.1 thé hién su x&p thang hang trinh ty ca TIR ciia ngudi va chudt, thu thé
cam gi4c canxi & ngudi va thu thé glutamat hd bién trao ddi chat & chuot.

Fig.2 thé hién cic két qua thir nghiém khuéch dai RT-PCR cho thdy rang

hT1R2 va hT1R3 duoc biéu hién trong mo vi gidc.

~ Céc hinh v& ti Fig.3a dén Fig.3c thé hién s6 liéu chitc nang (d4p tng canxi ni
bao) dugc tao ra bdi cic chat kich thich c6 vi ngot khdc nhau trong t€ bao HEK biéu
hién én dinh G5 dugc chuyén nhiém tam thoi bang TIR2, TIR3 va TIR2/T1R3 cua
ngudi & cic néng do khéc nhau clia cdc chat kich thich c6 vi ngot (Fig.3a); dap tng
liéu luong cia T1IR2/T1R3 cha ngudi d6i véi mot s6 chat kich thich c6 vi ngot
(Fig.3b); dap ting cia TIR2/T1R3 clia ngudi véi sucroza v6i sy c6 mat clia gurmarin,

va thu thé B2-adrenalin ndi sinh d4p ing vdi isoproterenol véi sy c6 mat ctia gurmarin.
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Fig.3c thé hién dép ting dugc chudn ho4 véi cic chat tao vi ngot khic.

Fig.4 thé hién ddp dng canxi ndi bao trong t& bao HEK biéu hién dn dinh G
dugc chuyén nhiém tam thdi bang hTIR2/hT1R3, rT1R2ATIR3, hT1R2/ATIR3 va
rT1IR2/hT1R3 ddp tng v6i sucroza 350mM, tryptophan 25mM, aspartam 15mM, va
monelin 0,05%.

Fig.5 thé hién két qua cla thir nghiém trén co s& thiét bi doc dia huynh quang
trong d6 t&€ bao HEK biéu hién én dinh G5 dugc chuyén nhiém tam thoi bing
hT1R2 va hT1R3 hoic chi mot minh hT1R3 va dugc cho ti€p xdc véi thudc nhudém
canxi Fluo-4 va chat kich thich c6 vi ngot (xyclamat 12,5mM).

Fig.6 thé hién dudng cong d4p tng liéu dugc chudn hod cho thay ring hT1R2
va hT1R3 thuc hién chic niang phdi hop dudi dang thu thé vi ngot & ngudi dua trén su
tuong tac dic hiéu liéu lugng clia chiing véi cac chat kich thich c¢6 vi ngot khac nhau
(trp, xyclamat, sucroza, neotam, aspartam, sacarin va Acek).

Fig.7 thé hién thong tin cu tric lién quan dén mGluR1 va T1R1 cho thay céc
gdc gan két phai tir chinh quan sat dugc trong cic phan tir nay.

Céc hinh vé tir Fig.8a dén Fig.8c thé hién s6 liéu chic ning cho thdy t€ bao
HEK biéu hién 6n dinh G5 dugc chuyén nhiém 6n dinh bang TIR1/T1R3 dép ting
v6i glutamat trong thir nghiém trén co s& canxi noi bao. Fig.8a cho thdy rang nong do
canxi noi bao gia ting mic do ddp Gng véi sy tang nong do glutamat; Fig.8b cho thdy
néng do canxi nodi bao dap ung véi IMP (2mM), glutamat (0,5mM) va IMP 0,2mM,;
va Fig.8c thé hién mitc do dép ing cia TIR1/T1R3 cia ngudi doi véi glutamat v6i sy
c6 mat va khong c6 mat cia IMP 0,2mM.

Fig.9a va Fig.9b thé hién két qua tuwong ¢ng ctia thir nghiém nhuém mau mién
dich-huynh quang c6 stt dung hTIR2 dugc danh ddu bang Myc va thir nghiém FACS
cho théy ring viéc sir dung peptit PDZIP (SEQ ID No: 1) lam gia ting mifc d¢ bi€u
hién ctia TIR (hT1R2) trén mang huyét tuong. |
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Fig.10a va Fig.10b thé hién s6 lieu 4nh chyp canxi ching minh ring
h1TR2/hT1R3 dap tng vdi cac chat kich thich ¢6 vi ngot khic nhau.

Fig.11 thé hién mic d6 ddp tng clia cdc dong t& bao biéu hién én dinh
hT1R1/hT1R3 bang cich chup anh huynh quang tu dong ddi véi chat kich thich c6 vi
umami.

Fig.12 thé hién mic do6 dép tng clia dong t€ bao biéu hién 6n dinh
hT1R2/hT1R3 bang céch chup anh huynh quang tu dong doi véi chat kich thich c6 vi
ngot.

Fig.13 thé hién dudng cong dap ung liéu dugc xdc dinh bing cich chup anh
huynh quang tu dong dong t€ bao biéu hién cam tng thu thé vi gidac TIR1/T1R3 cla
nguoi doi v6i L-glutamat véi su ¢6 mat va khong ¢6 mat cia IMP 0,2mM.

Fig.14 va Fig.15 thé hién mitc do d4p tng clia dong t&€ bao biéu hién cdm ting
thu thé vi gidc TIR1/T1R3 clia ngudi (dong vo tinh 1-17) d6i v6i mot nhém céc axit
amin-L. Trén Fig.14, c4c axit amin-C khdc nhau & ndng d6 10mM dugc thir nghiém
vOi sy ¢6 mat va khong ¢6 mat cia IMP ImM. Trén Fig.15, mic do dép tng-liéu
luong d6i véi cac axit amin hoat tinh dugc x4c dinh v6i sy ¢6 mat cia IMP 0,2mM.

Fig.16 cho thdy ring lactisol tc ché€ hoat tinh thu thé ciia TIR2/T1R3 cua
ngudi va TIR1/T1R3 cta ngudi.

Fig.17 thé hién so d6 c4c thé kham TIR cla ngudi-chudt. Cic thé kham nay
duoc tao cau triic bang cdch dung hop viing ngoai bao & ngudi hoac chudt véi ving
xuyén mang & chuot hoac ngudi twong Gng, nhu h2-12, r2-h2, h3-r3 va r3-h3.

Fig.18 cho thdy neohesperidin dihydrochalcon (NHDC) lam tang hoat tinh
ctia thu thé vi umami T1R1/T1R3. [Neohesperidin dihydrochalcon] = SuM. Dudng
cong dap ting liéu ctia glutamat dugc dich chuyén vé bén tréi 2,3 14n (hinh bén trén),
vA dudng cong dép ting lidu clia glutamat/IMP dugc dich chuyén vé bén trdi 2,1 14n.

Fig.19 cho thay ring céc chét tao vi ngot d6i chiing khong anh huéng dén hoat
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tinh cta thy thé vi umami T1R1/T1R3 [stevioxit] = 0,5mM. [sacarin] = 1mM. Dudng
cong dép ting li€u cha glutamat dugc thé hién trén hinh bén trén va dudng cong dip
ting li€u ctia glutamat/IMP dugc thé hién trén hinh bén dudi.

Fig.20 thé hién sy gén két cia NHDC vé6i viing xuyén mang cia T1R3 cla
nguoi.

Fig.21 thé hién sy gin két clia hgp chat véi ving xuyén mang ciia TIR2 cha
nguoi.

Céc hinh v& tir Fig.22a dén Fig.22d thé hién su gan két chia c4c chit tao vi ngot
Vi céc viing/cdu triic du6i phan tir khac nhau ctia thu thé vi ngot & ngudi. Fig.22a thé
hién mitc do dép tng cta thu thé vi ngot & ngudi va chuot d6i véi sucroza (200mM),
aspartam (10mM), neotam (0,1mM), xyclamat (10mM), va sucroza (200mM) véi su
c6 mit cta lactisol (1mM) (Suc/Lac). Céc t€ bao HEK-293T duoc chuyén nhiém tam
thdi bing T1R2, TIR3 clia ngudi hodc chudt, va thé kham clia Gyys5 Goysp, va dugc
thit nghiém vé néng do canxi ndi bao gia ting dap dng véi cdc chét tao vi ngot.
Fig.22b thé hién muc gan két clia aspartam vA neotam véi ving ngoai bao diu tan
cing N ctia TIR2 chia ngudi. Cac t6 hop ciia thé khim T1R dugc chuyén nhiém tam
thoi vao t€ bao HEK-293T cung v6i Ggs, va duge thit nghiém dap tng véi chat tao
vi ngot & cdc ndng do dugc thé hién trén Fig.23a. Su ¢6 mit hoac khong cé mat cla
d4p ting 13 diéu quan trong. Fig.22c thé hién mic gin két ctia xyclamat v6i viing
xuyén mang dau tan cling C ctia TIR3 clia ngudi. Fig.22d thé hién mic gin két clia
lactisol véi ving xuyén mang ctia TIR3 ctia ngudi. C4c t6 hgp khdc nhau cua céc thé
kham T1R dugc chuyén nhiém tam thdi vao t€ bao HEK-293T cung véi Gosp, va
duogc thir nghiém dép ing ddi véi sucroza (200mM) va AceK (10mM) khi khong c6
mat hoic c6 mit lactisol (1ImM). Hoat tinh trong céc so d6 B, C va D la gi4 tri trung
binh + SE ctia s6 luong t€ bao d4p tng d6i v6i bon viing duge chup anh, méi ving c6

khoang 1000 t€ bao nhap dong.



19645

Céc hinh v& tir Fig.23a dén Fig.23d thé hién sy dot bién trong T1R2 hoic
T1R3 tic dong chon loc 1én hoat tinh cla céc chit tao vi ngot khic nhau. Fig.23a thé
hién sy sdp x€p thing hang trinh ty ctia ving gin két phdi tir ddu tan cing N cla
mGluRS5 & chuot v6i TIR2 & nguoi va loai gam nham. 8 axit amin then chét lién quan
dén sy gén két phoi tir trong mGluRS dugc ddnh dau bing *, 3 trong s6 8 axit amin
nay dugc bao tén trong TIR2 va gach dudi. Fig.23b thé hién hai su dot bién diém
trong ving ngoai bao dau tan cing N & thu thé TIR2 clia ngudi ma triét tiéu dép tng
v6i aspartam va neotam ma khong anh hudng t6i xyclamat. Cdc dong t€ bao 6n dinh
cia hTIR2/hTIR3 (WT), hT1R2 S144A/hT1R3 (S144A) va hT1R2 E302A/hTIR3
(E302A) dugc tao ra nhu dugc mo ta trong phan Vi du thuc hién sdng ché. Liéu
lugng-ddp tng cua cdc dong t€ bao nay d6i véi sucroza, aspartam, neotam va
xyclamat dugc xac dinh trén thiét bi FLIPR. Hoat tinh 12 gi4 tri trung binh + SE cta
s6 l4n ting cudng do phat huynh quang d6i v6i bon 16 duge ghi. Fig.23c thé hién su
x&p thang hang trinh ty cha ving xuyén mang trong TIR3 clia chuot va lodi gam
nhdm. Ba quai ngoai bao dugc gach chin va danh d4u 1a EL1, 2, hoac 3, theo thit tu
cia ching trong trinh ty protein. Fig.23d thé hién su dot bién trong quai ngoai bao
cta hT1R3 ma triét tiéu ddp ng véi xyclamat ma khong anh hudng dén aspartam.
MB3i quai trong s& ba quai ngoai bao cia hT1R3 dugc thay thé riéng r& béang trinh tu
protein ctia chuot va thé dot bién hT1R3 tao ra duge chuyén nhiém tam thdi vao t€
bao HEK-293T cing v6i Gy,s, Va duge phan tich v€ mic do ddp tng véi sucroza
(200mM), aspartam (10mM) va xyclamat (10mM). Hoat tinh 1a gia tri trung binh *
SE ctia s luong t€ bao dap tng véi bon ving duge chup anh, méi ving c6 khoang
1000 t& bao nhap dong.

Fig.24a va Fig.24b thé hién TIR2 clia ngudi cén thiét d6i v6i su gin két Gos.
Fig.24a thé hién mitc do d4p tng cta thy thé vi ngot ngudi, chuot va thé kham d6i véi

sucroza (200mM) va AceK (10mM). C4c t& bao Gy, s 6n dinh dugc chuyén nhiém tam
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thoi bang T1R ctia ngudi, chudt hodc thé khidm va dugc phan tich mitc canxi noi bao
gia tang dap Ung véi chét tao vi ngot. Fig.24b thé hién sy gan két G5 duoc trung gian
bdi T1IR2 clia ngudi. Hoat tinh 1a gid tri trung binh + SE cla s6 luong t&€ bao dép tng
ddi v6i bon ving duge chup anh, méi viing ¢6 khoang 1000 t€ bao nhap dong.

Céc hinh vé tir Fig.25a dén Fig.25f thé hién tdc dong cta lactisol v xyclamat
dai vé6i thu thé vi umami TIR1/T1R3 clia ngudi. Fig.25a thé hién mic do dap tng clia
dong t¢€ bao 6n dinh TIR1/TIR3 cha ngudi véi L-glutamat (SmM) va
L-glutamat/IMP (1/0,2mM) khi khong c6 mat hoac cé mat lactisol (SmM). Fig.25b
thé hién dudng cong c ché phu thudc liéu lugng lactisol dugc xdc dinh d6i véi
L-glutamat (Glu), va L-glutamat chita IMP 0,2mM (Glu/IMP), méi dudng dugce xdc
dinh & hai néng do khac nhau. Gia tri IC, twong \ing bang 0,19 + 0,02mM va 0,21 +
0,0lmM d6i v6i L-glutamat & néng d6 8 va 80mM; 0,35 + 0,03mM va 0,82 +
0,06rﬁM doi véi L-glutamat c¢6 chita IMP & néng d6 0,8 va 8mM. Fig.25¢ thé hién
ddp tng liéu luong d6i véi L-glutamat, c6 hoac khong chia IMP 0,2mM, dugc xéac
dinh véi su ¢6 mit cta cdc nong do khic nhau cla lactisol. V&i su c6 mat cua lactisol
0,25 hoac 50uM, gié tri ECs, bang 9,9 + 1,5mM, 7,9 + 0,5mM, va 7,0 + 0,3mM d6i
v6i L-glutamat; véi sy c6 mit cia lactisol 0,100 hoac 200uM, gid tri ECy, bang 0,53
+0,04mM, 0,71 + 0,10mM, va 0,84 + 0,10mM d6i véi L-glutamat chita IMP. Cac gid
tri 12 gid tri trung binh + SE d6i véi bon dép tng doc 1ap. Fig.25d thé hién ngudng
phét hién d6i v6i cdc chat kich thich c6 vi ngot, vi umami va vi man dugc xac dinh
vGi sﬁ c6 mit hodc khong c6 mat clia lactisol. T4c dong tic ché cia lactisol dugc thé
hién du6i dang s6 14n ting ngudng phét hién. “Ngudng phat hién” dugc xdc dinh la
gi6i han du6i chia chat tao vi c6 thé phét hién dugc. Gid tri ngudng phat hi¢n dugc 1dy
trung binh cta 4 14n thit nghiém cho 3 d6i tuong. Fig.25¢ thé hién mic do dép tng
clia dong t&€ bio én dinh TIR1/T1R3 cla ngudi v6i mitc ngudng cia L-glutamat

(4mM) va chét cht van thu thé M2 ndi sinh carbachol dugc phan tich trén thiét bi
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FLIPR khi khong c6 mat hodc c¢6 mat cic ndng do khdc nhau cua xyclamat. Fig.25f
thé hién dép tng liéu lugng clia dong t& bao 8n dinh TIR1/T1R3 cha ngudi dugc xdc
dinh trén thi€t bi FLIPR d6i véi L-glutamat chita hoic khong chita IMP 0,2mM khi
khong ¢6 mat hodc c6 mat ciia xyclamat (8mM). Hoat tinh trong céc so d6 B, C, E va
F 1a gid tri trung binh + SE cta s6 14n tang cudng d6 phat huynh quang d6i vdi 4 16
dugc ghi. Dudng cong ddp ting liéu trong cdc so d6 B, C, E va F dugc tao lai mot cdch
doc lap it nhat 6 1an.

Fig.26 thé hién mo hinh xir 1y ddi véi méi lien hé cdu tric-chifc ning cla thu
thé vi ngot va vi umami. Miii tén dic chi sy hoat hod, miii tén réng chi su gia ting va
miii tén c6 vach ngang chi sy dc ché.

- Fig.27a thé hién tit ca 16 t6 hgp cia TIR va cdc thé kham duoc thir nghiém
déap tng d6i v6i cac chat tao vi ngot va lactisol. rITIR2/T1R3H-R, rT1R2/hT1R3, va
T1R2H-R/T1R3R-H thé hién dap tng dang ké d6i v6i xyclamat va chiing c6 thé dugc
tic ché bdi lactisol. Céc thé kham TIR dugc chuyén nhi€ém tam thdi vao t&€ bao
HEK-293T v6i Gg,s;. Hoat tinh 12 gid tri trung binh + SE clia s6 lugng t€ bao dép tng
d6i v6i bon ving duoc chup anh, méi ving ¢6 khoang 1000 t€ bao nhap dong, mbi
don vi trén truc Y twong tng véi 50 t&€ bao. Chit viét tat: Suc (sucroza 100mM);
Suc/Lac (sucroza 100mM, lactisol 1mM); AceK (axesulfam-K 10mM); AceK/Lac
(axesulfam-K 10mM, lactisol 1mM); ATM (aspartam 10mM); NTM (neotam
10mM); Cyc (xyclamat 10mM). Fig.27b thé hién dudng cong tc ch€ phu thudc licu
luong lactisol clia thu thé vi ngot & ngudi duge x4c dinh d6i véi sucroza (Suc), sacarin
(Sac), va D-tryptophan (D-Trp), mbi chéit dugc thitr nghiém & hai néng do khic nhau.
Gié tri ICs, trong tng bang 19,6 + 0,1uM va 64,6 + 0,3uM d6i véi sucroza & SOmM
va 120mM; 22,6 + 0,1uM va 103 + 7uM d6i véi sacarin & 0,1 va 2mM; 19,9 + 0,2uM
va 168 + 9uM d6i v6i D-tryptophan. Fig.27c thé hién dudng cong dép tng-liéu luong

cta thu thé vi ngot & ngudi ddi véi sucroza, D-Trp va sacarin dugc x4c dinh véi cic
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nong do khic nhau ciia lactisol. V6i st ¢6 mit clia lactisol 0, 10 hodc 20puM, gi4 tri
EC;, bang 19,4 £+ 0,9mM, 24,7 + 1,0mM, va 31,3 £+ 0,3mM d6i véi sucroza; 0,37 +
0,02mM, 0,60 + 0,03mM, 0,94 + 0,08mM dé6i v6i D-Trp; 42 + 3uM, 67 £ 6uM, 118
+ 2pM déi v6i sacarin. Cac gid tri 1a gié tri trung binh + SE d6i v6i bon dép ting doc
lap. bap tng li€u lugng trong so d6 B va C duge xdc dinh mot cdch doc lap it nhat 6

14n, va tao ra cdc két qua twong tu nhu duoc thé hién & day.

MO0 ta chi tiét sang ché

Séng ché& dé xudt hop chat gin két dic hiéu véi cdc thu thé vi ngot va vi umami

kiéu hoang va thé kham. Séng ché€ con dé xut c4c hop chét gin két dic hiu véi cdu
trisc dudi phan tir TIR2 hodc T1R3 kiéu hoang, thé kham hoic bi cit ngén clia thu thé
vi ngot va vi umami.

Su gin két véi thu thé vi ngot TIR2/T1R3 x4c dinh mot nhém rat 16n clia céc
phan tir. Thu thé ndy d4p ting v6i moi chét tao vi ngot dugc thir nghiém bao gém
dudng hydrat cacbon, axit amin va dan xuét, protein ngot, va chét tao vi ngot tong

hop. Trong khi dé, thu thé niy c6 tinh chon loc 1ap thé d6i v6i mot s6 chat tao vi ngot,

vi du, n6é dip tng véi D-tryptophan nhung khong dip ung vé6i L-tryptophan, tuong:

quan véi cdc sO liéu sinh-1y vé vi giac.

Do d6, céc hop chét theo sang ché gin két dic hiéu véi cdc thu thé thé kham.
Vi du bao gém, nhung khong chi gidi han &, thy thé TIR2/T1R3 thé kham bao gém
céu triic dudi phan tit TIR2 ctia ngudi va cdu tric dudi phan tit TIR3 chuot; thu thé
T1R2/T1R3 thé kham bao gdm céiu tric dudi phan tir TIR2 cla chudt va ciu tric
du6i phan tir TIR3 clia ngudi; cdu tric dudi phan tir ca thu thé TIR2 thé kham bao
gdm vling ngoai bao & ngudi, ving xuyén mang & chudt va ving ndi bao chuot; va
ciu tric dudi phan tir thu thé T1R3 thé khdm bao gém ving ngoai bao & chudt, ving

xXuyén mang & ngudi v viing noi bao & ngudi. Sang ché dé xudt cac thu thé vi gidc
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chiic nang, t6t hon 12 thu thé vi gidc & ngudi, ma dugc tao ra bdi su dong biéu hién 18
hop clia cic TIR khac nhau, t6t hon néu 1a TIR1/T1R3 hodc TIR2/T1R3, va cic
trinh ty hodc doan axit nucleic, céc thé kham, hoic cic bién thé dugc phan lap twong
ting ctia ching ma khi dong biéu hién thi tao ra thu thé vi gidc chic niang, nghia 12 thu
thé vi ngot (T1R2/T1R3) hoic thu thé vi umami (T1IR1/T1R3).

TIR, mot ho bao gém cic thu thé gin két véi protein G (GPCR) nhém C, duoc
biéu hién chon loc & cdc mo vi gidc (Hoon, M. A, et al., Cell, 1999.96 (4): p. 541-51,
Bachmanov, A. A, et al., Chem Senses, 2001,26 (7): p. 925-33, Montmayeur, J. P., et
al., Nat Neurosci, 2001.4 (5): p. 492-8, Max, M., et al., Nat Genet, 2001. 28 (1): p.
58-63, Kitagawa, M., et al., Biochem Biophys Res Commun, 2001,283 (1): p. 236-42
va Nelson, G., et al., Cell, 2001.106 (3): p. 381-90.). Su biéu hién chic ning ciia TIR
trong t€ bao HEK293 cho thdy ring céc t6 hgp khdc nhau ctia TIR dép ting véi cdc
chat kich thich c6 vi ngot va vi umami (Nelson, G., et al., Cell, 2001.106 (3): p.
381-90, Li, X., et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 2002.99 (7): p. 4692-6). T1R2 va
T1R3, khi duoc dong biéu hién trong t&€ bao 293, nhan ra cc chat tao vi ngot ty nhién
va téng hop khdc nhau, trong khi d6 TIR1 va T1R3 nhén ra chit kich thich c6 vi
umami cuia L-glutamat, va dap ting nay dugc lam tang bdi 5’-ribonucleotit, dau hiéu
cia vi umami. C4c s6 liéu bat hoat gen x4c nhan ring thuc ra céc thy thé TIR lam
trung gian cho c4c vi ngot va vi umami & chudt nhat (Damak, S., et al., Science, 2003
301 (5634): p. 850-3, Zhao, G. Q., et al., Cell 2003 Oct 31; 115 (3): 255-66).

GPCR nhém C c6 viing ngoai bao dau tan cting N 16n, thudng dugc goi la ving
Venus flytrap (VFD - Venus Flytrap Domain) (Pin, J. P., Pharmacol Ther, 2003 98
(3): p. 325-54), va dugc biét 1a c6 chiic nang nhu cidc homodime, trong trudng hop
cta thu thé glutamat hd bién trao d6i chdt (mGluR — metabotropic glutamate
receptor) va thu thé cam gidc canxi (CaR — calxium-sencing receptor), hoac

heterodime, trong trudng hgp clia thy thé axit y-aminobutyric typ B (GABAgR). Cic
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s6 liéu biéu hién chitc ning cho thdy co ché heterodime d6i v6i cac TIR: ca TIR1 lan
T1R2 déu cin dugc dong biéu hién cling véi TIR3 d€ c6 tdc dung, diéu nay duoc x4c
nhan bang cdc mo hinh biéu hién chdng chéo ctia T1R & ludi loai gim nham.

O day, chiing minh dugc ring cic thanh vién ctia ho TIR c6 tac dung ph6i hop
Vi céc thanh vién khdc clia ho T1R dé thuc hién chifc nang nhu c4c thu thé vi ngot va
vi umami. Nhu dugc boc 10 chi tiét hon trong phan Vi du thuc hién sdng ché dudi day,
da chitng minh dugc ring céc t€ bao khéc loai déng biéu hién hT1R2 va hT1R3 dugc
hoat hoéa chon loc bdi cac chat kich thich c¢6 vi ngot theo ciach phan énh vi ngot ¢
nguoi.

Vi du, t€ bao HEK-293-G,,s d6ng biéu hién hT1R2 va hT1R3 dép tng dac
hiéu véi xyclamat, sucroza, aspartam, va sacarin, va ddp tng li€u lugng d6i véi cac
hop chat nay tuong quan véi ngudng nhan biét vi gidc sinh-1y.

Ngoai ra, nhu dugc ching minh bdi cdc s6 liéu trong phan Vi du thyc hién
séng ché, di thdy duoc ring céc t€ bao dong biéu hién hT1R1 va hT1R3 dugc hoat
ho4 chon loc bdi glutamat (mononatri glutamat) v 5'-ribonucleotit theo cich phan
4nh vi ngot & ngudi. Vi du, t€ bao HEK-293-G,,;s d6ng bi€u hién hT1R1 va hT1R3
ddp \ing dac hiéu v6i glutamat va dép tng liéu lugng d6i v6i hop chit tao vi umami
nay tuong quan v4i ngudng nhén biét vi gidc sinh-ly. Hon nita, 5’-ribonucleotit nhu
IMP 1am gia tang mitc 46 d4p tng d6i v6i glutamat clia thu thé TIR1/T1R3, mot dic
tinh hiép dong tic dung cla vi umami. |

* Hon nifa, nhu duoc thé hién bing s6 liéu trong phan Vi du thuc hién sang ché,
biét duoc rang céc t&€ bao déng biéu hién on dinh va cam tng T1R1/T1R3 dép ting.
chon loc véi céc chat kich thich ¢6 vi umami L-glutamat va L-aspartat va chi c6 dap
ting y&u véi cac axit L-amin khdc, va & ndng do cao hon nhiéu, tao ra bang ching tiép
theo 1a thu thé TIR1/T1R3 c6 thé dugc sit dung trong thir nghiém dé nhan biét hgp

chat 1am diéu bién (lam tang hoac tc ché) cic chét kich thich ¢6 vi umami.
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Vi du vé& céc hop chat gin két dac hiéu véi thu thé vi ngot va 1am diéu chinh vi
ngot c6 thé dugc tim thay trong Bang 5.
Cédc bang tir 1 dén 4 dua ra vi du vé€ hop chat gin két dic hiéu véi thu thé vi

umami va va diéu chinh vi umami.

Bang 1 - Hop chat amit 1am tang vi umami

Hop ECs, d6i v6i| Ty 16 Ecsy | @
chat s6 ; Vi umami (so véi
Hop chit (uM) MSG) | (M)

Y o /@/0\/
Al \CELK 0,22 2,74 1

3,6-Diclo-N-(4-etoxy-phenyl)-2-

metoxy-benzamit
[}
\O [¢] O/
Cl
N
Cl

Este metyl cla axit 4-(3,6-diclo-2-metoxy-

0,93 6,98 0,01

benzoylamino)- benzoic

e
A3 ) 1,08 6,14 0,03

2,5-Diclo-N-(4-etoxyphenyl)benzamit

N\
A4 < Y

Este metyl clia axit 2-[(benzo[b]thiophen-

0.4

2-carbonyl)- amino]-4-metyl-pentanoic
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Bang 1 - Hgp chét amit 1am tang vi umami

5-Metyl-N-(5-metylhexan-3-yl)-

benzofuran-2-carboxamit

Hop ECs,d0i v6i | Ty 16 Ecs, | @
chéit s6 ’ Vi umami (so v6i
Hop chit (uM) MSG) |(uM)
O,
N
AS g Y 0,31
Este metyl ctia axit 2-[(benzofuran-2-
carbonyl)-amino]-4- metyl-pentanoic
- r I\> { E\
A6 T 0,32 286 | 1
Este metyl cia axit
2-[(5-metoxy-benzofuran-2-carbonyl)-
amino]-4-metyl-pentanoic
/O HNIee
A7 m J 0,46
0o (o}
(R)-5-Metoxy-N-(1-metoxy-4-metylpentan
-2-yl)benzofuran-2-carboxamit
\ HN
A8 m 0.5
Y 0
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Bang 1 - Hop chét amit 1am tang vi umami

5-metoxy-N-(2-metylhexan-3-yl)

benzofuran-2-carboxamit

Hop ECs, d6i v6i | Ty 16 Ecs, | @
chat s6 ) Vi umami (so véi
Hop chit (uM) MSG) | (uM)
0.
\
(0]
A9 0,71
Este metyl cta axit 2-[(benzofuran-5-
carbonyl)-amino]-4-metyl-pentanoic,
(R)-metyl 2-(benzofuran-5-
carboxamido)-4-metylpentanoat
YN C
A10 m 0,91 451 | 1
d o
N-(Heptan-4-yl)-5-metoxybenzofuran-2-
carboxamit
/
cl HN
\
All m 1,05 6,5 0,3
0 0
5-Clo-N-(1-metoxybutan-2-yl)benzofuran-
2-carboxamit
A12 m | 1,13
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Bang 1 - Hop chat amit 1am ting vi umami

Hop : ECs,d061 v6i | Ty 16 Ecs, | @
chat s6 ; Vi umami (so véi
Hop chit (uM) MSG) |(uM)

' /0 \ HN
Al3 1,14 4,46 1
0 o]

5-Metoxy-N-(pentan-3-yl)benzofuran-2-

carboxamit

/o \: : j\ iOﬂg/j/s—
VAN

Ald Este metyl cta axit 1,14
2-[(5-metoxy-benzofuran-2-carbonyl)-
amino]-4-metylsulfanyl-butyric, metyl

2-(5-metoxybenzofuran-2-carboxamido)-4-

(metylthio)butanoat

[o]
" ~\\\&\\o/\
A 9

Al5 N /\

(1R,2R)-Etyl 2-(5-metoxybenzofuran-2-

carboxamido) xyclohexancarboxylat

1,14

\
Al6 1,18
Y o

5-Metoxy-N-(2-metylpentan-3-yl)

benzofuran-2-carboxamit
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Bang 1 - Hop chdt amit 1am ting vi umami

Hop ECs,d6i v6i | Ty 1€ Ecsy, | @
chat s6 ’ vi umami (so v6i
Hop chét (uM) MSG) |(uM)

/0 HN
\
Al7 1,2
0 0

N-(2,4-Dimetylpentan-3-yl)-5-

metoxybenzofuran-2-carboxamit

/0 HN
\
Al8 1,27
0 0

5-Metoxy-N-(2-metylheptan-4-yl)

benzofuran-2-carboxamit

(o)

- \ {/

Al19 1,3
0 0 _

5-Metoxy-N-(1-metoxypentan-2-yl)

benzofuran-2-carboxamit

Q 0

\

NH

A20 1,32

5-Metyl-N-(2-metylheptan-4-yl)-

benzofuran-2-carboxamit

A21 % 1,52 374 | 1
0 0

N-(Pentan-3-yl)benzofuran-2-carboxamit
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Béng 1 - Hop chat amit 1am tang vi umami

Hop

ECs,d06i v6i | Ty 18 Ecs, | @
chat s6 B vi umami (so véi
Hop chét (uM) MSG) |(@uM)
N
¢ I)Y
H
N
S
A22 ° \g\/ 1,58
(1-Propyl-butyl)-amit ctia axit
benzothiazol-6-carboxylic
0
0
N
A23 o 0,38
2-Metyl-N-(2-metylheptan-4-
yl)benzo[d] oxazol-5-carboxamit
O,
g "
A24 N 1,12
o)
2-Metyl-N-(2-metylheptan-4-yl)benzo[d]
oxazol-6-carboxamit
\(o
HN
| D o=
A25 4 1,48

Este metyl clia axit
(R)-4-metyl-2-[(2-metyl-benzooxazol-6-

carbonyl)-amino]-pentanoic
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Bang 1 - Hop chat amit 1am tang vi umami

Hop ECs,d6i v6i | Ty 16 Ecyy | @
chat s6 ) Vi umami (so véi
Hop chat (uM) MSG) |(uM)
0,
= 7
N
A26 1,6

0
2-Metyl-N-(2-metylhexan-3-yl)benzo[d]

oxazol-6-carboxamit

(0]
Ny
N
A27 1,61
o]

2-Etyl-N-(heptan-4-yl)benzo[d]

oxazol-6-carboxamit

o 4 1,69
Este metyl cta axit (R)-

o]
LSy
A28 |

4-metyl-2-[(2-metyl-benzooxazol-5-

carbonyl)-amino]-pentanoic

0
_ ( C HN
N
A29 1,91
0

N-(Heptan-4-yl)benzo[d]

oxazol-6-carboxamit
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Bang 1 - Hop chét amit 1am ting vi umami

Hop ECs, d06i v6i | Ty 16 Ecsy | @
chat s6 ; Vi umami (so véi
Hop chat (uM) MSG) | (uM)

0:C
A30- | | 0,49 126 | 1
/ 0

5-Bromo-N-(heptan-4-yl)furan-2-

carboxamit

, / ®
» H
— N
A31 \C/ 0,62 10,04 1
0

N-(Heptan-4-yl)-4,5-dimetylfuran-2-

carboxamit

H
N
A32 ! b/ 1,15

N-(2,3-Dimetylxyclohexyl)-3-metylfuran-2

-carboxamit

O
A33 | 1,33
0

4,5-Dimetyl-N-(2-metylxyclohexyl)

furan-2-carboxamit
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Bang 1 - Hop chat amit 1am tang vi umami

(R)-Metyl 4-metyl-2-

(quinolin-6-carboxamido) pentanoat

Hop ECs, d6i v6i | Ty 16 Ecsy | @
chat s6 ) Vi umami (so véi
Hop chat (uM) MSG) | (M)
o
\ HNIt e
A34 ©i>—§ 0,53
N 0
(R)-Metyl 2-(1H-indol-2-carboxamido)-4-
metylpentanoat
/ H
' N
A35 {j@\“/ 0,82 881 | 1
0
N-(Heptan-4-yl)-1H-indol-6-carboxamit
\\
A36 ° 1,01
(R)-Metyl 2-(1H-indol-5-carboxamido)-4-
metylpentanoat
N
=z
| x
A37 1,5
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Bang 1 - Hop chat amit 1am ting vi umami

Hop ECs, d6i v6i | Ty 16 Ecsy | @
chat s6 ) vi umami (so vé6i
Hop chét (uM) MSG) |(uM)

A38 1,22 6,54 1
(1-Propyl-butyl)-amit cta axit 5-metyl-
thiophen-2-carboxylic
S 0
\@_{N

A39 1,31 2,3 1

(1,2,3,4-Tetrahydro-naphtalen-1-yl)-amit

clia axit 5-metyl-thiophen-2-carboxylic

0
H
A40 N | 0,37
0

(R)-Metyl
2-(2-naphtamido)-4-metylpentanoat

O
{ ;
A4l : Ci\ 0,7 214 | 3

N-(Nonan-5-yl)benzo[d][1,3]dioxol-5-

carboxamit
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Bang 1 - Hop chat amit 1am tang vi umami

(R)-Etyl 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-

carboxamido)-4-metylpentanoat

Hop ECs, d6i v6i | Ty 16 Ecsy | @
chat s6 Vi umami (so v6i
(uM) MSG) |(@uM)
A42 0,35
(2R,3R)-Metyl
2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-carboxamido)-3-
metylpentanoat
0 0 /
)
o N
H
[0}
A43 0,49
Este metyl cla axit 2-[(benzo[1,3]dioxol-5-
carbonyl)-amino]- hexanoic
O [e)
S OUN Y
o N
H
(o)
A44 0,61
Este metyl cua axit (R)-2-[(benzo
[1,3]dioxol-5-carbonyl)- amino]-hexanoic
0 0 /
-
N
0 ’,
A45 © 0,88

-26-
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Bang 1 - Hop chat amit 1am tang vi umami

Este metyl cta axit 2-[(benzo[1,3]dioxol

5-carbonyl)-amino]- pentanoic

Hop ECs, d6i v6i | Ty 16 Ecs, | @
chat s6 ’ vi umami (so vé6i
Hop chat (uM) MSG) |(@uM)
0]
N
A46 ° 1,32
(R)-Metyl 2-(2,3-dihydrobenzofuran-
5-carboxamido)-4-metylpentanoat
(0]
O
k HN
(0]
A47 1,33 6,42 0,1
(S)-N-(1,2,3,4-Tetrahydronaphtalen-1-yl)
benzo[d][1,3]dioxol-5-carboxamit
0
( H
OQ(NY\Q
A48 : 1,51 9,27 1
N-(4-Phenylbutan-2-yl)benzo[d]
[1,3]dioxol-5-carboxamit
o]
< HN Q
A49 ° 7\ 1,54 9,53 1
(o]
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Hop ECs, d06i v6i | Ty 16 Ecsy | @
chat s6 B Vi umami (so v6i
Hop chét (uM) MSG) |(uM)

0
A50 < 1,57
\ 0 H 0

N-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-

propylpentanamit

A5l 1,58

(R)-Propyl 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-

carboxamido)-4-metylpentanoat

<j©\"/
H
N
A52 ! C/ 1,65

N-(Heptan-4-yl)-2,3-

dihydrobenzofuran-5-carboxamit

o]
O@TH
N
0]
AS3 | j/\/ 1,83

N-(Hexan-3-yl)benzo[d][1,3]

dioxol-5-carboxamit
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(R)-Metyl 4-metyl-2-(4-

vinylbenzamido)pentanoat

Hop ECy, d6i v6i | Ty 16 Ecsy | @
chéat s6 ) vi umami (so v6i
Hop chat (uM) MSG) |(uM)
\ HN
S
A54 Y 0,12
N-(Hexan-3-yl)-3-metyl-4-
(metylthio)benzamit
—0
0
\ HN
0
ASS 0 0,12
Cl
Metyl 2-(3-clo-4-
metoxybenzamido)hexanoat
H
N
A56 j@\“/ 0,14
' 0
N-(Hexan-3-yl)-3,4-dimetylbenzamit
—0
0
HN
AS57 /—©_< 0,18
4 o
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N-(Heptan-4-yl)-4-metoxy-3-

metylbenzamit

Hop ECs, d06i v6i | Ty 16 Ecs, | @
chat s6 ) Vi umami (so véi
Hop chat (uM) MSG) | (M)
\ ‘2:
o}
AS8 S 0,2
4-Metoxy-3-metyl-N-(2-
metylpentan-3-yl)benzamit
\ @
0
A59 \ 0,2
4-Metoxy-3-metyl-N-(2-metylhexan-3-yl)
benzamit
—0
0
HN
A60 3‘©—< 0,2
.—/ 0
(R)-Metyl 2-(4-(etylthio) benzamido)-4-
metylpentanoat
\ C
(o)
A61 X 0,22
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Bang 1 - Hop chét amit 1am tang vi umami

(R)-N-(1-Metoxy-4-metylpentan-2-yl)-3-
metyl-4-(metylthio)benzamit

Hop ECs, d0i v6i | Tyl Ecs, | @
chat s6 ’ vi umami (so vé6i
Hop chat (uM) MSG) |(uM)
o
H
N
0
A62 0,25
0
(R)-Metyl 2-(3,4-dimetylbenzamido)-
3-metylbutanoat
A63 ; : g —2i< 0,25
(R)-Metyl 2-(4-metoxy-3-
metylbenzamido)-4-metylpentanoat
—\ HN
A64 0 0,26
o
4-Etoxy-3-metyl-N-(pentan-3-yl)benzamit
S
H
N///”/,,
A65 Jij\”/ E/ 0,29
)
v
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Hop EC,, d6i v6i | Ty 16 Ecyy | @
chat s6 ; vi umami (so v6i
Hop chit (uM) MSG) |(@uM)

0,29

N(;\'( \/Q/ |
|

\ N

A66 @ 0 O
N-(2,4-Dimetoxybenzyl)-3-(1H-pyrol-1-yl)

isonicotinamit

—0
0
\ HN
i
A67 ; : go 0,29 10,75 1
cl

Metyl 2-(3-clo-4-

metoxybenzamido)pentanoat

HN
A68 °4®_<‘<i\ 0,32 262 | 03
J o

4-Etoxy-N-(heptan-4-yl)benzamit

—0
0
HN
A69. ‘©—< 0,32
o

(R)-Metyl 4-metyl-2-(4-

metylbenzamido)pentanoat
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Hop ECs, d6i v6i | Ty 16 Ecsy | @
chat s6 ’ vi umami (so véi
Hop chat (uM) MSG) |(uM)

" N
AT0 i \C/ 0,33
F 0

N-(Heptan-4-yl)-3-(triflometyl)benzamit

HN
A7l < > g 0,34
0

4-Etyl-N-(heptan-4-yl)benzamit

o
AT2 0,34

4-Etoxy-3-metyl-N-(5-metylhexan-

3-yl)benzamit

AT3 0,34

\O
N
\O o
0

(R)-Metyl 2-(3-metoxy-4-

metylbenzamido)-4-metylpentanoat

\ HN
A74 O‘Q_< 4<—J\ 0,35 4,98 0,3
\ |

3-Flo-N-(heptan-4-yl)-4-metoxybenzamit
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N-(Heptan-4-yl)-4-vinylbenzamit

Hop ECs,d6i v6i | Ty 16 Ecyy | @
chat s6 ) Vi umami (so v6i
Hop chit (uM) MSG) | (uM)
P2
H
N
A75 0,39
0
N-(Heptan—4-y1)-4-(metylthio)benzamit
4-Metoxy-3 -metyl-N (4-phenylbutan-2-yl)
benzamit
0
NH
AT7 \0 0,44
cl
3-Clo-4-metoxy-N-(2-
metylxyclohexyl)benzamit
gen
H
N
A78 5 (;/ 0,46 10,22 0,3
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A83

Hop ECs, d6i v6i | Ty 16 Ecs, | @
chit s6 ; vi umami (so véi
Hop chat (uM) MSG) |@uM)
/0
H
N
A9 OY 0ds
0
N-(Heptan-4-yl)-4-metoxybenzamit
A80 :O\n/ W 0,47 5,12 0,1
3-Clo-4-metoxy-N-(pentan-2-yl)benzamit
N
\S
A8l 0 0,5
N-(Hexan-3-yl)-4-metyl-3-
(metylthio)benzamit
)/° Y
H
N
[0]
A82 ° 0,51
(R)-Metyl 4-metyl-2-(4-
propoxybenzamido)pentanoat
H
N
/@\“/ 0.52
0

N-(Heptan-4-yl)-3-metylbenzamit
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2-Hydroxy-3-metoxy-N-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit

Hop ECs,d0i v6i | Ty 18 Ecsy | @
chat s6 ’ vi umami (so véi
Hop chat (uM) MSG) | (M)
N
\0
A84 oH 9 0,53
N-(Heptan-4-yl)-2-hydroxy-3-
metoxybenzamit
—0
0
HN
A85 | 0,53
0
(R)-Metyl 2-(3,5-
dimetylbenzamido)-4-metylpentanoat
—0
-
HN S—
\0
A86 o 0,53
Metyl 2-(4-metoxy-3-
metylbenzamido)-4-(metylthio)butanoat
0
: HN
—0 OH
A87 0,54 3,8 1
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Hop ECsd0i v6i | Ty 18 Ecsy | @
chat s6 ’ vi umami (so véi
Hop chat (uM) MSG) | (uM)
\ HN
: s
A88 \ 0,55
N-(2,4-Dimetylpentan-3-yl)-3-metyl-4-
(metylthio)benzamit
| N
¥
A89 ¢ 0,6 2,85 1
[o]
(R)-3-Clo-4-metoxy-N-(1-(4-
metoxyphenyl)etyl)benzamit
~ N
A90 ° 0,61
0
N-(Heptan-4-yl)-3-metoxybenzamit
—0
0
HN
A91 I®—< 0,62
0

(R)-Metyl 4-metyl-2-(4-propylbenzamido)

pentanoat
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(R)-Metyl 2-(4-metoxy-3,5-

dimetylbenzamido)-4-metylpentanoat

Hop ECs, d0i v6i | Ty 1€ Ecsy | @
chat s6 ) Vi umami (so v6i
Hop chat (uM) MSG) | (M)
—\ HN
A92 °‘Q_< 0,65
[¢]
4-Etoxy-3-metyl-N-(2-metylheptan-4-
yl)benzamit
O
: HN
—0 OH
A93 0,7 5,7 1
(S)-2-Hydroxy-3-metoxy-N-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit
L
H
N””o,,
A94 j@\[‘/ | 0,72
o . /
(R)-4-Metoxy-N-(2-metoxy-1-
phenyletyl)-3-metylbenzamit
—0
0
- HN
0
A95 / \ 0,74
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(R)-Metyl 4-metyl-2-(3-metylbenzamido)

pentanoat

Hop ECs,d06i v6i | Ty 1€ Ecsy | @
chéat s6 ’ Vi umami (so v6i
Hop chat (uM) MSG) |(uM)
(¢} 0\
H
N
A96 0,76
o
4-Metoxy-N-(1-(4-metoxyphenyl)
propyl)-3-metylbenzamit
HN
\, /
A97 0,85
o
4-Metoxy-N-(1-metoxypentan-2-yl)-3-
metylbenzamit
\ {<
0 OH
A98 >y 0,88
cl
3-Clo-N-(1-hydroxy-4-metylpentan-2-
y1)-4-metoxybenzamit
o
H
N
o
A99 © 0,89
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S |

(1S,2R)-Etyl 2-(3-clo-4-metoxybenzamido)

xyclohexancarboxylat

Hop ECs,d6i v6i | Ty 16 Ecsy | @
chat s6 ’ vi umami (so v6i
Hop chét (uM) MSG) | (uM)
0.
H
A100 j@\n/b‘w/@/ L1
(¢]
(0]
3-Clo-4-metoxy-N-(1-p-tolyletyl)benzamit
\ C
o
Al101 S 1,16 7,62 1
OH
N-(Heptan-4-yl)-2-hydroxy-4-
metoxybenzamit
o]
HO
HN
A102 1,32 9,49 1
4-Hydroxy-3-metyl-N-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit
e
NN
H
A103 o 7 N 1,36
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Hop EC,,d6i v6i | Ty lé Ecs, | @
chat s6 ) vi umami (so v6i
Hop chit (uM) MSG) | (uM)

(0}
(] ﬂ
N
A104 o 0, 1,37
:

2,4-Dimetoxy-benzylamit cua axit

biphenyl-2-carboxylic

0
N
38 : 1
A105 § 1 2,79

(S)-N-(1,2,3,4-Tetrahydronaphtalen-1-yl)-4-

vinylbenzamit

[0)
N )
A106 1,39 4,01 0,3
Cl

3-Clo-N-(2,3-dihydro-1H-inden-1-

yl)-4-metoxybenzamit
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Hop
chéat s6

Hop chat

ECs, d6i véi vi

umami (uM)

Ty 1¢ ECs,
(so v6i MSG)

B1

\0 [o]
T
T

N1-(2,4-Dimetoxybenzyl)-N2-(2-(furan-2-
yl)etyl)oxalamit

0,18

B2

7
|

N

0
HN
H
N
o]
/O o

N1-(4-Etoxy-2-metoxybenzyl)-N2-(2-(5-
metylpyridin-2-yl)etyl)oxalamit

0,19

B3

J N

0,

NH
S, HN

/ 0]

N-(3-Metyl-benzo[b]thiophen-2-ylmetyl)-N'-
(2-pyridin-2-yl-etyl)-oxalamit

0,81

B4

0 0]

N1-(2-Isopropoxybenzyl)-N2-(2-(pyridin-2-
yl)etyl)oxalamit

1,22
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Hiop ES;;’ ‘Vii‘" Ty 16 ECy, | Néng
PRl Tén goi theo IUPAC " (so véi do
chit so umami MSG) ( M)
(uM) .
\;—;/ HN
Cl1 cl HN 0,37 4,95 1
_QO
1-(2-Clophenyl)-3-(heptan-4-yl)ure
Cl
C2 Q HN—E 0,49 4,52 1
Cl HN
o]
1-(2,4-Diclophenyl)-3-(1-phenylpropyl)ure
@)
>—NH
NH
ol O ||
Cl
1-(2-Clophenyl)-3-(2-metylxyclohexyl)ure
$ 0
C4 F HN 0,79 12,15 3
_§O
1-(2-Flophenyl)-3-(heptan-4-yl)ure
C5 0,84 9,08 1

Cl
HN H
T 7
(0]

1-(2-Clophenyl)-3-(1-xyclohexyletyl)ure
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Hop ES;;’ ‘Vif" T§ 16 EC,, | Nong
Bl Tén goi theo IUPAC " (so véi do
chit s6 ' umami MSG) M
(uM) (u )
\
C6 HN—/_@ 0,98
HN ’
_<O
1-(4-Isopropylphenyl)-3-(2-(pyridin-2-yl)
etyl)ure
A
, N )l\ N
H H
C7 Cl 0,99 3,68 1
1-(2-Clophenyl)-3-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)ure
0/
N o y
C8 HN\"/N 1,41 2,62 0,3
o]
1-(2,4-Dimetoxyphenyl)-3-(2-
metylxyclohexyl)ure
1,42

C9

\ /.
%{i

1-(2-Etylphenyl)-3-(heptan-4-yl)ure
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EC, doi

> . | Ty 16 ECsy | N6ng
HAo‘p . Tén goi theo IUPAC VALV (so véi do
chéit so umami MSG) ( M)
(uM) .
O,
>—NH
Sas
| -/
C10 1,51 2,1 0,3
1-(4-Etoxyphenyl)-3-(2-
metylxyclohexyl)ure
A
N /lk N
H H
C11 F 1,65 4,49 1
1-(2-Flophenyl)-3-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)ure
g\—/? HN
—O0 HN
C12 5 1,67
1-(2-Metoxyphenyl)-3-(2-
metylxyclohexyl)ure
o/
~N
C13 1,72 11,87 1

o
HN H
O
o

1-(2,4-Dimetoxyphenyl)-3-(pentan-3-yl)ure
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Bang 4 — Hop chét acrylamit 1am ting vi umami

Hop chat ) S| e EC | @
<& Hop chat umami (so véi
PR MSG) | M)
—o
T
D1 ° 0,29 3,46 1

(E)-N-(2,4-Dimetylpentan-3-yl)-3-(4-

metoxyphenyl)acrylamit

—0Q

O / o
m | O

(R,E)-Metyl 2-(3-(4-metoxyphenyl)

acrylamido)-4-metylpentanoat

\Q\NJ\/\@\
D3 ~ g 0,63

(E)-Metyl 2-(3-(4-metoxyphenyl)

acrylamido)hexanoat

D4 ° 0,69 9,73 1

N-(1-Metyl-3-phenyl-propyl)-3-
thiophen-2-yl-acrylamit

/0
N
7
'

(E)-N-(Heptan-4-yl)-3-(4-

metoxyphenyl)acrylamit

D5 0,72 3,48 0,3
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EC;, doi 2 1A
. e Tyl ECsy, | @
Hq;;ghﬁt Hop chat u\;:lar‘gi (so véi
(uM) MSG) (uM)
O
s =
D6 0,75 6,3 1
N-(1-Propyl-butyl)-3-thiophen-2-yl-
acrylamit
O
D7 0,82 9,62 1
0
(E)-3-(4-Metoxyphenyl)-N-
(pentan-3-yl)acrylamit
N
\©\/\“/n
7 o
D8 0 e 0,94

(R,E)-3-(4-Etoxyphenyl)-N-(1-metoxy-4-
metylpentan-2-yl)acrylamit

0,
DY \__\_>_NH 0,98

(Z)-N-(Heptan-4-yl)hex-2-enamit

—0
0
HN
D10 = / 1,09
0
st
(R,E)-Metyl 4-metyl-2-(3-(thiophen-

3-yl)acrylamido)pentanoat

-47-



19645

Bang 4 — Hop chét acrylamit 1am ting vi umami

ECs, doi » 1A
” > Tyl ECy | @
Ho‘lgghat Hop chat anc‘)l.laI‘gi (so véi
uM) MSG) (uM)

0
HN
D11 QM 1,17
0

(R)-Metyl 2-xinamamido-4-

metylpentanoat

o]
NH
D12 z:g 1,28

(E)-4-Metyl-N-(2-metylxyclohexyl)

pent-2-enamit

Roauat
\
D13 0 1,31 2,7 0,3

(E)-N-sec-Butyl-3-(4-
etoxyphenyl)acrylamit

/0
H
@\/\"/N 0/
D14 ; \C 1,43 8,48 1

(E)-N-(1-Metoxybutan-2-yl)-3-(4-
metoxyphenyl)acrylamit
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EC;, doi » 14
, e . Ty 1@ EC50 @
Ho’gghat Hop chat Jrﬁlal‘gl (so véi
M) MSG) (uM)
—
S n
ZNS
D15 0 1,54 2,22 0,3
(E)-N-(Heptan-4-yl)-3-
(thiophen-3-yl)acrylamit
|
\O:O\/Wn
D16 I 1,56 3,13 1
(E)-3-(3,4-Dimetoxyphenyl)-N-(4-
phenylbutan-2-yl)acrylamit
Bang 5 — Hop chat amit 1am tang vi ngot
. ECy doi | B0 99 | v 1 BC,,
op , s v6i vi e
bl Hop chit vOi vi ngot .| doi véi vi
chét so M) umami umami
(uM)
N
H
El OH 0,19
Cl
3-Clo-2-hydroxy-N-(2-metyl-1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit
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3-Clo-2-hydroxy-N-(6-metoxy-1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit

ECy,doi | B0 90 | g e B,
Hop » e s vl vi vt
g Hop chat vOi vi ngot . | doi véi vi
chat so umami o
(uM) (uM) umami
O
N
H
E2 OH 0,65
Cl
(R)-3-Clo-2-hydroxy-N-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit
O
: HN
Cl OH
E3 OH 1,03
3-Clo-2-hydroxy-N-(5-hydroxy-
1,2,3,4-tetrahydronaphtalen-1-
yl)benzamit
o)
: HN
Cl OH
E4 1,61
3-Clo-2-hydroxy-N-(4-metyl-1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit
N
H
ES @E‘i: 0 1,61
Cli |
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EC,, d6i | EC090 | g e pe
Hop P . véi vi PTG
héit s6 Hop chat véi vi ngot “. | doi véi vi
chét s6 M) umami umami
(uM)
o}
N/ I N
\
E6 ° 1,48
3-Metyl-N-(2-metyl-1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)isoxazol-4-
carboxamit
; 3 %
N
H
E7 OH 1,81 4,04
3-Clo-2-hydroxy-N-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit
N
H
E8 OH 1,98
2,3-Dihydroxy-N-(2-metyl-1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit

2-Hydroxy- N—(2 metyl-1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit
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(S)-3-Clo-2-metyl-N-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit

Hop ECyoddi | Po0 90|y 1¢ EC,
S Hop chat véi vi ngot .| d6i véi vi
chit so umami .
(uM) uM) umami
(0]
N °~
H
E10 OH 2,44
OH
2,3-Dihydroxy-N-(5-metoxy-1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit
o
N/ I N
\
Ell 0 2,46
3-Metyl-N-(4-metyl-1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)isoxazol-4-
carboxamit
(¢}
O.
N/ / N >
\
El12 ° 2,85
N-(5-Metoxy-1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)-3-
metylisoxazol-4-carboxamit
N
H
E13 ; fJ 2,91
Cl
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Bang 5 — Hop chét amit 1am tang vi ngot

Hop ECy ddi | Po0 3;" T§ 16 ECs,
R Hop chit véi vi ngot .| d6i véi vi
chat s6 M) umami umami.
(uM) '

o)
N
H
El4 @i‘\ 2,91

(S)-2,6-Dimetyl-N-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit

Cl 0
N
C(U\H 3,02
E15 N :

2,6-Diclo-N-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit

a0 %
[ :[ N
H
El16 o] 3,04
&g |

3,6-Diclo-2-metoxy-N-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit

o
N\\\\‘%
| I H
El17 OH 3,13
OH

(R)-2,3-Dihydroxy-N-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit
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(R)-5-Bromo-N-(1,2,3.,4-

tetrahydronaphtalen-1-yl)nicotinamit

- ECy,ddi | "o 8011 1y 1 B,
op Hop chat v6i vi ngot ", | d6i véi vi
chat so6 umami .
(uM) (M) umami
e
HO o}
” ~N
E18 3,38
OH
2,5-Dihydroxy-N-(5-metoxy-1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit
N
H
E19 ; :L 3,57
F
(S)-3-flo-2-metyl-N-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit
\0 o) %
N
H
E20 i iO 4,13
Cl l
(S)-3-Clo-2,6-dimetoxy-N-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit
N N\\\\“"
| H
E21 Q/I‘\ 4,19
Br
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chét s6 Hop chat véi vi ngot umami doi véi vi
(uM) (M) umami

0
N
H
E22 4,52
cl

(R)-3-Clo-N-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit

0
N
H
E23 4,86

(R)-3-Flo-N-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit

o
HO o
- 6,04
E24 OH s

(R)-2,5-Dihydroxy-N-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-1-yl)benzamit

(0]
/ N
N \)j)kH
E25 ©

(R)-3-Metyl-N-(1,2,3,4-
tetrahydronaphtalen-

7,719

1-yl)isoxazol-4-carboxamit
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Hop 5 o v6i vi e o
bl Hop chit vGi vi ngot “. | do1 véi vi
chét so (uM) umami umami
(M) mami
O
% N
E26 8,09
(R)-5-Metyl-N-(1,2,3 ,4-
tetrahydronaphtalen-
1-yl)isoxazol-4-carboxamit
F
F
H
N
E27 F j)\ 0,14
F o)
2,3,5,6-Tetraflo-4-metyl-N-(3-
metylbutan-2-yl)benzamit
F
F
H
N
E28 F jX 0,21
F 0
- N-(3,3-Dimetylbutan-2-y1)-2,3,5,6-
tetraflo-4-metylbenzamit
(0]
F : NH
F—l——o
E29 F 0,42

N-(2-Metylxyclohexyl)-3-

(triflometoxy)benzamit
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ECy, doi | 090 | 19 16 By,
Hop 5 P v6i vi e e h
bl Hop chét véi vi ngot *. | doi véi vi
chat s6 umami .
(uM) M) umami
F
H
E30 0,45
o
3-Clo-5-flo-N-(2-
metylxyclohexyl)benzamit
F
F
H
N
E31 F ?( 0,49
F o
(R)-N-(3,3-Dimetylbutan-2-yl)-
2,3,5,6-tetraflo-4-metylbenzamit
F
59@\(“
F
E32 F o) 0,51
4-Flo-N-(2-metylxyclohexyl)-
3-(triflometyl)benzamit
Cl
HN
E33 o 0,63
Cl

2,5-Diclo-N-(2-

metylxyclohexyl)benzamit
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(uM) (uM) umami

F
F
v
E34 F j/\/\ 0,71
F (0]

2,3,5,6-Tetraflo-N-(hexan-2-yl)-4-

metylbenzamit

Cl I
O
H
N
E35 cl : I \é 0,71
/O (@]

3,5-Diclo-2,6-dimetoxy-N-(2-

metylxyclohexyl)benzamit

mH
N
E36 0 \(5 0,72

2,4,6-Trimetyl-N-(2-

metylxyclohexyl)benzamit

E37 0,77

Ci
| | H
N
Cl \é
0 O

3,6-Diclo-2-metoxy-N-

(2-metylxyclohexyl)benzamit
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Hop . e s v6i vi e e
R Hop chat véi vi ngot ‘. | doi véi vi
chat so umami L
(uM) M) umami
F
F
H
N
E38 F \>< 0.9
F o} =
(S)-N-(3,3-Dimetylbutan-2-yl)-
2,3,5,6-tetraflo-4-metylbenzamit
Cl
; | H
N
E39 cl 0 \dj 0,91
2,6-Diclo-N-(2-
metylxyclohexyl)benzamit
Cl
N7
| =
o N N
E40 0,95 9,77
@)
2-Clo-6-metoxy-N-(2-
metylxyclohexyl)isonicotinamit
K F
o
E41 HN_© 1,02
F F

N-((2R)-Bixyclo[2.2.1]heptan-2-y1)-2,3,5,

6-tetraflo-4-metylbenzamit
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Hop 5 s Véi vi T e )
Sl Hop chit véi vi ngot ‘.| doi véi vi
chit so umami .
(uM) (uM) umami
N
O/
E42 (o) 1,06
N-(1-Metoxybutan-2-yl)-2,4-
dimetylbenzamit
F
j@;
H
- N
E43 \é/ 1,08
F 0]
N-(2,3-Dimetylxyclohexyl)-
2,3,5,6-tetraflo-4-metylbenzamit
O
NH
E44 cl \_/ CS* 1,08
2-Clo-N-(2,3-
dimetylxyclohexyl)isonicotinamit
K F
HN4C>
E45 © 1,13

F F
N-Xyclohexyl-2,3,5,6-tetraflo-4-

metylbenzamit
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Hop o e s véi vi e e
o Hop chat véi vi ngot ‘. | doi véi vi
chat so uM) umami umami
(uM)

R F
HN
E46 0 1,25
F F

N-Xyclooctyl-2,3,5,6-tetraflo-4-

metylbenzamit

F
F
H
N
E47 F \‘)\ 1,25
F 0

(R)-2,3,5,6-Tetraflo-4-metyl-N-(3-
metylbutan-2-yl)benzamit

E48 1,29

Cl
I Hﬁj/
N
Cl
/O O
3,6-Diclo-N-(2,3-dimetylxyclohexyl)-

2-metoxybenzamit

E49 1,39
0

N-Xycloheptyl-2,4,6- trimetylbenzamit
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Hop EC,, d6i Evcéf ‘Vif’l T§ 16 ECs,
o Hogp chat Véi vi ngot " | d6i v6i vi
chit s6 M) umami umami
(uM) '
\% H
N
ES0 O \(5/ 1,41
N-(2,3-Dimetylxyclohexyl)-
2,4 6-trimetylbenzamit
E51 ; % 1,49
3-Clo-N-(2,3-dihydro-1H-inden-1-
yl)-2-hydroxybenzamit
7\
HN
E52 Pe) 1,52
2-Metyl-N-(2-metylxyclohexyl)-
1-naphtamit
NH
F 1,7

ES3

Cl

3-Clo-4-flo-N-(2-

metylxyclohexyl)benzamit
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H ECyydoi | Po20 9 1y 1e EC,
op . Hop chat véi vi ngot .| d6i véi vi
chét so uM) umami umami
(uM)
0]
NH
C
E54 | 1,83 10,66
Cl
3,4-Diclo-N-(2-
metylxyclohexyl)benzamit
(0]
NI N NH
F
E55 1,89
Br
5-Bromo-N-(2,3-
dimetylxyclohexyl)nicotinamit
(0]
NH
ES6 cl \_/ {:g 1,92 2,08
2-Clo-N-(2-
metylxyclohexyl)isonicotinamit
OV
N
E57 cl O \dj 1,95

2-Clo-3-metyl-N-(2-

metylxyclohexyl)benzamit
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EC,, doi | EC0d01 | o o g
Hop . e véi vi o e
P Hop chat véi vi ngot ‘. | doi véi vi
chélt s6 (uM) tmarm umami
(uM)
R F
v
E58 o 2,23
F F
N-Xyclopentyl-2,3,5,6-tetraflo-4-
metylbenzamit
F
E59 F o) 2,34 2,07
N-(2-Metylxyclohexyl)-3-
(triflometyl)benzamit
F
F
E60 F 0 \O\ 2,37
4-Flo-N-(4-metylxyclohexyl)-3-
(triflometyl)benzamit
FXQ\(“
F
E61 F F O 24

2-Flo-N-(2-metylxyclohexyl)-3-

(triflometyl)benzamit
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Hop ~ s VGi vi s e
héit 6 Hop chit vOi vi ngot ‘.| doi véi vi
chét so uM) umami | o
(uM)
O
NI N NH
F
E62 2,42
Br
5-Bromo-N-(2-

metylxyclohexyl)nicotinamit

N
N
E63 o) \é 2,6

2,3-Dimetyl-N-(2-

metylxyclohexyl)benzamit

Ci
H
[ I N

E64 cl O jilj/ 2,77

2,6-Diclo-N-(2,3-
dimetylxyclohexyl)benzamit

O
NH
E65 N\ _/ {j 2,83

2-Flo-N-(2-

metylxyclohexyl)isonicotinamit

s,
E66 Y 2,86

N-Xyclohexyl-2,4,6-trimetylbenzamit
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Hop EC;, d6i ES;;’ 35" Ty 16 ECy,
e Hop chat véi vi ngot ", | d6i véi vi
chit so (uM) umami .
M) umami
HN4<_>~
. o) '
E67 EOH 2,98
2-Hydroxy-4-metyl-N-(4-
metylxyclohexyl)benzamit
E68 g \C/ 3,03 0,33
F o]
N-(Heptan-4-yl)-3-(triflometyl)benzamit
F
F
N \)\
v N
E69 F 3,19
F 0]
2,3,5,6-Tetraflo-N-isobutyl-4-
metylbenzamit
F
F
H
N
E70 F M 32
F 0
2,3,5,6-Tetraflo-4-metyl-N-(5-
metylhexan-2-yl)benzamit
N
2oy 2O
N=
E71 Y 3,33

N-(2-Metylxyclohexyl)-benzo[c]

[1,2,5]oxadiazol-5-carboxamit
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o Hop chit Véi vi ngot ", | d6i véi vi
chat s6 umami .
(uM) M) umami
N
o
E72 OH O 3,35
2-Hydroxy-3-metoxy-N-(4-
metylxyclohexyl)benzamit
\ HN
E73 m 3,36
S o}
(1,3,3-Trimetyl-bixyclo[2.2.1]hept-2-yl)-
amit ctia axit thiophen- 2-carboxylic
F
H
F N
E74 F F 3,62
F
N-(2,3-Dimetylxyclohexyl)-2-
(perflophenyl)axetamit
E75 | || \i\ 3,78
2,3-Diclo-N-(pentan-3-yl)benzamit
H
/( l N
Cl
E76 cl O \é/ 3,99

2,3-Diclo-N-(2,3-
dimetylxyclohexyl)benzamit
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SE Hop chat V6i vi ngot ", | d6i véi vi
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(uM) M) umami
F
H
N
E77 : I \é/ 4,11
F (0]
N-(2,3-Dimetylxyclohexyl)-2,5-
diflobenzamit
(o]
Cl
_ ClNﬁ /i :
E78 N 4,24 8,51
(2-Metyl-xyclohexyl)-amit clia axit
4,5-diclo-isothiazol-3-carboxylic
OH
H
( I N
E79 OH O Jf\ 4,28
N-(2,4-Dimetylpentan-3-yl)-2,6-
dihydroxybenzamit
H
N
CF/J::;:J\WT/
E80 o) \é 4,29
3-Clo-2-metyl-N-(2-
metylxyclohexyl)benzamit
O
NH
E81 F 4,37 6,98

F

3,4-Diflo-N-(2- metylxyclohexyl)benzamit
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Hop . s v6i vi e
P Hop chit véi vi ngot ‘.| doi véi vi
chat s6 (uM) umami u .
M) mami
QYH
N
E82 \dj 4,48
O
3,5-Dimetyl-N-(2-
metylxyclohexyl)benzamit
A d
/N \/\@\
E83 © N 4,68
N-(4-Etoxyphenetyl)-1-metyl-1H-
pyrazol-5-carboxamit
Cl
F
H
N
Eg84 O © 0,83 16,51
3,6-Diclo-N-(2-flophenyl)-2-
metoxybenzamit
Cl (|J
F Q
F
N
ES$5 ?4@)\“ 1,42
~

N-(2-Clo-4,6-dimetoxy-phenyl)-3-

triflometyl-benzamit
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Hop EC,, d6i Efgf sf" T§ 16 ECy,
b Hop chat véi vi ngot " | d6i véi vi
chat so uM) umami L
M) umami

Cl
\ HN
(o]
E86 o 1,48
Ci

3,5-Diclo-N-(2,4-dimetylphenyl)-4-

metoxybenzamit

F
o )Ni N\
cl \ S: F\
E87 - 1,55
F

3-Clo-4-flo-N-(5-triflometyl-
[1,3,4]thiadiazol-2-yl)-benzamit

Cl
\ HN
E88 0 1,84
(0]
Cl

3,5-Diclo-4-metoxy-N-o-tolylbenzamit

-

F
OH [0}
N
E89 F 2,56
Cl

5-Clo-N-(2,4-diflo-phenyl)-2-

hydroxy-benzamit
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Hop 5 EC >0 doi v(;‘(i) vi Ty,.l ¢ E.C5.°
chat s6 Hop chat voivingot ) oo doi véi vi
(uM) M) umami

Cl (o}
E90 . I 2,71
N

2,4-Diclo-N-(2-xyano-3-flo-
phenyl)-benzamit

E91 C[“\ /©/ 2,74

2,6-Diclo-N-(4-xyano-phenyl)-benzamit

O
NH

Cl
E92 2,74

4-Clo-N-(2,4-dimetylphenyl)-3-

metylbenzamit

Cl /
O
/O
E93 o 324
Cl

3,5-Diclo-4-metoxy-N-(4-

metoxyphenyl)benzamit
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3,6-Diclo-N-(2,4-dimetyl-phenyl)-2-

metoxy-benzamit

ECy, d6i | B0 901 | 19 16 BC,,
Hop . A V4l vi )
S Hop chat véi vi ngot ‘.| doi véi vi
chét so uM) umami umami
(uM)
0
NH
F <
E94 cl 3,56
/O
3-Clo-N-(2,4-dimetoxyphenyl)-4-
flobenzamit
E95 3,58
5-Xyano-2,4-dimetyl-6-metylsulfanyl-
N-phenyl-nicotinamit
0 S/B_
)*
=z N N
E96 | l 3,73
AN
N-(4-tert-Butyl-thiazol-2-yl)-
isonicotinamit
\0 (0] /@/
cl
N
H
E97 \ijli”\ 4,25
cl
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chat s6 uM) umami u Lt
M) mami
; ” i
N
E98 o o© \©/\ 4,63

N-(3-Etylphenyl)-2-metoxy-6-

metylbenzamit

HN Br -
E99 @i)'“_&o 0,93

N-(4-Bromo-2,6-

dimetylphenyl)isoindolin-2-carboxamit

HN N\:
E100 @:\/N_QO © 1,3

N-(2-Metyl-4-nitrophenyl)isoindolin-

2-carboxamit

F

-

E101 1,37
N-(2,4-Diflophenyl)isoindolin-
2-carboxamit
0]
Ok
Y
E102 2,01

N-(2-Metyl-3-nitrophenyl)isoindolin-

2-carboxamit
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ECy, d6i | P00 961\ 1o e e,
Hop . o s véi vi e e h
cht s Hop chat v6i vi ngot .| do6i véi vi
umami .
(uM) (uM) umami
K F
v
E103 @:\N_&O 2,58
] N-(2,3,4-Triflophenyl)isoindolin-
2-carboxamit
HN{\_%
E104 @:\/N 3,05
o]
N-p-Tolylisoindolin-2-carboxamit
HN4<\_/>-CI
E105 @:\/N—Q 3,4
0]
N-(4-Clophenyl)isoindolin-2-carboxamit
Cl
E106 @3 HN@ 3,85
N ’
_QO
N-(2-Clophenyl)isoindolin-2-carboxamit
Cl
HNOG
E107 @:/\N_&O 4,15
N-(2,4-Diclophenyl)isoindolin-
2-carboxamit
O
E108 o b 4,99

N-(4-Metoxyphenyl)isoindolin-

2-carboxamit
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Hop EC,, d6i E\%f 3?‘ Ty 16 EC;,
P Hop chat véi vi ngot .| doi véi vi
chét so M) umami L
uM) umami
Cl
HNOCI
E109 N_QO 2,34
N-(2,4-Diclophenyl)-3,4-dihydroisoquinol
in-2(1H)-carboxamit
N
N\
HN
E110 N 2,5
_QO
N-(2-Xyanophenyl)-3,4-
dihydroisoquinolin-2(1H)-carboxamit
HN@‘
\ /N
Ell1 o) 4,27
N-p-Tolyl-3,4-dihydroisoquinolin-
2(1H)-carboxamit
Cl
HN
E112 N_QO 4,33

N-(3-Clo-2-metylphenyl)-3,4-

dihydroisoquinolin-2(1H)-carboxamit
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o ECy, dsi | PC0901 | 1o 1e B,
op 5 o o VGi vi s
chét s Hop chat véi vi ngot umammi doi véi vi
(uM) (uM) umami
/
0]

/
HN (0]
E113 N—\< C 4.44
(@]

N-(2,4-Dimetoxyphenyl)-3,4-

dihydroisoquinolin-2(1H)-carboxamit

Ngoai ra, nhu dugc chiing minh béi cic s6 liéu trong phan Vi du thuc hién
sang ché, biét dugc ring cic dong t€ bao déng biéu hién T1R1/T1R3 hoic
T1R2/T1R3 1an luogt ddp tng véi cac chat kich thich ¢é vi ngot hoac vi umami va li€u
luong dinh lugng-kiéu d4p ting hd trg thém cho két luan ring su gin két dic hiéu v6i
thu thé TIR1/T1R3 va T1R2/T1R3 c6 thé duoc sit dung dé x4c dinh chat cht van va
chat doi khang thu thé, vi du cdc chat thay thé€ MSG, chét e ché vi umami, chét tao vi
ngot nhan tao mdi va ty nhién, va chéit Gc ché vi ngot.

Hon nita, nhu duge ching minh boi cic s6 liéu trong phan Vi du thuc hién
séng ch€, biét dugc ring chat tc ché vi ngot lactisol dc ché ca thu thé vi ngot
T1R2/T1R3 va thu thé vi umami T1R1/T1R3. C4c hgp chat duoc dé xust & day cé tac
dung ‘lém tang, giong hét, di€u bién hoic dc ché vi ngot hoac vi umami. Sy that 13,
viéc lactisol tc ché ca hai thu thé TIR1/T1R3 va TIR2/T1R3 dua ra gia thuyét 1a cic
thu thé nay c6 thé c6 chung cic c4u tric du6i phan tir ma dugc gin két véi lactisol va
céc chat diéu chinh vi gidc tiém tang khac. Do d6, di€u nay cho thdy rang mot s6 hgp
chat éé tdc dung 1am ting, 1am giong, diéu bién hodc e ché vi ngot c¢6 thé cb tic
dung tuong tu 1én vi umami hoic nguogc lai.

Ngoai ra, nhu dugc ching minh bdi cdc s6 liéu trong phan Vi du thuc hién
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sdng ché, da chiing minh dugc rang cdc dong t&€ bao dong biéu hién 6n dinh TIR,
nghia 1a TIR1/T1R3 hoac T1IR2/T1R3, khi dugc thit nghiém bang céch chup anh
huynh quang tu dong thi cé dap tng rit hiéu qua ddi véi cdc chat kich thich ¢6 vi ngot
va vi umami khdc nhau, nghia 1a véi cudng do twong d6i 16n hon cdc t€ bao duge
chuyén nhiém tam thdi. Do d6, cdc dong t€ bao nay 1a dac biét thich hop dé sir dung
trong céc thir nghiém sang loc nang suat cao dé€ nhan biét hop chat 1Am diéu bién, tc
ché, gidng hét hoac 1am tang vi ngot hoac vi umami. Tuy nhién, sdng ch& con bao
gom céc thit nghiém st dung t&€ bao biéu hién tam thoi T1R hoic t6 hop clia né.

Hon nita, mac dit don nay bao gém cic s6 liéu ching minh riang mot s6 T1R c6
tdc dung phdi hop, cu thé 1a TIR1/T1R3 va TIR2/T1R3, va ring cic t6 hop thu thé
nay c6 thé dugc sir dung trong thir nghiém, t6t hon 14 trong thir nghiém néng suat cao,
nén luu ¥ rang sdng ché& cdn bao gom céc thir nghiém st dung T1R1, TIR2 va T1R3
mot minh hoac ph6i hop véi cac protein khac, vi du cdc GPCR khic.

Tén tai cdc khac biét giita vi ngot ma ngudi va loai gam nhdm cam nhan du:c_ic‘
- v€ tinh dac hiéu ph6i tir, hiéu luc két dinh protein G, cling nhu do nhay cam véi cac
chit tc ché. C4c khéc biét vé tinh dic hiéu phéi tir ctia TIR ¢6 thé duge st dung dé
chitng minh ring thu thé vi ngot thuc ra 14 ¢4 chiic ning nhu mot phitc chat heterome,
va ring khong c6 nhiéu hon 1 vi trf gin két phdi tir trén thu thé. Hon nifa, lién két
chifc ning giita cdc thu thé vi ngot va vi umami dugc 1am trung gian bdi TIR3 da
duoc thé hién (Vi du 16).

C4c thu thé vi ngot & ca ngudi 14n chudt c6 thé két dinh hiéu qua véi Gy, s kham
c6 trinh ty cudi dau tan ciing C tlt Gy (Gogs). Vidu, TIR2/TIR3 & ngudi chit khong |
phai & chudt c6 dép ing chon loc véi nhém céc chét tao vi ngot, bao gdm aspartam,
neotam, va xyclamat. Diéu nay phit hgp vdi céc s6 liéu vi gidc sinh-1y. Cac khac biét
vé tinh dic hiéu chll van nay c6 thé dugc sir dung dé xac dinh vi tri gén két clia ching

trén thu thé. TIR kham c6 thé dugc tao ra giita gen ngudi va chudt, véi méi n6i ngay
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truéc viing ngoai bao. Do d6, mbi thé kham T1R bao gém hai m6i ndi, viing ngoai
bao dau tan ciing N, va viing xuyén mang va noi bao dau tin cling C, tir c4c loai khac
nhau. Vi du, TIR2 thé kham, goi 12 TIR2-R, c6 trinh ti dugc tao ra tir dau tan cing N
ctia T1R2 clia ngudi dung hop véi trinh ty ddu tan cing C clia TIR2 ctia chudt. Sau
do6, cac dép iing véi cac thé kham ndy c6 thé duogc thir nghiém (Fig.22).

Céc hop chat méi va chat tao mui vi va chét tao vi va chét lam tang vi ngot
dugc phat hién trong nhém cdc dan xuat amit hod hoc. Cac hgp chét amit con bao
g6m mot s6 nhém phu cdc dan xuét amit hoac nhém cdc dan xuét lién quan dén amit,
vi du nhu ure, uretan, oxalamit, acrylamit, va cac chat tuong tu. Cac hgp chat nay, khi
dugc st dung cling vé6i sucroza hoac mot minh, thi s€ lam tang ddp dng in vitro va
dong thdi 1am manh thém sy cam nhan vi ngot & ngudi. Cac hgp chit nay 1am manh
thém céc chét tao vi ngot tw nhién va téng hop khéc. Vi du vé c4c hop chat nay duoc
liét ké trong Bang 5.

Theo mot phuong 4n, sdng ché& dé€ xudt cac hop chat, chat tao mui vi, chét tao
vi, chit 1am ting mui vi, chit 1dm ting vi, hop chit méi 1am thay déi mui vi, va/hoac
ché& phdm chia chiing.

- Theo phuong 4n cu thé hon, sdng ché& dé xuét chat c6 mui vi ngot, chat tao vi
ngot, chét 1am ting vi ngot, va chat diéu chinh vi ngot méi va ch& phdm chia ching.

Cu thé hon, theo phuong 4n khac, sdng ché& dé cap dén hgp chat c6 tdc dung
diéu bién, cAm tng, 1am ting hodc tc ché chat c6 vi ngot ty nhién hodc téng hop, vi
du chét tao vi ngot cé trong ty nhién hoic tdng hop.

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé xuat ché& phdm, t6t hon 12 ch€ phdm thich
hop dé stt dung cho ngudi hodc dong vat, chia it nhat mot hgp chit theo sang ché.
Ché phdm ndy bao gom thic an, d6 uéng va thudc chita bénh, va chat phu gia ding
cho thitc an ma khi dugc thém vao thic an, d6 udng hoac thudc chita bénh thi s€ lam

diéu bién mui vi hoic vi clia n6, cu thé 1a bang cch 1am tang vi ngot ctia nd.
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Phuong 4n khac theo sdng ch& dé cap dén viéc sir dung hop chét theo séng ché
dé diéu chinh vi ngot clia thic an, d6 uéng hoic thudc cin thiét, ma ch€ phdm nay cé
thé chita mot hodc nhiéu hgp chét khdc c6 tic dung tao ra vi ngot. C4c hop chét ndy,
khi ching duoc sit dung cing véi céc chat tao vi ngot c6 trong tu nhién va téng hop,
thi khong chi lam tang dép tng in vitro ma cdn lam manh thém sy cdm nhan vi ngot
va cdc mii vi hodc vi khdc & ngudi. Cdc hgp chat cu thé nay, khi ching duoc sit dung
cing v6i chét tao vi ngot, nhu chat tao vi ngot c6 trong tu nhién va téng hop, thi
khong chi l1am tiang dép ting ciia TIR2/T1R3 in vitro ma con 1am manh thém sy cam
nhan vi ngot va cdc mui vi hoac vi khiac & ngudi.

Cac hop chat méi va chét tao mui vi, chat tao vi va chat 1am tang vi umami va
chat tao vi mé&i nhu amit, ure, amino-amit, amido-amit, va B-lactam ciing dugc boc 10
& day. Cac hgp chét nay, khi dugc sit dung ciing v6i MSG hoac mot minh, s€ lam tang
dép tng in vitro va sy cam nhan vi umami & nguoi. Cac hgp chit nay ciling lam manh
thém chit tao vi umami tu nhién va téng hop khac. Vi du vé cdc hop chat nay duge
liét ké trong cac Bang 1-4. |

Theo mot phuong an, sdng ché d€ xuit cac hgp chat méi, chét tao mii vi, chat
tao vi, chat 1am tang mui vi, chat 1am tang vi, hop chat 1am thay déi mui vi mdi,
va/hoic ché phdm chia chiing.

Theo phuong 4n cu thé hon, sdng ché dé xuat chat ¢6 mui vi umami, chét tao vi |
umami, chat 1am ting vi umami, va chét diéu chinh vi umami mdi va ch& phdm chita
chung.

Cu thé hon, theo phuong 4n khic, séng ch&€ dé cap dén hop chat 1am diéu bién
(1am cam tng, 1am ting hoic tc ché&) chét tao vi umami ty nhién hodc tong hop, vi dl.li
mononatri glutamat (MSG). |

Theo phuong 4n khéc, sang ch€ dé xuat ché phdm, t6t hon 1a ché€ phdm thich

hop dé str dung cho ngudi hodc dong vat, chita it nhat mot hop chét theo sdng ché.

-79-



19645

Ché& phdm nay bao gém thiic an, d6 uéng vi thudc chita bénh, va chét phu gia ding
cho thitc 4n ma khi dugc thém vao thic an, d6 uéng hoic thudc chita bénh thi s& 1am
di€u bién mui vi hodc vi clia n6, cu thé 12 1am ting vi umami clia nd.

Phuong 4n khac theo sdng ché& dé cap dén viéc st dung hop chat theo sdng ché
dé diéu chinh vi umami ctia thifc an, d6 uéng hoic thudc cin thiét, trong d6 ché€ phim
nay ceé thé chita mot hodc nhiéu hop chét khic c6 tdc dung tao ra vi umami, vi du
MSG. Cic hop chat nay, khi chiing dugc sir dung cing v6i MSG, khong nhitng chi
lam tang dap Gng in vitro ma con lam manh thém sy cam nhan vi umami va cdc mui
vi hodc vi khdc & ngudi. Cc hop chat cu thé nay, khi ching dugc st dung clng véi
chat t'a}o vi umami, nhu MSG, khong nhitng chi 1am tang dép ting cia TIR1/T1R3 in
vitro ma con lam manh thém sy cam nhéan vi umami va cdc mui vi hoac vi khic &
ngudi. Mot s6 hop chét, khi ching duge st dung mot minh thi s€ 1am cho nguoi sit
dung cadm nhéan dugc vi umami.

Cic hop chét duge x4c dinh bing su gin két dic hiéu véi cdc thu thé dic hiéu
bing céch sit dung thir nghiém T1R c6 thé duoc sit dung dé diéu chinh vi cla thic an
va d6 udng. C4c thlr nghiém thich hgp dugc mo ta chi tiét hon dudi day, vi du, bao
gém thir nghiém toan bo t€ bao va thir nghiém sinh-hod, bao gém thlt nghiém gén két
truc tié'p c6 st dung mot trong s6 céc t6 hgp clia cac thu thé T1R khéc, cdc thé kham
ho#ic doan clia né, dic biét 1a doan chita viing gén két phoi tir dau tan cing N. Vi du
vé cdc thit nghiém thich hgp dugc mo ta chi tiét hon dudi day va da dugc bi€t trong
linh vuc GPCR.

Céc thir nghiém c6 thé dugc thiét k€& sao cho dinh lugng dugc miic gin két cla
cic hop chat khdc nhau hoac hén hop cha cic hgp chét véi cac thu thé vi gidec TIR
hodc céc t6 hop thu thé vi gidc T1R hoic thu thé T1R dugc biéu hién phdi hgp véi cac
protein khéc loai (non-T1R) khac, vi du cdc GPCR khéc, hoic sao cho dinh lugng

duoc hoat tinh ciia t€ bao biéu hién thu thé vi gidc TIR. Diéu niy cé thé duoc thuc
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hién béng céch biéu hién én dinh hodc tam thoi thu thé vi gidc trong cic t& bao khic
loai nhu t€ bao HEK-293, CHO va COS. Do d6, dic tinh 1y-hoa ndy ctia cic hop chit
dugc stt dung dé x4c dinh nhém hop chét ¢ chung dic tinh nay.

T6t hon, néu cac thir nghiém nay st dung t€ bao ma ciing biéu hién (t6t hon lé
dn dinh) protein G nhu Gy, 5 hodc Gy, hodc cic protein G pha tap hoac thé bién di
protein G khdc, hodc protein G n¢i sinh. Ngoai ra, céc protein G va G, ciing c6 thé
duoc biéu hién trong dé.

Téac dong cuia hop chét 1én vi ngot hoac vi umami c6 st dung t€ bao hoic té-
hop biéu hién hoac chita cic thu thé néu trén hodc cdc t6 hop thu thé néu trén c6 thé
dugc xdc dinh bang cic cdch khic nhau bao gém viéc st dung thu6c nhudém nhay
canxi, thu6c nhuém nhay dién thé, thir nghiém cAMP, thir nghiém gén két truc ti€p
c6 sit dung phdi tf dugc ddnh ddu huynh quang hoac phéi tir phéng xa nhu
*H-glutamat, ho#c thir nghiém phién ma (c6 st dung chat thong bdo thich hgp nhu
luxiferaza hoac beta-lactamaza).

Thit nghiém ma c6 thé duoc sit dung ciing v6i mot hodc nhiéu TIR theo sing
ché, vi du, bao gém thit nghiém st dung qua trinh chon loc di truyén d6i véi t€ bao
song; thir nghiém sir dung toan bo t€ bao hoac doan mang hoac protein T1R dugc tinh
ché; thir nghiém st dung chat truyén tin thit cAp nhu cAMP va IP3, thir nghiém phat
hién su chuyén doan ctia arestin t6i bé mat t& bao, thit nghiém phét hién sy mat biéu
hién thu thé trén bé mit t€ bao (internalization) bang phdi tir da dugc thir nghi¢m, thi
nghiém gin két phéi tir truc ti€p, thir nghiém gan két canh tranh véi chét dc ché, thi
nghiém st dung protein da dugc dich ma in vitro, thit nghiém phdt hién céc thay ddi
cdu dang khi gén két v6i phoi tl (vi dy, nhu dugc ching minh bang phuong phép thuy
phan protein, phat huynh quang, hoic NMR), thit nghiém hanh vi c6 st dung dong
vat khong phai 12 ngudi chuyén gen biéu hién T1R hodc t6 hgp céc T1R, nhu rudi,

giun, hodc chudt nhit, thir nghiém sir dung t€ bio nhiém virut tdi t6 hop chita gen ma
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hod T1R.

Ciing thudc pham vi bao hd cia sang ché 1a cic phép phan tich trén co s& cau
triic, trong d6 céu tric tinh thé tia X cia TIR hodc doan TIR (hoic t6 hop cha cic
T1R, hoic t6 hgp clia TIR véi mot protein khic) duge x4c dinh va st dung dé du
dodn hop chat s& gin két va hodc 1am tiang, bit chudc, c ché hodc diéu bién thu thé
TIR cu thé hoic t6 hop thu thé bing c4c k§ thuat nghién cttu bing mo hinh phan tir. .
Cu thé hon, sdng ché& bao gdm viéc xac dinh céu trdc tinh thé cia TIR1/T1R3 (t6t
hon 13, hTIR1/hT1R3) va/hoac TIR2/TIR3 (t6t hon 1a, hTIR2/hT1R3) va viéc sk
dung c4u triic tinh thé nay trong cdc phuong phap thiét k& dua trén co s& cdu tric dé
~ nhan biét phan tit c6 tdc dung diéu bién hoat tinh thu thé TIR.

Dic biét, sing ché bao gom céc thir nghiém sinh-hod dugc thuc hién bang cich
stir dung t€ bao, vi du t&€ bao dong vat c6 vii, ndm men, con trung hodc cac t&€ bao khac
loai khdc ma biéu hién mot hodc nhiéu thu thé TIR c¢6 chiéu dai ddy du hodc doan
TIR, t6t hon 1a ving dau tan cing N cta TIR1, T1R2 va/hoac T1R3. Tic dong cla
hop chit trong cdc thit nghiém nay c6 thé dugc xdc dinh bang cich st dung thir
nghiém gin két canh tranh, vi du béng céch st dung thit nghiém glutamat hoac IMP
phéng xa, phat huynh quang (vi du, ph4t huynh quang phan cyc, FRET), hodc gén két
GTP,>S. Nhu da luu ¥, theo phuong 4n dugc uu tién, cc thir nghiém sé st dung dong
t€ bao déng biéu hién 6n dinh TIR1/T1R3 hodc TIR2/T1R3 va protein G thich hogp,
nhu Gys. Cic protein G thich hgp khac bao gom protein G kham va bién di dugc boc
10 trong don yéu cdu cap patent M§ s6 09/984292 va 60/243770.

Hon nita, c4c thu thé bi bién déi c6 thé dugc xay dung va biéu hién c6 cic tinh
chét cai thién, vi du mic biéu hién bé mat gia ting hoac mirc k&t dinh protein G gia
tang. C4c bién thé T1R nay c6 thé dugc dua vao trong cic thir nghiém trén co s& t€
bao va thir nghiém sinh-hoa.

Hinh dung ring cdc phat hién lién quan t6i TIR ngudi s€ md rong tdi cac loai
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khdc, vi du loai gdm nhadm, lgn, khi, ché va meo, va c6 1& tham chi ca cic dong Vatb
khong c6 vii nhu c4. VE diéu nay, mot s6 doan TIR ctia c4 dugc nhan biét dudi day
trong Vi du 1. Do d6, sdng ché c6 tng dung trong viéc sang loc hgp chat dé sir dung
trong ch& phdm thic an cho dong vat.

| Séng ché& con bao gém viéc sit dung céc bién thé alen khac nhau ctia cic TIR
khac nhau va céc t6 hgp cia ching, bing cach d6 c6 thé nhan biét dugc cic hop chat
tao ra sy cdm nhan vi gidc cu thé & c4c c4 thé biéu hién cdc bién thé alen nay hoic cic
hop chat tao ra su cam nhan vi gidc cu thé & tat ca céc ca thé. Cac hgp chat nay c6 thé
duoc str dung dé 1am cho thitc an néi chung 13 d& chdp nhan hon.

Cic axit nucleic ma hod T1R ciing tao ra cidc doan do c6 gia tri d& nhan biét t&
bao vi gidc, nhu axit nucleic dugc bi€u hién dic hiéu trong t€ bao vi gidc. Vi du, doan
do d6i véi cac polypeptit va protein ctia TIR ¢6 thé dugc sit dung d€ nhan biét t€ bao
vi gidc c6 mat trong nhd dang 14, nhii dang dai, nhd dang n&m, ciing nhu t& bao vi
gidc c6 mit trong nu vi gidc Geschmackstreifen, khoang miéng, biéu mo da day-ruot
va nap thanh quan. Cu thé, c4c phuong phdp phét hién T1R c6 thé dugc sl dung dé
nhan biét t€ bao vi gidc nhay cam vdéi cdc chat kich thich c6 vi ngot va/hoac vi umami
hoic céc chit kich thich c6 vi khic thé hién cdc phuong thic vi gidc khac. Vi duy, t&
bao biéu hién 6n dinh hodc tam thoi TIR2 va/hodc TIR3 dugc dy dodn tir sdng ché
ndy 12 c6 d4p ting véi cc chét kich thich c6 vi ngot. Tuong tu, t& bao biéu hién T1R1
va/hodc T1R3 dugc du doan 1a c6 ddp tng véi cac chat kich thich c¢6 vi umami. Cic
axit nucleic ma hod protein va polypeptit ciia T1R theo séng ch€ c6 thé dugc phan lap
tit cic ngudn khac nhau, dugc thao tic di truyén, dugc khuéch dai, dugc tong hop
va/hoic duge biéu hién tdi t6 hop theo cdc phuong phdp duge boc 10 trong cong bo
don quéc t&€ s6 WO 00/035374. Danh séch c4c TIR ma c¢6 thé dugc biéu hién theo
sang ché€ dugc dua ra trong phan Vi du thuc hién séng ché. Tuy nhién, cAn nhan manh

ring séng ché& bao gom viéc biéu hién va sir dung céc TIR hodc doan, bién thé, hodc
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thé kham cu thé khic dugc xay dung dua trén trinh tr TIR nay va cu thé 12 TIR cia
cac loai khac.

Nhu da duge boc 10, khia canh quan trong ciia sing ché 1a cdc phuong phap
sang IQc doi v6i céc chat di€u bién, vi du chét hoat hod, chat tc ché, chét kich thich,
chét lam tang, chit cha van va chét d6i khang, clia cdc GPCR dic hiéu d6i véi t&€ bao
vi gidc nay. Cic chét diéu bién su tai nap tin hiéu vi gidc nay c6 thé dugc sir dung dé
diu bién con dudng truyén tin hiéu vi gidc. Cic phuong phdp sang loc nay cé thé
dugc st dung dé nhan biét cdc chét chli van va d6i khdng c6 4i luc cao déi véi su hoat
dong cuia t&€ bao vi gidc. Sau d6, cdc hop chat 1am diéu bién nay c6 thé dugc sir dung
trong cong nghé thuc phdm dé san xu4t thiic dn phlt hop véi vi gidc, vi du dé diéu
chinh vi ngot va/hoac vi umami clia thic an.

 Sdng ché nay chinh st sy thigu hiéu biét trude day lién quan dén vi ngot va vi
umami vi né nhan biét dugc cac thu thé TIR dic hiéu va t6 hop thu thé TIR dic hiéu
lam trung gian cho sy cam nhan vi ngot va vi umami. Do d6, néi chung, don nay dé
cap dén cdc phat hién cha cic tac gia sang ché lién quan dén nhém cdc thu thé gan két
véi protein G dac hiéu vi gidc TIR va chitic nang dac hiéu cua ching trong sy cam
nhan vi gidc va méi lién hé clia cdc phat hién nay véi sy hiéu biét t6t hon vé€ co s&
phan tir clia vi giac.

Co s& phan tir clia vi ngot va vi umami — vi ciia mononatri glutamat — 1a khé -
hiéu. Gan day, mot nhém cic thu thé gin két véi protein G dac hiéu vi gidc c6 ba
thanh phén, goi 1a T1R, di dugc nhan biét. C4dc mo hinh biéu hién T1R chéng chéo va
viéc phat hién ra ring thu thé GABAj ¢4 lién quan vé mat c4u trdc 13 heterodime dua
ra gia thuyét 1a TIR ¢6 chitc nang nhu 1a thu thé vi gidc heterodime. Trong phan Vi
du thuc hién sdng ché dudi day, céc tac gid sdéng ché mo ta viéc déng bié€u hién chiic
nang cia TIR1, TIR2, va TIR3 ctia ngudi trong cac t€ bao khac loai; cc t& bao dong

biéu hién T1IR1 va T1R3 dugc hoat hoa bang cac chat kich thich ¢6 vi umami; céc t&€
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bao déng biéu hién TIR2 va T1R3 dugc hoat ho4 bing cic chat kich thich c¢6 vi ngot.
Hoat tinh T1R1/T1R3 va T1R2/T1R3 tuong quan v6i ngudng phéat hién sinh-1y.
Ngoai ra, 5’-ribonucleotit IMP dugc phdt hién 1a c6 tdc dung lam ting ddp Gng clia
T1R1/T1R3 d6i véi glutamat, mot dac tinh hiép dong tdc dung clia vi umami. Céc

phat hién nay chitng minh ring cdc T1R dic hiéu va c4c t6 hop khac nhau cu thé clia

T1R c6 chic ning nhu c4c thu thé vi ngot va vi umami.

Su cam nhan ctia ngudi vé vi dang, vi ngot va vi umami dugc cho 1a dugc lam

trung gian boi cic thu thé gin két véi protein G (Lindemann, B., Physiol. Res. 76:

718-66 (1996)). Gan day, viéc danh gid hé gen clia nguodi da phat hién ra nhém thu

thé vi ding T2R (Adler et al., Cell 100: 613-702 (2000); Chandrasgekar et al., Cell

100: 703-11 (2000); Matsunami et al., Nature 404: 601-604 (2000)) nhung cic thu

thé d6i véi vi ngot va vi umami vin chua dugc nhan biét. Gan day, mot nhém thy thé

vi gi4c khéc, céc thu thé TIR, da dugc phat hién. D4u tién, TIR dugc nhan dang bang

céch 1ap trinh tv trén quy mé 1én thu vién DNA b trg rit gon thu dugc tir mo vi gidc

chuot, ma nhan biét dugc T1R1, va sau d6 bang k§ thuat PCR suy bién trén co sG
T1R1, din dén nhan biét duoc TIR2 (Hoon et al., Cell 96: 541-551 (1999)). Gén day,

céc tac gia sdng ché va cdc dong nghiép da nhan dang dugc mot thanh vién thit ba va
c6 thé 1a cudi cing cha ho TIR, d6 1a TIR3, trong ngan hang s6 liéu hé gen cua
nguoi (Kitagawa et al., Biochem Biophys. Res Conanmuya. 283 (1): 236-42 (2001);

Max et al., Nat. Genet. 28 (1): 58-63 (2001); Sainz et al., J. Neurochem. 77 (3):

896-903 (2001); Montmayeur et al., Nat. Neurosci. 4,492-8. (2001)). Pang chu y 1a,
T1R3 & chuot nhat dugc dung dé 1ap ban dé cho khoang cach hé gel chia Sac, mot
locus anh hudng dén vi ngot & chudt (Fuller et al., J. Hered. 65: 33-6 (1974); Liet al.,
Mamm. Genome 12: 13-16 (2001)). Do d6, TIR3 duoc du doén 1a c6 chitc ning nhu
thu thé vi ngot. Cdc nghién citu 1ap ban d6 gen c6 do phéan giai cao gan day da cung

cd moi lién hé giita TIR3 cua chudt va Sac (Fuller T. C., J. Hered. 65 (1): 33-36

-85-



19645

(1974); Li et al., Mammal. Genome 12 (1): 13-16 (2001)).

Diéu ding quan tam 13, rat ca cc thu thé ho C ma dugc biéu hién chitc nang
thi far - thu thé glutamat hd bién trao ddi chat, thu thé GABAg, thu thé cdm nhan
canxi (Conigrave, A. D., Quinn, S. J. & Brown, E. M., Proc Natl Acad Sci USA 97,
4814-9. (2000)), va thu thé khtu gidc & c4 (Speca, D. J. et al., Neuron 23, 487-98.
(1999)) — dugc cho 1a dugc hoat hod bdi axit amin. Diém dic trung chung nay dé xust
kha nang 12 T1R nhan ra c4c axit amin, va T1R c6 thé c6 lién quan dén su phét hién
glutamat ngoai c4c axit amin ¢6 vi ngot. Theo cdch khéc, bién thé phién ma cta thu
thé glutamat hé bién trao ddi chat mGluR4 da dugc dé xust 13 thu thé vi umami do su
biéu hién chon loc cha né trong mod vi gidc & chuot, va sy giong nhau clia ngudng
hoat ho4 thu thé v6i ngudng phét hién tam-vat 1y glutamat (Chaudhari et al., Nat.
Neurosci. 3: 113-119 (2000)). Gia thuyét nay lai khé tuong thich véi mitc biéu hién
qué thdp clia bién thé mGluR4 trong mo vi gidc, va vi cla glutamat it hodc nhiéu
khong bi thay déi & chuot bi bat hoat gen ma hod mGluR4 (Chaudhari va Roper, Ann.
N. Y. Acad. Sci. 855: 398-406 (1998)). Hon nifa, cdc bién thé vi gidc khong c6 vé hgp
1y v& mit cau tric, thi€u khong chi phan 16n cdc goc ma tao thanh 6 gin két véi
glutamat ctia thu thé kiéu hoang, ma con khodng mot nira viing gén két glutamat dau
tan cuing N dang cau (Kunishima et al., Nature 407: 971-7 (2000)).

Cic phan tich canh tranh clia c4c méiu biéu hién TIR & lodi gdm nhadm da
chiing minh ring T1R2 va c6 thé cd TIR1, méi thu thé, dugc déng biéu hién cing vé6i
T1R3 (Hoon et al., Cell 96: 541-51 (1999); Kitagawa et al., Biochem Biophy. Res.
Cofnmun. 283: 236-242 (2001); Max et al., Nat. Genet. 28: 58-63 (2001);
Montmayeur et al., Nat. Neurosci 4: 492-8 (2001); Sainz et al., J. Neurochem 77:
896-903 (2001)). Hon nita, su dime ho4 dang ndi lén nhu 12 mot cha dé chung ctia
cdc thu thé ho C: thu thé glutamat hd bién trao déi chat va cdm nhan canxi 1a cdc

homodime (Romomano et al., J. Biol. Chem. 271: 28612-6 (1996); Okamoto et al., J;
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Biol. Chem. 273: 13089-96 (1998); Han et al., R Biol. Chem. 274: 100008-13 (1999);
Bai et al., J: Biol. Cllem. 273: 23605-10 (1998)), va thu thé GABAj c6 lién quan vé
mat ciu tric 13 heterodimer (Jones et al., Nature 396: 674-9 (1998); Kaupmann et al.,
Nature 396: 683-687 (1998); White et al., Nature 396: 679-682 (1998); Kuner et al.,
Science 283: 74-77 (1999)). Béing viéc dong biéu hién chiic ning ctia T1R trong cic
t€ bao khac loai, cdc tdc gia sdng ch€ da chiing minh ring TIR2 clia ngudi thuc hién
chiing nang phéi hop véi TIR3 cla ngudi dusi dang thu thé vi ngot va T1IR1 ngudi
thuc hién chic ning ph6i hop v6i TIR3 clia ngudi duéi dang thu thé vi umami.

Cac phat hién duogc ban luan & day dac biét cé ¥ nghia, vi trude day su phat
trién ctia cdc chét tao vi ngot nhan tao cai thién da bi ngan tr& boi sy thi€u hut cdc thir
nghiém vé vi ngot. Thuc ra, nam chét tao vi ngot nhan tao thudng dugc sit dung trong
thuong mai, t4t ca ching déu hoat hod hTIR2/hT1R3, da dugc phat hién mot cach
tinh c0. Tuong tu, khic véi thir nghiém cam gidc, mot quy trinh khé thuc hién, khong
c6 thir nghiém nao d€ nhan biét hop chat 1am diéu chinh vi umami. Hién nay, cdc van
dé nay da dugc lam giam nhe vi, nhu dugc chiing minh bdi cic két qua thir nghiém
dugc ban luan dudi day, cdc thu thé vi ngot va vi umami & ngudi da dugc nhan biét,
va céc thir nghiém déi vé6i c4c thu thé niy da dugc phét trién, cu thé 1a cdc thlr nghiém
stt dung t€ bao biéu hién 6n dinh thu thé vi gidc T1R chic nang, nghia 12 thu thé vi
ngot hodc umami.

' Do d6, sang ché& dé xuat thit nghiém dé phat hién va x4c dinh dac diém clia céc
hop chat diéu chinh vi, trong d6 céac thanh vién ho TIR c6 tdc dung, nhu ching thyc
hién & nu vi gidc, nhu 13 c4c phan ti thu thé d6i véi tic dong 1én vi ngot va vi umami
clia cdc hop chat diéu chinh vi ngot va vi umami. Cuy thé, trong pham vi bao ho, sdng .
ch€ dé xuit thir nghiém dé nhan biét hop chat lam thay déi, bat chudc, 1am ting
va/hoic tic ché riéng ré€ vi ngot va vi umami. Cac phuong phép thir nghiém hoat tinh

ctia GPCR, va dac biét 13 hop chat anh hudng dén hoat tinh GPCR 12 da biét va c6 thé
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st dung cho c4c thanh vién ciia ho T1R theo sédng ché€ va céc t6 hgp chifc ning ctia né.
Cic thit nghiém thich hop dugc thé hién duéi day.

Sdng ché& con dé xudt hop chat gin két v6i TIR1, T1IR2, T1R3, T1IR2/T1R3
hoac T1R1/T1R3, hoac doan, phan, hodc cau triic dudi phan tir bat ky cla chiing, nhu
dugc boc 10 trong sudt ban mo ta nay .

Cu thé, GPCR c6 thé dugc sir dung trong thir nghiém, vi du, dé do c4c thay ddi
vé mifc gin két phoi tir, néng do ion, dién thé mang, dong dién, dong ion, mitc phién
mai, mifc twong tdc thu thé-phdi tlt, ndng do chat truyén tin thit cap, in vitro va in vivo.
Theo phuong 4n khéc, cdc thanh vién ho TIR c¢6 thé dugc biéu hién tdi t6 hgp trong t&
bao, va viéc diéu bién su tdi nap tin hiéu vi gidc nhd hoat tinh GPCR ¢6 thé duoc thir
nghiém béng céch do cic thay ddi vé mitc Ca** va cdc chdt truyén tin noi bao khic
nhu cAMP, GMP mach vong (cGMP), hoac IP,.

Trong mot s6 thir nghiém, viung polypeptit T1R, vi du ving ngoai bao, ving
xuyén mang hodc viing noi bao, dugc dung hogp v6i mot polypeptit khac loai, bang
cdch d6 tao thanh polypeptit kham, vi du protein thé khdm c6 hoat tinh GPCR. Dy
dinh cu thé 1 viéc slr dung cdc doan ciia TIR1, TIR2 hoic T1R3 chifa viing gan két
phoi tir ddu tan cing N. Cac protein nay c6 thé duge sit dung, vi du trong thir nghiém,
dé nhan biét phdi tir, chat chi van, chat d6i khdng, hodc c4c chat diéu bién khac cua
thu thé T1R. Vi du, polypeptit T1R c6 thé duoc biéu hién trong t€ bao c6 nhan dién
hinh duéi dang thu thé thé kham véi mot trinh ty chaperon khéc loai ma tao di€u kién
thuan 1oi cho su van chuyén mang huyét tuong, hodc giam phan va tao dich qua con
dudng tiét. Trinh ty khdc loai tuy § c6 thé 1a peptit tuong tic v6i ving PDZ, doan.
PDZIP dau tan cing C (SEQ ID NO 1). PDZIP la mot tin hiéu xuét khdu ER
(Endoplasmic Reticulum — thé 1u6i ndi chat), ma theo sang ché, da thé hién 1a tao
diéu kién thuén lgi cho sy biéu hién bé mit clia cdc protein khéc loai nhu thu thé TIR

dugc mo ta & day. Cu thé hon, theo mot khia canh chia séng ch€, PDZIP c6 thé duge
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sir dung d€ thic ddy qu4 trinh tao dich chinh x4c cia protein mang chua r5, thu thé
khttu gidc, thu thé vi gidc T2R, va thu thé vi gidc T1R dugc mo ta & day.

Vi du vé c4c thu thé thé kham nay bao gém thu thé chuyén loai. TS hop bat ky
clia cdc ciu tric dudi phan tir thu thé tir cdc loai khdc nhau c6 thé ciing duoc sir dung
d€ tao thanh thu thé thé khdm, ma sau d6 cé thé duoc sir dung dé nhan biét, vi du chat
tao vi chang han. Do d6, dugc dé cap dén & day 1a thu thé TIR2/T1R3 thé kham bao
gbm céu trdc dudi phan tir TIR2 clia ngudi va céu tric dudi phan tir TIR3 chuot.
Ciing dugc dé cap dén 1a thu thé TIR2/T1R3 thé kham bao gom cau triic dusi phan tir
T1R2 cha chudt va ciu tric dudi phan tir TIR3 cla ngudi. Ciing duge dé cap dén 1a
céu trdc dudi phan tir thu thé T1IR2 thé kham bao gém viing ngoai bio & ngudi, ving
xuyén mang & chudt va viing noi bao chudt (vi du, SEQ ID NOS: 16 va 17). Ciing
dugc dé cap dén 1a cau tric dudi phan tir thu thé TIR3 thé kham bao gém ving ngoai
bao & chudt, viing xuyén mang & ngudi va ving ndi bao & ngudi (vi du, SEQ 1D NOS: |
18 va 19).

Ciéc thu thé T1R kham nay c6 thé dugc biéu hién trong t&€ bao ¢6 nhan dién
hinh bat ky, nhu t&€ bao HEK-293. T6t hon 13, t€ bao chia protein G, t6t hon 1a protein
G pha tap nhu G5 hoic Gy, hoidc dang khic cha protein G pha tap c6 thé lién ké'f ‘
mot nhém 16n cdc GPCR vdéi con dudng tin hiéu ndi bao hoic véi protein truyén tin
hiéu nhu phospholipaza C. Viéc hoat ho4 c4c thu thé thé kham nay trong t& bao c6 thé
duoc phét hién bing cich sit dung phuong phdp chudn b4t ky, nhu bing cach phat
hién c4c thay ddi v& mifc canxi ndi bao bang cach phét hién su phat huynh quang ph1.1. '
thuoc FURA-2 trong t€ bao. Néu céc t& bao vat chi duge uu tién khong biéu hién
protein G thich hop, chiing c6 thé dugc chuyén nhiém bang gen ma hod protein G
hén tap nhu gen duge mo ta trong don yéu cau patent My s6 60/243,770, don yéu céu
patent My s6 09/984,297, nop ngay 29/10/2001, va don yéu ciu patent My s6
09/989,497, nop ngay 21/11/2001.
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Céc phuong phap khac dé thir nghiém d6i véi c4c chét diéu bién sur tai nap tin
hiéu vi gidc bao gom thir nghiém gian két phéi tir in vitro bing cich st dung
polypeptit TIR, cic phin ctia n6, nghia 13, viing ngoai bao, ving xuyén mang, hoic t6
hop clia chiing, hodc protein thé khdm bao gém mot hoic nhiéu viing chita thanh vién
ctia ho T1R; t& bao nudi cdy nodn bao hoidc mo biéu hién polypeptit T1R, doan, hoic
protein dung hop; phosphoryl hod va loai nhém phosphoryl clia cac thanh vién ho
T1R; protein G gan két v6i GPCR; thir nghiém gin két phéi tir; dién 4p, dién thé
mang va cdc thay ddi vé do din; thir nghiém dong ion; cdc thay d6i vé& luong chat
truyén tin thi c&p noi bao nhu cGMP, cAMP va inositol triphosphat (IP3); va céc thay
déi vé mifc canxi noi bao.

Hon nita, sing ché& d¢ xuét phuong phap phat hién axit nucleic ciia TIR va su.
biéu hién protein, cho phép nghién citu sy diéu tiét qué trinh tai nap tin hiéu vi gidc va
nhan biét dic hiéu cac t€ bao thu thé vi gidc. Cic thanh vién clia ho T1R ciing tao ra
cac doan do axit nucleic d6i véi cac nghién cttu quan hé cha con va phap y. Gen ma
hod TIR ciing c6 thé duoc sir dung 1am doan dd axit nucleic dé nhan biét t& bao thu.
thé vi gi4c, nhu t€ bao c6 mit trong nhi dang 14, nhii dang nam, nhd dang dai, t€ bao
vi gidc c6 mat trong nu vi gidc geschmackstreifen, va nip thanh quan. Céc thu thé
T1R ciing c6 thé duoc st dung dé tao ra cic khang thé don dong va da dong dé nhan
biét t& bao thu thé vi gidc.

' Vé mit chic ning, cdc polypeptit TIR bao gom mot ho céc thu thé gin két véi
protein G xuyén mang 7 14n c6 lién quan, ma dugc cho 1a c6 lién quan dén su tai nap
tin hiéu vi gidc va c6 thé tuong téc véi protein G dé 1am trung gian cho sy tai nap tin
hiéu vi giac (vi du, xem tai li€éu Fong, Cell Signal, 8: 217 (1996); Baldwin, Curer.
Opin. Cell Biol., 6: 180 (1994)). V€ mat cdu tric, cic trinh tu nucleotit clia cic thanh
vién ho TIR ma hod cdc polypeptit c6 lién quan bao gébm viing ngoai bao, bay ving

Xxuyén mang, va vung t€ bao chat. Cac gen ma hod ho T1R c6 lién quan tir cac loai
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khac nhau c6 chung it nhat khoang 50%, va tuy y 60%, 70%, 80%, hoac 90%, trinh
tu nucleotit trén vung cé do dai it nhit khoang 50 nucleotit, tuy ¥ c6 do dai khoang
100, 200, 500, nucleotit hodc nhi€u hon, dong nhat véi trinh tu axit nucleic ctia TIR
duge boc 16 & day trong phan Vi du thuc hién sing ché, hoic cic bién thé dugc bién
ddi bao tén cha né, hoic cic polypeptit ma hod cé chung it nhét khoang tir 35 dén
50%, va tuy y 60%, 70%, 80%, hoac 90%, trinh ty axit amin trén ving axit amin c6
do dai it nhat khoang 25 axit amin, tuy ¥ c¢6 do dai tir 50 dén 100 axit amin, dong nhat
v6i trinh tu polypeptit ciia TIR dugc boc 10 duéi day trong phan Vi du thuc hién sdng
ché€, hoic céc bién thé duoc bién ddi bao tén chia né.

Mot s6 trinh ty hoac viing axit amin lién tng ciing dugc nhan biét 1a c6 dac
tinh clia cdc thanh vién ho T1R. Vi du, cic thanh vién ho T1R thudng chita trinh tw
ma c6 do dong nhéit it nhit khoang 50%, tuy ¥ 55%, 60%, 65%, 70%, 715%, 80%,
85%, 90%, 95-99%, hoac cao hon, so véi trinh tu lién ting 1 va 2 cia ho T1R (twong
ting 12 SEQ ID NO. 2 va 3). Do dé, cdc ving lién Ung nay cé thé dugc sir dung dé
nhén biét c4c thanh vién clia ho TIR, bing c4ch lai hod hodc khuéch dai déng nhét,
dic hiéu, hodc gin két dic hiéu bdi cdc khdng thé dugc tao ra dé chong lai mot ving.
Vi du, cdc trinh ty lién ting ctia ho T1R bao gém cic trinh tu dudi day:

Trinh tu lién ting 1 ctia ho T1R: (SEQ ID NO: 2)

(TR)C(FL)(RQP)R(RT)(SPV)(VERKT)FL(AE)(WL)(RHG)E

Trinh tu lién tng 2 cta ho T1R: (SEQ ID NO: 3)

(LQ)P(EGT)(NRC)YN(RE)A(RK)(CGF)(VLDT(FL)(AS)(ML)

Céc trinh tu lién ting nay bao gobm céc trinh tu dugc tim thay trong polypeptit
T1R duoc mo ta & day, nhung cic thanh vién ho T1R tir cdc sinh vat khic c6 thé dugc
cho 12 bao gém cédc céc trinh ty lién tng c6 d0 dong nhat khoang 75% hoac cao hon
so V6i tét ca c4c trinh tu lién ting dugc mo ta cu thé & day.

Céc viing dic hiéu ctia nucleotit T1R va trinh ty axit amin c6 thé duoc sit dung
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dé nhan biét cdc bién thé da hinh, thé tuong déng khdc loai, va alen clia c4c thanh
vién ho TIR. Viéc nhan biét nay c6 thé dugc thuc hién in vitro, vi du trong diéu kién
lai hod nghiém ngat hoac PCR (vi du, bang céch st dung doan mdi ma ho4 cic trinh
ty lién Wing T1R x4c dinh trén day), hodc bang cich st dung thong tin trinh tu trong
hé mdy tinh d€ so sénh véi c4c trinh tu nucleotit khac. C4c alen khéc biét v& gen ma
ho4 T1R trong mot quan thé loai duy nhit ciing c6 thé duogc sir dung dé x4c dinh lieu
cdc khéc biét vé trinh tu alen c6 kiém so4t cdc kh4c biét vé sy cdm nhan vi gidc giita
cdc thanh vién trong quén thé. Cic k¥ thuat khuéch dai dang PCR va tdch dong cd
dién c¢6 thé dugc sir dung dé phan lap cic T1R méi, vi du, trong d6 cdc doan mdi suy
bién 1a ¢ d€ phat hién cdc gen c6 lién quan tir loai nay dén loai kia.

Thong thudng, viéc nhan dang bién thé da hinh va alen clia cdc thanh vién ho
TIR c6 thé dugc thuc hién bing c4ch so sénh trinh tu axit amin clia khodng 25 axit
amin hodc nhiéu hon, vi du 50-100 axit amin. D9 d6ng nhat clia axit amin it nhat nam
trong khoang tir 35 dén 50%, va tuy y 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95-99%,
hoéc cao hon thudng ching minh ring protein 12 mot bién thé da hinh, thé tuong
dong khac loai, hodc alen ctia thanh vién ho T1R. Viéc so sanh trinh tu c6 thé duoc
thuc hién bang cdch stir dung thuat todn so sanh trinh tu bat ky dugc ban luan dudi day.
C4c khdng thé gin két dac hiéu véi polypeptit TIR hodc ving dugc bao tén ciia n6
cling c6 thé dugc sit dung dé nhan biét alen, thé tuong déng khdc loai, va bién thé da
hinh.

. Bién thé da hinh, thé twong dong khac loai, va alen clia gen ma hod T1R c6 thé
dugc x4c nhan bing c4ch kiém tra sy biéu hién dac hiéu t&€ bao vi gidc cua gen hoac
protein T1R gia dinh. Thong thudng polypeptit T1R c6 trinh ty axit amin dugc boc 10
& day c6 thé duoc sir dung 1am dai chitng duong so sanh véi polypeptit TIR gia dinh
dé ching minh viéc nhan dang bién thé da hinh hodc alen clia thanh vién ho TIR.

Bién thé da hinh, alen, va thé tuong déng khéc loai duoc cho 1a giit lai dugc céu tric
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xuyén mang bdy 14n cta thu thé gin két véi protein G. Chi tiét hon, cong bd Don
quéc t& s6 WO 00/06592 boc 16 cac thanh vien ho T1R lién quan, GPCR-B3. O day,
thu thé GPCR-B3 ding dé chi rT1R1 va mT1R1. Mit khic, cong bd Pon quéc t& s6
00/06593 boc 10 cac thanh vién ho TIR lién quan, GPCR-B4. O day, thu thé
GPCR-B4 diing dé chi rT1R2 va mT1R2. Nhu da dugc ban luan trén day, séng ché
con bao gém thir nghiém dua trén co sd ciu tric trong d6 sir dung cau tric tinh thé tia
X clia TIR hodc t6 hgp TIR, vi du hTIR2/hT1R3 hodc hT1R1/hT1R3, dé nhan biét
phan tir di€u bién hoat tinh thu thé T1R, va bing c4ch d6 diéu chinh vi ngot va/hoic
Vi umami.

Séng ché& con dé xut thir nghiém, t6t hon 13 thir nghiém ning suét cao, dé nhan
biét phan tir 1am ting, bat chudc, Gc ché va/hoic diéu bién cic thu thé TIR. Trong
mot s6 thlr nghiém, mot ving cu thé cia mot thanh vién ho T1R dugc st dung phoi
hgp v6i mot viing cu thé ctia mot thanh vién khéc clia ho T1R, vi du ving ngoai bio,
xuyén mang hoac ndi bao. Theo phuong 4n khic, ving ngoai bao, ving xuyén mang
hoic t6 hop clia chiing c6 thé gin két véi co chat ran, va duogc st dung, vi du, dé phan
lap phéi tit, chét chi van, chét d6i khdng, hodc phan tlr khac bat ky ma c6 thé gén két
va/hodc diéu bién hoat tinh cua polypeptit T1R.

Cic su dot bién va thay thé bao ton khic nhau dugc cho 1a thudc pham vi bao
ho cha sdng ché. Vi du, thuoc linh vuc k¥ thuat nay 1a viéc thyc hién su thay th€ axit
amin bang cédch st dung céc k¥ thuat gen tai t6 hop da biét bao gébm PCR, tich dong
gen, phét sinh dot bién huéng vi tri cia ADN bé trg, chuyén nhiém cuia t€ bao vat chu, |
va phién mai in-vitro. Sau d6, cdc bién thé c6 thé dugc kiém tra hoat tinh.

Dinh nghia

Nhu duoc st dung & day, cac thuat nglt dudi day cé § nghia dugc gén cho

ching, néu khong cé quy dinh khéc.

Trong phin yéu ciu bao ho va phan mo ta cia don sdng ch€ nay, trir khi ngit
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canh yéu cdu khéc do viéc thé hién ngon ngit hoic ham § can thiét, thuat ngit “bao
gbém” hoic cdc phuong 4n ctia n6 nhu “cé bao gdm™ hoic “viéc bao gdm” dugc hiéu
theo nghia rong, nghia 1 chi rd su ¢6 mat clia cdc ddu hiéu da néu nhung khong loai
trir su c6 mat hoidc bd sung thém céc dau hiéu khéc theo c4c phuong 4n khic nhau ciia
sang ché.

- Thuat ngit “t€ bao vi gidc” bao gdm t&€ bao ndi mo than kinh ma duoc thiét 1ap
thanh c4c nhém dé tao thanh nu vi gidc clia ludi, vi du c4c t€ bao trong nhii dang 14,
nht dang ndm, va nhd dang dai (vi du, xem tai liéu Roper et al., Ann. Rev. Neurosci.
12: 329-353 (1989)). T€ bao vi gidc con dugc tim thay trong m6é vOm miéng va cac
mo khdc, nhu thyc quan va da day.

Thuat ngit “T1R” ding dé chi mot hodc nhiéu thanh vién cta ho thu thé gin
két v6i protein G dugc bi€u hién trong t€ bao vi gidc nhu t€ bao trong nhd dang 14,
nhi dang ndm va nhd dang dai, cling nhu t&€ bao clia vom miéng, va thuc quan (vi du,
xem tai liéu Hoon et al., Cell, 96: 541-551 (1999)). C4c thanh vién cla ho nay ciing
dugc dung dé chi GPCR-B3 va TR1 trong cong b6 don qudc t& s6 WO 00/06592 ciing
nhu GPCR-B4 va TR2 trong cong bs don qudc t& s6 WO 00/06593. O day, GPCR-B3
con dugc diing dé chi rT1R1, va GPCR-B4 cdn duge ding d€ chi rT1R2. Cac t€ bao
thu thé vi gidc con ¢6 thé dugc nhan biét dua trén co s& hinh thdi hoc (vi du, xem tai
liéu ctia Roper néu trén), hodc bing sy biéu hién protein dugc biéu hién dic hiéu
trong t€ bao vi gidc. Cic thanh vién ho TIR c6 thé c6 kha nang thyc hién vai trd 13
céc thu thé d6i v6i su tai nap tin hiéu vi ngot hodc dé phan biét giita cdc phuong thic
vi gidc khac nhau khéc. Céc trinh ty T1R dai dién, bao gbm hT1R1, hT1R2 va hT1R3,
dugc nhan dang duéi day trong phan Vi du thuc hién sang ché.

Axit nucleic “T1R” ma hoa ho GPCR véi 7 ving xuyén mang ma c6 “hoat tinh
thu thé gin két véi protein G”, vi du, ching c6 thé gén két véi protein G dép tng véi

céc kich thich ngoai bao va ddy manh su sin sinh chét truyén tin thi c4p nhu IP3,
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cAMP, cGMP, va Ca®* thong qua viéc kich thich c4c enzym nhu phospholipaza C va
adenylat xyclaza (d6i v6i viéc mo ta cau tric va chitc nang ciia GPCR, vi du xem tai
liéu cia Fong trén day, va tai liéu ctia Baldwin trén day). Mot t&€ bao vi gidc riéng ré
c6 thé chita nhiéu polypeptit T1R khéc biét.

Do d6, thuat ngit ho “T1R” ding dé chi bién thé da hinh, alen, thé dot bién, va
thé tvong déng khac loai ma: (1) c6 it nhat khoang tir 35 dén 50% trinh ty axit amit
déng nhat, tuy ¥ khoang 60, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 hoidc 99% trinh tu axit amin
dong nhét vé6i polypeptit TIR, t6t hon 12 polypeptit TIR duge x4c dinh trong Vidu 1,
trén doan bao gém khoéang 25 axit amin, tuy § 50-100 axit amin; (2) gin két dic hiéu
v6i cac khéng thé tao ra sy chéng lai chat sinh mién dich bao gom trinh ty axit amin,
t6t hon 1a dugc chon tir nhém bao gdm trinh tu polypeptit TIR dugc boc 1 trong Vi
du 1 va céc bién thé dugc bién déi bao ton cha né; (3) duge ma hod bing phan ti axit
nucleic ma lai hoa dac hiéu (véi kich thudc it nhat khoang 100, tuy ¥ it nhat khoang
500-1000 nucleotit) trong céc diéu kién lai ho4 nghiém ngat véi trinh tu dugc chon tir
nhém bao gém céc trinh tu axit nucleic T1R ¢6 trong Vi du 1, va céc bién thé duoc
bién ddi bao ton clia n6; hodc (4) chifa trinh tu giong it nhat khoang 35 dén 50% vé6i
trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gom trinh ti axit amin T1R dugc xac dinh
trong Vidu 1.

V€ mat hinh hoc topo, TIR dugc boc 10 & diy c6 “ving dau tan cing N” con
dugce goi 1a “viing ngoai bao” bao gébm “viing venus flytrap” va “viing giau xystein”;
“viing xuyén mang” bao gobm 7 viing Xxuyén mang, cic quai t€ bao chét va ngoai bao
tuong Ung; va “ving dau tan cing C” (vi du, xem tai liéu Hoon et al., Cell, 96:
541-551 (1999); Buck & Axel, Cell, 65: 175-187 (1991)). Cic vung nay dugc xac
dinh cau tric bang cach sir dung cic phuong phdp ma chuyén gia trong linh vyc nay
da biét, nhu chuong trinh phan tich trinh ty ding d€ nhan biét cdc ving ky nuéc va ua

nudc (Stryer, Biochemistry, (3rd ed. 1988). Cic ving ndy c6 thé dugc st dung dé tao
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ra protein thé kham va dung cho cdc thit nghiém in vitro theo sing ché, vi du thir
nghiém géan két phoi tir. Gén két dic hiéu clia hgp chét véi cac viing dugc x4c dinh
céu tric nay dé€ xuat su dinh nghia vé mat cau tric d6i véi hop chat.

Do d6, thuat ngit “viing ngoai bao” diing dé chi viing polypeptit TIR ma nho ra
tir mang t€ bao va duogc tiép xic véi mat bén ngoai cla t&€ bao. C4c viing nay thuong
bao gdm “viing dau tan cing N” ma duoc ti€p xiic v4i mit bén ngoai cla t&€ bao, va
tuy ¥ c6 thé bao gdm cdc phan quai ngoai bao clia viing Xxuyén mang ma duogc tiép
xdc v4i mat bén ngoai cua t&€ bao, nghia 13, cic quai gilra ving xuyén mang 2 va 3,
gilta ving xuyén mang 4 va 5, va giira ving xuyén mang 6 va 7.

Thuat ngit “ving ddu tan cing N” bit ddu & ddu tan cing N va md rong t6i
viing gin diém bit ddu cha viing Xxuyén mang thi nhat. Cu thé hon, theo mot phuong
4n cla sdng ch&, ving ndy béat ddu tir dau tan cing N va két thic & khoadng axit
glutamic dugc bao tén & vi tri axit amin 563 cong hoac trit khoang 20 axit amin. Cic
viing ngoai bao nay c6 thé dugc sir dung cho thir nghiém lién két phéi ti in vitro, ca
pha hoa tan 1an pha rdn. Ngoai ra, ving xuyén mang, dugc mo ta dudi day, ciing c6
thé gin két v6i phai tlr hodc phoi hgp véi viing ngoai bao, va do do6 ciing dugc st dung
cho thir nghiém géan két phéi tir in vitro.

Thuat ngit “viing giau xystein” dung dé chi viing polypeptit. Trinh tu duoc bao
ton ndy chita vai g6c Cys dugc bio t6n cao ma tao thanh céc ciu ndi disulfua, va ndm
bén ngoai mang t&€ bao. Ving nay tuwong Gng v4i ving cla cac thanh vién ho T1R va
duogc tim thdy trong tit ca ba cdu tric dudi phan ti, TIRI-T1R3. Trinh tu giau
xystein dugc tim thay trong cdc axit amin 510-566 cia T1R1, 508-565 ctua T1R2, va
512-568 cta T1R3.

Thuat ngit “viing xuyén mang”, bao gém bay “viing xuyén mang”, ding dé chi
viing polypeptit TIR nim bén trong mang huyét twong, va c6 thé cdon bao gdm céc

quai t€ bao chat (ndi bao) va ngoai bao twong tng. Theo mot phuong 4n, ving nay
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twong ng v6i ving ctia cdc thanh vién ho TIR ma bat ddu & khoang gdoc axit
glutamic dugc bao ton & vi tri axit amin 563 cong hodc trir 20 axit amin va két thic &
khoang gbc axit amin cuia tyrosin dugc bao toan & vi tri 812 cong hoac trir khoang 10
axit amin. Bdy viing xuyén mang va cdc quai ngoai bao va t&€ bao chat nay c6 thé duogc
nhan biét bing c4ch sir dung cic phwong phap chuin, nhu duoc mo ta trong tai liéu
Kyte & Doolittle, J. Mol. Biol., 157: 105-32 (1982)), hoac trong tai liéu cia Stryer
trén day.

Thuat ngit “viing t€ bao chit” ding dé chi c4c ving clia polypeptit TIR ma
hudéng vao phan bén trong cta t&€ bao, vi du “viing diu tan cing C” va cic quai noi
bao clia ving xuyén mang, vi du quai ndi bao gitta ving xuyén mang 1 va 2, quai noi
bao gilta ving xuyén mang 3 va 4, va quai ndi bao giita ving xuyén mang 5 va 6.

Thuat ngit “ving dau tan cing C” dung dé chi ving n6i diém cudi clia ving
xuyén mang cudi cing va diu tan cing C cua protein, va thudng dinh vi bén trong
chat t€ bao. Theo mot phuong 4n, viing nay bat dau tir géc axit amin cla tyrosin & vi
tri 812 cong hoac trir khoang 10 axit amin va tiép tuc t6i diu tan cing C cia
polypeptit.

Thuét ngit “ving gin két phoi ti” dung dé chi trinh tu thu dugc tit thu thé vi
gidc, cu thé 12 thu thé vi gidc ma vé co ban chifa it nhat viing ngoai bao cia thu thé.
Theo mot phuong 4n, viing ngoai bao clia viing gin két phéi tir c¢6 thé bao gém ving
ddu tan cing N va, tuy ¥, cdc phin ciia ving xuyén mang, nhu quai ngoai bao clla
viing Xuyén mang. Ving gin két phoi tir c6 thé gin két phoi tir va cu thé hon 12 hgp
chat 1am tang, bat chudc va/hoidc diéu chinh vi gidc, vi du vi ngot hoac vi umami.

Trong ngit canh cha thu thé TIR hodc polypeptit theo séng ché, cum tir
“heteromultime” hodc “phtc chét heteromultime” ding dé€ chi sy lién hgp vé mat
chitc nang ctia it nhit mot thu thé TIR véi mot thu thé khac, thudng 12 polypeptit ciia

mot thu thé T1R khic (hoic, theo cich khéc 14 polypeptit cia mot thu thé khong phai
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T1R khac). D€ d& hiéu, sy déng phu thudc vé mit chiic ning cia céc T1R duoc xic
dinh theo don niy dudi dang phan 4nh chic ning cé thé ciia chiing dudi dang phitc
chat cha thu thé vi gidc heterodime. Tuy nhién, nhu da duoc ban luan trén day, su
dong phu thuoc vé mit chic nang c6 thé phan 4nh theo cdch khdc sy tuong tic gidn
ti€p. Vi du, T1R3 c6 thé thuc hién chiic ning mot minh dé tao diéu kién thuan loi cho
su biéu hién bé mit ctia TIR1 va TIR2, ma c6 thé hoat dong doc 1ap duéi dang thu
thé vi gidc. Mat khdc, thu thé vi gidc chifc ning c6 thé chi bao gém T1R3, ma duoc
xlr 1y biét hod duéi su kiém soét ciia TIR1 hodc T1R2, twong ty v6i qué trinh xir Iy
phu thuoc RAMP cua thu thé lién quan dén canxi. |

Cum tir “tdc dong chitc ning” trong ngit canh cla thir nghiém dé kiém tra hop
chét 1am diéu bién su tai nap tin hiéu vi gidc qua trung gian thanh vién ho T1R bao
gom viéc xdc dinh thong s6 bat ky theo céch gidn ti€p hoac truc ti€p dudi sy anh
hudng cta thu thé, vi du céc tdc dong chic niang, vat 1y va hod hoc. N6 bao gém céc
thit nghiém gén két phai tir, cdc thay déi vé dong ion, dién thé mang, dong dién, mitc
phién mi, mifc gin két G protein, mifc phosphoryl hodA GPCR hoac loai nhém
phosphoryl, thir nghiém trén co s& thay déi cau dang, mifc tai nap tin hiéu, mifc twong
tac thu thé-phdi tlt, ndng do chat truyén tin thi cdp (vi du, cAMP, cGMP, IP3, hodc
Ca®"noi bao), in vitro, in vivo, va ex vivo va vdng bao gom céc tac dong sinh-1y khic
nhu ting hodc giam sy giai phéng chét dan truyén than kinh hoac hormon.

Trong ngit canh thir nghiém, bang céch “xdc dinh tdc dong chic nang” cb
nghia 1a thir nghiém d6i véi hgp chét 1am tang hoac gidm thong so theo cich gidn ti€p
hoic truc ti€p dudi tdc dong clia thanh vién ho T1R, vi du céc tdc dong chitc ning, vat
1y va hod hoc. C4c tdc dong chic ning nay c6 thé dugc do bang phuong phép bét k§
ma chuyén gia trong linh virc nay da biét, vi du cdc thay ddi vé dac tinh quang phd (vi
du, phét huynh quang, chi s6 hap phu, chi s6 khic xa), thuy dong luc hoc (vi du, hinh

dang), sic k¥, hodc céc tinh chat hoa tan, do dong ion qua mang sinh hoc (patch
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clamping), thuéc nhu¢m nhay dién thé&, dong dién toan t€ bao, mic chay thoat dong
vi phéng xa, ddu chudn cam tng, sy biéu hién gen ma hod T1R & nodn bao; su biéu
hién T1R trong t€ bao nudi cdy mo; su hoat hod phién ma gen ma hoa T1R; thir
nghiém gin két phoi tit; dién 4p, dién thé mang va su thay d6i do din; thit nghiém
dong ion; c4c thay ddi vé lugng chat truyén tin thi c4p ndi bao nhu cAMP, cGMP, va
inositol triphosphat (IP3); cc thay d6i vé mifc canxi ndi bao; su gidi phéng chét din
truyén than kinh, thir nghiém c&u dang va cic thong s6 tuong tu.

O day, thuat ngit “chat tao mdi vi hoic tao vi” ding d€ chi hop chét hoic muéi
chap nhan dugc vé mat sinh hoc ctia né ma lam cho déi twong st dung cam nhan duogc
mui hodc vi, ma bao gdm vi ngot, vi chua, vi min, vi ddng va vi umami, va céc vi
khéc. D61 tuong nay c6 thé 1a ngudi, dong vat va/hoic thir nghiém sinh hoc, nhu d6i
tugng duge mo ta va trich dan trong don nay.

3 day, thuat ngi “chat 1am thay déi mii vi hoic vi” ding dé chi hop chét hoic
mu6i chap nhan dugc vé mit sinh hoc clia né lam diéu bién, bao gém lam tang, tc
ché, va tao ra, mii vd/hodc vi clia chét tao vi ty nhién hoéc téng hop & ddi tugng skt
dung.

O day, thuat ngit “chét 1Am ting mui vi hodc vi” diing d€ chi hop chit hoac
mu6i chap nhan dugc vé mat sinh hoc clia n6 ¢6 tic dung 1am tang vi hoac mui cua
chét tao vi tw nhién hoic téng hop, vi du mononatri glutamat (MSG) d6i véi vi umami
va fructoza doi véi vi ngot.

O day, thuat ngit “chét tao vi umami” hoac “hgp chét c¢6 vi umami” ding dé
chi hgp chat hoic mu6i chdp nhan dugce vé mat sinh hoc cia né ma tao ra vi umami
c6 thé nhan thdy dugc & d6i tugng st dung, vi du MSG.

3 day, thuat ngit “chét tao vi ngot” hodc “hop chat c6 vi ngot” ding dé chi hop
chét hoac mu6i chap nhan dugc vé mit sinh hoc clia né ma tao ra vi ngot ¢6 thé nhan

thdy duoc & doi tugng sir dung, vi du fructoza.
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O day, thuat ngit “chét diéu chinh vi umami” ding dé chi hop chit hodc musi
chdp nhan dugc vé mat sinh hoc ctia n6 ma 1am diéu bién, bao gém 13m ting, tc ché,
va tao ra, vi umami clla chét tao vi umami ty nhién hodc téng hop, vi du mononatri’
glutamat (MSG), & d6i tuong str dung.

O day, thuat ngit “chat diéu chinh vi ngot” ding dé chi hop chat hodc musi
chap nhan dugc vé mat sinh hoc clia né ma 1am diéu bién, bao gébm lam ting, tc ché,
va tao ra, vi ngot ciia chat tao vi ngot tu nhién hodc téng hgp, vi du fructoza, & d6i
tuong sir dung,.

O day, “luong 1am ting vi” diing dé chi luong hop chat di dé 1am tang vi clia
chét tao vi ty nhién hodc téng hop, vi du mononatri glutamat (MSG) di vé6i vi umami
hoac fructoza d6i véi vi ngot.

Thuat nglt “xidp loang” c6 nghia Ia loai xdp lodng/l6ng khong chi ¥ t6i ndng
d6 hoac dung cu chita, bao gom ca xiip dugce lam dong lanh. V6i muc dich dinh nghia,
xup c¢6 nghia 1a mot loai thitc an dugc lam tir thit, gia cam, c4, rau, ngii c6c, trdi cay
va c4c thanh phén khic, dugc niu trong mot chét 1dng ma c6 thé bao gém céc miéng
nhin thf‘iy dugc clia mot s6 hodc tét ca cac thanh phan nay. Xdp c6 thé & dang trong
(nhu nuGe luoc) hoidc sén sét (nhu xidp so6do), nhuyén, dic sét, an lién, ban dac hoic
dic va cé thé ding néng hoic lanh, 12 mén du tién hodc 12 mén chinh trong bita an
hoic 12 bita an nhe (st dung nhu mot dé udng). Xudp cé thé duge st dung 1am thanh
phén dé tao ra mot mén an khéc va c6 thé c6 dang tir nuée luoe (nudc diing) dén nuGe
x0t (xip kem hoac xip phomat).

Thuat ngit “thuc phdm kho va niu duoc” c6 nghia la: (i) cdc san phdm ding dé
hd trg viéc ché bién thifc dn nhu: bot, hat, bot nhdo, san phdm léng dugc co dic, bao
gdm nudéc canh thit ¢ dic, nudc canh thit va nuéc canh thit kiéu san phdm & dang
hinh khoi nén, vién nén hoédc bdt hoac hat, ma dugc ban riéng r& dudi dang thanh

phém hodc dudi dang mot thanh phan trong mot san phdm, nuéc x6t va hén hop ding
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dé ché& bién thic an (khong chu ¥ dén cong nghé); (ii) san phdm dé ché bién thitc an
dang dung dich nhu nhu: xdp da dugc loai nude va xip dugce sdy kho & nhiét do thap,
bao gém hén hop xdp da dugc loai nudce, xip an lién da dugc loai nudc, xtp ché bién
sén dung d€ xa0 niu da dugc loai nudc, san phdm di dugc loai nuéc dusi dang thirc
an dung trong dia, mén an ché bién sin, va moén an ding cho mot ngudi bao gom dia
mi ong, khoai tay va com; va (iii) sin phdm dé lam dep thitc an nhu: do gia vi, nuéc
x6t, gia vi dé 1am xa-lat, d6 trang tri xa-lat, nuGc cham, banh mi, hén hop bot nhao,
chat phét 1én banh bao quéan & diéu kién binh thudng, nudc x6t dung cho d6 nuéng,
hén hop dé ché€ bién thitc 4n 16ng, thé co dic, nudc x6t hodc hén hgp nudc x6t, bao
gém hén hop dung dé tron xa-lat, dugc ban dudi dang thanh phidm hodc dudi dang
mot thanh phan trong san phdm, dugc loai nudc, ngdm nudc hodc 1am dong lanh hay
khong.

Thuat ngit “dd uéng” cé nghia 12 46 uéng, hén hgp dé uéng va thé co dic, bao
gdém, nhung khong chi giéi han &, d6 u6ng sin chita c6n va khong chira con va bot
kho. Cic vi du khic vé thifc an va d6 uéng, trong d6 hop chat theo sdng ché c6 thé
dugc dua vao bao gobm d6 udng dugc lam bao hoa khi cacbonic hoac khong duge 1am
bao hoa khi cacbonic, vi du x6-da, nudc ép hoa qua, d6 udng chita con va khong chira
con, banh keo, vi du banh ngot, binh quy, binh cé nhan, keo, keo gom, gelatin, kem,
nudc trdi cay, banh phit-dinh, mit, keo déo, gia vi dé 1am xa-lat, va céc loai gia vi,
ngii coc khdc, va d6 an nhanh, nudc trai cay déng hop va nudc qua nghién khic va d6
udng tuong tu.

- Ngoai ra, hop chit theo séng ché c6 thé dugc sl dung trong ché phdm c6 mii
vi dé thém vao thifc an va d6 udng. Trong trudng hop dugc wu tién, ché phdm s& bao
gdm c4c chat 1am thay d6i mui vi hodc vi khac nhu chét tao vi ngot.

Trong mot s6 trudng hgp, mudi chdp nhan duge vé mat sinh hoc cla hop chat

theo sang ch€ c6 thé dugc sit dung. Vi du vé€ cdc mudi nay bao gdm mudi ciia kim
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loai kiém va kiém thd, mudi hitu co va cdc mu6i twong tw. Céc vi du cu thé bao gém
mudi kali, natri, canxi va magie, mu6i cta axit clohydric hodc sulfuric, mu6i
etanolamin, va cic mudi tuong ty. Mudi nay sé c6 dugc chon sao cho an toan sinh
hoc d6i véi su tiéu hod va khong anh hudng bat 1oi dén cac tinh chat diéu chinh vi
ngot cta hop chit.

Nhu dugc sit dung & day, thuat ngit “san phdm chita bénh” bao gém ca chit rin
va chét 16ng, khong doc c6 thé an dugc, c6 gi4 tri chita bénh nhu xi-16 tri ho, thuéc
nho giot tri ho, aspirin va vién nén ding dé nhai. San phdm vé sinh bao gom chét rin
va chat 16ng nhu thudc danh rang hoac nudc sic miéng.

Thuat ngit “chéit mang hodc t4 dugc ch&p nhan dugc vé mit m§ phdm hodc y
& 12 moi trudng dugc st dung dé diéu ché€ cdc dang liéu can thiét clia hgp chat theo
sang ché. Chat mang chap nhan dugc vé mat m§ phdm hodc y t€ bao gébm dung moi,
chét 1Am lodng, hoic chét dan dang 10ng khéc; chét hé trg su phan tdn hoac chat hén
trg su tao huyén phil; chat hoat dong bé mat; chat tao sy ding truong; chét lam dac
hoic chét nhii ho4, chét bdo quan; chit don ran; chat 1am tron va cdc chét tuong tu.

Thuat ngit “chét dc ché”, “chat hoat hod”, “chét 1am tang” va “chat diéu bién”
gen hoic protein TI1R dugc sit dung dé chi phan tir ¢6 tic dung tc ché, hoat hod, 1am
ting hodc diéu bién dugc nhan biét bang cich st dung cac thir nghiém in vitro va in
vivo d6i v6i su tai nap tin hiéu vi gidc, vi du phdi tir, chat cht van, chét doi khéng, va
céc chét twong ty va chat giong hét cua ching.

Cic chét c ché 12 hop chat, vi du, gan két, tic ché mot phan hoac toan toan sy
kich thich, 1dm gidm, ngan ngita, 1am cham sy hoat ho4, 1am mat tic dung, 1am giam
nhay cdm, hodc diéu tiét gidm su tai nap tin hiéu vi gidc, vi du chét d6i khdng. Chat
hoat hod va chét 1am tang 13 hgp chat, vi du gan két, lam tang, kich thich, 1am tang,
lam md, hoat ho4, tao diéu kién thuén 1gi, 1am tang su hoat hod, lam nhay cam, hoac

diéu tiét ting sy tai nap tin hiéu vi gidc, vi du chat chil van. Chét diéu bién bao gém
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hogp chéat, vi du 1am thay déi su twong tdc cta thu thé véi: protein ngoai bio gin két
vGi cac chit hoat hod hodc chat tc ché€ (vi du, ebnerin va cac thanh vién khac clia ho
chét mang ky nudc); protein G; kinaza (vi dy, thé twong déng ctia thodopsin kinaza va
kinaza cta thu thé beta adrenalin lién quan dén su khir hoat tinh va 1am giam do nhay
* cam thu thé); va arestin, ma khir hoat tinh v 1am gidm d6 nhay cam ctia thu thé. Cic
chét diéu bién c6 thé tao ra cc thé bi bién déi vé mat di truyén clia c4c thanh vién ho
TIR, vi du c6 hoat tinh bi thay d6i, cling nhu cdc phdi tit, chat d6i khéng, chat chi
van, phan tir ho4 hoc nhd c6 trong tu nhién va téng hop va cdc chat twong tu. Cac thir
nghiém déi v6i céc chat tic ché va chat hoat hoa nay, vi du, bao gom biéu hién céc
thanh vién ho T1R trong t&€ bao hodc mang t& bao, Gng dung cic chat diéu bién gia
dinh, ¢6 hoac khong c6 mat chat tao vi, vi du chit tao vi ngot, va sau d6 x4c dinh cic
tdc dong chitc nang dén sy tai nap tin hiéu vi gidc, nhu dugc mo ta trén day. Cic mau
hoac thir nghiém chifa c4c thanh vién ho TIR ma c6 thé dugc x{t Iy bang chat 1am
tang, chat hoat hod, chat c ch€ hodc chét diéu bién tiém tang dugc so sdnh v6i mau
d6i ching khong chia chat tic ché, chét hoat hod, hoic chét diéu bién dé kiém tra
mic do diéu bién. MAu d6i ching duong (vi du, chét tao vi ngot dugc bd sung chat
diéu bién) duoc 4n dinh 14 c6 gi4 tri hoat tinh T1R twong d6i bang 100%.

“ECs,” dugc x4c dinh 13 luong hop chét tao ra mic dép ting bang 50% miic déap
ting t6i da ma hgp chat c6 thé tao ra, dudi dang chat hoat hod, chat 1am tang, hoac
chat diéu bién. Trong mot vi du, dudng cong dép tng phu thudc licu lugng dugc xdc
dinh d&i véi hgp chét, va x4c dinh duge nong do hop chét tuong Ung véi dép tng t6i
da 50% tix dudng cong.

“IC,,” duogc xdc dinh 14 luong hop chét tao ra tdc dung bang 50% tic dung t6i
da ma hop chét c6 thé tao ra dudi dang chit Gc ché.

V& chat tao vi ngot va chat 1am tang vi ngot, sau khi nhan biét dugc hop chat

nhan biét, diém s6 hoat tinh cia chiing dugc thé hién dudi dang phén tram cia cudng
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do fructoza t6i da (%). V& dap ving liéu lugng clia hgp chat, ECy, cling c6 thé duoc
tinh todn d€ phan 4nh hiéu lyc clia hop chat duéi dang chét chéi van vi ngot. Theo
sang ché, gia tri EC5, nhd hon khoang 100mM biéu thi hgp chat tao ra hoat tinh
T1R2/T1R3 dudi dang chat chd van vi ngot. D6i v6i chit chii van vi ngot, t6t hon néu
két qua tich cuc c6 gid tri ECs, nho hon khoang 1mM; t6t hon nita 1a nhé hon khoang
10pM.

Trong thir nghiém 1am tang vi ngot, ddp tng li€u lugng fructoza duogc chay va
dap ting li€u lugng fructoza thit hai dugce chay cing v6i mot luong nhat dinh cla hgp
chét thir nghiém & moi néng do fructoza & cing mot thoi di€ém. Sau d6, ty 1& ECs, ¢6
thé duoc tinh todn dua trén cong thic sau day:

Ty 1& ECs, = ECs, (fructoza)/ECs, (fructoza + [hgp chit])

trong d6 “[hop chat]” ding d€ chi néng do clia chét dugc sir dung d€ tao ra (hoac lam:

tang) d4p tng liéu lugng fructoza. Cic ndng do nay c6 thé thay d6i tix pM dén mM,
duoc vu tién hon 1a tir nM thap dén pM. Chat lam tang vi ngot hiéu nghiém c6 ty 1&
EC,, cao & néng do thip cua hgp chit dugce sir dung.

Theo séng ché, ty 1&¢ ECs, 16n hon 1 bi€u thi hgp chat cé tic dung diéu bién
(1am tang) hoat tinh TIR2/T1R3 va la chat 1am tang vi ngot. T6t hon 14, két qua tich
cuc s& co gid tri ty 1¢ ECy, it nhét bang 1,20, t6t hon 12 nam trong khoang it nhat tir
1,50 dén 100 hoac tham chi con cao hon.

Nguoc lai, chét chil van canh tranh (loai trir cdc chét tao vi ngot gan két qua
lai) hodc chat tc ché thudng c6 gia tri ty 1& ECs, nho hon 1, nhu nam trong khoang tix
0 dén 1.

V& chat tao vi umami va chat 1am tang vi umami, diém s& hoat tinh clia ching
duoc thé hién duéi dang phin trim cha cudng 40 MSG t6i da (%). Vé ddp tng licu
luong clia hop chét, EC, ciing c6 thé dugc tinh todn dé phan dnh hiéu luc ciia hop

chat dudi dang chét cht van vi umami. Theo sang ché, gia tri ECyy nh6 hon 10mM
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biéu thi mot hgp chat tao ra hoat tinh TIR2/T1R3 dudi dang chat chti van vi umami.
D6i v6i chét chi van vi umami, t6t hon néu két qua tich cuc s& c6 gid tri ECy, nhd hon
khoang 1mM,; t6t hon nita 12 ndm trong khoéang tir pM dén uM thap.

Trong thir nghiém lam tang vi umami, d4p tng li€u lugng MSG duoc chay va
dap tng liéu lugng MSG tht hai duge chay cing v6i mot lugng nhét dinh cta hgp
cht thit nghiém & moi néng do MSG & cling mot thoi diém. Sau do, ty 1& ECs, c6 thé
dugc tinh todn dya trén cong thic sau day:

Ty 1¢ EC,, = ECsy (MSG)/EC5, (MSG + [hgp chét])
trong d6 “[hop chat]” ding dé chi ndng do clia chét duge sir dung dé tao ra (hoic 1am
ting) dap ung liéu lugng MSG. C4c néng do ndy c6 thé thay ddi trong khoang tir pM
dénmM, duogc uu tién hon 1a tir nM thdp dén pM. Chat l1am tang vi umami hiéu
nghiém c6 ty 1&¢ ECs, cao & néng do thap clia hop chét dugc st dung.

Theo sing ché, ty 1& ECs, 16n hon 1 biéu thi hgp chat ¢6 tic dung diéu bién
(1am tang) hoat tinh TIR1/T1R3 va Ia chét lam tang vi umami. TSt hon 13, két qua
tich cuc c6 gid tri ty 1 EC, it nhat bing 1,20, t6t hon 12 nim trong khoang tir 1,50
dén 100 hoac tham chi con cao hon.

Céc miu d6i ching am (vi du, chat dém khong dugc bd sung cdc chat kich
thich ¢6 vi) dugc an dinh gi4 tri hoat tinh T1R twong d6i 1a 0%. Su tc ch€ T1R dat
duoc khi hdn hop bao gdm mau d6i chitng duong va chat diéu bién tao ra gia tri hoat
tinh T1R tuong tng v6i miu d6i ching duong 1a khoang 80%, tuy § 50% hoac 25-0%.
Viéc hoat hoa TIR béang chi mot minh chat di€u bién dat dugc khi gia tri hoat tinh
TI1R tuong tng véi miu d6i chitng duong 1a 10%, 25%, 50%, 75%, tuy y 100%, tuy
150%, tuy ¥ 200-500%, hoac cao hon 1000-3000%.

Nhu duoc sir dung & day, thuat ngit “tinh khiét”, “hau nhu tinh khi€t” va “phéan
lap” ding dé chi trang thai khong chita hop chét khic, khong giong thuong két hop

vG6i hop chat theo sang ché & trang thdi tu nhién cta nd, sao cho chat “tinh khiét”,
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“hau phu tinh khi€t” va “phan 14p” chiém it nhat 0,5%, 1%, 5%, 10%, hoic 20%, va
tot nhat 12 it nhat 50% hoac 75% khéi lugng mau da cho, theo trong luong. Theo mot
phuong 4n dugc wu tién, thuat ngit ndy dung dé chi hop chit theo sdng ché chiém it
nhét 95% khoi lugng mau da cho, theo trong lugng. Nhu duoc st dung & day, thuat
ngit “tinh khiét”, “hau nhu tinh khiét” Vﬁ “phan 1ap”, khi néi téi axit nucleic hoac
protein, cling ding dé chi trang th4i tinh ché hodc ndng do khic véi trang thai tinh
ché& hoac néng do c6 trong tu nhién trong dong vat c6 vii, dic biét 1a trong co thé con
ngudi. Mic do tinh ch&€ hoac nong do bat ky I6n hon mitc tinh ch& va néng do c6
trong tu nhién & dong vat c6 vi, dic biét 1a co thé con ngudi, bao gébm (1) tinh ché tir
cac céiu tric hoac hgp chat c6 lién quan khac hoac (2) lién quan dén cau tric hoac
chét ma thudong khong lién quan & dong vat ¢6 vid, dic biét 1a co thé con ngudi, nim
trong nghia “phan lap”. Axit nucleic hoac protein hoac nhém céc axit nucleic hoac
protein, dugc mo ta & day, c6 thé dugc phan lap, hodc theo cach khéc lién két véi cau
tric hodc hgp chit ma chiing thudng khong lién két trong ty nhién, theo nhiéu phuong
phép va quy trinh khic nhau ma chuyén gia trong linh vuc nay da biét.

Thuit ngit “axit nucleic” hodc “trinh ty axit nucleic” ding dé chi
deoxy-ribonucleotit hoic ribonucleotit oligonucleotit & ca dang sgi don hoac sgi kép.
Thuaf ngit nay bao gébm céc axit nucleic, nghia 13, cic oligonucleotit, chita cdc chat
tuong tu da biét clia nucleotit tir nhién. Thuat ngit ndy con bao gdm céc cau tric kiéu
axit nucleic véi bo khung chinh téng hgp (vi du, xem tai liéu Oligonucleotides and
Analogues, a Practical Approach, ed. F. Eckstein, Oxford Univ. Press (1991);
Antisense Strategies, Annals of the N. Y. Academy of Sciences, Vol. 600, Eds.
Baserga et al. (NYAS 1992); Milligan J. Med. Chem. 36: 1923-1937 (1993);
Antisense Research and Applications (1993, CRC Press), WO 97/03211; WO
96/39154; Mata, Toxicol. Appi. Pharmacol. 144: 189-197 (1997); Strauss-Soukup,

" Biochemistry 36: 8692-8698 (1997); Samstag, Antisense Nucleic Acid Drug Deyv, 6:
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153-156 (1996)).

Néu khong ¢6 chi dan khdc, mot trinh tu axit nucleic cu thé con hoan toan bao
gom cdc bién thé dugc bi€n ddi bao tén clia né (vi duy, thé thay thé codon suy bién) va
céc trinh tu bd trg, cling nhu trinh tw dugc chi ra mot cich rd rang. Cu thé, thé thay
th€ codon suy bién c6 thé nhan dugc bing c4ch tao ra, vi du, céc trinh tu trong d6 vi
tri thi ba ctia mot hodc nhiéu codon da chon dugc thay thé bang gbc bazo hdn tap
va/hodc deoxyinosin (Batzer et al., Nucleic acid Res., 19: 5081 (1991); Ohtsuka et al.,
J; Biol. Chem., 260: 2605-2608 (1985); Rossolini et al., Mol. Cell. Probes, 8: 91-98
(1994)). Thuat ngit axit nucleic dugc sit dung c6 thé thay thé bing gen, ADN b tro,
ARN thong tin, oligonucleotit, va polynucleotit.

O day, thuat ngit “polypeptit”, “peptit” va “protein” dugc st dung c6 thé thay
thé cho nhau dung dé chi polyme clia géc axit amin. Cac thuat ngit nay dp dung cho
polyme cia axit amin trong d6 mot hodc nhi€u géc axit amin 12 géc hod hoc nhén tao
giong hét cuia axit amin c6 trong ty nhién tuong dng, cling nhu 4p dung cho polyme
axit amin c6 trong tu nhién va polyme axit amin khong cé trong tu nhién.

- Thuat ngit “ving chuyén doan mang huyét twong” hodc don gian 1a “ving
chuyén doan” c6 nghia 1a ving polypeptit ma khi dugc dua vao trinh tu ma hod
polypeptit, c6 thé “chaperon” hodc “chuyén doan” protein lai (“dung hgp”) vao mang
huyét twong cua t€ bao véi hiéu luc 16n hon khi khong c6 ving nay. Vi du, “ving
chuyén doan” c6 thé dugc tao ra tir ddu amino clia polypeptit ciia thu thé rhodopsin
bd, mot thu thé xuyén mang 7 1an. Tuy nhién, rhodopsin thu dugc tir dong vat c6 vi
khéc c6 thé duogc st dung, dusi dang trinh ty khic tao diéu kién cho su chuyén doan.
Do d6, viing chuyén doan 13 dac biét hitu hiéu trong viéc chuyén doan cdc protein
xuyén mang 7 14n dung hgp vao mang huyét tuong, va protein (vi du, polypeptit ciia
thu thé vi gidc) chita viing chuyén doan ddu amin s& dugc van chuyén t6i mang huyét

twong mot cach hitu hiéu hon khi khong c6 ving nay. Tuy nhién, néu ving diu tan
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cung N cuia polypeptit c6 hoat tinh khi gin két, nhu véi thu thé T1R theo séng ché, thi
viéc st dung cdc ving chuyén doan khéc c6 thé dugc vu tién. Vi duy, peptit tuong tic
v6i ving PDZ, nhu duge mo ta & day, c6 thé duoc sir dung.

Thuat ngit “viing chuyén doan”, “viing gin két phdi tir” clia t6 hgp céc thu thé
thé kham dugc mo ta & day con bao gom “chat tuong tu”, hodc “bién thé bao tén” va
“chat giong hét” (“chat giong hét peptit™) v6i cdu tric va hoat tinh vé co ban 1 tuong
iing véi trinh ty duge 14y 1am vi du. Do d6, thuat ngit “bién thé bao tén” hodc “chat
twong tw” hodc “chat giong hét” dung dé chi polypeptit ma c¢6 trinh ty axit amin dugc
bién ddi, sao cho su thay déi niy gin nhu khong 1am thay déi c4u trdc va/hodc hoat
tinh clia polypeptit (clia bién thé bao ton), nhu dugc x4c dinh & day. Chiing bao gém
céc bién thé dugc bién d6i bao t6n clia trinh ty axit amin, nghia 13, thay th€, bd sung
axit amin, hoac loai bd cdc g6c ma khong quan trong d6i véi hoat tinh protein, hoac
thay thé€ axit amin bang goc c6 cdc tinh chat tuong tu (vi du, axit, bazo, mang dién
dwong hodc am, phan cuc hodc khong phén cuc, v.v.) sao cho su thay th€ cic goc axit
amin khong quan trong niy gin nhu khong 1am thay déi cdu triic va/hodc hoat tinh.

Cu thé hon, thuit ngit “bién thé duoc bién déi bao ton” 4p dung cho ca trinh tu
axit amin va axit nucleic. D6i véi céc trinh ty axit nucleic cu thé, c4c bién thé duge
bién ddi bao tén diing dé chi c4c axit nucleic ma ma hoé céc trinh tu axit amin giong
nhau hodc gin giéng nhau, hoéc khi axit nucleic khong ma ho4 trinh ty axit amin, thi
ding dé chi céc trinh ty gin giong nhau. Do sy suy bién ma di truyén, mot s6 lugng
16n céc axit nucleic giong nhau vé mat chitc nang ma hod protein da cho bat ky.

Vi du, cdc codon GCA, GCC, GCG va GCU déu ma hod axit amin alanin. Do
d6, & mbi vi tri tai d6 alanin dugc dinh 16 bing mot codon, codon ndy c6 thé dugc
thay d6i v6i mot codon tuong ting bat ky trong s6 cic codon da dugc mo ta ma khong
1am thay déi polypeptit dugc ma hod.

Su bién ddi axit nucleic 12 “su bién d6i am thdm”, d6 1a mot loai bién déi duge
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bao tén. O day, méi trinh tu axit nucleic, ma hod mot polypeptit, con mo ta méi su
bién ddi am thdm c6 thé cha axit nucleic. Chuyén gia trong linh virc ndy s& nhan ra
rang méi codon trong axit nucleic (ngoai trit AUG, thudng chi 13 codon d6i véi
methionin, va TGG, thudng chi 13 codon d6i véi tryptophan) ¢ thé dugc bién déi dé
tao ra phan tir giong hét vé mat chitc nang. Do d6, mbi su bién d6i am thdm cua axit
nucleic ma hod mot polypeptit, lién quan dén méi trinh ty duge mo ta & day.

Bang thay thé bao ton dé xuit cdc axit amin twong tu vé mat chitc nang 1a da
biét trong linh vuc nay. Vi du, mot huéng din vi du d€ lua chon gdc thay thé bao ton
bao gébm (goc nguyén thuy, ti€p d6 1a gbc thay thé€ vi du): ala/gly hoac ser; arg/lys;
asn/gln hodc his; asp/glu; cys/ser; gln/asn; gly/asp; gly/ala hoac pro; his/asn hoac gln;
ile/leu hoac val; leu/ile hoac val; lys/arg hoac gln hoac glu; met/leu hoéc tyr hoac ile;
phe/met hoac leu hoac tyr; ser/thr; thr/ser; trp/tyr; tyr/trp hoac phe; val/ile hoac leu.
Mot huc’)ng dan vi du khic st dung sdu nhém sau, mdi nhém chita cic axit amin ma la
goc thay thé bao ton cho mot axit khac: 1) Alanin (A), Serin (S), Threonin (T); 2)
Axit aspartic (D), Axit glutamic (E); 3) Asparagin (N), Glutamin (Q); 4) Arginin (R),
Lysin (I); 5) Isoleuxin (I), Leuxin (L), Methionin (M), Valin (V); va 6) Phenylalanin
), Tyrosin (Y), Tryptophan (W); (Vi du, xem tai liéu Creighton, Proteins, W. H.
Freeman and Company (1984); Schultz and Schimer, Principles of Protein Structure,
Springer-Vrlag (1979)). Chuyén gia trong Iinh vyc nay s& hiéu dugc 1a céc géc thay
th€ néu trén khong chi 14 g6c thay thé bao tén c6 thé xay ra. Vi du, d6i v6i mot s6-
muc dich, ngudi ta c¢6 thé coi tit ca cdc axit amin mang dién 1a gbc thay th€ bao ton
d6i v6i moi axit amin dit ching mang dién duong hoac am. Ngoai ra, su thay th€, loai
bd hoic bd sung riéng r& ma 1am thay déi, bd sung hodc loai bd mot axit amin duy
nhét hodc mot ty 1é nhd cic axit amin trong trinh tu dugc ma hoé ciing c6 thé dugc.
coi 14 “thé bién déi dugc bién ddi bao ton”.

Thuat ngit “chat giong hét” va “chat giong hét peptit” ding dé chi hop chat hod
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hoc tdng hop ma chil y&u c6 ciing dic tinh c4u trdc vi/hoic chifc nang cia polypeptit,
vi du viing chuyén doan, viing gén két phéi tir, hoic thu thé thé kham theo sing ché.
Chét giong hét c6 thé dugc cau thanh hoan toan tir cdc chit twong tu téng hop hoac
khong c6 trong tu nhién ctia axit amin, hodc c¢6 thé 1a phan tir khdm cta axit amin
peptit mot phan tu nhién va chét twong tu mot phan khong c6 trong tu nhién cta axit
amin. Chat giong hét con c6 thé 1a luong bat ky ctia thé thay the bo ton axit amino tu
nhién mién 1 cdc goc thay thé nay cling gin nhu khong 1am thay ddi cdu tric va/hodc
hoat tinh ctia chét giong hét.

Vi cling véi polypeptit theo séng ché ma 1a c4c bién thé bdo t6n, thit nghiém
thong thuong sé xadc dinh liéu chat giong hét thuoc Iinh vuc bao ho cia sang ché,
nghia 13, cau tric va/hoic chiic ning clia né gin nhu khong thay déi. T6 hgp chat
giong hét polypeptit c6 thé chita t6 hop bat ky clia cic thanh phén c6 céu tric khong
tu nhién, ma thudng dugc chon tir ba nhém ciu tric sau: a) nhém lién két géc ma
khong phai 1a lién k&t amit ty nhién (“lién két peptit”); b) goc khong tu nhién thay
cho céc gdc axit amin c6 trong tu nhién; hodc ¢) gbc tao ra sy giong hét vé ciu tric
thit cap, nghia 13, tao ra hoic 1am 6n dinh c4u tric thi cdp, vi du vong beta, vong
gama, dai beta, cdu dang xodn Gc¢ alpha, va céc cdu tric twong tu. Mot polypeptit c6
thé dugc xdc dinh dic diém nhu 13 chat giong hét khi t4t ca hoac mot s6 goc cua nd
duoc két hop bang cdc phuong phap hod hoc ma khong phai 12 lién két peptit tu nhién.
Cic g6c gidng hét peptit riéng 1& c6 thé duogc két hop bing cac lién két peptit, c4c lien
két hod hoc khic hodc ciac phuong phap két hgp khic, vi du nhu glutaraldehyt,
N-hydroxysucxinimit este, maleimit hai chic nang, N,N’-dixyclohexylcarbodiimit
(DCC) hoac N,N’-diisopropylcarbodiimit (DIC). Cac nhém lién két ma cé thé thay
thé cho lién két amin truyén thong (“lién két peptit”), vi du, bao gom ketometylen (vi
du -C(=0)-CH,- thay cho -C(=0)-NH-), aminometylen (CH,-NH), etylen, olefin
(CH=CH), ete (CH,-0), thioete (CH,-S), tetrazol (CN,), thiazol, retroamit, hodc este
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(vi du, xem tai li¢u Spatola, Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides
and Proteins, Vol. 7, pp 267-357, “Peptide Backbone Modifications”, Marcéll
Dekker, NY (1983)). Mot polypeptit cdn ¢ thé duge x4c dinh dac diém nhu 12 mot
chat gidng hét bang céch chia t4t ca hodc mot s6 goc khong cé trong tu nhién thay
cho céc gdc axit amin c6 trong tu nhién, géc khong c6 trong tu nhién 1a da dugec mo ta
k¥ trong céc tai liéu chuyén nganh va tai liéu patent.

“Goc danh ddu” hoac “gbc dé phat hién” 1a thanh phan d& phét hién bang cic
phuong phdp quang phd, quang hod, sinh ho4, mién dich ho4 hoc hoic ho4 hoc. Vi du,
cdc chat déng vi danh d4u hitu hiéu bao gém *P, thuéc nhuém huynh quang, chat c6
mat do dién tlr cao, enzym (vi du, nhu thudng dugc stt dung trong phuong phap
ELISA), biotin, digoxigenin, hoic hapten va protein ma c6 thé dugc 1am cho d& phat
hién, vi du bang cich dua cdc chit ddnh ddu ph6ng xa vao peptit hodc dugc sir dung
dé phat hién cdc khang thé phan tic dic hiéu véi peptit.

“Poan do axit nucleic hoic oligonucleotit dugc danh diu” 1a axit nucleic hoac
oligonucleotit dugc gin két dong hoa tri qua mot chét lién két hodc lién két hod hoc,
hoadc khong déng hoa tri, qua cac lién két ion, Van der Waals, tinh dién, hodc hydro
v6i d6ng vi phéng xa sao cho sy c6 mit chia doan do c6 thé dugc phdt hién bing cich
phét hién sy c6 mat clia dong vi phéng xa gin két véi doan do.

Nhu dugc stt dung & day, “doan do axit nucleic hoac oligonucleotit” dugc xac
dinh 13 mot axit nucleic c¢6 kha nang gan két véi axit nucleic dich cha trinh ty bd trg
qua mot hodc nhiéu loai lién két hod hoc, thong thudng qua cip bazo b trg, thong
thudng qua su hinh thanh lién két hydro. Nhu duge st dung & day, mot doan dod c6 thé
bao gdm cic bazo ty nhién (nghia 13, A, G, C, hoic T) hodc cdc bazo dugc bién déi
(7-deazaguanosin, inosin, v.v.). Ngoai ra, c4c bazo trong doan dd c6 thé dugc lién két
bing mot lién k&t ma khong phai 12 lién két phosphodieste, mién 12 né khong anh

hudng dén qu4 trinh lai. Do d6, vi du, doan dd c6 thé 1a axit nucleic cla peptit trong
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dé céc bazo thanh phan dugc lién két bang lién két peptit chit khong phai 1a gin két
phosphodieste. Chuyén gia trong linh vuc nay hiéu duoc 12 doan do cé thé lién két véi
trinh ty dich thi€u d6 bd tro hoan toan vdi trinh tw doan do phu thudc va do nghiém
ngit cua diéu kién lai. Tuy ¥, doan dd duoc danh dau truc ti€p bang chét déng vi,
nh6m mang mau, chat phit quang, nhém sinh mau, hodc ddnh dau gidn ti€p nhu bang
biotin ma phifc chét streptavidin c6 thé dugc gin két sau d6. Bing c4ch thir nghiém sy
c6 mit hoic khong c6 mit cta doan do, chuyén gia trong Iinh vuc nay c6 thé phat
hién su c6 mat hoic khong c6 mat cua trinh ty hodc ti€u trinh tu dugc lya chon.

Thuat ngit “khdc loai” khi dugce st dung c6 lién quan t6i cdc phan cua axit
nucleic chi ra ring axit nucleic bao gém hai hodc nhiéu tiéu trinh ty ma trong ty nhién
chiing khong c¢6 cing mdi quan hé véi nhau. Vi du, axit nucleic thudng dugc tao ra:
theo céch t4i té hgp, c6 hai hodc nhiéu trinh ty thu dugc tir cic gen khong lién quan
dugc sip xép dé€ tao ra mot axit nucleic chic nang méi, vi du gen khdi dau thu dugc tir
mot ngudn va viing ma hod thu dugc tit mot nguén khéc. Tuong tu, protein khac loai
chi ra ring protein niy bao gém hai hodc nhiéu ti€u trinh ty ma trong tu nhién ching:
khong c6 cling m6i quan h¢ véi nhau (vi du, protein dung hop).

“Yéu t6 khoi dau” duge x4c dinh 1a day trinh ty axit nucleic ma tryc ti€p phién
ma axit nucleic. Nhu dugc sir dung & day, yéu t6 khéi dau bao gdbm céc trinh tu axit
nucleic cin thiét gan vi tri bat ddu phién ma, nhu trong trudng hop cia yéu t6 khai
d4u polymeraza typ II, don vi TATA. Yéu t6 khdi ddu con tuy ¥ bao gém yéu t6 lam
xa tam hoic tic ch€, ma c6 thé dinh vi nhiéu t6i mic c6 thé nhu vai nghin cap bazo tir
vi trf phién ma ban dau. Mot yéu t6 khoi dau “co ban” 1a yé&u t6 khoi dau c6 hoat tinh
trong hau hét cac diéu kién moi trudng va phat trién.

Yéu t6 khdi ddu “cam tng” 12 yé&u t6 khoi ddu ma c6 hoat tinh trong di€u kién
diéu tiét moi trudng hoac phat trién. Thuat ngit “dugc lién két tuy ¥ ding dé chi sy

lien két chitc nang gifta trinh ty kiém sodt sy bi€u hién axit nucleic (nhu y&u t6 khoi
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déu, hodc day vi tri gin két y&u t6 phién ma) va trinh tu axit nucleic thit hai, trong d6
trinh tu kiém sodt sy biéu hién tryc ti€p phién ma axit nucleic tvong tng thanh trinh
tu thit hai.

Nhu duoc st dung & day, “tdi t6 hop” diing dé€ chi polynucleotit duoc tdng hop
hodc néi theo cach khac, dugc thao tdc in vitro (vi du, “polynucleotit t4i t6 hgp”),
dung dé chi phuwong phép c6 sit dung polynucleotit téi t6 hgp dé tao ra cdc sin phidm
gen trong t€ bao hoic cdc hé sinh hoc khac, hoic ding dé chi polypeptit (“protein tdi
t6 hop”) dugc ma hod bang polynucleotit tdi t6 hop. “Phuong phép tdi t6 hgp” con
bao gdbm Viff:é budc axit nucleic c6 cac ving ma hod khac nhau hoac trinh ty yéu t6
khéi ddu tir c4 nguén khic nhau vao trong mot cat xet hodc vecto dé biéu hién, vi du
biéu hién cim ting hoéc co bin mot protein dung hop bao gom ving chuyén doan nhu
duoc boc 16 & day va trinh tu axit nucleic duge khuéch dai bang cich st dung doan
moi dugc boc 10 & day.

Nhu dugc st dung & day, “dong t€ bao dn dinh” dung dé chi dong t&€ bao 6n
dinh, nghia 13 trong mot khoang thdi gian kéo dai biéu hién trinh tu nucleic khéic loai,
nghia 12 T1R hoic protein G. Theo phuong 4n dugc uu tién, cdc dong t€ bao 6n dinh
ndy s& dugc tao ra bang cdch chuyén nhiém t& bao thich hgp, thudng 1a t&€ bao cla
dong vat c6 vii, vi du, t& bao HEK-293, bing vecto mach thang chifa ciu triic biéu
hién T1R, nghia 12 T1R1, TIR2 vi/hoic T1R3. T6t nhat 13, cdc dong t&€ bao 6n dinh
nay s& duoc tao ra bing cich déng chuyén nhiém hai plasmit mach thing biéu hién
hTIR1 va hT1R3 hoac hT1R2 va hT1R3 va tién hanh lya chon thich hgp dé tao ra
cic dong t& bao c6 c4c gen dugc hgp chét 6n dinh trong d6. T6t nhat 13, dong t€ bao
ndy ciing biéu hién én dinh protein G nhu Ggs.

Cum tir “lai chon loc (dic hiéu)” dung dé chi viéc gian két, nhan doi hoac lai
chi mot phan tir thainh mot trinh ty nucleotit cu thé trong cdc diéu kién lai nghiém

ngit khi trinh ty ndy c6 mit trong mot hdn hop phiic tap (vi du, t&€ bao toan phan hoac
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thu vién ADN hoac ARN).

Cum tir “cdc diéu kién lai nghiém ngat” ding dé chi cdc diéu kién trong dé
doan do s& lai véi cdc tiéu trinh ty dich clia n, théng thudng trong hén hop phiic tap
bao gom céc axit nucleic, nhung khong lai véi cdc trinh tu khic. C4c diéu kién
nghiém ngat phu thudc trinh tu va s€ khac nhau trong cac trudng hop khac nhau. Cac
trinh tu dai hon lai dic hiéu & nhiét do cao hon. Huéng dan rat cu thé vé qua trinh lai
cac axit nucleic dugc tim thdy trong tai liéu Tijssen, Techniques in Bioche
Biochemistry and Molecular Biology- Hybridization with Nucleic Probes, “‘Overview
of principles of hybridization and the strategy clia nucleic acid assays” (1993). N6i
chung, cic diéu kién nghiém ngat dugc chon 1a nhiét do thap hon tir 5 dé€n 10°C so
véi diém néng chay nhiét (Tm) d6i véi trinh ty dic hiéu & ndng do ion, do pH xé4c
dinh. Tm 12 nhiét d6 (trong céc diéu kién néng do ion, d0 pH va nong do nucleic x4c
dinh) tai d6 50% doan do bd trg véi dich lai thanh trinh tu dich & trang thai can bang
(do trinh tur dich c6 mat véi lugng du, & Tm, 50% doan do bi giit & trang thai can
bang). Cic di€u kién nghiém ngat s€ 1a diéu kién trong d6 néng d¢ mudi thap hon
ndng do ion natri khodng 1,0M, ndng do ion natri thudng ndm trong khoang tir 0,01
dén 1,0M (hoiac mu6i khéc) & do pH = 7,0 dén 8,3 va nhiét do it nhét 1a 30°C déi véi
doan do ngéin (vi dy, 10 dén 50 nucleotit) va it nhat khoang 60°C d6i véi doan do dai
(vi du, 16n hon 50 nucleotit). Cc diéu kién nghiém ngat cdn c6 thé nhan dugc bang
c4ch bd sung chét 1am mat 6n dinh nhu formamit. D€ lai chon loc hoac déc hiéu, tin
hiéu duong bing it nhat hai l4n tin hiéu nén, tuy ¥ 10 14n tin hiéu lai cla nén. Cic
diéu kién lai nghiém ngit vi du c6 thé 12 nhu sau: formamit 50%, 5x SSC, va SDS 1%,
11 & 42°C, hoic 5x SSC, SDS 1%, i & 65°C, cung vdi viéc rira bang 0,2x SSC, va SDS
0,1% & 65°C. Viéc lai va cdc bude rira ndy c6 thé duge thuc hién, vi du, trong 1, 2, 5,
10, 15, 30, 60 phiit hoac nhiéu hon.

Cic axit nucleic ma khong lai v6i nhau trong céc diéu kién nghiém ngat vé co
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ban 12 van c6 lién quan néu polypeptit ma chiing ma hoa hdu nhu ¢6 lién quan. Piéu
nay, vi dy, xay ra khi mot ban sao clia axit nucleic dugc tao ra bing c4ch sir dung sy
suy bi€n codon t6i da dugc chép nhan bdi sy ma hoa di truyén. Trong cdc trudng hgp
ndy, cdc axit nucleic thudng lai trong cdc diéu kién lai nghiém ngit vira phai. “Céc

di€u kién lai nghiém ngat vira phai” dugc 14y 1am vi du bao gdm lai trong dung dich

dém bao gdm formamit 40%, NaCl 1M, SDS 1% & 37°C, va rira 1x SSC & 45°C. Viec

lai v budc rlra nay c6 thé duge thuc hién, vi du, trong 1, 2, 5, 10, 15, 30, 60 phit hodc
nhiéu hon. Lai duong tinh 13 lai ma tin hiéu duong it nh4t bang 2 14n tin hiéu nén.
Chuyén gia trong linh vuc nay s& hiéu duogc 1a c4c diéu kién lai va rlta khac c6 thé
duoc sir dung dé€ tao ra céc diéu kién nghiém ngat twong tu.

Thuat ngit “khdng thé” diing dé chi polypeptit bao gdm ving khung thu duoc
tlr gen globulin mién dich hodc doan clia né6 ma gin két dac hiéu va nhan biét duge
khéng nguyén. Gen globulin mién dich dugc nhan dang bao gobm céc gen ¢ ving cd
dinh kapa, lamda, alpha, gama, delta, epsilon, va mu, ciing nhu cdc gen globulin mién
dich c6 ving thay ddi 1a myriad. Cic chubi nhe dugc phan loai thanh kapa hoac
lamda. Chudi nang dugc phan loai thanh gama, mu, alpha, delta, hoac epsilon, ma sau
d6 tuong ting x4c dinh cdc nhém globulin mién dich, IgG, IgM, IgA, IgD va IgE.

Mot don vi cdu tric globulin mién dich (khdng thé) dugc 1dy lam vi du 1a
tetrame. Mdi tetrame bao gém hai cdp chudi polypeptit gi6ng nhau, méi cap c6 mot
chudi “nhe” (khoang 25kDa) va mot chudi “nang” (khoang 50-70kDa). Cic dau tan
cting N ctia méi chubi x4c dinh ving thay d6i chita khoang tir 100 dén 110 axit amin
hodc nhiéu hon chit y&u chiu trdch nhiém nhén biét khéng nguyén. Thuat ngit “chudi
nhe Bié'n d8i” (VL- veriable light chain) v “chudi niang bién ddi” (VH - variable
heavy chain) twong ting dung dé cdc chudi nhe va nang nay.

Thuat ngit “khédng thé thé kham” 12 phan tit khang thé trong d6 (a) ving khong

ddi, hoac mot phan clia né, dugc thay déi, thay thé hodc trao d6i sao cho vi tri gan két
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khédng nguyén (ving thay déi) dugc lién két véi viing khong déi clia 16p khéac hoac
16p bi bién d6i, chic nang va/hodc loai co quan thuc hién, hoac toin bd mot phan tit
khic ma tao ra céc tinh chit méi cho khang thé thé kham, vi du enzym, doc t6,
hormon, yé&u t6 phét trién, dugc chdt, v.v.; hoic (b) ving thay d8i hoac mot phan ciia
n6, dugc thay ddi, thay thé hoic trao d8i véi viing thay ddi cé tinh diac hiéu khang
nguyén khdc hodc bi bién déi.

Khang thé “khéng TIR” 1a khang thé hoic doan khéng thé gin két dic hiéu
vdi polypeptit dugc ma hod bang gen ma hod TIR, ADN b4 trg, hodc tiéu trinh ty cha:

z

no.

Thuat ngit “thir nghiém mién dich” 14 thir nghiém st dung khang thé dé gin két
dac hiéu véi khang nguyén. Thir nghiém mién dich dugc dic trung bang viéc sit dung
cdc dac tinh gin két dic hiéu clia mot khang thé cu thé d€ phan lap, tao dich va/hoac
dinh lugng khang nguyén.

Cum tir “gin két dac hiéu (hodc chon loc)” hodc “phan dng dac hiéu (hoac
chon loc)” véi mot phan tir hosic t hgp, diing dé chi phan tng gin két x4c dinh su c6
mit ctia phan ti trong quan thé khong dong nhat cta cic sinh vat khéc. Do dd, trong
cdc diéu kién da cho, c4c phan tit cu thé gin két v6i mot thu thé cu thé véi tin hiéu
bing it nhat hai 14n tin hiéu nén va gin nhu khong gin két voi lugng déng ké véi cic
phan tit khdc c6 mait trong miu. Viéc gin két dic hiéu v6i mot thu thé trong cic diéu
kién nhu vay c6 thé doi hoi thu thé dugc chon loc vé tinh déc hiéu ctia né doi v6i mot
phan tit cu thé.

V& khang thé, cic dang thir nghiém mién dich khdc nhau c6 thé dugc sit dung
dé chon loc cic khéng thé c6 hoat tinh mién dich dac hiéu v6i mot protein cu thé. Vi
du, thit nghiém mién dich ELISA pha rin thudng dugc sit dung dé chon loc céc khang
thé c6 hoat tinh mién dich dic hiéu v6i mot protein (vi du, xem tai liéu Harlow &

Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, (1988), tai liéu nady mo ta cic dang va céc
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diéu kién thir nghiém mién dich ma c6 thé dugc st dung dé x4ac dinh hoat tinh mién
dich dic hi¢u). Thong thudng, mot phan tng dac hiéu hoac chon loc s& ¢6 tin hiéu
hoac nhiéu it nhat bang 2 14n tin hiéu hodc nhiéu clia nén va thudng 1a c6 tin hiéu
hoac nhiéu gap tir 10 dén 100 I4n tin hiéu hoic nhiéu ciia nén.

Cum tir “lién két chon loc véi” dung dé chi kha ning clia mot axit nucleic “lai
chon loc” véi mot axit nucleic khac nhu dugc x4c dinh trén day, hoac kha nang cla
mot khéng thé “gan két chon loc (hoic dic hiéu)” véi mot protein, nhu dugc xdc dinh
trén day.

Thuat ngit “vecto biéu hién” ding dé chi hé biéu hién tai t6 hop bét ky cho
muc dich biéu hién mot trinh tu axit nucleic in vitro hoic in vivo, theo céch co ban
hoac cam ting, trong t&€ bao bét ky, bao gdm t&€ bao nhan nguyén thuy, ndm men, ndm,
thuc vat, con triing hoic dong vat c6 vi. Thuat ngit nay bao gém cic hé biéu hién
dang tuyén tinh hodc vong. Thuat ngit ndy bao gédm c4c hé biéu hién ma giit nguyén
dugc episom hoic hop nhit vao trong hé gen clia t€ bao vat chi. C4c hé biéu hién con
c6 thé c6 kha ning tu sao chép hoic khong, nghia I chi biéu hién tam thdi trong t&€ |
bao. Thuat ngit nay bao gém su biéu hién tdi té hop “cdc cat xet chi chita cic yéu t6
t6i thiéu cén thiét dé phién ma axit nucleic t4i t6 hop.

“T& bao vat chl” c6 nghia 12 t& bio chia vecto biéu hién va hd tro viéc sao
chép hodc biéu hién clia vecto biéu hién. T& bao vat chi nay c6 thé 1a t€ bao nhan
nguyén thuy nhu E. coli, hodc t€ bio c¢6 nhan dién hinh nhu t& bao ndm men, con
tring, dong vat ludng cu, giun hoac dong vat c6 vii nhu t€ bao CHO, Hela, HEK-293,
va céc t& bao tuong tu, vi du t& bao dugc nuodi cdy, manh cdy, va t€ bao in vivo.

Hop chét

Nhu dugc ban luan trén day, c6 nhiéu ving khac nhau trén thu thé T1R. Mbi

thu thé T1R1, T1R2, va TIR3 chifa viing ngoai bao d4u tan cing N (con goi la ving

Venus flytrap); ving xuyén mang bao gébm bay ving xuyén mang, va t€ bao chat
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tuong ng, va viing quai ngoai bao; viing giau xystein, va ving dau tan cing C. Mbi
viing xdc dinh mot tap hgp cdc hgp chét cu thé gin két dic hiéu véi viing dé.

O ngudi, ving ngoai bao du tan cung N bao gom céc axit amin tir 1 dén 560
ctia hTIR2 va céc axit amin tir 1 dén 563 cta hT1R3. O chuot, ving ngoai bao ddu
tan cung N chita cdc axit amin tir 1 dén 564 clia rT1R2, va cdc axit amin tir 1 dén 568
cta rT1R3.

0 nguoi, ving xuyén mang va ving noi bao dau tan cuing C chita c4c axit amin
tir 561 dén 839 clia hT1R2, va cdc axit amin tir 564 dén 852 ctia hT1R3. O chuot,
viing xuyén mang va ving ndi bao dau tan ciing C chita cic axit amin tir 565 dén 842
ctia rT1R2, va cac axit amin tir 569 dén 858 cua rTIR3.

Thu thé glutamat hd bién trao ddi chat (mGluR) 1a mot 16p khéc cua céc thu
thé gin két véi protein G 16p C cé ddp ting véi glutamat. C4c thu thé nay chl yéu
dugc phat hién trong moé ndo va than kinh, noi chdng ¢4 vai trd trong qud trinh truyén
tin hiéu thin kinh. Vling ngoai bao diu tan cing N clia mGluR c6 thé gin két dong
ho4 tri v6i T1R dé tao ra céc thu thé thé kham. Thu thé mGIuR cé thé 1a thu thé bat ky
trong s6 céc thu thé, vi du, tr mGluR1 dé€n mGluR8. Cac ph6i tir khdc nhau gén két
v6i cdc viing khdc nhau trén c4c ciu tridc dusi phan tir khdc nhau cta céc thy thé vi
umami 14n thu thé vi ngot. Vi du, aspartam va neotam gén két véi viing ngoai bao dau
tan cing N cua T1R2, trong lic d6 xyclamat, neohesperidin dihydrochalcon (NHDC),
va lactisol gin két v6i viing xuyén mang ctia TIR3. Do T1R3 1a mot trong s6 hai ciu
tric duéi phan tir ctia thu thé vi umami T1R1/T1R3, nén xyclamat, NHDC va lactisol
ciing c6 thé tuwong tic véi T1R3 trong thu thé vi umami TIR1/T1R3. Xyclamat va
NHDC lam tang hoat tinh clia thu thé vi umami, trong lic d6 lactisol tic ch€ thu thé vi
umami.

C4c hop chat gin két dic hiéu theo sdng ché do ching lién quan dén chét tao vi

umami bao gém cédc hop chat amit. Cdc hop chat amit cling bao gobm mot s6 phan
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nhém ctia din xudt amit hoac cdc 16p dan xuéit lién quan dén amit, vi du nhu ure,
uretan, oxalamit, acrylamit, va cac chét tuong tu.

Cac phan tir tuong tic v6i ving xuyén mang ctia TIR2, vi du, c6 thé 1 chit
diéu éhinh vi ngot, va cic phan tl tuong tdc v6i viing xuyén mang ctia TIR3 c6 thé 1a
chét diéu chinh vi ngot va/hodc vi umami.

T1R2/T1R3 cua nguodi nhin biét nhém cédc chit tao vi ngot ma khong duoc
nhan bi€t béi TIR2/T1R3 chudt, va TIR2/T1IR3 cla ngudi chi khong phai
T1R2/T1R3 cta chudt bi tc ché bai lactisol. Khi viing ngoai bao cia T1R2 clia ngudi
duoc thay thé€ bdi viing ngoai bao clia TIR2 clia chuot, thi thu thé clia ngudi bi mat
kha ning nhan biét aspartam, cho thdy rang phin nay cia TIR2 clia ngudi cin phai
gin két v6i aspartam. Ngugc lai, khi viing ngoai bao ctia TIR2 ctia chuot dugc thay
thé bang ving ngoai bao cia TIR2 clia ngudi, thi thu thé nay & chudt lai c6 kha nang
nhan biét aspartam, cho thdy rang phin nay ctia TIR2 clia nguoi 1a di dé gén két
aspartam. V4i ciing mot nguyén 1y, ving xuyén mang cua TIR3 cia ngudi 1a can va
du gé

Béng 6 thé hién c4c chit viét tat dugc sir dung dé thé hién cac thu thé thé kham
khac nhau & ngudi v chuot va céc ciu triic dusi phan tit thu thé.

Bang 6

hT1R2 - TIR2 cba nguoi

hT1R3 - T1R3 cla ngudi

rT1IR2 - TIR2 clia chudt

rTIR3 - T1R3 cta chudt

hT1R2/TIR3 - thu thé bao gébm T1R2 cia ngudi va TIR3 ciia chudt

rT1IR2/hT1R3 - thu thé bao gom T1R2 ctia chudt va TIR3 cta ngudi

hT1R2/h3-13 - thu thé bao gébm TI1R2 clia ngudi va TIR3 thé kham véi ving
ngoai bao dau tan cing N & ngudi va viing xuyén mang va dau tan cing C &

chudt
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1T1R2/13-h3 - thu thé bao gom T1R2 clia chuot vi TIR3 thé kham véi viing
ngoai bao dau tan cing N & chudt va ving xuyén mang va du tan ciing C &
nguoi

h2-r2/AT1R3 - thu thé bao gébm T1R2 thé kham véi viing xuyén mang dau tan
cung N & ngudi va ving xuyén mang va dau tan cing C & chuot va TIR3 clia

chudt

12-h2/fT1R3 - thu thé bao gém T1R2 thé kham véi ving ngoai bao diu tan
cung N & chudt va ving xuyén mang va dau tan cuing C & ngudi va T1R3 cua

chuot

h2-h1/hT1R3 - thu thé bao gébm T1R khdm véi ving ngoai bao ddu tan cing N
ctia TIR2 cuia ngudi va ving xuyén mang va dau tan cuing C ciia TIR1 ngudi

va T1R3 clia nguoi

h1-h2/hT1R3 - thu thé bao gébm T1R kham véi ving ngoai bao du tan cing N
ctia TIR1 ngudi va ving xuyén mang va diu tan cing C cta T1R2 ctia nguoi

va TIR3 ctia nguoi

h2-mGluR1/h3-mGluR1 - thu thé bao gém viing ngoai bao diu tan cing N thu
duge tir hT1R2 gén két dong hod tri vi ving xuyén mang va dau tan cing C
ctia mGluR1 va, viing ngoai bao ddu tan cling N thu dugc tir hTIR3 gén két

dong hod tri v6i viing xuyén mang va dau tan cing C cia mGluR 1

h1-mGlulR/h3-mGluR1 - thu thé bao gdm viing ngoai bao dau tan cing N thu
duoc tir hTIR1 gén két dong hod tri v6i ving xuyén mang va dau tan cling C
ctia mGluR1 vA viing ngoai bio ddu tan ciing N thu dugc tir hTIR3 gén két

déng hod tri v6i viing xuyén mang va dau tan cing C cia mGluR1

mGluR1-h2/mGluR1-h3 - thu thé bao gém viing ngoai bao diu tan cing N thu
duoc tr mGluR1 gin két d6ng hod tri v6i viing xuyén mang va dau tan cung C
ctia hTIR2 va ving ngoai bao dau tan cing N thu duge tr mGluR1 gin két

ddng hoa tri v6i viing xuyén mang va dau tan ciing C cia hT1R3

mGluR1-h1/mGluR1-h3 — thu thé bao gém viing ngoai bao d4u tan cung N thu
duoc tr mGluR1 gin két déng hod tri v6i ving xuyén mang va diu tan cing C
ctia hTIR1 vA viing ngoai bao diu tan ciing N thu dugc tr mGluR1 gén két

dong ho4 tri v6i vilng xuyén mang va dau tan cung C ciia hT1R3
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Pugc boc 10 ¢ day 1a cic hgp chat khong c6 trong tu nhién, gin két dic hiéu
v6i thu thé TIR2/T1R3 bao gébm hT1R2/hT1R3 nhung khong bao gém rTIR2/ATIR3.
Vi du vé cic hgp chdt ndy bao gém, nhung khong chi giéi han &, neotam, aspartam,
xyclamat, lactisol, Hop chat 883360, Hgp chat 6542888, Hop chat 403249, Hop chat
6364395, axit dihydroxybenzoic (DHB), Hop chat 6542888, va neohesperidin
dihydrochalcon (NHDC) C4c vi du bd sung dugc tim thdy trong céc Bang tir 1 dén 4.
Céc hop chat hitu co khong peptit ¢6 thé 1a mot khdi hinh hop c6 kich thudc 15x8x8A,
t6t hon 1a ¢6 kich thu6e 12x5x5A.

Ciing dugc boc 16 1a hop chat gin két dic hiéu véi thu thé TIR2/T1R3 bao
g6om hTIR2/r'T1R3 nhung khong bao gom rTIR2/hT1R3. Vi du vé cdc hgp chat nay
bao gém, nhung khong chi gi6i han &, aspartam, va neotam. C4c vi du b8 sung c6 thé
dugc tim thdy trong Bang 5.

Ciing dugc mo ta 1a cdc hop chat gan két diac hiéu v6i viing ngoai bao diu tan
cing N ctia TIR2 trong thu thé hTIR2/hT1R3. Vi du vé cdc hgp chét nay bao gom,
nhung khong chi gi6i han &, neotam, dudng aspartam hydrat cacbon (vi du, sucroza,
fructoza, glucoza, tagatoza, erythritol, sorbitol, maltoza, xylitol, lactoza va galactoza,
ciing nhu tit cd cdc dudng hydrat cacbon khac). Cic vi du b sung dugc tim thdy

trong Bang 5.

Ciing dugc mo ta 12 cdc hgp chét gin két dac hiéu véi ving Venus Flytrap

(VFD - Venus Flytrap Domain) ctia TIR2 trong thu thé hT1R2/hTIR3 va
hT1IR2/AT1R3.

Ciing dugc mo ta 1a hop chat gan két dac hiéu véi ving Venus flytrap dau tan
cing N ctia cdu tric dudi phﬁn tit TIR2 trong thu thé TIR2/T1R3. Cu thé hon, ciing
dugc mo ta 12 hop chat gan két ddc hiéu véi goc axit amin 144 va 302 clia ving Venus
flytrap ddu tan cling N & ngudi cla cdu tric dudi phan tir TIR2 trong thu thé

TI1R2/T1R3. Vi du vé cdc hgp chit ndy bao gom, nhung khong chi gi6i han &,
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aspartam, neotam, hydrat cacbon, va axit amin ngot, nhu D-Trp, Ala, va Gly.

Ciing dugc mo ta 1a cac hop chat gin két ddc hiéu véi viing gidu xystein cia
TIR2 trong thu thé hT1IR2/hT1R3. Ciing dugc m6 t4 1a cdc hop chat gin két diac hicu
v6i ving xuyén mang (TM — Transmembrahe Domain) ctia TI1R2 trong thu thé
hT1R2/hTIR3.

Ciing dugc mo ta 1a cac hgp chat gan két dac hiéu véi thu thé TIR2/T1R3 chia
rT1R2/hT1R3 nhung khong chita hT1R2/rT1R3. Vi du vé cic hgp chat ndy bao gom,
nhung khong chi gidi han &, xyclamat, NHDC, lactisol, Hgp chét 883360, Hop chat
403249, va Hop chat 6364395. Céc vi du bd sung dugc tim thdy trong Bang 5.

Ciing dugc mo ta 1a cdc hgp chat gin két dic hiéu v6i hT1R2/hTIR3 va
rT1R2/r3-h3 nhung khong gén két v6i rT1R2/rT1R3 hoic véi hT1R2/h3-r3. Vi du vé
cac hgp chat nay bao gém, nhung khong chi gi6i han &, xyclamat, NHDC, lactisol,
Hop chit 883360, Hgp chit 403249 va Hgp chat 6364395.

Ciing dugc mo ta 1a cac hop chét gan két dac hiéu véi quai ngoai bao 2 va quai
ngoai bao 3 clia ving dau tan cing C & ngudi trong ciu tric duéi phan tir TIR3 cia
thu thé TIR2/T1R3. Ciing dugc mo ta 13 hop chat gin két dic hiéu véi hTIR2/hT1R3
va 12-h2/r'T1R3 nhung khong gin két v6i rTIR2/rT1R3 hodc v6i h2-12/hT1R3.

Ciing dugc mo ta 1a cdc hop chat gin két dac hiéu vé6i viing ngoai bao diu tan-
cting N & ngudi clia ciu triic dudi phan tlr TIR3 trong thu thé TIR2/T1R3. Ciing dugc
mo ta 12 cac hop chat gin két dic hiéu véi ving Venus Flytrap ctia T1R3 trong thu
thé hT1R2/hT1R3. Vi du vé c4c hop chat nay bao gébm, nhung khong chi gidi han &,
aspartam, neotam, hydrat cacbon, va axit amin ngot, nhu D-Trp, Ala, va Gly.

~Ciing dugc mo ta 1a cdc hop chét gin két dac hiéu v6i viing xuyén mang ciia
T1R3 trong thu thé hT1R2/hT1R3. Ciing duoc mo ta 1 cdc hgp chat gin két dic hiéu
vGi quai ngoai bao 2 va quai ngoai bao 3 ciia ving xuyén mang & ngudi cia ciu tric

duéi phan tit TIR3 cia TIR2/T1R3. Vi du vé€ céc hop chat nay bao gém, nhung
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khong chi gi6i han &, xyclamat.

Hop chit theo sdng ché€ khong bao gém sucroza, fructoza, glucoza, erythritol,
isomalt, lactitol, manitol, sorbitol, xylitol, mot s6 terpenoit tu nhién di biét, flavonoit,
hodc chat protein cé vi ngot, di-peptit, tri-peptit, aspartam, sacarin, sucraloza, sacarit
dugc halogen hod, axesulfam-K, xyclamat, sucraloza, va alitam, neotam, perilartin,
SC-45647, SC-40014, monelin, NC-002740-01, thaumatin, CC-00100, NC-00420,
alitam, SC-44102, dulxin, NC-00576, axit slyxyrhizic, steviosit, Na-sacarin,
D-tryptophan, xyclamat, DHB, axit glycolic, glyxin, D (-) fructoza, homofuronol, D
(-) tagatoza, maltoza, D (+) glucoza, D-sorbitol, D (+) galactoza, a-lactoza, L ()
fructoza, L (+) Hop chat 403249, va glucoza.

Tuy ¥, hop chat theo sang ch€ ciing khong phai 1a Hop chat 6364395.

Ciing dugc boc 10 & day 1a cac hgp chat gin két véi viing bi cat ngin ciia ving

T1R. Vi du, dugc mo ta 1a cdc hop chat gin két dac hiéu v6i ving TM cta T1R2
trong thu thé vi ngot bi cit ngin chita h2TM/h3TM, hop chat gin két dic hiéu véi
ving TM ctia T1R3 trong thu thé vi ngot bi cit ngén chita h2TM/h3TM, hop chit gin
ké&t diac hieu v6i ving TM cla TIR2 trong thu thé thé khim chia
mGluR-h2/mGluR-h3, hgp chat gin két dic hiéu v6i ving TM ctia TIR3 trong thu
thé thé khdm chita mGluR-h2/mGluR-h3, hop chat gén két véi ving TM ctia TIR1
trong thu thé vi savory bi cét ngén chita h1TM/h3TM, hop chét gan két v6i ving TM
chia TIR3 trong thu thé vi ngot bi cét ngin chita h1TM/h3TM, céc hgp chat gan két
v6i ving TM ctia TIR1 trong thu thé thé kham chita mGluR-h1/mGluR-h3, va cdc
hop chit gén két v6i ving TM cha TIR3 trong thu thé thé khdm chita
mGluR-h1/mGluR-h3. SEQ ID NOS: 29-33 hé hién céc thu thé bi cat ngan.

Cac hgp chét theo sdng ché khong bao gébm mononatri glutamat (“MSG”),
inosin monophosphat (IMP) hoac guanosin monophosphat (GMP), sucroza, fructoza,

glucoza, erythritol, isomalt, lactitol, manitol, sorbitol, xylitol, mot s6 terpenoit tu
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nhién da biét, flavonoit, hoac chat protein c¢6 vi ngot, di-peptit, tri-peptit, aspartam,
sacarin, sucraloza, sacarit dugc halogen hod, axesulfam-K, xyclamat, sucraloza,
alitam, mononatri glutamat (“MSG”), inosin monophosphat (IMP) hoac guanosin
monophosphat (GMP), hodc adenosin monophospat (AMP).

Hop chat 403249 1a (5-(4H-benzo[d][1,3]oxathiin-2-yl)-2-methyoxyphenol,
trong lic d6 Hogp chit 6364395 1a 3-(3-hydroxy-4-metoxyphenetyl)
benzo[dJisoxyazol- 4,6-diol.

Cic hop chat duoc mo ta trén day c6 thé thé hién su gia ting phu thudc hop
chét cudng d6 phat huynh quang véi hoat tinh bang it nhat 14 25% so véi hoat tinh t6i
da ctia fructoza trong thit nghiém trén co s& phat huynh quang c6 stt dung thiét bi
FLIPR (Fluorometric Intensity Plate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Vi
du vé& phuong phép niy, xem céc Vi du 12 va 18. C4c hop chit nay ciing c6 thé thé
hién su giam phu thudc hop chat gia tri ECs, d6i v6i mot chét tao vi ngot it nhat 2 1an
trong thlr nghiém trén co s& phat huynh quang c6 sir dung thiét bi FLIPR (Molecular
Devices). Hon nifa, trong thit nghiém trén co s& t€ bao, hgp chat c6 thé tao ra 10 trong
s6 100 t& bao dugc chuyén nhiém bing thu thé kiéu hoang hodc thu thé thé kham thé
hién sy gia ting phu thudc hgp chit cudng do phit huynh quang. Mot vi du vé thir
nghiém trén co s& t&€ bao cb thé dugc tim thdy trong Vi du 24. Hop chat nay ciing c6
thé thé hién su gia taing phu thuoc chat it nhat1a 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1.8,
1,9, 2 14n hoac 16n hon hoic con s6 bat ky gitta s0 t€ bao phat huynh quang dap tng
v6i mitc dudi t6i da cha chét tao vi ngot. Dap tng ndy c6 thé dugc do bang cudng do
phat huynh quang, mifc canxi, ndng d6 IP3, néng do cAMP, mtc gan két GTPyS,
hoac hoat tinh clia gen thong bédo (vi du, luxiferaza, beta-galactosidaza).

Hon nifa, cdc hop chét dugc boc 10 & day c6 thé c6 mot hodc nhiéu cdc dic tinh
sau day trong t&€ bao: 1am ECs, gidm it nhat khoang 50% so v6i hgp chat doi chimng,

1am mitc Ca®* noi bao ting it nhit khoang 25%, lam mitc cAMP noi bao tang lén it
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nhat khoang 25%, 1am mic GMP vong noi bao ting it nhat khoang 25%, 1am IP3 noi
bao tang it nhat khodng 25%, hoac 1am mic gin két protein G clia GTPyS ting it nhat
khoang 25%.
Phuong phép sir dung hop chat

| Ciing dugc mo ta 1a cdc phuong phdp di€u chinh vi savory clia sén phdm #n
dugc hodc san phidm chita bénh bao gom viéc tao ra it nhit mot san phdm an duogc
hodc san phdm chita bénh, hodc tién chét cha chiing, va k&t hop san phdm an duoc
hoic san phdm thudc hodc tién chat ciia chiing véi it nhat mot Iuong cé tic dung diéu
chinh vi savory cta it nhit mot chat khong c6 trong ty nhién nhu dugc mo ta & day,
ho#c mudi dn dugc ctia nd, sao cho tao ra mot san phdm #n dugc hoic san phdm thudc
cai bién, nhd d6 diéu chinh vi savory clia sdn phdm 4n duoc hoic sin phadm thudc.

Ciing duoc mo ta 12 c4c phuong phdp tc ché vi savory clia san phdm 4n dugc
hodc san phidm thudc bao gdm viéc tao ra it nhat mot san phdm an duoc hodc san
phdm thudc, hoic tién chat ctia né, va két hop san phdm an dugc hodc san phdm thude
hodc tién chat clia n6 vdi it nhat mot lugng c6 tdc dung e ché mui vi savory cua it
nhat mot hop chét khong c6 trong tu nhién nhu duge boc 16 & day, hodc mudi an duge
ctia né, dé tao thanh san phdm an dugc hoic sin phdm thudc cai bién; nhd e ché vi
savory clia san phdm 4n duoc hodc san phidm thudc.

Ciing duoc mo ta 1a cdc phuong phap 1am tang vi savory ctia san phdm an dugc
hodc san phdm thudc bao gdm cdc budc: tao ra it nhat mot san phdm an dugc hodc
san phdm thudc, hodc tién chat clia né, va két hop san phdm an dugc hodc san phim
thudc hoic tién chat ctia né véi it nhat mot luong ¢ tdc dung lam tdng mui vi savory
cla it nhit mot hop chat khong c6 trong tu nhién nhu duge boc 10 & day, hodc muoi
an dugc cha nd, dé tao thanh san phdm &n duoc hodc san phdm thudc cai bién; nhd dé
1am ting vi savory ctia sén phim @n dugc hodc san phdm thudc.

Ciing duoc mo ta 1 cdc phuong phdp diéu chinh vi ngot clia san phdm an dugc
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hoac san phdm thu6c bao gém céc budc: tao ra it nhat mot san phidm an dugc hoac
san phdm thudc, hodc tién chat clia né, va két hop san phdm an dugc hodc sén phdm
thudc hoac tién chit ctia né vdi it nhat mot lugng 6 tdc dung diéu bién mui vi ngot
cua it nhat mot hop chat khong c6 trong ty nhién nhu dugc boc 16 & day, hoic mudi
an dugc clia n6, dé tao thanh san phdm in duoc hodc san phdm thudc cai bién; nhd d6

diéu chinh vi ngot clia san phdm 4n duoc hoic sdn phdm thudc.

Ciing dugc mo ta 1a cdc phuong phdp tc ché vi ngot clia san phdm #n duoc.

hodc san phdm thudc bao gdm cdc budc: tao ra it nhat mot san phdm an duoc hoic
san phdm thudc, hoic tién chét chia né, va két hop san phdm an dugc hodc san phdm
thudc hoac tién chét ctia né véi it nhat mot lugng c6 tic dung e ché mii vi ngot clia
it nhat mot hgp chét khong c6 trong tu nhién nhu duge boc 16 & day, hoac mudi an
duoc ciia né, dé tao thanh san phdm 4n duogc hoic san phdm thudc cai bién; nho d6 e
ch€ vi ngot clia sdn phdm #n duoc hodc san phdm thudc.

Ciing dugc mo ta 1a cic phuong phdp 1am ting vi ngot clia san phdm an dugc
hoidc sin phdm thudc bao gém viéc tao ra it nhit mot san phdm an dugc hodc sin
phdm thu6c hoic tién chét clia né, va két hop san phdm an dugc hodc san phidm thudc
hoic tién chat ctia né vdi it nhat mot lugng c6 tdc dung lam tang mui vi ngot cua it
nhit mot hop chét khong c6 trong tu nhién nhu duge bdc 10 & day, hoac mudi an duge
ctia nd, dé tao thanh sin phdm 4n dugc hodc san phdm thuSc cai bién; nho dé lam
tang vi ngot clia san phdm in dugc hodc san phdm thudc.

Ciing dugc mo ta 1a phuong phdp lam tang sy cam nhan vi umami bao gém
viéc cho thu thé vi umami ti€p xdc v6i xyclamat va NHDC, va cdc dan xudt cla nd,
cling nhu phuong phép 1am ting sy cAm nhén vi umami bao gém viéc cho thu thé vi
umami ti€p xtc v6i dan xuét lactisol. Ciing dugc mo ta 1a phuong phdp lam tang su
cam nhan vi ngot bao gdm viéc cho thu thé vi ngot ti€p xiic véi xyclamat va NHDC,

va dan xuit cia chiing. Ciing dugc mo ta 1a phuong phap lam tang su cam nhan vi
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ngot bao gém viéc cho thu thé vi ngot tiép xtc v6i din xuit lactisol.
Phan lap va biéu hién polypeptit TIR

Viéc phan 1ap va biéu hién T1R, hodc cdc doan hoic bién thé clia n, duoc boc
10 & day c6 thé dugc thyc hién nhu duge mo td dusi day. Poan méi PCR c6 thé dugc
st dung dé khuéch dai axit nucleic ma héa viing gin két phéi tir thu thé vi gidc, va thu
vién céc axit nucleic ndy c6 thé dugc tlly ¥ tao ra. Sau d6, vecto biéu hién riéng 1é
hodc thu vién cédc vecto biéu hién c6 thé duoc sir dung dé 1am nhiém hodc chuyén
nhiém t€ bao vat chli d6i véi biéu hién chifc ning cla axit nucleic hodc thu vién nay.
Cic gen va vecto nay c6 thé dugc tao ra va duoc biéu hién in vitro hoic in vivo.
Chuyén gia trong Iinh vuc kj thuat nay s& biét ring, kiéu hinh mong mu6n dé thay
ddi va ki€m soat sy biéu hién clia axit nucleic cé thé dat dugc bing cdch diéu bién su
biéu hién hodc hoat tinh clia gen va axit nucleic (vi du, yéu t6 khdi dau, yéu t6 ting
cudng va yéu t6 tuong tu khic) trong cac vecto duge boc 10 & day. Phuong phap da
biét bat ky dugc mo ta dé 1am ting hodc 1am gidm su biéu hién hoac hoat tinh c6 thé
duoc sir dung. Sang ché c6 thé dugc thuc hién két hgp véi phuong phap bat ky da biét
trong Iinh vuc k§ thuat nay, ching dugc mo ta k¥ trong tai liéu chuyén nganh khoa
hoc va patent.

Trinh tu axit nucleic dugc boc 16 & diy va axit nucleic khac dugc st dung dé
thuc hién sang ché, trong d6, ARN, ADN bd trg, ADN hé gen, vecto, virut hodc thé
lai ctia n6, c6 thé duoc phan 1ap tir cdc ngudn, dugc thao téc di truyén, dugc khuéch
dai, va/hodc duogc biéu hién t4i t6 hop. Hé biéu hién téi t6 hop bat k¥ c6 thé dugc skt
dung, bao gébm, vi du vi khudn, ndm men, con trung hodc hé thuc vat, ngoai t&€ bao
clia dong vat ¢ vi.

Theo c4ch khdc, axit nucleic niy cé thé dugc téng hgp in vitro bang cic k¥
thuat téng hop héa hoc da biét, nhu dugc mo ta trong tai liéu, vi du, Carruthers, Cold

Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 47:411-418 (1982); Adams, Am. Chem. Soc.
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105:661 (1983); Belousov, Nucleic Acids Res. 25:3440-3444 (1997); Frenkel, Free
Radic. Biol. Med. 19:373-380 (1995); Blommers, Biochemistry 33: 7886-7896
(1994); Narang, Meth. Enzymol 68:90 (1979); Brown, Meth. Enzymol. 68:109
(1979); Beaucage, Tetra. Lett. 22:1859 (1981); Patent My S6 4,458,066. Tiép d6, cac
doan ADN sgi kép c6 thé thu dugc bang cach téng hop thanh nhiém sic bd trg va gin
cdc thanh nhiém sic v6i nhau trong cac diéu kién thich hgp, hodc bing cich thém
thanh nhiém séc bd trg bang cich sit dung ADN polymeraza c6 trinh ty doan mdi
thich hop.

K§ thuat dé thao t4c axit nucleic, vi du, dé tao ra sy dot bién vé trinh tu, tich
dong phu, doan do danh diu, x4c dinh trinh ty, lai va cic qua trinh tuong tu khac 1a da
biét trong tai liéu chuyén nganh khoa hoc va patent. Vi duy, xem tai liéu Sambrook,
ed., Molecular Cloning: a Laboratory manual (2nd ed.), Vols. 1-3, Cold Spring
Harbor Laboratory (1989); Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, ed.
John Wiley & Sons, Inc., New York (1997); Laboratory techniques in Biochemistry
and Molecular Biology: Hybridization with nucleic acid probes, Part 1, Theory and
Nucleic acid preparation, Tijssen, ed. Elsevier, N. Y. (1993).

Axit nucleic, vecto, capsit, polypeptit va cdc loai twong tu khdc c6 thé dugc
phan tich va dinh lugng bang phuong phdp bat ky trong s6 cic phuong phép chung
ma chuyén gia trong Iinh vuc k¥ thuat ndy da biét. Cic phuong phép nay bao gom, vi
du phuong phép sinh héa phan tich nhu NMR (Nuclear Magnetic Resonance: phd
cong hudng tir hat nhan), phép phd quang k&, phép chup anh bang tia X, phép dién di,
phép dién di mao din, phép sac ky 10ng tinh nang cao (High Performance Liquid
Chromatography: HPLC), phép sic ky 16p mong (Thin Layer Chromatography:
TLC), va sic ky siéu khuéch tan, cdc phuong phdp mién dich khéc nhau, vi du phin
ting ling cdn 16ng hodc gel, khuéch tdn mién dich, phép dién di mién dich, thir

nghiém phéng xa mién dich (Radioimmunoassay: RIA), thit nghiém hap thu mién
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dich chudi enzym (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA), thit nghiém mién
dich-phét huynh quang, phan tich Southern, phan tich Northern, phan tich thim diém
(dot-blot), phép dién di gel (vi du SDS-PAGE), RT-PCR, PCR dinh Iugng, phuong
phdp khuéch dai axit nucleic hoac dich hoac tin hiéu khic, ddnh dau phéng xa, dém
nhép nhdy, va sic ky 4i luc.

Doan méi oligonucleotit c6 thé duoc sit dung dé khuéch dai doan axit nucleic
m3 héa viing gin két phéi tir thu thé vi gidc. Axit nucleic dugc mo ta & day con c6 thé
dugc tich dong hoac dugc x4c dinh mot cach dinh lugng bang cich st dung k§y thuat
khuéch dai. Phuong phdp khuéch dai 1a da biét trong linh vyc k§ thuat nay, va bao
gém, vi du phan Ung chudi polymeraza, PCR (PCR Protocols, a Guide to Methods
and Applications, ed. Innis. Academic Press, N. Y. (1990) va PCR Strategies, ed.
Innis, Academic Press, Inc., N. Y. (1995), phéan tng chubi ligaza (LCR) (vi du xem
tai liéu Wu, Genomics 4:560 (1989); Landegren, Science 241:1077, (1988); Banger,
Gene 89:117 (1990)); khuéch dai phién ma (vi du, xem tai liéu Kwoh, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86: 1173 (1989)); va, sao chép trinh tu tur duy tri (vi du, xem tai li€¢u
Guatelli, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874 (1990)); khuéch dai Q Beta replicaza
(vi dy, xem tai liéu Smith, J. Clin. Microbiol. 35: 1477-1491 (1997)); thir nghiém
khuéch dai Q-beta replicaza tu dong (vi du, xem tai liéu Burg, Mol. Cell. Probes 10:
257-271 (1996)) va k§ thuat qua trung gian ARN polymeraza khic (vi du, NASBA,
Cangene, Mississauga, Ontario); ciling xem tai liéu Berger, Methods Enzymol.
152:307-316 (1987); Sambrook; Ausubel; Patent My s6 4,683,195 va 4,683,202;
Sooknanan, Biotechnology 13: 563-564 (1995). Poan mdi c6 thé dugc chi dinh dé giit
lai trinh tu g6c cha thu thé mang 7 “cho”. Theo cdch khdc, doan moéi c6 thé ma héa
gdc axit amin, goc nay 1a su thay thé bao toan (vi du, ky nudc doi véi goc ky nudc,
xem phan thao luan & trén) hodc su thay thé lanh tinh vé chitc nang (vi du, khong

ngin chin sy xuyén mang huyét twong, do sy phan cat bdi peptidaza, do su gédp nép di
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thudng cla thu thé, va loai tuong ty khéc). Ngay khi khuéch dai, axit nucleic, riéng
biét hoac dudi dang thu vién, c6 thé dugc tdch dong theo phuong phdp di biét trong
linh vyc k§ thuat ndy, néu cdn, thanh vecto bat ky sit dung phuong phép sinh hoc
phén tir thong thudng; phuong phdp tich dong axit nucleic da khuéch dai in vitro
dugc mo ta, vi du, trong Patent M§ s6 5,426,039.

Cip doan mdi c6 thé dugc chi dinh dé khuéch dai chon luc viing gin két phéi
tlr cha c4c thanh phan ho T1R. Viing ndy c6 thé thay ddi theo phdi tir hodc vi khic
nhau. Do d6, cdi gi c6 thé 1a viing gén két t6i thiéu cho mot vi, né ciing cb thé gidi
han cho vi thit hai. Do d6, viing gin két ph6i tir clia cdc ¢d khdc nhau bao gom céc
cdu tric viing ngoai bao khic nhau c6 thé dugc khuéch dai.

M6 hinh duoc thiét ké dé 1am tho4i bién cap doan méi 1a da biét trong linh vyc
k¥ thuat nay. Vi du, chuong trinh may tinh chién lugc Lién tng-Thoéi bién doan moi
oligonucleotit lai (COnsensus-DEgenerate Hybrid Oligonucleotit Primer:
CODEHOP) 1a c6 & trang web: http://blocks fherc.orglcodehop.html, va dugce lién két
truc tiép tir vi tri lién két da trinh tu BlockMaker d6i v6i du dodn doan méi lai bat dau
béng bo trinh tu protein cé lién quan, 12 viing gén két phoi tir thu thé vi gidc da biét (vi
du, xem tai liéu Rose, NucleicAcids Res. 26: 1628-1635 (1998); Singh, Biotechniques
24:318-319 (1998)).

Phuong phdp dé tdng hgp cdp doan méi oligonucleotit 1a da biét trong linh vuc
k¥ thuat nay. Cap bazo “trung tinh” hoéc cip bazo tdng hgp c6 thé dugc sir dung. Vi
du, viéc st dung nucleobazo nhan tao dua ra c4ch ti€p can linh hoat dé thuc hién trinh
tu doan mai va tao ra hén hop phifc tap hon chia cdc san phdm khuéch dai. Nhiéu ho
nucleobazo nhan tao kh4c nhau 12 c6 kha nang mang nhiéu dinh hudng lién két hydro
nhd viéc quay lién két bén trong dé tao ra phuong phép lam thoéi bién sy nhan dang
phén tir. Viéc dua cdc chat tuong ty nay vao vi tri duy nhét cia doan méi PCR cho

phép tao ra thu vién phiic tap clia cdc san phdm khuéch dai. Vi dy, xem tai liéu Hoops,
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Nucleic Acids Res. 25:4866-4871 (1997). Phan tit khong phan cuc cdn c6 thé dugc st
dung dé bat chudc hinh dang ctia bazo ADN tu nhién. Su bit chudc hinh dang lién két
khong phai hydro d6i véi adenin c6 thé sao chép mot cach hitu hiéu va chon loc véi
su bt chuée hinh dang khong phan cuc d6i véi thymin (vi du, xem tai liéu Morales,
Nat. Struct. Biol. 5: 950-954 (1998)). Vi du, hai bazo thodi bién cé thé 13 bazo
pyrimidin 6H,8H-3,4-dihydropyrimido[4,5-c][1,2]oxazin-7-on hodc bazo purin
N6-metoxy-2,6-diaminopurin (vi du, xem tai liéu Hill, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:
4258-4263 (1998)). Poan mobi thodi bién tiéu biéu két hop chat tuong tu nucleobazo
5’-dimetoxytrityl-N-benzoyl-2’-deoxy- xytidin,3’- [(2-xyanoetyl)-
(N,N-diisopropyl)]-phosphoramidit (thuat ngit “P” trong trinh ty, xem & trén). Chat
tuong ty pyrimidin nay lién két hydro véi purin, bao gom ca goc A va goc G.

Bién thé da hinh, alen, va thé twong dong kh4c loai ma gin giéng vdi thu thé vi
gidc dugc boc 10 & day c6 thé duoc phan lap bang cach sir dung doan do axit nucleic
dugc mo ta & trén. Theo céch khéc, thu vién biéu hién c6 thé duge st dung d€ tich
dong polypeptit TIR va bién thé da hinh, alen, va thé tuong déng khdc loai clia nd,
bang c4ch phat hién thé twong déng dugc biéu hién vé mat mién dich véi céc khang
thé khidng huyét thanh hodc cic khéng thé duoc tinh ch€ dugc tao ra dé khang lai
polypeptit TIR, ching con x4c dinh va lién két chon loc vdi thé tuong dong T1R.

Axit nucleic mi héa viing gan két phdi tir ctia thu thé vi gidc c6 thé duge tao ra.
bing c4ch khuéch dai (vi du, PCR) trinh ty axit nucleic thich hop sit dung cap doan
mdi thodi héa. Axit nucleic khuéch dai c6 thé 12 ADN hé gen tir t€ bao hodc mo bat
k¥ hoac ARN thong tin hodc ADN b trg ¢6 ngudn goc tlr c4c t&€ bao biéu hién thu thé
Vi giic.

Theo mot phuong 4n, trinh ty ma héa protein lai bao gébm céc axit nucleic ma
héa T1R dung hop véi trinh tw chuyén doan c6 thé dugc tao ra. Sang ché€ con dé xuét

TIR lai bao gdm motif chuyén doan va viing gin két véi chat tao vi clia ho thy thé
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nhay cdm héa hoc khdc, dac biét 1a thu thé vi gidc. Trinh ty axit nucleic ndy c6 thé
dugc lién két m& v6i yéu t6 kiém soét phién ma hodc ki€ém soat dich ma, vi du trinh tu,
y€u t6 khoi dau va yé&u t6 tang cudng bit ddu phién ma va dich ma, gen két thic phién

ma va dich ma, trinh tu polyadenyl héa va céc trinh ty khic duogc stt dung dé phién

ma ADN thanh ARN. Trong t6 hop gém cat xet, vecto va vat truyén gen biéu hién tai

t8 hop, doan yé&u t6 khdi ddu tan cing C6 thé dugc sit dung dé hudng biéu hién cha
axit nucleic mong mudn trong tat ca cac t&€ bao hoac moé mong mudn.

Theo phuong 4n khac, protein dung hop cé thé bao gém trinh tu chuyén doan
ddu tan cing C hodc dau tan cing N. Ngoai ra, protein dung hop c6 thé bao gém céc
yéu t6 bd sung, vi du d€ phat hién, tinh ché protein hoic ting dung khic. Ving tao
thuan 1oi cho viéc phét hién va tinh ché& bao gém, vi du, peptit cang héa kim loai nhu
dai polyhistidin, modul histidin-tryptophan hoac cac ving khac ma cho phép tinh ché
trén kim loai c6 dinh; protein gén két maltoza, ving protein A ma cho phép tinh ché
trén globulin mién dich ¢6 dinh; hoac ving dugc sit dung trong hé tinh ch€ md
rong/ai luc FLAGS (Immune Corp., Seattle, WA).

Thé viii ctia trinh tu lién két phan céat duge nhu yéu t6 Xa (vi du, xem tai liéu
Ottavi, Biochimie 80: 289-293 (1998)), motif nhan biét subtilisin proteaza (vi du,
xem tai liéu Polyak, Protein Eng. 10:615-619 (1997)); enterokinaza (Invitrogen, San
Diego, CA), va céc loai tuong tu khdc, giita ving chuyén doan (ddi v6i sy biéu hién
mang huyét tuong hiéu luc) va phan con lai ctia polypeptit méi dugc dich ma c6 thé
duogc sir dung dé tao thuan 1oi cho qué trinh tinh ché. Vi du, mot ciu tric c6 thé bao
gdm polypeptit ma héa trinh ty axit nucleic lién két v6i sdu goc histidin, sau d6 1a
thioredoxin va vi tri phan cit enterokinaza (vi du, xem tai lieu Williams,
Biochemistry 34: 1787-1797 (1995)), va ving chuyén doan ddu tan cing C. G6c
histidin tao thu4n lgi cho qu4 trinh phat hién va tinh ch€ trong khi d6 vi tri phan cat

enterokinaza tao ra phuong phép tinh ché€ protein mong muén tit phan con lai cia
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protein lién hgp. Cong nghé gén lién véi vectd ma héa protein dung hgp va st dung
protein dung hop da dugc mo ta ky trong tai liéu chuyén nganh khoa hoc va patent, vi
du, xem tai liéu Kroll, DNA Cell. Biol. 12:441-53 (1993).

Vecto biéu hién, duéi dang vecto biéu hién riéng biét hoic thu vién cic vecto
biéu hién chifa trinh ty ma héa viing gan két phéi tir c6 thé duoc dua vao hé gen hdac
vao bao chat hodc nhan cla t€ bao va duge bi€u hién bang mot loat k§ thuat thong
thudng, da dugc mo ta trong tai liéu chuyén nganh khoa hoc va patent. Vi du, xem tai
liéu Roberts, Nature 328:731 (1987); Berger, tén tai liéu nhu néu trén; Schneider,
Protein Expr. Purif. 6435:10 (1995); Sambrook; Tijssen; Ausubel. Thong tin vé san
phdm ciia nha san xuét chat phan dng sinh hoc va thiét bi thir nghiém ciing dua ra
thong tin vé phwong phap sinh hoc da biét. Cic vecto c6 thé dugc phan 1ap ti nguén
tu nhién, c6 ngudn goc tir nguén nhue ATCC hoac thu vién GenBank, hodc dugc diéu
ché bing c4c phuong phdp téng hop hoic téi t6 hop.

Axit nucleic ¢6 thé dugc biéu hién bang céch st dung cat xet, vecto hoac virut
biéu hién, c4c loai nay duogc biéu hién 6n dinh hodc tam thdi trong cic t&€ bao (vi du,
hé biéu hién ngoai thé). Gen ddnh diu chon loc ¢6 thé dugc dua vao cat xet va vecto
biéu hién dé dua ra kiéu hinh thich hgp trén t€ bao hoac trinh tu bién nap. Vi du, gen
danh dau chon loc c6 thé ma héa dé duy tri ngoai thé va sao chép sao cho viéc hgp
nhét vao hé gen vat chii 13 khong cin thiét. Vi du, gen danh d&u c6 thé ma héa tinh dé
khing cha khidng sinh (vi du, cloramphenicol, kanamyxin, G418, blastixidin,
hygromyxin) hoic tinh dé khéng clia thudc diét cd (vi du, closulfuron hoac Basta) dé
cho phép lua chon cdc t€ bao bién nap béang trinh ty ADN mong muén nay (vi du,
xem tai liéu Blondelet-Rouault, Gene 190: 315-317 (1997); Aubrecht, J. Pharmacol.
Exp. Ther. 281:992-997 (1997)). Do gen ddnh ddu c6 thé chon loc ¢6 duge tinh dé
khéng véi co chét giong neomyxin hodc hygromyxin chi c6 thé dugc sl dung trong

nuoi cdy mo, nén gen chiu hda chat ciing dugc sit dung 1am gen danh dau chon loc in
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Vitro va in vivo.

Trinh ty axit nucleic khdm c6 thé ma héa ving gan két thu thé TIR bing
polypeptit xuyén mang 7 14n bat ky. Vi polypeptit thu thé xuyén mang 7 14n c6 trinh
tu bac nhat va cau tric bac hai va bic ba tuong tu, nén viing ciu tric (vi du, viing
ngoai bao, ving TM, ving t€ bao cht, v.v..) c6 thé dugc x4c dinh d& dang bing cich
phan tich trinh tu. Vi du, v6i mo hinh héa tinh tuong dong, phép phan tich Fourier va
viéc phat hién chu ky xoan 6c¢ c6 thé x4c dinh va mo ta dic diém bay viing bang trinh
ty cha thu thé xuyén mang 7 1an. Thuat toan FFT (Fast Fourier Transform) cé thé
duoc str dung dé danh gia c4c giai doan chiém wu thé, giai doan nay mo ta profin ciia

tinh ky nudc va tinh bién thién ctia trinh ty dugc phan tich. Sy gia tang phat hién tinh

chu ky va muc luc tinh chu ky xoén 6c theo alpha c6 thé duoc thuc hién nhu duoc mo

ta trong tai lieu Donnelly, Protein Sci. 2:55-70 (1993). C4c thuat todn sip x&p thiang
hang va mo6 hinh héa khac 1a da biét trong linh vuc k§ thuat nay, vi du, xem tai liéu
Peitsch, Receptors Channels 4:161-164 (1996); Kyte & Doolittle, J. Med. Bio.,
157:105-132 (1982); Cronet, Protein Eng. 6:59-64 (1993).

Sdng ché& con bao gdm khong chi ADN va protein c6 trinh tu axit nucleic va
axit amin dac hiéu, ma con bao gébm ca cac doan ADN, dac biét 1a cac doan c6, vi du,
40, 60, 80, 100, 150, 200, hoac 250 nucleotit, hoic nhiéu hon, cling nhu manh protein
c6, vi du 10, 20, 30, 50, 70, 100, hoac 150 axit amin, hodc nhiéu hon. Mot cich tuy ¥,
cac doan axit nucleic cé thé ma héa polypeptit khang nguyén, polypeptit ndy c6 kha
ning gin két v6i khdng thé khang lai thanh vién ho T1R. Ngoai ra, manh protein nhu
dugc boc 16 & day cé thé tiy ¥ 1a manh khéng nguyén, manh nay c6 kha nang gén két
v6i khang thé khang thanh vién ho T1R.

Con dugc ké dén 12 protein thé kham, protein ndy chia it nhat 10, 20, 30, 50,
70, 100, hodc 150 axit amin, hodc nhi€u hon, trong s6 it nhat mot polypeptit TIR

dugc mo ta & day, két hop véi axit amin bd sung dai dién cho tat ca hodc mot phan
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clia GPCR khdc, t6t hon 1a thanh phén cia ho chung céc thu thé xuyén mang 7 14n.
Céc thé khdm nay c6 thé dugc tao ra tir thu thé c6 sin v GPCR khéc, hoic ching c6
thé dugc tao ra béng céch két hgp hai hoic nhiéu thu thé T1R dugc boc 16 & day. Theo
phuong dn khéc, mot phan cta thé kham tuong ting véi hoic cé ngudn géc ti ving
ngoai bao cla polypeptit TIR theo sang ché&. Theo phuong 4n khdc, mot phan clia thé
kham tuong Ung véi, hodc c6 ngudn géc tir ving ngoai bao va mot hodc nhidu ving
xuyén mang cua polypeptit TIR dugc mo ta & day, va phan hoic cdc phan con lai ¢6
thé tao thanh tir GPCR khéc. Thu thé thé kham 12 di biét trong linh vuc k§ thuat nay,
va k¥ thuat dé tao ra chiing va lua chon va dudng bién clia viing hoic doan ctia thu thé
géan két véi protein G dé dua vao ciing da biét. Do d6, kién thic nay clia chuyén gia
trong linh vuc k§ thuat ¢6 thé duge sit dung dé dang dé tao ra cic thu thé thé kham
ndy. Viéc st dung thu thé thé kham nay c6 thé tao ra, vi du, diém dic trung vé tinh
chon loc vi gidc ctia mot trong s& cdc thu thé duge mo ta cu thé & day, két hop véi dic.
tinh tai nap tin hiéu clia thu thé khac, nhu thu thé da biét dugc sit dung trong hé thir
nghiém cta cdc giai phap ky thuat da biét.

Nhu néu trén, cic thé kham nay, twong tu v6i thu thé TIR ty nhién, hodc hén
hop hoic t6 hop thu thé T1R tu nhién s& gin két véi va/hodc dugc hoat hba bang cic
phéan tir ma anh hudng binh thudng 1én vi ngot hodc vi umami. Thy thé T1R kham
chiic nang hozc t8 hop thu thé 1a céc phan tit ma khi dugc bi€u hién mot minh hozc
ph6i hop véi T1R khac hodc GPCR khédc (c6 thé tu ban than chiing 12 kham) géan két
v6i hodc dugc hoat héa bang chat kich thich ¢6 vi gidc, dac biét 1a chat kich thich cé
vi ngot (T1R2/3) hoic chét kich thich ¢6 vi umami (T1R1/3). Cic phan tir ma tao ra
vi ngot bao gobm cac chét tao ngot tu nhién va nhan tao nhu sucroza, aspartam, xylitol,
xyclamat, va cédc loai khéc. Cdc phan tir ma tao ra vi umami bao gom glutamat va chét
tuong tu glutamat va cdc hop chét khdc gan két v6i TIR1 va/hoac T1R3 ty nhién, nhu

5’-nucleotit.
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Vi du, ving nhu viing gan két phdi tir, viing ngoai bao, viing xuyén mang, vilng
t€ bao chat, ving dau tan ciing N, ving d4u tan cing C, hoic t6 hgp bat ky ctia chiing,
c6 thé dugc lién két dong héa tri véi protein khac lodi. Vi du, ving ngoai bao cia
TIR c6 thé duge lién két véi viing xuyén mang clia GPCR khac loai, hoic viing ngoai
bao cia GPCR khéc loai ¢6 thé duogc lién két v6i viing xuyén mang cta TI1R. Cic
protein khéc loai khac c6 thé duoc sl dung, vi du, protein ph4t huynh quang mau
xanh.

Trong pham vi clia sdng ch& con bao gém t& bao vat chu dé biéu hién TI1R,
doan, thé kham hoic bién thé theo sing ché. Pé dat duoc mic bi€u hién cao clia gen
hodc axit nucleic tdch dong vo tinh, nhu ADN b6 tro ma héa T1R, doan hoic bién thé
theo sang ché&, chuyén gia trong linh vuc k§ thuat nay thuong tich dong phu trinh tu
axit nucleic dang dugc quan tam thanh vecto biéu hién, vecto nay chia yéu t6 khoi
ddu manh dé phién ma truc ti€p yéu t6 két thic phién ma/dich ma, va néu déi véi axit
nucleic ma héa protein, vi tri gin két ribosom dé bat dau dich ma. Yéu t6 khdi dau
tan cing Cla vi khuén thich hop 1a da biét trong linh vuc k¥ thuat nay va dugc mo ta,
vi du trong ti liéu clia Sambrook va cdc dong tdc gid. Tuy nhién, hé biéu hién vi
khugin hodic hé c6 nhan dién hinh c6 thé duoc st dung.

Quy trinh d3 biét bat ky dé dua trinh ty nucleotit la vao t€ bao vat chi c6 thé
dugc st dung. Quy trinh nay bao gdm viéc sit dung chuyén nhiém canxi phosphat,
polybren, dung hgp thé nguyén sinh, sy ddnh thing bang dién, liposom, tiém t€ bao,
vecto huyét tuong, vecto virut va phuong phdp da biét bat ky khac dé dua ADN hé
gen, ADN b4 trg, ADN hé thong da duoc tich dong hodc chat di truyén la khéc vao t&
bio vat chil (vi du, xem tai liéu clia Sambrook va cdc dong tic gia). Chi can thiét 1a,
quy trinh thao tdc hé gen cu thé dugc st dung c6 kha nang dua mot cich thanh cong it
nhat fn@t phan tir axit nucleic vao t& bao vat chii 6 kha nang bi€u hién T1R, doan

hoic bién thé dang dugc quan tam.
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Sau khi vecto biéu hién dugc dua vao t€ bao, t&€ bao chuyén nhiém dugc nuoi
cdy trong cic dicu kién c6 1oi cho sy bi€u hién cta thu thé, doan hoic bién thé dang
dugc quan tam, ti€p theo né dugc thu hoéi tir moi trudng nudi cdy bang cach sir dung
k¥ thuat tieu chudn. Vi du vé c4c k§ thuat niy Ia da biét trong linh vuc k§ thuat nay.
Vi du, xem cong bd don quéc t&€ WO 00/06593.

Phat hién polypeptit T1R

Ngoai viéc phat hién gen T1R va biéu hién gen bing cdch sir dung cong nghé lai
axit nucleic, con c6 thé sit dung thir nghiém mién dich dé phdt hién T1R, vi du, dé
x4c dinh t&€ bao thu thé vi gidc, va bién thé clia thanh vién ho T1R. Thir nghiém mién
dich c6 thé dugc sir dung dé phan tich dinh luong hodc dinh tinh T1R. Khdi quat
chung vé cong nghé cé thé duge st dung nay cé thé dugc tim thdy trong tai liéu

Harlow & Lane, Antibodies: A Laboratory Manual (1988).

1. Khéng thé d6i véi cdc thanh phan ho T1R

Phuong phép tao ra c4c khang thé da dong va don dong ma phén dng dac hiéu
vGi thanh phan ho T1R 1a da biét véi chuyén gia trong linh vyc k¥ thuat nay (vi du,
xem tai liéu Coligan, Current Protocols in Imsnunology (1991); Harlow & Lane, tén
tai liéu nhu néu trén; Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice (2d ed.
1986); va Kohler & Milstein, Nature, 256:495-497 (1975)). K§ thuat nay bao gébm
viéc diéu ché khang thé bing cich chon khing thé tir thu vién khdng thé téi t6 hop
trong vecto thé thuc khuén hoic vecto tuong tu, cling nhu diéu ché khéng thé da dong
hoiic don dong tir thd hodc chuot dugc gay mién dich (vi du, xem tai liéu Huse et al.,
Science, 246:1275-1281 (1989); Ward et al., Nature, 341:544-546 (1989)).

Mot s6 chét sinh mién dich chita T1R c6 thé dugc sit dung dé tao ra khéng thé
phan tng dic hiéu véi thanh phan ho T1R. Vi du polypeptit TIR t4i t8 hop, hoic
manh khing nguyén ctia nd, c6 thé dugc phan 1ap ra nhu dugc mo ta & day. Ving

khang nguyén thich hgp bao gdm, vi du trinh ty lién tng ma c6 thé dugc sir dung dé
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xé4c dinh thanh phan ctia ho T1R. Protein tdi t6 hgp c6 thé duoc biéu hién trong t& bio
¢6 nhan chuén hodc t€ bao chua c¢é nhan dién hinh nhu dugc mo ta & trén, va dugc
tinh ché€ nhu dugc mo ta chung & trén. Protein t4i t6 hop 1a chat sinh mién dich dugc
wu tién dé tao ra khang thé don dong hodc da dong. Theo cach khdc, peptit tdng hop
c6 ngudn goc tir cic trinh tu dugec mo ta & day va dugc dung hop vdi protein tai c6 thé
duoc st dung 1am chét sinh mién dich. Protein thudng thdy trong tw nhién cdn cé thé
dugc stt dung & dang tinh khiét hosic khong tinh khiét. Sau d6, sin phdm dugc tiém
vao dong vat c6 kha ning tao ra khang thé. Khang thé don dong hodc da dong c6 thé
duoc tao ra, dé sir dung tiép trong c4c thir nghiém mién dich dé xac dinh protein.

. Phuong phép tao ra khang thé da dong 13 da biét d6i véi chuyén gia trong linh
vuc k¥ thuat nay. Vi du, dong lai can than cta chudt (vi du, chudt BALB/C) hoac thd
duoc gay mién dich béing protein st dung t4 dugc tiéu chuén, vi du t4 dugc Freund va
phuong phip gay mién dich tiéu chudn. Dap ng mién dich clia dong vat véi ché
phim chét sinh mién dich dugc theo dbi bang cdch thuc hién thit nghiém chay mau va
xdc dinh do chuén clia tinh phan tng v6i T1R. Néu thu dugc do chudn clia khdng thé
v6i chat sinh mién dich 14 cao mot cach thich hgp, mau dugc thu gom tir dong vat va
khang huyét thanh dugc diéu ché. Phan doan thém khdng huyét thanh dé lam giau
cho khéng thé phan ting véi protein c¢6 thé dugc thuc hién néu mudn (xem tai liéu
Harlow & Lane, tén tai liéu nhu néu trén).

Khéng thé don dong c6 thé thu dugc bang cic k§ thuat khic nhau ma chuyén
gia trong linh vuc k¥ thuat nay da biét. N6i ngan gon, cic t&€ bao lach tir dong vat da
duoc gay mién dich bing khing nguyén mong mudn c6 thé dugc c6 dinh, thudng
bing ciach dung hgp v6i t€ bao u tiy (xem tai liéu Kohler & Milstein, Eur. J.
Immunol., 6: 511-519 (1976)). Phuong phap khic dé 1am c6 dinh bao gém bién déi
bang virut Epstein Barr, gen gay ung thu, hoac virut retro, hodc phuong phap khac da

biét trong linh vuc k§ thuat nay. Tap doan tao ra tir cic t€ bao co dinh don dugc sang
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loc dé tao ra khéng thé c6 do dic hiéu va 4i luc mong mu6n d6i v6i khang nguyén, va
hiéu sudt ciia khéng thé don dong dugc tao ra bdi cdc t& bao nay c6 thé dugc 1am ting
bang cic k§ thuat khdc nhau, bao gém tiém vao 6 bung clia vat chi ¢c6 xuong song.
Theo céch khac, né c6 thé phan lap trinh ty ADN ma ma héa khing thé don dong
hoic doan gén két clia n6 bing cich sang loc thu vién ADN tir céc t& bao B ctia ngudi
theo phuong phdp chung dugc néu trong tai liéu Huse et al., Science, 246: 1275-1281
(1989).

Khing thé don dong va khang huyét thanh da ddng duge thu gom va chuén do
khéng lai protein sinh mién dich trong thit nghiém mién dich, vi dy, thir nghiém mién
dich pha rin bing chat sinh mién dich c6 dinh trén chit mang ran. Thong thudng,
khing huyét thanh da dong c6 do chuén 13 104 hodc 16n hon dugc chon va duge thir
nghiém vé mic do phan tng chéo ctia né véi polypeptit khong phai T1R, hodc tham
chi thanh phan ho T1R khéc hoic protein c6 lién quan khéc tir sinh vat khéc, sit dung
thit nghiém mién dich gén két canh tranh. Khéng huyét thanh da dong va khang thé
don dong dic hiéu thudng gén két véi gid tri Kd it nhat 1a khoang 0,1mM, thudng it
nhat khoang 1pM, tity ¥ it nhat khoang 0,1pM hodc tSt hon, va tiy ¥ 0,01pM hodc 6t
hon.

Ngay khi khang thé dic hiéu ddi v6i thanh phin ho TIR 1a sin c6, méi protein
T1R va manh protein c6 thé dugc phat hién bang cdc phuong phép thir nghiém mién
dich khac nhau. D& tham khao quy trinh mién dich va thir nghiém mién dich, xem tai
liéu Basic va Clinical Immunology (Stites & Terr eds., 7th ed. 1991). Ngoai ra, thir
nghiém mién dich dugc boc 16 & day c6 thé duge thuc hién theo dang bat ky trong s6
nhiéu dang, chiing duoc xem xét khai quat trong tai liéu Enzyme Immunoassay

(Maggio, ed., 1980); va Harlow & Lane, tén tai liéu nhu néu trén.

2. Thir nghiém gin két mién dich

Protein TIR, ménh protein va bién thé clia n6é c6 thé duge phdt hién va/hoic
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x4c dinh bang cdch st dung mot s6 thlr nghiém bat k¥ trong s6 céc thit nghiém gin
két mién dich da biét (vi du, xem tai liéu Patent My s6 4,366,241; 4,376,110;
4,517,288; va 4,837,168). Dé tham khdo thir nghiém mién dich chung, ciing xem thi
liéu Methods in Cell Biology: Antibodies in Cell Biology, volume 37 (Asai, ed. 1993);
Basic and Clinical Immunology (Stites & Terr, eds., 7th ed. 1991). Thit nghiém géin
két mién dich (hoic thir nghiém mién dich) thubng stt dung khang thé ma gin két dic
hiéu véi protein va khang nguyén dugc chon (trong trudng hop nay la thanh vién h(_)»
T1R hoic trinh ty khang nguyén clia né). Khéng thé (vi du, khang T1R) c6 thé duge
tao ra bang mot s6 phuong phép bat ky ma chuyén gia trong Iinh vic ky thuat nay da
biét va nhu dugc mo ta & trén.

Thir nghiém mién dich con sir dung chat d4nh dau dé gin két dic hiéu va danh
d4u phitc dugc tao thanh bing khéng thé va khdng nguyén. Chat danh dau c6 thé tu
né 12 mot trong s6 cdc nhém chita phic khdng thé/khdng nguyén. Do d6, chat ddnh
d&u c6 thé 12 polypeptit TIR duoc ddnh ddu hodc khdng thé khang TIR dugc ddnh
d4u. Theo cich khéc, chat danh dau c6 thé 1 nhém thit ba, nhu khang thé thit hai ma
gin két dac hiéu véi phitc khang thé/T1R (khdng thé tht hai thudng 1a ddc hiéu véi
khang thé cta loai ma tir d6 khéng thé thit nhat dugc tao ra). Protein khic c6 kha nang
gan két dic hiéu véi ving khong d6i cia globulin mién dich, nhu protein A hodc
protein G ciing ¢6 thé duoc sir dung 1am chat danh ddu. Céc protein nay c6 tinh phan
tng khong sinh mién dich manh véi viing khong ddi ctia globulin mién dich tir nhiéu
loai khidc nhau (vi du, xem tai liéu Kronval et al., J. Immunol., 111:1401-1406
(1973); Akerstrom et al., J. Immunol., 135:2589-2542 (1985)). Chét ddnh d&u c6 thé
duoc xdc dinh bing nhém d& phét hién, nhu biotin, nhém ma phan tir khic c6 thé gan
két dac hiéu vao né, nhu streptavidin. C4c nhém dé phat hién khéac nhau la da biét doi
vGi chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay.

Trong sudt thit nghiém, budc  va/hoic rira c6 thé 1a can thiét sau moi bude két
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hop chat phan tng. Budc 0 c6 thé thay déi tir 5 giay dén nhiéu gid, tlly ¥ nim trong
khoang tir 5 phiit dén 24 gid. Tuy nhién, thoi gian 0 s& phu thudc vao dang thi
nghiém, khing nguyén, thé tich dung dich, néng d6 va cic yéu t6 khic. Thong
thuong, thir nghiém dugc thuc hién & nhiét do moi trudng, mac di né cé thé duoc
thuc hién ngoai khoang nhiét do nay, nhu & nhiét do nam trong khoang tir 10 dén
40°C.
A. Dang thir nghiém khong canh tranh

Thit nghiém mién dich dé€ ph4t hién ra polypeptit TIR trong miu c6 thé 12 thit
nghiém canh tranh hodc khong canh tranh. Thir nghiém mién dich khong canh tranh
la thir nghiém, trong d6 luong khing nguyén dugc xdc dinh truc ti€p. Trong thir
nghiém “sandwich” dugc wu tién, vi du, khéng thé khdng TIR c6 thé dugc gin két
truc ti€p v6i co chét ran, ma trén d6 ching dugc cd dinh. Ti€p d6, cdc khéng thé ¢
dinh ndy chiém duoc polypeptit TIR c6 mat trong miu tht nghiém. Sau doé,
polypeptit TIR vira dugc ¢ dinh dugc gin két bdi chat danh déau, vi du khdng thé
T1R thtt hai mang chét ddnh d&u. Theo c4ch khac, khéng thé thi hai c6 thé thi€u chét
danh d4u, nhung nguoc lai, n6 c6 thé dugc gin két bing khdng thé thit ba dugc danh
d#u dic hiéu v6i khang thé clia loai ma tir 6, thu duoc khang thé thit hai. Khang thé
thi hai hoic thit ba thudng dugc bién déi bing nhém dé phat hién, vi du biotin, nhém
ma phan ti khic gin két dic hiéu vio nd, nhu streptavidin, dé tao ra nhém dé phat
hién.
B. Dang thit nghiém canh tranh

Trong thit nghiém canh tranh, lugng polypeptit TIR c6 mat trong mau dugc
x4c dinh gi4n ti€p bang cdch xdc dinh lugng polypeptit TIR di bi€t dugc thém vao
(ngoai sinh) dugc thay thé& (di canh tranh hét) tir khdng thé khidng T1R bing
polypeptit TIR chua biét c6 mat trong miu. Trong thit nghiém canh tranh, lugng

polypeptit TIR da biét dugc thém vao miu va sau d6 mau dugc cho ti€p xiic véi
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khéng thé ma gan két dic hiéu v6i T1R. Lugng polypeptit TIR ngoai sinh gén két v6i
khéng thé 12 ty 1& nghich do vé6i néng d6 polypeptit TIR c¢6 mit trong méu. Trong
phuong 4n dugc dac biét wu tién, khéng thé dugc lam c6 dinh trén co chat rdn. Lugng
polypeptit TIR gén két v6i khéng thé c6 thé duge xdc dinh bing céch do luong
polypeptit TIR c¢6 mat trong phitc TIR/khang thé, hoic theo c4ch khac bing cich do
lugng protein chua tao phiic con lai. Lugng polypeptit TIR c6 thé dugc phat hién
bang cach tao ra phan tt TIR duoc ddnh dau.

Thir nghiém tGc ché hapten (khing nguyén khong hoan toan) 1a thlr nghiém
canh tranh dugc uu tién khic. Trong thlt nghiém nay, polypeptit TIR da biét dugc
1am ¢ dinh trén co chat rin. Lugng khéng thé khang T1R d3 biét dugc thém vao mau,
va sau d6 méu dugc cho tiép xiic v6i T1R c6 dinh. Luong khéng thé khang TIR gén
ket v6i polypeptit T1R c6 dinh da biét 1a ty 1¢ nghich dao véi lugng polypeptit T1R c6
mat trong mAu. Mot 14n nita, lugng khang thé c6 dinh c6 thé duge phét hién bing
cach phat hién phan doan c6 dinh chita khdng thé hodc phan doan chita khdng thé ma
con lai trong dung dich. Viéc phat hién c6 thé 1a tryc ti€p néu khang thé duge ddnh
d&u hodc 13 gidn ti€p bing cdch thém lién tuc nhém dugc ddnh dau ma gin két dic
hiéu vé6i khang thé nhu dugc mo ta trén day.

C. Xac dmh mitic do phan ting chéo

Thir nghiém mién dich & dang gén két canh tranh con c6 thé dugc st dung dé
xé4c dinh mttc do phan tng chéo. Vi dy, protein it nhat dugc ma héa mot phdn bang
trinh ty axit nucleic dugc mo ta & day c6 thé dugc ¢ dinh vao chat mang ran. Protein
(vi du, polypeptit TIR va thé twong dong) dugc thém vao thir nghiém canh tranh dé
gin két khdng huyét thanh v6i khang nguyén c6 dinh. Kha nang cla protein thém vao
canh tranh véi gin két chia khang huyét thanh véi protein c6 dinh dugc so sénh véi
kha ning clia polypeptit TIR dugc ma héa bang trinh tu axit nucleic duge mo ta & day

dé canh tranh véi ban than né. Do phan ting ngang theo phan tram d6i véi protein &
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trén dugc tinh bang cdch sir dung cac phép tinh tiéu chuén. Cic khang huyét thanh c6
mitc dO phan ting chéo it hon 10% v6i mbi protein duge thém vao dugc néu trén duoc
chon va thu thap. Khdng thé phan ting ngang dugc loai bé tiy ¥ ra khoi khang huyét
thanh dugc thu thap bang cdch hap thu mién dich bang protein dugc can nhic thém
vao, vi du thé twong dong c6 lién quan xa. Ngoai ra, peptit chita trinh tu axit amin dai
dién cho motif dugc bio t6n ma dugc st dung d€ x4c dinh thanh phan ctia ho T1R ¢6
thé dugc str dung trong viéc xac dinh mifc d6 phan tGng chéo.

Tiép d6, khang huyét thanh da hdp phu mién dich va da dugc thu thap dugc st
dung trong thir nghiém mién dich gin két canh tranh nhu dugc mo ta & trén dé€ so
sénh protein thit hai, dugc cho 14 c6 thé 1a alen hodc bién thé da hinh ctia thanh phan
ho TIR, véi protein sinh mién dich (ttc 1a polypeptit TIR dugc ma hda bang trinh tu
axit nucleic duoc mo ta trén day). D€ thyc hién so sdnh nay, hai protein dugc thir
nghiém & khoang néng do rong va lugng mdi protein cin thiét dé tc ché 50% miic
gin két clia khang huyét thanh véi protein ¢§ dinh dugce xac dinh. N&u lugng protein:
thtt hai cin thiét dé &c ch& 50% mic gin ké't 12 nhé hon 10 14n so véi luong protein
duoc ma héa bang trinh tu axit nucleic dugc mo ta trén day can dé c ch€ 50% mic
gén két, thi protein thit hai dugc coi 1 gén két dac hiéu véi khang thé da dong dugc
tao ra d6i v6i chat sinh mién dich T1R.

Khéng thé khang motif dugc bao t6n bdi T1R con c6 thé dugc sir dung dé diéu
ché& khing thé ma chi gén két dic hiéu v6i GPCR clia ho T1R, nhung khong gan két
v6i GPCR tir ho khéc.

Khéng thé da dong ma gin két dac hiéu véi thanh phan cu thé cia ho TIR c6
thé duoc tao ra bing céch loai trir khang thé phan éing ngang st dung thanh phén ho
T1R khéc. Khang thé da dong dic hiéu loi c6 thé dugc tao ra theo cach tuong tu. Vi
du, khang thé dac hiéu véi T1R1 cha ngudi c6 thé dugc tao ra bang céch loai trir

khang thé ma phan tng ngang véi trinh tu gen ti€n héa thing, vi du T1R1 cha chudt
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c6ng hodc TIR1 cta chudt nhit.
D. Cac dang thir nghiém khac

Phan tich thim Western (thdm mién dich) duoc sit dung dé phat hién va dinh
luong su c6 mat cia polypeptit TIR trong miu. K§ thuat nay thudng bao gom bude
phan 14p protein trong méu bang phép dién di gel dua trén co sd trong lugng phan ti,
chuyén protein da dugc tdch sang chidt mang rdn thich hgp (vi du, bd loc
nitroxenluloza, bo loc nylon hodc bd loc nylon din xuét héa), va it miu bang khang
thé ma gin két dic hiéu véi polypeptit TIR. Khéng thé khang polypeptit TIR gan két
dac hiéu véi polypeptit TIR trén chit mang ran. Cc khdng thé nay c6 thé dugc danh
d#u truc ti€p hodc theo cich khéc c6 thé dugc phat hién sau d6 bang céch sir dung
khang thé da d4anh d4u (vi du, khang thé khang chudt cia ciru da duge dénh déu) ma
gan két dic hiéu v6i khang thé khang TIR.

Cic dang thir nghiém khéc bao gébm thir nghiém mién dich liposom (Liposome
ImmunoAssays: LIA), thit nghiém nay st dung liposom dugc chi dinh dé gin két cic
phan ti dic hiéu (vi du khdng thé) va giai phong chat phan dng hoac gen ddnh déu da
dugc bao nang. Ti€p theo, cdc chét héa hoc duge giai phdng duge phét hién theo k¥
thuat chudn (vi du xem tai liéu Monroe et al., Amer. Clin. Prod. Rev., 5:34-41
(1986)).

E. Khir gan két khong dac hiéu

Chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay biét rd rang, thudng mong mudn lam
giam dén muic t6i thiéu gén ket khong déc hiéu trong thir nghiém mién dich. Cu thé 1,
néu thir nghiém lién quan dén khéng nguyén hodc khang thé dugc 1am c6 dinh trén co
chat rin, mong mudn 1am gidm dén muc t6i thi€u lugng gén két khong dac hiéu véi

chat nén. Phuong phap 1am gidm gén két khong dac hiéu nay 1a da bi€t doi véi

chuyén gia trong Iinh vuc ky thuat nay. Thong thuong, k§ thuat nay lién quan dén.

viéc bao co chat bing ché phim cé protein. Cu thé 13, ch€ phdm chita protein nhu
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albumin huyét thanh bo (Bovine Serum Albumin: BSA), sita bot khong béo va gelatin
dugce stt dung rong rai, trong d6 sita bot 1a dugc wu tién nhat.
F. Chat danh ddu

Chat ddnh ddu va nhém d& phét hién cu thé dugc sit dung trong thir nghiém
khong phai 13 khia canh chinh, mién 14 né khong can thiép ddng ké vao gin két dic
hiéu ctia khing thé dugc sir dung trong thit nghiém. Nhém dé phat hién c6 thé 1a chat
bat ky c6 dic tinh 1§ hoc va héa hoc dé phat hién. Chét ddnh ddu dé phat hién nay
dugc phat trién trong linh vuc thit nghiém mién dich va, néi chung, hau hét chét danh
d&u duogce sir dung trong phuong phép nay c6 thé dugc dp dung. Do d6, chdt dénh ddu
ndy 12 ch& phidm bit ky c6 thé phat hién dugc bing cdc phuwong phdp quang phd,
quang héa, sinh héa, héa mién dich, dién, quang hoac héa hoc. Chat danh diu hiru
hiéu bao goém céc hat tix tinh (vi du, DYNABEADSTM), thu6c nhu¢m phét huynh
quang (vi du, floresxein isothioxyanat, d6 Texas, rhodamin, va chat tuong tu khic),
chét danh d&u phéng xa (vi du, *H, I, C, *S), c4c enzym (vi du, peroxidaza clia
cay cai 6¢ ven bién, phosphat kiém va c4c loai thong thudng khac dugc sir dung trong
thit nghiém ELISA), va chit ddnh ddu ding cho mdy so mau nhu hat thiy tinh hoac
he_it nhl_Ia mau vang hodc c¢6 mau dang keo (vi du polystyren, polypropylen, latec,
V.V.).

Ch4t ddnh ddu c6 thé dugc két hop truc ti€p hodc gian ti€p véi thanh phan
mong mudn cla thir nghiém theo phuong phép da biét trong linh vyc k§ thuat nay.
Nhu héu trén, mot loat cac chit ddnh diu c6 thé duge sir dung, véi su lya chon chat
d4nh dau phu thuoc vao do nhay cin thiét, sy d€ dang dung hop véi hop chat, yéu cau
vé& d0 bén, thiét bi sin c6 va du phong dé st dung.

Chat d4nh d4u khong c6 tinh phéng xa thudng dugc gan vao bang phuong phap
gian ﬁé’p. N6i chung, phan tir phdi tlt (vi du biotin) lién két dong héa tri v6i phén tir.

Tiép d6, phéi tl gin két voi phan tir khdc (vi du streptavidin), phan tir nay von da dé
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dang phat hién hoac lién két déng héa tri v6i hé tin hiéu, vi du enzym d& phét hién,
hgp chét phat huynh quang hoac hgp chat phat quang héa hoc. Phoi tir ndy va gen
dich clia n6 c6 thé dugc sit dung trong hdn hop thich hgp bat ky véi khing thé ma
nhan biét polypeptit T1R, hoic khéng thé thit hai ma nhan biét chat khang TIR.

Cic phan tir con c6 thé duge dung hop truc ti€p véi hop chét tao tin hiéu, vi du,
bang cach dung hop vdi enzym hoic floropho. Enzym dugc quan tam 1am chat dénh
ddu s€ chu yéu la hydrolaza, dac biét 1a phosphataza, esteraza va glycosidaza, hoac
oxidotaza, dic biét 1a peroxidaza. Hgp chat phat huynh quang bao gom floresxein va
din xuit cta né, rhodamin va din xuét cia né, dansyl, umbelliferon, v.v.. Hop chat
phat quang héa hoc bao goém luxiferin, va 2,3-dihydrophthalazindion, vi du luminol.
Dé tham khao hé d4nh dau va hé tao tin hiéu khic nhau ma c6 thé dugc slt dung, xem
Patent My S6 4,391,904.

Phuong phéap phat hién chit danh ddu 1a da biét d6i véi chuyén gia trong linh
vuc k¥ thuat nay. Do d6, vi du, néu chat danh diu 1a chit ddnh dau phéng xa, phuong
phép dé phét hién bao gdm dém nhap nhdy hodc tao mang anh nhu trong k§ thuat tu
chup X quang. Néu chit ddnh d4u 12 chit ddnh d4u phdt huynh quang, n6 c6 thé dugc
phat hién bing céch kich thich chat gay huynh quang bang budc séng anh sang thich
hop va phat hién sy phat huynh quang tao thanh. Sy phé4t huynh quang c6 thé dugc
phét hién theo thi gidc, bang phuong phdp tao mang anh, sit dung chét phat hién dién
nhu bo ghép néi dién tich (Charge-Coupled Devices: CCD) hodc b nhan quang va
thiét bi khic. Tuong tu, chit danh ddu enzym c6 thé dugc phét hién bang cich tao ra
co chat thich hgp do6i véi enzym va phét 'hién ra sin phdm phan ting tao thanh. Cui
cling, chét danh dau ding cho thiét bi do mau don gian c6 thé dugc phdt hién don
gian bing cich quan sit mau lién quan dén chdt ddnh d&u. Do d6, trong céc thit
nghiém vé que do myc nudc khéc nhau, vang lién hgp thudng xudt hién mau héng,

trong khi cdc hat dung hop khic nhau xuét hién mau ca hat.

-146-



19645

Mot s6 dang thir nghiém khong can st dung thanh phan ddnh dau. Vi du, thir
nghiém ngung két c6 thé dugc sir dung dé phéf hién su ¢6 mit cta khang thé dich.
Trong trudng hop nay, cdc hat dugc bao khiang nguyén dugc ngung két bang mau
chita khang thé dich. Trong dang thit nghiém nay, khong c6 thanh phin nio cén phai
d4nh dau va su c6 mit clia khang thé dich dugc phét hién bang cdch ki€m tra hién thi
don gian.

Phét hién chat di€u bién

Ché& ph4m va phuong phép dé x4c dinh liéu hgp chat thir nghiém c6 gén két dic
hiéu véi thu thé T1R, ca in vitro va in vivo, dugc mo ta duGi day. Nhiéu khia canh cua.
sinh 1y hoc t€ bao c6 thé dugc theo ddi dé dénh gi4 tdc dong clia phéi tl gén két véi
polypeptit T1R. Thir nghiém nay cé thé dugc thuc hién trén t€ bao nguyén ven biéu
hién thu thé nhay cam héa hoc, trén cic t€ bao thdm, hoac trén cic doan mang dugc
tao ra theo cic phuong phdp tiéu chudn hoic protein tdng hgp in vitro hodc de novo.

In vivo, thu thé vi gidc gin két vdi chat tao vi va bat dau tai nap chat kich thich
héa hoc thanh tin hiéu dién. Protein G da hoat héa hoac tc ch€ dén lugt né s& lam
thay ddi dic tinh clia enzym dich, kénh va protein tic dong khéc. Mot s6 vi du 1a su
hoat héa phosphodiesteraza GMP vong bang céch tai nap trong hé nhin thdy, adenyl
héa xyclaza bing protein G kich thich, phospholipaza C bang Gq va proteiﬁ G cung
ngudn goc khac va diéu bién kénh ngugce bang protein Gi va protein G khéc. H¢ qua
xuoi dong con c6 thé duoc thir nghiém nhu viéc tao ra diaxyl glyxerol va IP3 bang
phospholipaza C, va dén lugt né, dé 1am di dong canxi bang IP3.

Protein hodc polypeptit TIR ctia thit nghiém t6t hon 1a dugc chon tir polypeptit
c6 trinh tu polypeptit TIR dugc chon tir nhém duge mo ta trong Vi du 1, hodc doan
hoic bién thé duge bién déi bao toin clia né. Mot céch tly ¥, doan hodc bién thé c6
thé 12 doan hoac bién thé khang nguyén, ching gin két v6i khéng thé khang TIR.

Tuy ¥, doan va bién thé c6 thé gén két véi hodc duge hoat héa bang chét tao vi ngot
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hodc chat tao vi umami.

Theo cach khéc, protein hodc polypeptit TIR ctia thir nghiém c6 thé c6 nguén
gdc tir t&€ bao vat chli 6 nhan dién hinh va c6 thé bao gém trinh tu axit amin cé trinh
tu axit amin giong véi polypeptit TIR dugc mo ta trong Vi du 1, hodc doan hoac bién
thé dugc bién ddi bao toan cha nd. N6i chung, do ddng nhét ca trinh ty axit amin s&
it nhit ndm trong khoang tir 35 dén 50%, hoac tuy ¥ 1a 75%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, hoac 99%. Tuy ¥, protein hodc polypeptit TIR cha thit nghiém c6 thé
chita viing cta protein T1R, nhu viing ngoai bao, ving xuyén mang, viing t€ bao chat,
viing gin két phéi tir, va viing tuong tu khéc. Ngoai ra, nhu duge mo ta trén day, TIR
protein hodc viing clia né cé thé lién két déng héa tri véi protein khéc loai dé tao ra
protein thé kham duoc st dung trong thir nghiém dugc mo ta & day.

Chét diéu bién hoat tinh thu thé TIR dugc thlt nghiém bang cdch sit dung.
protein hodc polypeptit TIR nhu dugc mo ta trén day, téi t6 hop hodc thudng thdy
trong tu nhién. Protein hodc polypeptit TIR c6 thé dugc phan 1ap, dong biéu hién
trong t& bao, déng biéu hién trong mang c6 ngudn goc tix t&€ bao, dong bi€u hién trong
mo hoic trong dong vat, tdi t6 hop hodc thudng thdy trong tu nhién. Vi du, lit méng &.
1udi, céc t& bao duoc phan ly tir ludi, t€ bao chuyén dang hodc mang c6 thé dugc sit
dung. Viéc diéu bién c6 thé dugc thir nghiém bang cdch sit dung mot trong s6 cac thir
nghiém in vitro hoac in vivo dugc mo ta & day.

Vi du, nhu dugc mo ta trong phan thir nghiém trong cic Vi du dudi day, phat
hién ra ring, mot s6 5’ nucleotit, vi du 5’ IMP hodc 5° GMP, 1am tang hoat tinh cta
L-glutamat dé hoat héa thu thé vi umami, hoc 1am can tr& qué trinh hoat héa thy thé

vi umami bang chat kich thich c6 vi umami nhu L-glutamat va L-aspartat.

1. Thir nghiém gén két in vitro
Qué trinh tai nap tin hiéu vi gidc con c6 thé dugc thit nghiém in vitro bang céic

phén tng trang théi tan dugc hodc trang thdi rén, sit dung polypeptit TIR dugc boc 10

-148-



19645

& day. Theo phuong 4n cu thé, ving gén két phai tir TIR c6 thé dugc st dung in vitro
trong phan tng trang thai tan dugc hodc trang théi rdn dé thit nghiém vé su gén két
phdi tir.

Vi du, viing d4u tan ciing N ciia TIR dugc du dodn 12 lién quan dén sy gan két
phoi tir. Cu thé hon, T1R phu thudc vao phan ho GPCR, dugc dic trung bdi doan diu
tan ciing N ngoai bao 16n, chita khoang 600 axit amin. Cac doan dau tan cing N nay
dugc cho 1a tao thanh ving gan két phdi tit, va do d6 dugc stt dung trong thir nghiém-
héa sinh dé x4c dinh chét chli van va chdt doi khang T1R. C6 thé 13, ving gan két
phoi tir ¢6 thé dugc tao thanh bdi phan bd sung clia viing ngoai bao, nhu quai ngoai
bao clia ving Xxuyén mang.

Thir nghiém gan két in vitro dugc st dung véi GPCR khic ma c6 lién quan dén-
T1R, nhu thu thé glutamat hé bién trao déi chat (vi du, xem tai liéu Han va Hampson,
J. Biol. Chem. 274:10008-10013 (1999)). C4c thlt nghiém nay c6 thé lién quan dén
viéc thay th€ phéi tit dugc danh diu c6 hoat tinh phéng xa hodc phét huynh quang, do
su thay ddi vé mic phat huynh quang bén trong hodc sy thay ddi vé tinh mén cam
phan giai protein, v.v.

G#n két phdi tir v6i phitc hop hetero-multime chita polypeptit TIR c6 thé dugc
thit nghiém trong dung dich, trong mang hai 16p, tity § gén vao pha ran, trong 16p m&
don 16p hoac trong nang. Su gin két chia chét diéu bién c6 thé dugc thir nghiém bang .
cach st dung, vi du su thay ddi vé céc dic tinh quang phd (vi du, sy phét huynh quang,
st hdp thu, hé s6 khiic xa), cdc dic tinh dong luc hoc (vi du hinh dang), dac tinh sac
ky hodc dac tinh hoa tan.

Theo phuong 4n khac, thit nghiém GTPy™S c6 thé dugc st dung. Nhu dugc mo
ta trén day, sau khi hoat héa GPCR, céu triic dudi phan tit Go. cia phic protein G
dugc kich thich dé thay d8i GDP gén két thanh GTP. Sy kich thich hoat tinh thay déi

protein G gy ra qua trung gian ph6i tir c6 thé dugc xdc dinh trong thir nghiém héa
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sinh bang céch xdc dinh gén két cia GTPy*S dugc d4nh d4u hoat tinh phéng xa véi
protein G véi su ¢6 mat cua phdi tir gia dinh. Thong thudng, mang chia thu thé nhay
cam héa hoc dang dugc quan tdm dugc tron véi phiic chira protein G. Chét tic ché
va/hoic chat hoat héa tiém ning va GTPy>S dugc thém vao thlr nghiém, va mic gin
két cia GTPy™S v6i protein G dugc x4c dinh. Mitc gn két c6 thé dugc xéc dinh bing
phép dém nhép nhdy 16ng hoac bing phuong phép bt ky khac da biét trong linh vuc
ky thuat nay, bao gébm thlt nghiém gan nhap nhay (Scintillation Proximity Assays:
SPA). Trong cac dang thir nghiém khac, GTPyS dugc danh d&u phat huynh quang cé
thé dugc st dung.
2. Thir nghiém phén cuc phat huynh quang

Theo phuong an khic, thir nghiém dua trén sy phan cyc phat huynh quang
(Florescence Polarization: FP) c6 thé duoc sit dung dé phat hién va theo doi sy gin
két phdi tir. Phan cyc phat huynh quang 1a k§ thuat linh hoat trong phong thi nghiém
dé xdc dinh mic gin két can bing, muc lai axit nucleic va hoat tinh enzym. Thit
nghiém phén cyc phat huynh quang 1a déng nhat & chd, né khong can budce tich nhu
ly tam, loc, sac k¥, két tha hodc dién di. C4c thlr nghiém nay dugc thuc hién trong
thoi gian thuc, truc ti€p trong dung dich va khong cin pha c6 dinh. Gia tri phan cyc
c6 thé dugc x4c dinh lap lai nhiéu 1an va sau khi thém chat phéan dng vi viéc x4c dinh
phan cuc 12 nhanh chéng va khong 1am phé hily mau. N6i chung, k§ thuat ndy c6 thé
dugc st dung dé€ x4c dinh gid tri phan cyc cla floropho tir mitc picomol thap dén mic
micromol. Poan niy mé t4 thir nghiém phan cuc phat huynh quang c6 thé dugc st
dung nhu thé nao theo céch don gian va dinh lugng dé xdc dinh gan két clia phéi tir
v6i polypeptit TIR dugce boc 10 & day.

Néu phan tir dugc ddnh dau phdt huynh quang dugc kich thich bang 4nh séng
phan cuc phéng, né s& phdt ra 4nh sdng c6 do phan cyc 1a ty 1 nghich ddo véi su quay

phan tir clia né. Cac phan tir duge danh ddu phat huynh quang 16n vén twong d6i tinh
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trong trang théi kich thich (4 nano giay trong truong hgp phat huynh quang) va sy
phan cuc 4nh sing van tuong doi khong déi giita trang thai kich thich va trang théi
phét xa. Phan tir dugc ddnh ddu phdt huynh quang nho quay nhanh trong trang thai
kich thich va sy phan cuc thay ddi déng ké giita trang thai kich thich va trang thdi
phit xa. Do d6, cic phan tlr nho c6 gid tri phan cuc thap va cic phan tit 16n c6 gia tri
phén cyc cao. Vi du, oligonucleotit sgi don dugc dinh dau phat huynh quang cé gid
tri phan cuc twong ddi thap nhung néu né duoc lai v6i nhi€m sic bd trg, né sé cb gid
tri phan cuc cao hon. Néu stt dung FP dé€ phat hién va theo ddi gin két cia chét tao vi,
gin két niy c6 thé hoat hda hoic tc ché thu thé nhay cdm héa, chat tao vi dugc ddnh
d&u ph4t huynh quang hodc chat tao vi tu phat huynh quang c6 thé dugc sir dung.

Do phan cuc phéat huynh quang (P) dugc x4c dinh la:

Intr- Int,

Intp- Int,

Trong d6, IT 12 cudng do clia 4nh sdng phét xa song song v6i mat phing cla
dnh sang kich thich va Intl 1a cudng d6 ciia 4nh sang phat xa vuodng géc véi mat
phang ctia 4nh s4ng kich thich. P, 1a ty 1¢ clia cudng do 4nh sdng, 13 s6 khong c6 thi
nguyén. Vi du, Beacon® va hé Beacon 2000™ c6 thé dugc st dung két hop véi thir
nghiém nay. Hé nay thudng biéu thi d6 phan cuc & don vi milipolarization (1 don vi

Polarization =1000 don vi mP).

MG6i quan hé giita sy quay va kich thuéce phan tir dugc mo ta trong phuong trinh.

Perrin va thiét bi doc dugc dé€ cap dén trong tai liéu Jolley, M. E. (1991), Journal of
Analytical Toxicology, pp. 236-240, tai liéu nay giai thich k¥ ludng phuong trinh nay.
Tuong tw, phuong trinh Perrin cho rang, do phan cuc la ty 1¢ tryc ti€p véi thoi gian
gidn quay, thoi gian nay lam cho phan tir quay xung quanh géc khoang 68,5°. Thoi
gian gian quay lién quan dén d6 nhét (), nhiét do tuyét ddi (T), thé tich phan tir (V)
va hang s6 khi (R) theo phuong trinh sau day:
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3InV
Thoi gian gidn quay = -----------
RT

Thoi gian gidn quay 1a nho (khoang 1 nano gidy) d6i véi cac phan tir nhé (vi du
floresxein) va la 16n (khoang 100 nano giay) (vi du globulin mién dich). Néu do nhdét
va nhiét do duoc giit khong d6i, thoi gian gidn quay va do d6 do phan cuc s€ lién quan
truc ti€p dén thé tich phan tir. Su thay déi vé thé tich phan tir c6 thé 1a do sy twong tic
v6i c4c phan tir khic, su phan ly, polyme héa, suy bién, lai hodc su thay déi vé cau
dang clia phan tir dugc danh d4u phéat huynh quang. Vi du, sy phan cuc phat huynh
quang dugc stt dung dé xac dinh mitc phan cat enzym clia polyme 16n dugc ddnh dau
huynh quang bing proteaza, ADNaza, vi ARNaza. N6 con dugc sit dung dé xdc dinh
muc gin két can bing d6i véi cdc tuong tdc protein/protein, gan két khdng thé/khdng
nguyén va gin két protein/ADN.

A. Thir nghiém ning sut cao trang théi rdn va hoa tan

. Theo phuong 4n khic, sdng ch€ dé xudt thir nghiém hoa tan sit dung phﬁ’é
polypeptit TIR hetero-oligome; hoic t€ bao hodc mo doéng biéu hién polypeptit T1R.
Tot hon 13, t€ bio niy bao gdm dong t&€ bao dong biéu hién dn dinh thu thé vi
T1R1/T1R3 (umami) chiic ning hoic thu thé vi TIR2/T1R3 (ngot) chic nang. Theo
phuong 4n khéc, sang ch€ dé xuat thir nghiém in vitro dua trén pha ran & dang nang
sudt cao, trong d6 polypeptit T1R, hodc t&€ bao hodc mo6 bi€u hién polypeptit TIR
dugc gan vio co chét pha ran hodc hgp chét kich thich ¢6 vi gidc va tiép xic véi thu
thé T1R, va gin két dugc phat hién bang céch sit dung thé déanh ddu thich hgp hoac
khéng thé khédng lai thu thé T1R.

Trong thit nghiém ning sudt cao dugc boc 10 & day, c6 thé thir nghiém t6i da
hang ngan chét diéu bién hodc phdi tir khic nhau trong 1 ngay duy nhat. Cu thé, méi
16 cha dia t€ vi c6 thé dugc st dung dé thyc hién thlr nghiém riéng biét véi chat di€u

bién tiém ning dugc chon, hodc néu tic dong clia ndng do hoac thoi gian u dugc quan
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sét, ctt 5-10 16 c6 thé thir nghiém mot chat diéu bién don. Do d6, mot dia t& vi tiéu
chuén don c6 thé thir nghiém dugc khoang 100 (vi du 96) chat diéu bién. Néu dia
1536 16 dugc str dung, thi mot dia don c6 thé dé dang thir nghiém tir 1000 dén 1500
hop chit khdc nhau. Con c¢6 thé thit nghiém nhiéu hgp chat trong méi 16 cha dia. C6
thé thlr nghiém nhiéu dia khdc nhau méi ngy; thir nghiém duoc thuc hién t6i da cho
khoang tlr 6000 dén 20000 hgp chét khac nhau 12 c6 thé thuc hién dugc bing cich sit
dung hé tich hgp duoc boc 10 & day. Méi gan day, cach ti€p can vi 1ong véi viéc thao
tac chét phan tng di duoc phat trién.

Phan tir dang dugc quan tdm c6 thé dugc gin két vdi thanh phan & trang thdi
ran, truc ti€p hodc gidn ti€p, bang lién két d6ng hoa tri hoac lién két khong dong héa
tri, bing thé ddnh ddu. Thé ddnh ddu nay c6 thé 1a thanh phan bat ky. N6i chung,
phan tir ma gan két v6i thé danh dau (chat gan két thé) dugce cd dinh vao chat mang
ran, va phan tr d3 duoc ddnh ddu dang dugc quan tam (vi du phén tir tai nap tin hiéu
vi gidc dang dugc quan tam) dugc gin vao chit mang ran nhd tuong tic cua thé danh
dau Vﬁ chat gin két thé ddnh d4u.

Mot s6 thé ddnh ddu va chét gin két thé danh ddu c6 thé duge sit dung, dua
trén sy twong tac phan t da biét da dugc mo ta trong tai liéu chuyén nganh. Vi du,
néu thé ddnh dau c6 chat gan két tu nhién, vi du, biotin, protein A, protein G, né c6
thé duoc slr dung két hop véi chét gan két thé danh d&u thich hgp (avidin, streptavidin,
neutravidin, ving Fc clia globulin mién dich, v.v.). Khang thé v6i phan tir ¢6 chat gan
két tu nhién nhu biotin 13 ¢6 sin va 13 chdt gin két thé danh d4u thich hop (xem tai
liéu, SIGMA Immunochemicals 1998 catalogue SIGMA, St. Louis MO).

Tuong tu, hop chit hapten hoic khang nguyén bat ky c6 thé duge st dung két
hop véi khidng thé thich hgp dé tao ra cap thé/chét gin két thé danh ddu. Hang ngan
khang thé dac hiéu 12 c6 ban sin & quy mo cong nghiép va nhiéu khang thé b4 sung

duoc mo ta trong tai liéu chuyén nganh. Vi du, trong ciu hinh thong thudng, thé ddnh
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ddu la khéné thé thit nhat va chat gin két thé danh d4u 14 khang thé thit hai, khing thé
ndy x4c nhan khang thé thi nhat. Ngoai trong tdc khéng thé-khidng nguyén, tuong tic
thu thé-phé6i tir con 12 thich hop duéi dang thé danh dau va cip thé ddnh diu-chét gén
két. Vi du, chat chli van va chat d6i khdng cta thu thé mang t€ bao (vi du, tuong tac
thu thé t&€ bao-phéi tlr nhu transferin, c-kit, phdi tir thu thé virut, thu thé xytokin, thu
thé chemokin, thu thé intolokin, thu thé globulin mién dich va khing thé, ho
cadherein, ho integrin, ho selectin va cac loai twong tu khic; vi du, xem tai liéu Pigott
& Power, The Adhesion Molecule Facts Book I (1993)). Tuong tu, tat ca doc t6 va
noc do, epitop (biéu vi) clia virut, hormon (vi du opiat, steroit, v.v..), thu thé trong t&
bao (vi du thu thé gay ra tdc dung clia cdc phdi tit nhé khdc nhau, bao gém steroit,
hormon tuyén gidp, retinoit va vitamin D; peptit), dugc chét, lectin, dudng, axit
nucleic (ca ciu hinh tuyén tinh 1an c&u hinh polyme vong), oligosaccarit, protein,
phospholipit va khéng thé c6 thé twong tdc véi cac thu thé t&€ bao khéc nhau.

Polyme tdng hgp, vi du polyuretan, polyeste, polycacbonat, polyure, polyamit,
polyetylenimin, polyarylen sulfua, polysiloxan, polyimit, va polyaxetat cdn c6 thé tao
thanh thé d4anh ddu hodc chat gin két thé ddnh du thich hgp. Nhiéu cap thé/chat gan:
két thé ddnh d4u khéc ciling duge stir dung trong hé thir nghiém dugc mo ta ¢ day, sé
tr& nén 10 rang voi chuyén gia trong linh vic nay sau khi xem ban mo ta nay.

Chat lien két thong thudng nhu peptit, polyete va cac chat twong ty khic con ¢
thé déng vai trd thé, va bao gém trinh tu polypeptit, nhu trinh tu poly gly c6 khoang:
tir 5 dén 200 axit amin. Chat lién két linh hoat nay 1a da biét véi chuyén gia trong linh
vuc k§ thuat ndy. Vi du, chét lién két poly(etelyn glycol) la c6 san tir Shearwater
Polymers, Inc. Huntsville, Alabama. Céc chat lién két nay tiry ¥ c6 mo6i lién két amit,
moi lién két sulfhydryl, hoac méi lién két di chic nang.

Chét gan két thé ddnh dau dugc cd dinh vao cd chét rin bing céch st dung

phuong phép hién c6 bat ky. Co chét ran thudng dugc tao dan xudt hoac chic nang
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héa bang cich cho tat ca hodc mot phan ciia co chét ti€p xic vé6i chat phan ing héa
hoc, chat nay s€ cd dinh nhém héa hoc vao bé mat ma phan dng véi mot phan cua
chat gan két thé. Vi du, nhém thich hgp dé gén két vao phan mach dai hon c6 thé bao
gobm cic nhém amin, hydroxyl, thiol, va carboxyl. Aminoalkylsilan va
hydroxyalkylsilan c6 thé dugc st dung dé chifc niang héa nhiéu bé mit, nhu bé mat
thiy tinh. Cau thanh clia mang biopolyme pha rdn nay di dugc mo ta k§ trong tai liéu
chuyén nganh. Vi du, xem tai liéu Merrifield, J; Am. Chem. Soc., 85:2149-2154
(1963) (mod ta quy trinh tdng hop pha ran, vi du peptit); Geysen et al., J. Immun.
Meth., 102:259-274 (1987) (md ta quy trinh téng hgp thanh phan pha rén trén kim);
Frank & Doring, Tetrahedron, 44:60316040 (1988) (m6 ta quy trinh téng hop céc
trinh tu peptit khac nhau trén dia xenluloza); Fodor et al., Science, 251:767-777
(1991); Sheldon et al., Clinical Chemistry, 39 (4):718-719 (1993); va Kozal et al.,
Nature Medicine, 2 (7): 753759 (1996) (tdt cad déu mo ta mang biopolyme dugc cd
dinh vio co chit rin). Cc cach ti€p can khong phai héa hoc dé c6 dinh chat gan két
thé ddnh dau vao co chét bao gom cdc phuong phap thong thuong khac, nhu phuong
phap nhiét, lién két ngang bang phéng xa UV va cac phuong phép khac.
3. Thir nghiém dua trén t€ bao

Theo phwong 4n wu tién vé diéu tri, hén hgp gém protein T1R hoac polypeptit
T1R dugc déng biéu hién tam thdi hodc 6n dinh trong t&€ bao c6 nhﬁn dién hinh &
dang khong xé4c dinh, hodc duéi dang thu thé thé kham, bién d6i hoac bi cét ngén c6
hoic t6t hon 14 khong c6 trinh tu khac loai di kém ma tao diéu kién thuan loi cho qué
trinh giam phén va tao dich bing con dudng ti€t. Polypeptit TIR nay c6 thé dugc biéu-
hién trong t& bao c6 nhan dién hinh bét ky, nhu t&€ bao HEK-293. T6t hon 13, cc t&
bao niy bao gém protein G chifc nang, vi du Gol5 hodc protein G kham dugc x4c
dinh trudc, hoic protein G khic c6 kha ning két hop thu thé thé kham véi con dudng

tin hiéu noi bao hodc véi protein tin hiéu nhu phospholipaza C. Ngoai ra, t6t hon la t&
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bao s& dugc tao ra déng biéu hién én dinh TIR1/T1R3 hoic T1R2/T1R3 sao cho cic
t& bao nay dugc thay (nhu duge thé hién trong vi du thit nghiém) 13 c6 ddp tng gia
tang véi chat kich thich c6 vi gidc (lién quan dén t€ bao ma biéu hién tam thoi t6 hop
TIR tuong ty). Viéc hoat héa thu thé T1R trong céc t&€ bao niy cb thé duoc phét hién
béng cach sit dung phuong phép tiéu chudn bat ky, nhu bing cich phat hién su thay
ddi vé midc canxi ndi bao bing cach phat hién su phit huynh quang phu thudc Flo-4
trong t€ bao. Thir nghiém nay 1a co s& cho thir nghiém dugc trinh bay trong don nay.

Thu thé GPCR hoat héa thudng 1a co chit cho kinaza ma phosphoryl héa dudi
tan cing C cta thu thé (va ciling nhu vi tri ¢6 thé khic). Do d6, chat hoat héa s& thic
ddy su truyén P tir ATP ddnh ddu phéng xa sang thu thé, n6 c6 thé dugc thit nghiém
bang phép d&ém nhap nh4y. Qu4 trinh phosphoryl héa duéi tan ciing C s€ thic ddy gan
két clia protein kiéu arestin va s& can thiép vao gin két clia protein G. Dé tham khao
téng quadt tai nap tin hiéu GPCR va phuong phép thit nghiém tai nap tin hiéu, vi du,
xem tai liéu Methods in Enzymology, vols. 237 va 238 (1994) va volume 96 (1983);
Boume et al., Nature, 10:349:117-27 (1991); Bourne et al., Nature, 348: 125-32
(1990); Pitcher et al., Annu. Rev. Biochem., 67:653-92 (1998).

Viéc diéu bién T1R cé thé duge thir nghiém béng cich so sédnh dép tng clia
polypeptit TIR dugc xir 1§ bang chat diéu bién T1R gia dinh véi ddp Gng ctia miu doi
chiing khong duoc xir Iy hodc méu chita d6i chiing “duong” da biét. Chét di€u bién
T1R gi4 dinh ndy c6 thé bao gém céc phan tir ma tc ch& hoic hoat héa hoat tinh

‘polypeptit TIR. Theo mot phuong 4n, miu déi ching (khong duge xir 1y bing chét
hoat héa hoac chit tc ch€) duge chi dinh c6 gid tri hoat tinh TIR tuong dei 1a 100.
Viéc tic ché polypeptit TIR dat dugc khi gié tri hoat tinh T1R so vé6i d6i ching la
khoéng 90%, tuy ¥ 50%, tuy ¥ tit 25 dé€n 0%. Viéc hoat héa polypeptit T1R dat dugc
khi gid tri hoat tinh TIR so v&i d6i ching 1a 110%, tuy y 1a 150%, 200-500% hoidc
1000-2000%.
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Su thay d6i vé dong ion cé thé dugc danh gid bing cach x4c dinh su thay ddi
v€ su phan cyc ion (vi du dién thé) cla t€ bao hodc mang biéu hién polypeptit TIR.
Mot phuong phdp dé xdc dinh sy thay ddi vé& phan cuc t&€ bao 12 x4c dinh su thay déi
vé dong dién (nhd d6, xac dinh dugc su thay d6i vé phan cuc) bing k§ thuat kep dién
4p va kep miéng dip (vi du, xem kiéu “gén t€ bao”, kiéu “trong-ngoai” va kiéu “t&
bao nguyén ven”, vi du tai liéu Ackerman et al., New Engl. J. Med., 336:1575-1595
(1997)). Dong t€ bao nguyén ven dugc x4c dinh dé dang bang cdch sir dung phuong
phédp tiéu chudn. Thir nghiém da biét khac bao gom: thir nghiém dong ion danh dau
phéng xa va thir nghiém phat huynh quang bang cdch st dung thu6c nhuém nhay
dién dp (vi du, xem tai liéu Vestergarrd-Bogind et al., J. Membrane Biol., 88:67-75
(1988); Gonzales & Tsien, Chem. Biol., 4:269277 (1997); Daniel et al., J. Pharmacol.
Meal., 25:185-193 (1991); Holevinsky et al., J. Membrane Biology, 137:59-70
(1994)).

Téc dong clia hop chét thir nghiém lén chitc ning clia polypeptit ¢6 thé dugc
x4c dinh bang cich xem xét cdc thong s6 bét ky dugc néu trén day. Su thay d6i sinh
1y thich hop bat ky ma 4nh hudng 1én hoat tinh GPCR c6 thé dugc sit dung dé danh
gi4 su anh hudng ctia hgp chat thir nghiém 1én polypeptit duge boc 16 & day. Néu he
qua chic nang dugc xac dinh bang cich sir dung t€ bao hoac dong vat nguyén ven, nd
con cé thé x4c dinh mot loat tac dong nhu gidi phéng vat truyén, giai phéng hormon,
su thay d6i phién ma 1én ca gen d4nh d4u di truyén da biét va chua xic dinh (vi du
thdm Northern), su thay ddi vé co ché chuyén héa t€ bao nhu sy tang trudng cua t&
bao va su thay déi do pH, va su thay ddi vé vat truyén tin thi cép trong t€ bao nhu
Ca?*, IP3, cGMP, hoic cAMP.

Thi nghiém d6i v6i GPCR dugc uu tién bao gdm céc t& bao ma dugc bd sung
jon hoic thuéc nhudém nhay véi dién 4p dé bdo céo hoat tinh thu thé. Thit nghiém xéc

dinh hoat tinh clia cdc thu thé ndy con c6 thé sit dung chat chl van va chét d6i khang
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da biét d6i vé6i thu thé gin két véi protein G khic 1am d6i ching dé danh gid hoat tinh
ctia hop chat thit nghiém Trong thir nghiém dé xdc dinh hop chat diéu bién (vi du chat
chu van, chét doi khéng), su thay déi vé mifc ion trong dién thé cha t€ bao chat hoic
mang s& dugc theo doi bang cach sir dung 1an luot chat chi thi phdt huynh quang nhay
ion hodc c6 dién dp ctia mang. C4c chat chi thi nhay ion va doan méi dién 4p ma c6
thé dugc sit dung 13 cdc chat dugc mo ta trong tai liéu Molecular Probes 1997
Catalog. Ddi v6i thu thé gan két véi protein G, protein G pha tap nhu Gal5 va Gal6
c6 thé dugc st dung trong thir nghiém vé su lua chon (xem tai liéu Wilkie et al., Proc.
Nat'l Acad. Sci., 88:10049-10053 (1991)).

- Su hoat héa thu thé khoi mao cdc su kién noi bao ti€p theo, vi du lam tang vat
truyén tin thit c4p. Viéc hoat héa mot s thu thé gan két vé6i protein G s€ kich thich su
tao thanh inositol triphosphat (IP3) thong qua viéc thily phan phosphatidylinositol
gdy ra qua trung gian phospholipaza C (tai liéu Berridge & Irvine, Nature,
312:315-21 (1984)). Dén luot minh, IP3 sé kich thich sy giai phong khdi lugng du trit
ion canxi noi bao. Do dé, su thay ddi vé mic ion canxi ciia t&€ bao chat, hoac su thay
d8i vé& mifc vat truyén tin thit hai nhu IP3 c6 thé dugc st dung dé dénh gid chitc nang
thy thé gén két v6i protein G. Céc t& bao biéu hién thu thé gan keét véi protein G nay
c6 thé c6 miic canxi t&€ bao chat gia tang 13 két qua cta viec déng gop tir su giai phong
canxi tir kho du trit noi bao 1an luogng vao ctia canxi ngoai bao qua kénh ion mang
huyét tuong.

Theo phuong 4n dugc uu tién, hoat tinh cta polypeptit TIR dugc xdc dinh
bing gen dong biéu hién TIR 8n dinh hodc tam thoi, t6t hon 12 dn dinh, trong t€ bao
khdc loai ciing véi protein G pha tap ma lién két thu thé v6i con dudng tai nap tin hiéu
phospholipaza C (xem tai liéu Offermanns & Simon, J. Biol. Chem.,
270:15175-15180 (1995)). Theo phuong 4n dugc uu tién, dong t€ bao 1a HEK-293
(khong biéu hién binh thudng gen T1R) va protein G pha tap 1a Gal5 (Offermanns &
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Simon, tén tai liéu nhu néu trén). Viéc di€u bién tai nap tin hiéu vi gidc dugc thir
nghiém bang cich xdc dinh nhiing thay déi vé mic Ca®* trong t& biao, mic niy s& lam
thay déi dép dng v6i qu4 trinh diéu bién con dudng tai nap tin hiéu T1R thong qua
viéc ding phan tir ma lién két vé6i polypeptit T1R. Sy thay ddi vé mitc Ca** dugc xéc
dinh tlly ¥ bing c4ch st dung thu6c nhuom chi thi Ca** phit huynh quang va phép
chup anh huynh quang.

Theo phuong 4n khdc, sy thiy phan phosphatidyl inositol (PI) c6 thé dugc
phan tich theo Patent My 5,436,128. N6i ngin gon, thir nghiém nay lién quan dén
viéc danh ddu t€ bao bang 3H-myoinositol trong 48 gid hoac lau hon. Cic t€ bao da
duoc danh d4u duge xit 1y bang hop chat thir nghiem}trong 1 gio. Cac t&€ bao da qua
xu 1y lduqc lam tan va chiét trong clorofom-metanol-nuéc, sau d6 inositol phosphat
duoc tich ra bang cdch sic ky trao ddi ion va dugc dinh lugng bang cidch dém nhap
nhdy. Mic tang kich thich (I4n) dugc x4c dinh bang cdch tinh ty 1é cpm (chu k¥ trén
giay) khi c6 mat cia chét chi van, véi cpm khi ¢6 mat cta d6i chiing dém. Tuong tu,
mifc ting Gc ch€ (1an) dugc x4c dinh bing cich tinh ty 1& cpm khi ¢6 mat chét d6i
khéng vé6i cpm khi cé mit d6i chitng dém (d6i chiing nay c6 thé hodc khong chia
chat chi van)

Thit nghiém thu thé khéc c6 thé lién quan dén viéc x4c dinh mitc nucleoti vong
noi bao, vi du, cAMP hoic cGMP. Trong cic trudng hgp ma viéc hoat héa thu thé dan
dén 1am giam mifc nucleotit vong, t6t hon nén cic t€ bao dugc cho ti€p xuc véi tac
nhan 13m ting mifc nucleotit vong noi bao, vi du forskolin, truéc khi thém hgp chat
hoat héa thu thé vao t& bao trong thir nghiém. Theo mot phuong 4n, sy thay ddi vé
cAMP hoidc cGMP ndi bao c6 thé dugc x4c dinh bang cch st dung thir nghiém mién
dich. Phuong phip dugc mo ta trong tai liéu Offermanns & Simon, J. Bio. Chem.,
270:15175-15180 (1995), c6 thé dugc sit dung dé xdc dinh mitc cAMP. Hon nifa,

phuong phdp duge mo ta trong tai liéu Felley-Bosco et al., Am. J. Resp. Cell and Mol.
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Biol., 11:159-164 (1994), c6 thé dugc sit dung dé x4c dinh GMP vong. Ngoai ra, kit
thir nghiém dé xic dinh cAMP vi/hoic cGMP dugc mo ti trong Patent M§
4,115,538.

Theo phuong 4n khéc, mitc do phién ma c6 thé duoc x4c dinh dé ddnh gia téé
dong ctia hgp chét thir nghiém 1én tai nap tin hiéu. T€ bao vat chl chda polypeptit
T1R dang dugc quan tam dugc ti€p xtc véi hop chét thir nghiém trong thoi gian thich
hop dé anh hudng dén twong téc bat ky, va ti€p dé6 mitc biéu hién gen dugc dénh gi4.
Luong thoi gian tic dung 1én tuong tic nay c6 thé dugc x4c dinh theo kinh nghiém, vi
du bang cach chay trong 1 khoang thoi gian va xdc dinh mic phién ma dudi dang
ham ctia thoi gian. Lugng phién ma c6 thé dugc xdc dinh bang céch st dung phuong
phap thich hop bat ky ma chuyén gia trong linh vyc ky thuat nay da biét. Vi du, su
biéu hién ARN thong tin chia protein dang dugc quan tam c6 thé dugc phat hién bang
cach st dung phuong phép tham Northern hodc sin phdm polypeptit ctia né c6 thé
dugc x4c dinh bing céch str dung thir nghiém mién dich. Theo cach khéc, thir nghiém
dua trén su phién ma sit dung gen thong béo c6 thé dugc sit dung nhu dugc mo ta
trong Patent My 5,436,128. Gen thong bdo c6 thé 13, vi du chloramphenicol
axetyltransferaza, luxiferaza, beta-galactosidaza beta-lactamaza va phosphataza ki€m.
Hon nita, protein dang dugc quan tam c6 thé duge sit dung 1am gen thong béo gidn
ti€p nhb sur gan vao gen thong bdo thit hai nhu protein phat huynh quang mau xanh
(vi dy, xem tai liéu Mistili & Spector, Nature Biotechnology, 15:961-964 (1997)).

Tiép d6, lugng phién ma nay dugc so sidnh véi lugng phién ma trong t€ bao
tuong tu ma khong c6 hop chét thir nghiém, hodc né ¢ thé duge so sanh véi lugng
phién ma trong t& bao gin gi6ng nhung thi€u polypeptit TIR dang dugc quan tim. T
bao gin gidng nay c6 thé thu dugc tir cdc t&€ bao twong tu ma tir d6, t€ bao téi t6 hop
dugc diéu ché nhung khong dugc bién d6i bang cdch dua ADN khdc loai vao. Su khic

nhau b4t ky vé lugng phién ma cho thdy ring, hop chat thir nghiém c6 mot s6 cach
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lam thay ddi hoat tinh ctia polypeptit TIR dang dugc quan tam.

4. Dong vat chuyén gen khong phai ngudi biéu hién thu thé nhay cam héa hoc

Dong vat khong phai 12 ngudi biéu hién t6 hop cac trinh ty thu thé vi gidc TIR
dugc boc 10 & day con c6 thé duge sit dung cho thir nghiém thu thé. Biéu hién niy c6
thé dugc st dung dé xac dinh liéu hop chat thir nghiém c6 gin két dic hiéu véi phic
thu thé xuyén mang vi gi4c clia dong vat cé vii in vivo bang cich cho dong vat khong
phai 12 ngudi dugc chuyén nhiém én dinh hodc tam thoi ti€p xic véi axit nucleic ma
héa thu thé nhay cdm héa hoc hodc viing gin két phéi tir clia né bing hop chét thit
nghiém va xdc dinh xem liéu t&€ bao dong vat c6 phan tng véi hgp chat thir nghiém
bing gin két dic hiéu véi phiic thu thé polypeptit.

Pong vat dugc chuyén nhiém hodc gay nhiém bing vecto dugc boc 10 & day
dac biét hitu hiéu cho thir nghiém dé x4c dinh va mo ta dic diém chat kich thich c6 vi
gidc ma c6 thé gin két vao thu thé dic hiéu hodc nhém céc thy thé. Dong vat duge
lam nhiém bang vecto biéu hién trinh ty thu thé vi gidc clia ngudi nay c6 thé dugc st
dung dé thlr nghiém in vivo chét kich thich c6 vi gidc va tdc dong cla né 1én, vi du,
sinh 1y t€ bao (vi du 1én noron vi gic), 1én hé than kinh trung wong (CNS) hoac lén
hanh Vl Theo cich khic, dong t&€ bao én dinh ma biéu hién T1R hodc t6 hgp cia nd,
c6 thé dugc st dung 1am chét cho chuyén nucleic dé tao ra dong vat chuyén gen dugc
tach dong, dong vat niy biéu hién én dmh T1R cu thé hoic t6 hop clia né. Phuong
phap str dung chét chuyén nucleic dé tao ra dong vat tich dong ma biéu hién ADN
khéc lodi mong mudn la d6i tugng ciia nhiéu patent M§ da ban hanh dugc cap cho
University of Massachusetts (cdp gidy phép cho Advanced Cell Technology, Inc.) va
Roslin Institute (cap gidy phép cho Geron Corp.).

Phuong phdp dé 1am nhiém/bi€u hién axit nucleic va vectd, riéng biét hoac
dué6i dang thu vién, 12 da biét trong linh vuc k§ thuat nay. Mot loat cic thong s vé t€

bao, co quan riéng biét hoic dong vat nguyén ven c6 thé dugc xdc dinh bing céc
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phuong phép khic nhau. Trinh ty TIR dugec boc 16 & day c6 thé dugc dong biéu hién
trong mo vi gidc clia dong vat ching han bing c4ch giai phéng tic nhan gay nhiém, vi
du vecto biéu hién virut adeno.

Gen thu thé vi gidc noi sinh véin giit duoc hoat tinh chic ning va hoat tinh kiéu
hoang (bdm sinh) ciing c6 thé c6 mit. Trong trudng hop khic, néu mong mudn toin
bo hoat tinh cha thu thé vi gidc 12 nhd thu thé lai ngoai sinh dugc dua vao, viéc sir.
dung dong bi bat hoat 1a dugc wu tién. Phwong phép tao ra dong vat chuyén gen
khong phai 13 ngudi, ddc biét 1a chuot chuyén gen, va viéc Iva chon va diéu ch€ cau
triic t4i t6 hop dé tao ra cic t&€ bao bién nap 1a da biét trong Iinh vuc kj thuat nay.

Viéc tao nén t€ bao hoac dong vat bi “bi bt hoat” dugc dua trén co s& 1a miic
biéu hién chia gen cu thé trong t&€ bao dong vat c6 vi c6 thé dugc 1am gidm hodc duge
loai bd hoan toan bang cdch dua hé gen vao trinh ty ADN méi ma déng vai trd phd vo
mot s6 phan clia trinh ty ADN clia gen bi tic ché. Ngoai ra, “su 16ng biy gen” c6 thé
duoc str dung dé phé v& gen vat chu, va t€ bao nguén phoi (Embryonic Stem: ES) cua
chuot c6 thé duoc sir dung dé tao ra dong vat chuyén gen bi bat hoat (vi du, xem tai
lieu Holzschu, Transgenic Res 6:97-106 (1997)). Viéc 10ng gen ngoai sinh thuong 1a
bing c4ch t4i t8 hgp twong déng giita cdc trinh ty axit nucleic bd trg. Trinh tu ngoai
sinh 12 mot phin clia gen dich dugc bién déi, vi du trinh ty diéu hoa exon, intron hoac
phién m3, hoic trinh ty hé gen bét ky ma c6 thé anh hudng dén mitc biéu hién ciia gen
dich; hoac t8 hop cia chiing. Su tao dich gen bing c4ch téi t hop tuong dong trong t&€
bao nguén phoi da tiém nang cho phép 1am thay d6i mot céch chinh x4c trinh ty hé
gen dang dugc quan tam. K§ thuat bat ky c6 thé dugc sit dung d€ tao ra, dé thir
nghiém, dé nhan giéng dong vat bi bat hoat, vi du xem tai liéu Bijvoet, Hum. Mol.
Genet. 7:53-62 (1998); Moreadith, J. Mol. Med. 75:208-216 (1997); Tojo,
Cytotechnology 19:161-165 (1995); Mudgett, Methods Mol. Biol. 48:167-184
(1995); Longo, Transgenic Res. 6:321-328 (1997); cac Patent M§ s6 5,616,491;
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5,464,764; 5,631,153; 5,487,992; 5,627,059; 5,272,071; cac Cong bé don qudc t&€ s6
WO 91/09955; W093/09222; WO 96/29411; WO 95/31560; WO 91/12650.

Axit nucleic dugc boc 16 & day ciing c6 thé dugc st dung 1am chat phan tng dé
tao ra t€ bao cuia ngudi bi “bi bat hoat” va th€ hé con cia né. Tuong ty, axit nucleic
ciing c¢6 thé dugc sir dung 1am chat phan ting dé tao ra sy “knock-in” (su thay th€ gen
bing thé dot bién clia gen twong tu bing c4ch sit dung su t4i t& hop khéic loai) & chuot
nhét. Trinh tr gen TIR chia ngudi hodc chuot cong c6 thé thay thé€ cho T1R tién héa
thang & hé gen ctia chuot nhit. Theo c4ch nay, chudt nhét biéu hién TIR cha ngudi
hodc chu6t cong s& dugc tao ra. Sau d6, chuot nhat nay cé thé duge sit dung d€ phan
tich chttc nang ctia T1R ctia ngudi hoidc clia TIR clia chudt cong, va dé xac dinh phoi
tlr d6i v6i TIR nay.

a. Chét diéu bién

. Hop chit dugc thir nghiém 1am chét diéu bién thanh phan ho T1R c6 thé 1a hgp
chat héa hoc nhd bat ky, hoic thuc thé sinh hoc clia né, nhu protein, axit nucleic hoac
lipit. Vi du vé€ né bao gébm 5' IMP va 5' GMP. Hop chat héa hoc can thiét bét ky c6
thé dugc st dung 1am chat di€u bién hoac phéi tir ti€ém nang trong thir nghiém duge
boc 10 & day, mic di hdu hét cac hop chit ma khong tan trong dung dich nudc duge
thir nghiém. Thir nghiém nay c6 thé duoc thiét k&€ d€ sang loc thu vién cdc chét héa
hoc 16n bang céch tuy dong héa cic budc thir nghiém va tao ra hgp chat tir ngudn
thong thudng bat ky; cac thit nghiém nay thudng dugc thuc hién song song (vi du, &
dang t€ vi trén cdc dia t€ vi trong cédc thir nghiém c6 sit dung ngudi mdy). R rang
ring, thu vién céc chit héa hoc c6 thé dugc téng hop bang mot trong nhiéu phan tng
héa hoc (vi du héa hoc thudc s& hitu Senomyx). Ngoai ra, con nhi€u nha cung cip
hop chét héa hoc nita, bao gébm Sigma (St. Louis, MO), Aldrich (St. Louis, MO),
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), Fluka Chemika-Biochemica Analytika (Buchs,.

Switzerland) va cac hang khéc.
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Theo phuong 4n dugc wu tién, phuong phdp thlir nghiém nang suit cao lién
quan dén viéc tao ra thu vién chédt hda hoc hodc peptit t6 hgp chita mot s& 16n hop
chét tdc dung lén vi gidc tiém nang (hgp chat di€u bién hodc phéi tit tiém ning). Sau
d6, “thu vién chat héa hoc té hgp” hodc “thu vién phéi tir’ ndy duoc sang loc trong
mot hodc nhiéu thit nghiém dugc mo ta & day dé xac dinh c4c thanh phin ctia thu vién
ndy (loai hoidc phan nhém héa hoc cu thé) ma thé hién hoat tinh dic trung mong
mu6n. Hop chit vira duge xéc dinh c6 thé thuc hién chitc nang lam “hop chét dan dat”
thong thudng hodc ban than ching ¢6 thé duoc sit dung 1am chat diéu chinh vi gidc
ti€ém nang hoac thyc sy.

T6t hon 13, thu vién nay sé dugc thir nghiém dya trén t€ bao hodc dong t€ bao
biéu hién én dinh T1R hoic t6 hop clia T1R, tic 12 TIR1/T1R3 hodc TIR2/T1R3 va
dugc uu tién 13 protein G thich hgp, vi du Gg;s. Nhu dugc thé hién trong phan Vi du
thuc hién sdng ch& duéi day, cic dong t€ bao 6n dinh nay c6 dép Ung rat rd rét véi
chat kich thich c6 vi gidc, vi du, chat kich thich c6 vi umami hoac vi ngot. Tuy nhién,
t&€ bao va dong t&€ bao ma biéu hién tam thdi mot hodc nhiéu TIR ciing c6 thé duge st
dung trong thir nghiém nay.

Thu vién chét héa hoc t6 hop 1a su chon loc cdc hgp chat héa hoc khac nhau
dugc tao ra bing cich tdng hop héa hoc hodc sinh hoc, bang cich két hgp mot s6
“kh6i x4y dung” héa hoc nhu chat phan tng. Vi du, thu vién chit héa hoc t6 hop
thédng nhu thu vién polypeptit dugc tao thanh bang cach két hgp mot tap hop cic khéi
x4y dung (axit amin) theo nhiéu cdch c6 thé d6i véi mot do dai hgp chét da cho (titc
12 so axit amin trong hgp chat polypeptit). Hang nghin dén hang triéu hop chat héa
hoc c6 thé dugc tdng hop bing cach két hop t6 hop cédc khdi xay dung hdéa hoc nay.

Viéc diéu ch€ va sang loc thu vién chét héa hoc t6 hgp 1a da biét d6i véi
chuyén gia trong Iinh vyc k§ thuat. Thu vién chat héa hoc t6 hgp nay bao gém, nhung

khong chi gidi han &, thu vién peptit (vi du, Patent M§ 5,010,175, Furka, Int. J. Pept.
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Prot. ‘Res., 37:487-493 (1991) va Houghton et al., Nature, 354: 84-88 (1991)). Céc
héa chat khdc d€ tao ra thu vién chét héa hoc khdc nhau ciing c6 thé sir dung. Cac héa
- chat nay bao gém, nhung khong chi gisi han &: peptoit (vi du, Cong b6 don PCT S6
WO 91/19735), peptit ma héa (vi du, Cong bé don PCT WO 93/20242), bio-oligome
ngiu nhién (vi du, Cong b6 don PCT S6 WO 92/00091), benzodiazepin (vi du, Patent
My S6 5,288,514), cac Diversomer nhu hydantoin, benzodiazepin va dipeptit (tai li¢u
Hobbs et al., Proc. Nat. Acad. Sci., 90: 6909-6913 (1993)), polypeptit vinylog (tai
liéu Hagihara et al., J. Amer. Chem. Soc., 114:6568 (1992)), chat bat chudc peptit
khong phai 12 peptit c6 gian glucoza (tai liéu Hirschmann et al., J. Amer. Chem. Soc.,
114:9217-9218 (1992)), téng hop hitu co twong tu thu vién hgp chéit nho (tai liéu
Chenet al., J. Amer. Chem. Soc., 116:2661 (1994)), oligocarbamat (tai li¢u Cho et al.;
Science, 261:1303 (1993)), peptidyl phosphonat (tai liéu Campbell et al., J. Org.
Chem., 59:658 (1994)), thu vién axit nucleic (tai liéu Ausubel, Berger va Sambrook,
tén tai liéu nhu néu trén), thu vién peptit axit nucleic (Patent M§ s6 5,539,083), thu
vién khang thé (tai liéu Vaughn et al., Nature Biotechnology, 14 (3):309-314 (1996)
va PCT/US96/10287), thu vién hydrat cacbon (tai liéu Liang et al., Science,
274:1520-1522 (1996) va Patent My 5,593,853), thu vién phan t& hitu co nho
(beniodiazepin, Baum, C&EN, Jan 18, page 33 (1993); thiazolidinon va
metathiazanon, Patent My s6 5,549,974; pynrolidin, Patent M§ s6 5,525,735 va |
5,519,134; hop chat morpholino, Patent M§ s6 5,506,337; benzodiazepin, Patent My
s0 5,288,514, va cac chat khac).

Thiét bi dé tao ra thu vién t6 hop 1a c6 sdn & quy mo cong nghiép (vi du, xem
tai lieu 357 MPS, 390 MPS (Advanced Chem Tech, Louisville KY), Symphony
(Rainin, Woburn, MA), 433A (Applied Biosystems, Foster City, CA), 9050 Plus
(Millipore, Bedford, MA)). Ngoai ra, mot s6 thu vién t6 hgp ban than chiing tu ¢6 san

(vi du, xem tai liéu ComGenex, Princeton, NJ; Tripos, Inc., St. Louis, MO; 3D
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Pharmaceuticals, Exton, PA; Martek Biosciences; Columbia, MD; v.v.).

Céc chét diéu bién T1R c6 thé duoc sit dung trong san phdm thuc phdm bat kY,
banh keo, dugc phdm hodc thanh phin clia né dé nhd d6 diéu chinh vi clia san phim,
ché€ phdm hodc thanh phan theo c4ch mong muén. Vi du, chit diéu bién TIR ma lam
ting su nhan cadm vi ngot c6 thé dugc thém vio dé 1am ngot san phdm ho#c ché phim;
chat diéu bién TIR ma lam ting su nhan cdm vi umami ¢6 thé dugc thém vao thuc
phdm dé 1am ting vi ngon miéng. Theo c4ch khéc, chat doi khdng T1R c6 thé dugc sir
dung d€ tc ché vi ngot va/hodc vi umami.

b. Kit

Gen TIR va thé twong déng clia n6 1a cong cu hitu hiéu dé xac dinh céc t€ bao
thu thé nhay cam héa hoc, d6i v6i céc phuong phap xac dinh quan hé cha con va phap
y, va dé thir nghiém tai nap tin hiéu vi gidc. Chat phan Gng dac hiéu véi thanh phan
hoc T1R ma lai dac hiéu véi axit nucleic T1R, nhut doan do va doan méi TIR; va chat
phan ting dic hiéu T1R ma gin két dic hiéu véi polypeptit T1R, vi du khdng thé TIR
duoc st dung dé thir nghiém su biéu hién t€ bao vi gidc va diéu hoa qud trinh tai nap
tin hiéu vi gidc.

Thir nghiém axit nucleic d6i vé6i sy c6 mat caia ADN va ARN cta thanh vién
ho TIR trong miu bao gém k¥ thuét khac nhau ma chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét
nay da biét, nhu phan tich Southern, phan tich Northern, thim diém, bao vé ARNaza,
phan tich S1, k§ thuat khuéch dai nhu PCR, va lai tai chd. Trong phuong phép lai tai
chd, vi du, axit nucleic dich dugc giai phong tit bé mat xung quanh t€ bao clia nd sao
cho c6 sén dé lai trong t& bao trong khi vin giit dugc hinh thdi hoc t€ bao dé gii thich
va phan tich ti€p. C4c bai bdo sau day cung cép cdi nhin chung trong linh vyc k§y thuét
v€ su lai tai cho: Singer et al., Biotechniques, 4:230250 (1986); Haase et al., Methods
inVirology, vol. VII, pp. 189-226 (1984); va Nucleic Acid Hybridization: A Practical
Approach (Names et al., eds. 1987). Ngoai ra, polypeptit TIR c6 thé dugc phét hién

-166-



19645

bang nhiéu k¥ thuat thir nghiém mién dich khic nhau dwgc mo ta trén day. MAu thir
nghiém thudng dugc so sanh véi cad miu doi chiing duong (vi du, miu biéu hién
polypeptit T1R tdi t6 hgp) 1An miu d6i ching am.

Séng ché ciing boc 16 kit dé thir nghiém chat diéu bién thanh phan ho T1R. Kit
ndy c6 thé dugc tao ra tir chat va chat phan @ng sn 6. Vi dy, kit nay c6 thé bao gém
mot hoac nhi€u chit bat ky sau day: axit nucleic hoac protein T1R, 6ng phén ting, va
huéng dén dé€ thit nghiém hoat tinh T1R. Ty ¥, bot kit ndy chita thu thé TIR c6 hoat
tinh sinh hoc hodc dong t&€ bao ma biéu hién 6n dinh hodc tam thdi thu thé vi gidc
chita T1R c6 hoat tinh sinh hoc. M6t loat kit va thanh phan khéc nhau c6 thé dugc tao
ra theo séng ché, ty thudc vao ngudi st dung kit va yéu cdu cu thé clia ngudi st

dung.

Vi du thirc hién sang ché

Trong khi sdng ché€ dugc mo ta chi tiét trén day, cac vi du sau day dugc dua ra
nhiam minh hoa cho cdc phuong 4n wu tién. C4c vi du nay chi nhdm minh hoa cho
sdng ch€ ma khong 1am giGi han pham vi clia sng ché.

Trong céc trinh tu protein dugc trinh bay & day, ma mot chit cdi X hodc Xaa |
ding dé chi gbc bt ky trong s6 20 gdc axit amin thong thudng. Trong céc trinh tur
ADN duogc trinh bay & day, ma mot chit cdi N hodc n ding dé chi bazo nucleotit bat

ky trong s6 bon bazo nucleotit thong thudng, A, T, Choac G.

Vidul
Tao ra céu tric biéu hién hT1R khong chita intron

C#u tric biéu hién hT1R khong chita intron dugc tdch dong bang t6 hgp cic
phuong phép dua tren ADN b trg va dua tren ADN heé gen. D€ tao ra céu tric biéu
hién hT1R1 c6 chiéu dai ddy du, hai exon ma héa 5’ dugc nhan dang trong khoang

ciach hT1R1 dugc tich dong (s6 luu giit AL159177) dugc két hgp bang quang lap
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PCR, va ti€p d6 lién két v6i dong vo tinh ADN b6 tro clia tinh hoan bi cit ngan. Ciu
triic biéu hién hT1R2 duoc tao ra tir khoang c4ch hé gen hT1R2 dugc x4c dinh trinh
tu mot phan. Hai exon 5’ thi€u hT1R2 dugc x4c dinh bang cach thlr nghiém thu vién
bat budc clia khoang cach hé gen dugc tach dong vo tinh bang cich sit dung doan do
thu dugc tir trinh ty ma héa chuot tuong tng. Ti€p d6, exon ma héa duge két hop bang
quing lip PCR dé tao ra céu tric biéu hién c6 chiéu dai ddy du. C4u tric biéu hién
hT1R3 dugc tao ra bang quang lap PCR tir khoang c4ch hé gen hT1R3 da dugc xé4c
dinh trinh tu (s6 luu giit AL139287). T1R3 ctia chudt dugc tich ra khoi thu vien ADN
bd trg c6 ngudn goc tr mo vi gidc clia chuodt bang cach st dung doan exon rT1R3
duogc tao ra bing PCR thodi bién dua trén hT1R3. C4c trinh tw ADN bd tro cia hT1R1,
ADN b3 trg cia rT1R2 mot phan va trinh ty hé gen hTIR2 mot phan ¢6 dugc tir Dr.
Charles Zulcer (University of California, San Diego).

Trinh ty axit nucleic va axit amin d6i véi trinh ty dugc tich dong T1R dugc
x4c dinh & trén ciing nhu trinh ty TIR ¢6 chi€u dai day da va mot phan khic duge néu
trong danh séch trinh ty.

Ngoai ra, sing ch€ cdon dé cap dén viéc dich ma khai niém sau day, tuong ting
v6i viing ddu tan cing C cha hai cap tién héa thang cha T1R clia c4, thu dugc tix cac
doan trinh ty hé gen chua dugc cong bs. Fugu TIRA c6 nguén gdc tir sd luu gift
‘scaffold 164’; Fugu T1RB c6 nguon goc tir s6 luu git LPC61711; Tetradon TIRA ¢6
ngudn goc tr s6 luu git AL226735; Tetradon TIRB c6 nguén gdc tir s6 luu giit
AL222381. Sy t6i nghia trong dich ma khéi niém (‘X’) 1a k&t qua cla su t6i nghia
trong trinh tu dit liéu. Céc trinh ty ndy c6 thé dugc tim thdy trong danh séch trinh tu.

Hon nita, s6 luu giit va trich din tham khdo lién quan dén T1R cua chudt nhat
va chuot dong va bién thé alen cia né trong viing chung dugc néu dudi day: 1T1R1
(S8 Iuu giit AAD18069) (Hoon et al., Cell 96 (4):541-51 (1999)); r'T1R2 (S6 lvu giir
AAD18070) (Hoon et al., Cell 96 (4):541-59 (1999)); mTIR1 (So luu giit
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AAK39437); mT1R2 (S6 luu gitt AAK 39438); mTI1R3 (Accession AAK 55537)
(Max et al., Nat. Genet. 28 (1):58-63 (2001)); rT1R1 (S8 luvu gitt AAK7092) (Li et al.,
Mamm. Genome (12 (1):13-16 (2001)); mT1R1 (S6 luvu giit NP 114073); mT1R1 (S8
luu gitt AAK07091) (Li et al., Mamm. Genome (121):13-16 (2001)); rT1R2 (S6 luu
git AAD18070) (Hoon et al., Cell 9664): 541-551 (1999)); mT1R2 (S6 Iuu giit
NP114079); mT1R3 (S6 luvu gitt AAK39436); mT1R3 (S6 luu gitt BAB47181);
(Kitagawa et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 283 (1):236-42 (2001)); mT1R3 (S6
Ivu gitt NP114078); mT1R3 (S6 lvu gitt AAKS5536) (Max et al., Nat. Genet. 28
(1):58-63 (2001)); vamT1R3 (S6 luu gitt AAKO01937).
Vidu 2
Su sap x&p thang hang trinh ty T1R clia ngudi va ctia chudt

Trinh tu T1R tdch dong duogc chon tir céc trinh ty duge xac dinh & trén dugc
sép x&p thang hang véi TIR tuong tUng cha chuot. Nhu dugc thé hién trén Fig.l,‘
T1R1 cuia ngudi, TIR2 clia ngudi va TIR3 cia ngudi va TIR3 cha chudt dugc sap
x&p thang hang v6i TIR duoc mo ta & trén (‘TIR1 c6 S6 luu giit AAD18069 va
rT1R2 c6 S6 luu gitt AAD18070), thu thé glutamat hé bién trao d6i chat mGluR1 cla
chuot (S6 luu giit P23385); va thu thé nhay canxi clia ngudi (S6 luu giit P41180). Dé
1am 16 viéc so sanh, ving d4u tan cling C cia mGluR1 va thu thé nhay canxi dugc cat
ngin. Bay doan xuyén mang tiém nang dugc bd vao hop mau xanh duong. Cic goc
ma ti€p xic véi carbutylat mach nhanh glutamat trong c&u tric tinh thé mGluR 1 dugc
cho vao hop mau do, va géc ma ti€p xic v4i nhém a-axit amin glutamat dugc cho vao
hop mau xanh luc. Goc xystein clia mGluR1 va thu thé nhay canxi lién quan dén viéc
hinh thanh dua trén disulfua gifta cdc c&u trdc dudi phan tir dugc khoanh tron bang
mau do tia. Cic xystein nay khong dugc bao ton trong T1R1 va T1R2, nhung dugc
dinh vi trong viing thodi bién ctia su sip xé&p thing hang ma chita goc xystein TIR3

tuong tu tiém nang ciing dugc khoanh tron.
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Vidu3
Chiing minh béng RT-PCR rang hT1R2 va hT1R3 duoc biéu hién trong mo vi gidc |

Nhu dugc thé hién trén Fig.2, hT1IR2 va hT1R3 duoc biéu hién trong mé vi
gidc: su bi€u hién clia ca hai gen c6 thé dugc phat hién bing RT-PCR tir nhd dang dai
dugc tach nguoi.
Vidu 4
Phuong phép su biéu hién khéc lodi cia T1R trong cic t& bao khac loai

Dan xuit HEK-293 (Chandrashekar et al., Cell 100 (6): 703-11 (2000)), biéu
hién 6n dinh Gal5, dugc phat trién va duy tﬁ & nhiét do 37°C trong moi truong Dai
bang bién tinh Dulbeco (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (DMEM, Gibco BRL)
duoc b sung thém FBS 10%, axit amin khong thiét yéu MEM (Gibco BRL), va
blastixidin 3pg/ml. D&i véi thir nghiém chup anh canxi, céc t€ bao trudc hét dugc
gieo trong dia nuoi cdy mo 24 16 (khoang 0,1 triéu t€ bao méi 16), va dugc chuyén
nhiém liposom bang Mirus TransIt-293 (PanVera). D€ lam gidm dén myc t6i thiéu sy
mét nhay cdm do glutamat va glucoza giy ra, DMEM bd sung dugc thay thé bang
DMEM/GlutaMAX chia glucoza néng d¢ thdp (Gibco BRL) khoang 24 gio sau khi
chuyén nhiém. Sau 24 gi®, cdc t€ bao dugc bd sung thudc nhuém canxi Flo-4
(Molecular Probes), 3uM trong dung dich dém PBS Dulbecco (DPBS, GibcoBRL)
trong 1,5 gio & nhiét do trong phong. Sau khi thay th€ bang 250ul DPBS, viéc kich
thich dugc thyc hién & nhiét do trong phong bang cich thém 200ul DPBS dugc bd
sung thém chat kich thich c6 vi gidc. Su di dong cla canxi dugc theo ddi trén kinh
hién vi Axiovert S100 TV (Zeiss) bang c4ch sit dung phan mém Imaging Workbench
4.0 (Axon). Dép tng ctia TIR1/T1R3 va TIR2/T1R3 1a dic biét ngan ngui — su gia
ting canxi hi€m khi ton tai lau hon 15 giay — va thi€u dong bo. Do d6, s6 t€ bao ddp
ting 13 hing s& twong d6i theo thoi gian; nén ddp ting cla t€ bao dugc dinh lugng béing

cich cdc dém bing tay s6 t€ bao ddp dng tai thoi diém c6 dinh, thudng 12 30 gidy sau
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khi thém chat kich thich.
Vidu5s
T1R2/T1R3 ctia ngudi thyuc hién chic ning 1am thu thé vi ngot
Té& bao HEK biéu hién én dinh G5 dugc chuyén nhiém tam thoi bang T1R2,
T1R3 va TIR2/T1R3 cuia ngudi, va dugc thir nghiém veé su gia tang canxi noi bao ddp
ting v6i néng do sucroza gia tang (Fig.3 (a)). Hon nita, d4p tng liéu TIR2/T1R3 dugc
xdc dinh cho nhiéu chat kich thich c¢6 vi ngot (Fig.3 (b)). Phén tram t6i da ca t€ bao
dap dng 12 khic nhau ddi v6i céc chat tao vi ngot khdc nhau, ndm trong khoéang tir 10
dén 30%. Dé 1am 16 rang, d4p ting liéu duoc chuén héa thanh phan tram t6i da cla t&
bao dép tng. Céc gid tri trén Fig.3 12 gid tri trung binh + sai s6 chudn (s.e.) clia bén
dap dng doc lap. Vong tron truc X ddnh ddu ngudng phat hién tdm-vat 1y dugc xic
dinh béng thlr nghiém vi gidc. Gurmarin (pha loang 50 l4n dich chiét trong nuéc
Gymnema sylvestre 10g/l da dugc loc) tic ch€ ddp ting cta TIR2/T1R3 véi sucroza
250mM, nhung khong tic ch& dap tng clia thu thé gay ti€t B2- adrenalin noi sinh v6i
isoproterenol 20uM (Fig.3 (b)). Fig.3 (c) bao gdm dép ting chudn héa ctia cdc dong t&
bao dong biéu hién TIR2/T1R3 vdi cdc chat tao vi ngot khac nhau (sucroza, aspartam, |
D-tryptophan va sacarin).
Vidu6
T1R2/T1R3 ca chudt con thuc hién chic ning 1am thu thé vi ngot |
T& bao HEK biéu hién 6n dinh Gal5 dugc chuyén nhiém tam thoi béng
hT1R2/hT1R3, rTIR2/rT1R3, hTIR2/ATIR3, va rT1R2/hT1R3. Ti€p d6, cic € bao
da chuyén nhiém nay dugc thit nghiém vé mifc canxi ndi bao gia tang dap ung Vi
sucroza 350mM, tryptophan 25mM, aspartam 15mM va monelin 0,05%. K€t qua v6i
sucroza v aspartam duoc néu trén Fig.4 va chi ra rang rTIR2/rT1R3 con thuc hién
chiic nang 1am thu thé vi ngot. Hon nita, cdc két qud ndy goi ¥ ring TIR2 c6 thé kiém

sodt tinh dic hiéu phoi tir cia TIR2/T1R3.
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Vidu7
Ddp ting ciia TIR2/T1R3 bang cdch sir dung thit nghiém dua trén su ph4t huynh
quang ty dong

T& bao HEK bi€u hién én dinh Gal5 dugc chuyén nhiém tam thdi bing
hT1R2 va hT1R3. C4c t€ bao nay duogc bd sung thudc nhuém canxi Flo-4 va dap ting
cta chiing v6i chit tao vi ngot dugc x4c dinh bang cich st dung mdy doc dia phat
huynh quang. Fig.5 bao gdm dép tng clia t& bao biéu hién hTIR2/hT1R? va clia cdc
t& bao chi biéu hién hT1R3 (J19-22) d6i vdi xyclamat (12,5mM). Két qua vé su phat
huynh quang thu dugc thé hién ring, cic ddp dng véi chét kich thich ¢6 vi gidc nay
chi xay ra trong c4c t&€ bao biéu hién hTIR2/hT1R3. Fig.6 chita dudng cong dép tng
liéu da dugc chudn héa, két qua clia dudng cong nay cho thdy rang hT1R2 va hT1R3
ciing thyc hién chitc nang 1am thu thé vi gidc cta ngudi dya trén tuong tic dac hiéu
liéu lwong chia ching véi cdc chét kich thich ¢6 vi ngot khac nhau. Cu thé, Fig.6 chia
dudng cong dép dng li€u d6i véi sucroza, tryptophan va cdc chat tao vi ngot c6 san
khé4c. Cic két qua nay chi ra ring, TIR2/T1R3 la thu thé vi ngot clia ngudi 1am trinh
tu x&p loai va gid tri ngudng thu dugc trong thir nghiém phan anh rét k§ céc gi tri d6i
v6i vi ngot clia ngudi.
Vidu8
Goc gan két ph6i tir cia mGluR1 duge bao ton trong T1R1

Nhu duoc thé hién trén Fig.6, goc gan két phoéi tir chu chét cia mGluR1 duge
béo ton trong TIR1. Su twong tic chia glutamat v6i mGluR1 dugc thé hién trong
nhiéu géc chil ch6t ndi bat theo So d6 ¢6 mau giong nhu Fig.1.
Vidu9
T1R1/T1R3 & ngudi thuc hién chitc nang 1am thy thé vi umami

& bao HEK biéu hién 8n dinh Gal5 dugc chuyén nhiém tam thoi bang T1R1,

T1R3 va TIR1/T1R3 & ngudi va dugc thir nghiém vé mic tang canxi ndi bao dép tng
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v6i nong do gia tang cua glutamat (Fig.8 (a)), va glutamat 0,5mM), IMP 0,2mM, va
glutamat 0,5mM cong véi IMP 0,2mM (Fig.8 (b)). Dap ting li€u cia TIR1/T1R3 cla
ngudi duge xdc dinh d6i véi glutamat véi sy ¢6 mat va khong ¢6 mat caa IMP 0,2mM
(Fig.8 (c)). Phan tram t8i da clia c4c t€ bao ddp ting 1a khoang 5% d6i véi glutamat va
khodng 10% d6i v6i glutamat cong thém IMP. Dé 16 rang hon, ddp tng liéu duoc
chuén héa thanh phin trim t6i da cha t€ bao ddp ing. Gi4 tri ndy 1a trung binh + sai
s6 chuén (s. e.) clia bon ddp tng doc 1ap. Vong tron truc X ddnh ddu ngudng phat
hién vi gidc duoc x4c dinh bang thir nghiém vi giéc.
Vidu 10
PDZIP c6 chitc ning lam trinh ty xuét khiu

" Trinh ty 6 goc PDZIP (SVSTW (SEQ ID NO: 1)) dugc dung hgp véi ving dau
tan cing C cia TIR2 cha ngudi va thu thé thé kham (nghia 12 hT1R2-PDZIP) dugc
chuyén nhiém vao t€ bao vat chit HEK-293. Tiép d6, biéu hién bé mat cia hT1R2
dugc theo doi bang cich sir dung s6 liéu mién dich phat huynh quang va s6 liéu quét
FACS. Nhu duoc thé hién trén Fig.9A va 9B, viéc 16ng trinh ty PDZIP 1am tang mc
bi€u hién bé mat ctia hT1IR2-PDZIP so véi hT1R2. Cu thé hon, Fig.9A cho théy ring,
st nhuém mau mién dich huynh quang hT1R2 ddnh ddu bang Myc ching minh rang
PDZIP lam gia tang dang ké luong protein hTIR2 trén mang huyét twong. Fig.9B thé
hién s& liéu phan tich FACS chiing minh c4c két qua tuong tu. Cac t€ bao giong nhau
biéu hién hT1R2 dugc d4dnh d4u myc dugc thé hién bang dudng chdm chdm va céc t€
bao biéu hién hT1R2-PDZIP dinh didu bing Myc dugc thé hién bing dudng thang.
Cu thé 13, Fig.10 thé hién cic t€ bao vat chli én dinh Goul5 chua chuyén nhiém trong.
dung dich déem HBS, Fig.10B thé hién céc t€ bao vat chli én dinh Gal5 dugc chuyén
nhiém hT1R2-PDZIP trong nhém chat tao vi ngot s6 5 (sacarin, natri xyclamat,
Acesulfam K, vi Aspartam-20mM trong dung dich dém HBS), Fig.10C thé hién céc
t€ bao vat chli 6n dinh Gal5 dugc chuyén nhiém T1R3-PDZIP trong tap hop chat tao
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vi ngot s6 5, va Fig.10D thé hién cdc t&€ bao vat chli én dinh Gal5 déng chuyé’n}
nhiém hT1R2-PDZIP/hT1R3-PDZIP trong tap hop chit tao vi ngot s6 5. Ngoai ra,
Fig.10E-10H thé hién ddp tng phu thudc liéu lugng ctia cic t&€ bio vat chii én dinh
Gal5 d6ng chuyén nhiém hT1R2/hT1R3 véi sucroza-E: OmM trong dung dich dém
HBS; F: 30mM; G: 60mM; va H: 250mM. Fig.10I-10L thé hién mitc d6 ddp ting ciia
céc t&€ bao vat chli 6n dinh Gal5 déng chuyén nhiém hT1R2/hT1R3 véi mbi chat tao
vi ngot - I: Aspartam (1,5mM); J: Acesulfam K (1ImM); K: Neotam (20mM); L: Natri
xyclamat (20mM). Nhu dugc thé hién bing phép chup anh canxi cta Fig.10, ca
hT1R2 va hT1R3 déu can thiét d6i v6i hoat tinh ma dugc khoi mao bang chat kich

thich vi ngot.

Vidu 11
Tao ra cdc dong t€ bao dong biéu hién én dinh TIR1/T1R3 hodc TIR2/T1R3 |
- C4c dong t&€ bao clia ngudi ma dong biéu hién 6n dinh TIR2/T1R3 cla ngudi
hodc TIR1/T1R3 & ngudi dugc tao ra bing cdch déng chuyén nhiém vecto c6 nguén
goc tir PEAK10 di 1am tuyén tinh (Edge Biosystems) va vecto c¢6 ngudn goc tir
pCDNA 3.1/ZEO (Invitrogen) lan lugt chia c&u tric biéu hién hT1R1 hoac hT1R2.
(plasmit SAV2485 d6i v6i TIR1, SAV2486 doi véi T1R2) va hTIR3 (plasmit
SXV550 d6i v6i TIR3) vio dong t&€ bao biéu hién Ga15. Pic biét, cic dong t&€ bao 6n
dinh TIR2/T1R3 dugc tao ra bing cdch déng chuyén nhiém SAV2486 va SXV550 da
1am tuyén tinh vao dong t& bio HEK-293 clia Aurora Bioscience's ma biéu hién 6n
dinh Gal5. Dong t& bao 8n dinh TIR1/T1R3 duoc tao ra bang cich dong chuyén
nhiém SAV2485 va SXV550 di 1am tuyén tinh viao dong t€ bao HEK-293 ma biéu
hién 6n dinh Ga15. Sau khi chuyén nhiém SAV2485/SXV550 va SAV2486/SXV550,
tap doan khidng puromyxin va tap doan khéng zeoxin dugc lya chon, mé rong va thir
nghiém bing phép chup anh canxi vé dap ting véi chét kich thich c6 vi ngot hodc vj‘

umami. Céc t&€ bao dugc lya chon trong puromyxin 0,0005mg/ml (CALBIOCHEM)
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va zeoxin 0,1mg/ml (Invitrogen) & 37°C trong moi trudng DMEM glucoza néng do
thdp duoc b8 sung thém GlutaMAX, FBS duoc lam tan 10%, va blastixidin
0,003mg/ml. Tap doan khiang dugc md& rong va ddp dng cta ching véi chat kich thich
c6 vi ngot dugc danh gid bang kinh hién vi phat huynh quang. D6i véi phép chup anh
vhuynh quang ty dong trén thiét bi VIPR-II (Aurora Biosciences), cdc t€ bao 6n dinh
T1R2/T1R3 trudc hét duge gieo trén dia 96 16 (khoang 100.000 t&€ bao/16). Sau 24 giv,
céc t€ bao dugc bd sung thudc nhuoém canxi flo-3-AM (Molecular Probes), 0,005mM
trong PBS, trong 1 gid & nhiét do trong phong. Sau khi thay th& bang 70ul PBS, viéc
kich thich dugc thuc hién & nhiét do trong phong béing cich thém 70ul PBS c6 bd
sung thém chét kich thich c6 vi gidc. Cudng do phat huynh quang (budc séng kich
thich 480nm va bu6c séng phét xa 535nm) dép iing tir 20 dén 30 giay sau khi thém
hop cﬁﬁt dugc tinh trung binh, hiéu chinh d6i véi cudng do phdt huynh quang clia nén
x4c dinh dugc trudc khi thém hgp chat, va chuin héa v6i ddp dng véi ionomyxin
0,001mM (CALBIOCHEM), canxi ionophor.

Sau d6, quan sét thiy rang néu cdc dong t€ bao nay dugc tiép xvc véi chat kich
thich ¢4 vi ngot hodc vi umami, thi d6i véi dong vo tinh hoat tinh, thuong 80-100% t&€
bao ddp tng véi chat kich thich c6 vi gidc. Bat ngd 13, do 16n clia céc dép ting ciia mbi
t& bao 14 16n hon d4ng ké so véi céc t&€ bao chuyén nhiém tam thoi.

Duya trén quan sat ndy, tdc gia sing ch&€ da thir nghiém hoat tinh cta dong t&
bao 6n dinh T1R bing hinh dnh phdt huynh quang ty dong bang cach st dung thiét bi
VIPR cua Aurora Bioscience nhu mo ta trén day. Ddp dng cla hai dong t€ bao
T1R1/T1R3 va mot dong t€ bao TIR2/TIR3 dugc thé hién 14n lugt trén Fig.11 va
Fig.12.

Déng chi ¥ 12 t6 hgp ctia mot s6 lugng gia tang céc t& bao dap tng va do 16n
clia ddp \ing gia tang dan dén gia tang hoat tinh tang 16n hon 10 14n so véi cic t€ bao

chuyén nhiém tam thdi (bing c4ch so séanh, phan tram ddp tng ionomyxin cla t& bao
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chuyén nhiém tam thoi bing TIR2/T1R3 14 khoang 5% trong céc diéu kién t&i uu).
Hon nita, ddp tng liéu thu duge d6i véi TIR2/T1R3 va TIR1/T1R3 & ngudi biéu hién
on dinh tuong Ung véi ngudng phat hién vi gidc clia ngudi. Hoat tinh TIR manh cla
cac dong t€ bao 6n dinh nay goi ¥ ring, chiing rét thich hgp dé sir dung trong thix
nghiém nang suét cao thu vién cdc chit héa hoc dé xdc dinh hgp chat, vi du phan tir
nho, phan tir nay diéu bién thu thé vi ngot hodc vi umami va do d6, diéu bién, 1am
tang, tc ché hodc bit chudc vi ngot hodc vi umami.

Vidu 12

Tao ra cdc dong t€ bao dong biéu hién cdm tng TIR1/T1R3 d4p ing chon loc véi
chét kich thich ¢6 vi umami

Céc dong t€ bao TIR1/T1R3 HEK 293 biéu hién én dinh thu thé vi umami thé
hién hoat tinh duoc cai thién nhiéu so véi c4c vi tri chuyén nhiém tam thdi. Tuy nhién,
bat 1oi 14 & chd, ching c6 thé nhanh chéng bi méat hoat tinh trong su6t qud trinh sinh
san cla té bao.

Ngoai ra, nhitng ph4t hién nay cho thdy ring (i) TIR1/T1R3 12 thu thé vi
umami, nghia 13, va (ii) cdc dong t€ bao ma bi€u hién manh TIR1/T1R3, t6t hon la
cdc dong t€ bao T1R1/T1R3 6n dinh vi/hoic cdm tng c6 thé dugc st dung trong céc
thir nghiém, t6t hon 13 dé thit nghiém nang sudt cao thu vién cdc hop chat héa hoc dé
x4c dinh chat diéu bién méi vi umami. Chét diéu bién ma 1am ting vi umami c6 thé
dugc st dung.

Pé khic phuc tinh khong 6n dinh cha dong t€ bao 6n dinh TIR1/T1R3, céc t&
bao HEK—GoclS duoc thao tc di truyén dé biéu hién cdm ing TIR1/T1R3 bang céch
stt dung hé GeneSwitch (Invitrogen). Vecto biéu hién khdng zeoxin c6 ngudn gdc tir
pGene d6i v6i TIR1 va T1R3 clia ngudi (plasmit SXV603 d6i véi T1IR1 va SXV611
d6i v6i TIR3) va vecto khédng puromyxin cé ngudén géc tir pSwitch mang protein

GeneSwitch (plasmit SXV628) dugc 1am tuyén tinh va dong chuyén nhiém vao dong
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t&€ bao HEK-Ga15. Tap doan khang zeoxin va tap doan khiang puromyxin dugc chon
loc, m& rong, gay cam tng bing lugng mifepriston bién déi, va dugc thir nghiém
bang phép chup anh canxi vé d4p tng véi chat kich thich ¢6 vi umami.

Biéu hién cam ting cia TIR1/T1R3 gay ra hoat tinh manh. Vi du, khoang 80%
t€ bao cam ting nhung chi khoang 10% t€ bao chuyén nhiém tam thoi ddp tng véi
L-glutamat; Dac biét hon, vecto biéu hién khéng zeoxin c6 ngudn géc tir pGene ma
biéu hién T1R1 clia ngudi va TIR3 clia ngudi va vecto khiang puromyxin ¢6 nguén.
gdc tir pSwitch mang protein GeneSwitch dugc 1am tuyén tinh va dong chuyén nhiém
vao cic t€ bao Gg,s. Cac t€ bao nay dugc chon loc trong puromyxin 0,5pg/ml (CAL
BIOCHEM) va Zeoxin 100pg/ml (Invitrogen) & 37°C trong moi trudong DMEM dugc
bd sung thém GlutaMAX, FBS dugc 1am tan 10%, va blastixidin 3pg/ml. Tap doan
khidng dugc md rong, va dap dng ctia ching véi chat kich thich ¢6 vi umamit sau khi
gy cam tng bing mifepriston 10"°M dugc xdc dinh bing kinh hién vi phat huynh
quang theo phuong phdp ctia Li va céc dong tic gia, PNAS 99 (7):4692-4696 (2002).

D6i v6i phép chup anh huynh quang tu dong trén thi€t bi FLIPR (Molecular
Device), cdc t&€ bao tir mot dong vo tinh (duge ky hiéu 1a dong vo tinh I-17) duoc gieo
trong dia 96 16 (khoang 80.000 t€ bao/18) véi sy c6 mit cha mifepriston 107'°M va
duogc U trong 48 gid. Tiép d6, céc t& bao dugc bd sung thudc nhuom canxi flo-4-AM
(Molecular Probes), 3 uM trong PBS, trong 1,5 gi & nhiét d6 trong phong.

Sau khi thay th€ bang 50ul PBS, viéc kich thich dugc thuc hién & nhiét do
trong phong bing cdch thém 50ul PBS ¢6 bd sung chat kich thich khéc. Ngugc lai véi
hé biéu hién thy thé vi umami TIR1/T1R3 tam thoi ma budc phai dinh lugng hoat
tinh thu thé TIR1/T1R3 bang cdch d&€m riéng 1€ céc t&€ bao twong Ung (Li et al., PNAS
99 (7): 4692-4696 (2002)) (do hoat tinh thap ctia thu thé trong d6), hé biéu hién cam
ting chii thé din dén dong vo tinh I-17 c6 hoat tinh hau nhu gia tang, cho phép hoat

tinh ctia thu thé dugc dinh lugng bang céch xdc dinh mifc tang phat huynh quang toi
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da (budc séng kich thich 480nm va budc séng phat xa 535nm) riit gon trén trudong t€
bao dugc chup anh. Cudng do phat huynh quang t6i da tir bén phép x4c dinh doc lap
dugc 14y trung binh, hiéu chinh d6i v6i cudng do phat huynh quang ctia nén duogc x4c
dinh truGc khi thém hgp chat, va chudn héa véi ddp ng v6i ionomyxin 0,002mM
(CALBIOCHEM).

- Céc két qua ndy duogc thé hién trén Fig.13. Cu thé 13, Fig.13 chtta dudng cong
dap tng li€u duoc x4c dinh d6i véi L-glutamat véi sy ¢6 mat hoac khong c¢6 mat IMP
0,2mM. Trong méi hinh v&, mbi gi4 tri 1a cudng d6 phat huynh quang t6i da rit gon
trung binh (dugc higu chinh d6i v6i cudng do phat huynh quang ctia nén) clia bon
phép xac dinh doc 1oc. Pudng cong ddp dng liéu nay tuong ing véi dudng cong xéac
dinh duogc ddi véi t&€ bao chuyén nhiém tam thoi bang TIR1/T1R3.

Tinh chon loc ctia thu thé vi umami T1R1/T1R3 con dugc dénh gid bang cich
thitr nghiém bang cic axit L-amin khéc nhau. Két qua thu dugc thé hién rﬁng,.
T1R1/T1R3 dugc hoat héa chon loc bang axit L-amin vi umami (L-glutamat va
L-aspartat).

Két qua cla thit nghiém, trong dé dap ng cua dong vo tinh I-17 thu duogc
trong thit nghiém véi su ¢6 mat cla cdc axit L-amino khdc nhau dugc néu trén Fig.14
va Fig.15. Fig.15 cho thdy ring, két qua cla thit nghiém trong d6 dong t€ bao I-17
dugc tiép xiic véi cdc axit L-amin khdc nhau & néng d6 10mM véi sy c6 mat va
khong c¢6 mat IMP 1mM.

Fig.15 thé hién dudng cong ddp iing liéu ddi véi céc axit amin hoat tinh dugc
x4c dinh véi sy c6 mat ciia IMP 0,2mM. M&i gid tri 1a gid tri trung binh ctia bén phép
xé4c dinh doc lap.

Két qua thu duoc trong cic thir nghiém nay chitng minh tinh dac hiéu va tinh
chon loc ctia thu thé vi umami véi chét kich thich ¢6 vi umami. Trong khi chét kich

thich c6 vi umami L-glutamat va L-aspartat hoat héa déng ké thu thé TIR1/T1R3 &
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nong d6 khic nhau (xem Fig.14 va 15), thi axit L-amin khdc ma hoat hoat thu thé
TIRI/T1R3 cia ngudi chi hoat héa thu thé y&u va & ndng do cao.

Do d6, cic két qua nay chiing minh rang, tinh chon loc ctia thu thé TIR1/T1R3
d6i vdi chat kich thich ¢6 vi umami va tinh twong hop ctia hé biéu hién én dinh cam
ting nay dé sir dung trong thir nghiém ning suat cao bing c4ch sir dung thiét bi chup
anh huynh quang tu dong dé x4c dinh hop chat ma hoat héa thu thé vi umami, vi du
L-glutamat hodc L-aspartat, hoa]é lam tang hoat tinh cia L-glutamat dé hoat héa thu
thé vi umami, vi du 5°-IMP hoic 5’-GMP, hoic tc ché su hoat héa thu thé vi umarni
bang chat kich thich ¢6 vi umami nhu L-glutamat va L-aspartat.

Hop chat duge x4c dinh bing cach st dung céc thit nghiém nay c6 tinh dng
dung cao 1am chat diéu vi trong thuc phdm va d6 udng dé bat chudc hodc e ché chat
kich thich c6 vi umami.

Vidu 13
Lactisol tic ché hoat tinh thu thé TIR2/T1R3 va TIR1/T1R3 & ngudi, va vi ngot va vi
umami

Lactisol, axit aralkyl carboxylic dugc cho 1a chét tc ch& vi ngot chon loc (vi du
xem tai liéu Lindley (1986), Patent My s6 4,567,053; va Schiffman et al. Chem
Senses 24:439-447 (1999)). Dap tng cia cic & bao HEK-Gy;s dugc chuyén nhiém
tam thdi bang TIR2/T1R3 véi sucroza 150mM vdéi su ¢ mat cha cidc nong do khéc
nhau clia Lactisol dugc x4c dinh. Lactisol itc ch& hoat tinh cia TIR2/T1R3 cta ngudi
v6i gid tri ICsy 12 24pM.

Thu thé vi umami TIR1/T1R3 va thu thé vi ngot TIR2/T1R3 c6 thé c6 chung
c4u triic dusi phan tir thong thudng. Do d6, c6 gia thuyét rang, lactisol ma dc ché thu
thé vi ngot TIR2/T1R3 c6 thé c6 tic dong tuong ty lén thu thé vi umami TIR1/T1R3.
T4c gia sidng ch& da thlr nghiém tédc dong cua lactisol 1én dip tng ctia TIR1/T1R3 &

ngudi bing L-Glutamat 10mM. Nhu véi thu thé vi ngot TIR2/T1R3, lactisol tc ch&
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TIR1/T1R3 vé6i gid tri ICs, 1a 165uM. Su e ché lactisol ¢6 kha nang phan dnh co ché
d6i khéng & thu thé T1R, vi du, thay cho sy tc ché khong dac hiéu tin hiéu qua trung
gian Ga15 do dép ting ctia thu thé axetylcholin muscarinic khong dugc tc ché bing
lactisol.

Do d6, sdng ché& dénh gid tdc dong cua lactisol 1én thu thé vi umami clia ngudi.
Ngudng vi gidc véi su ¢6 mit cla lactisol 1mM va 2mM duge x4c dinh d6i véi chat
kich thich c6 vi umami L-Glutamat c6 hoac khong c6 mat IMP 0,2mM, chat kich
thich c6 vi ngot sucroza va D-tryptophan, va chat kich thich c¢6 vi man natri clorua
theo phuong phdp cua Schiffinan va cdc dong tdc gia (Tai liéu Chem. Senses
24:439-447 (1989)). Nong do milimol cta lactisol 1am tang dot ngot ngudng phat
hién d6i véi chét kich thich ¢ vi ngot va vi umami nhung khong lam ting ngudng
phét hién d6i v6i vi man. C4c két qua nay dugc thé hién trén Fig.16.

Két luan 13, (i) nhitng phdt hién nay con ching minh gia thuyét cua tic gia
ring TIR1/T1R3 chi 14 thu thé vi umami, va (ii) thu thé TIR1/T1R3 va TIR2/TIR3
c6 thé c6 chung viing gin két lactisol ¢6 lién quan vé mat c&u tric.

Trong khi phan mo ta chi tiét trén day mo ta nhiéu phuong an cla sing ché,
cén hiéu ring, phan mo ta trén chi nhdm minh hoa va khong lam giéi han sang ché.
Sang ché chi bi gii han bdi phan yéu cau bao ho sau day.

Vidu 14
X4c dinh cic vi trf twong tac ph6i tit trén thu thé vi ngot

Thong qua viéc déng bi€u hién TIR2R-H bang T1R3 ctia ngudi, mot phan thu
thé vi ngot clia ngudi (viing ddu tan cing N cia T1R2) dugc thay th€ bang trinh tu
protein ctia chuot. Pap ting véi aspartam va neotam dugc hiy bo, cho thdy rang, ving
dau tan cing N ctia TIR2 clia ngudi 1a can thiét dé nhan biét aspartam va neotam.
Tuong tu, ving ddu tan cing N ctia TIR2 clia chudt ciing dugc thay thé bang trinh tu

protein clia ngudi bang cdch déng biéu hién TIR2H-R bing T1R3 ctia chuot. Thu thé
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thé kham c6 dugc kha nang ddp uing véi aspartam va neotam, ggi ¥ rang viing tuong
tu cia TIR2 cla ngudi ciing 12 du (trong pham vi thu thé vi ngot) d€ x4c nh4n hai
chét tao vi ngot nay (Fig.22B). S6 liéu biéu hién chic ning in vitro chi ra rang, yéu t6
quyét dinh tuong tic quan trong duge dinh vi & ving ngoai bao ddu tan cing N.

Nguoc lai, viéc thay th€ mot nita TIR2 clia ngudi bang trinh tu protein cla
chudt khong 1am anh hudng 1én dap Gng clia né véi xyclamat. Thay vao d6, ving dau
tan cing C ctia T1R3 ctia ngudi 12 cin thiét va dl, néu duge déng biéu hién bing
T1R2, dé nhan ra xyclamat (Fig.22C). Ving xuyén mang ctia ho GPCR C da dugc
biét 12 chita cdc vi tri gan két d6i véi chat diéu bién bién cau (Gasparini, F., R. Kuhn,
va J. P. Pin, Curr Opin Pharmacol 2002 Feb; 2 (1):43-9). Day 1a truong hop thit nhat
trong ho GPCR C, néu chit chli van gén két tryc ti€p v6i viing xuyén mang va hoat
héa thu thé ma khong c6 mat phai tir khac.

Lactisol, axit aralkyl carboyxlic, 1a chat dc ch& vi ngot dac hiéu & nguoi, né ¢
tdc dong sinh 1y lén vi gidc clia chudt. Phit hgp véi tic dong vi gidc, lactisol tc ché
dap ing TIR2/T1R3 clia ngudi nhung khong c ché dap ting TIR2/T1R3 clia chudt
véi sucroza trong hé thir nghiém (Fig.22A). Loai tuong tu cla thir nghiém x4c dinh
trén vi tri tuong tdc lactisol bang cich sir dung thé kham T1R dugc thuc hién. Giong
xyclamat, lactisol doi héi viing ddu tan cing C ctia TIR3 clia ngudi dé tc ché dép
ting cla thu thé vdi sucroza va axesulfam K (Fig.22D). K&t qua nay con ching minh
tdm quan trong cta viing ddu tan cing C cta T1R3 trong chic nang cla thy thé vi
ngot. Thé kham trong t&t ca 16 t6 hop c6 thé c6 dugc thir nghiém, va tit ca 6 hop
chiic ning tao ra c6 két qua phit hgp véi mo hinh cia chiing.

Céc nghién citu gay dot bién dugc thyc hién trén ca T1R2 14n T1R3 dé thu hep
cdc axit amin thiét y&u trong viéc nhan biét aspartam, neotam va xyclamat. Néu
T1R2 va T1R3 chiu trach nhiém nhan biét cdc chit tao vi ngot khac nhau, sy dot bién

trong viing ddu tan cing N clia TIR2 ¢6 thé anh hudng 1én ddp ting v6i aspartam va
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neotam, nhung khong anh hudng 1én ddp tng véi xyclamat. Ngoai ra, su dot bién
trong ving dau tan ciing C ciia TIR3 c6 thé c6 tdc dong ngugc. DE lua chon cic goc
axit amin quyét dinh trong viing ddu tan cing N ctia TIR2, trinh ty TIR2 dugc sip
xé&p thang hang v6i mGluR1 (Fig.23A). Trong s6 8 goc ma quyét dinh trong gan keét
phai tir trong mGluR1 (Kunishima, N., et al., Nature, 2000. 407 (6807): p. 971-7), ba
goc duoc bao ton trong TIR2 ciia ngudi (S144, Y218, va E302). Méi gc trong 56 ba
goc niy dugc dot bién va cdc thu thé tao thanh dugc thir nghiém vé ddp ting ciia né
V4i cac chat tao vi ngot khac nhau. Viéc thay th€ Y218 cho A loai bo cac ddp dng véi
tat ca cac chat tao vi ngot dugc thir nghiém, cho thdy Y218 la quan trong ddi véi toan
bo ciu dang clia thu thé. Hai bién thé hT1R2 khéc, chita S144A va E302A, anh hudng
chon 'loc 1én ddp Ung vGi aspartam va neotam nhung khong anh hudng d6i véi
xyclamat. Cdc dong t€ bao 6n dinh biéu hién bién thé S144A va E302A ctia hT1R2
(dong biéu hién bang hT1R3 va Gy, kiéu hoang) khong dap ting véi aspartam hoac
neotam & nong do sinh 1y, nhung ddp ing véi xyclamat (Fig.23B).

Pé x4c dinh thém vi tri gan két xyclamat, ba quai ngoai bao trong viing dau tan
ciing C clia TIR3 dugc st dung vio. Viéc sip xép thang hang TIR3 clia ngudi va
chuot boc 10 su khac nhau clia axit amin trong ba quai ngoai bao (Fig.23C). Viéc thay
th€ quai ngoai bao 2 hodc quai ngoai bao 3 bang trinh ty ctia chudt s€ loai bo dép ting
ctia xyclamat ma khong anh hudng lén dap tng cla sucroza hodc aspartam. Nguoc lai,
viéc thay th€ quai ngoai bao 1 khong c6 anh hudng dang ké 1én dép iing véi xyclamat,
cho thdy tdm quan trong clia quai ngoai bao 2 va 3 trong viéc nhan bi€t xyclamat
(Fig.23D). Khong c6 cdi ndo trong viéc thay th€ quai ndy anh hudng dén tic dong tc
ché ctia lactisol, cho thdy co ché gan két khdc nhau. Tém lai, viéc thay th€ axit amin
trong TIR2 hodc T1R3 din dén sy nhiéu chon loc cia hoat tinh gay ra bdi cdc chat
tao vi ngot khac nhau, phil hop véi két qua thy thé thé kham.

Céc két qua trén chiing minh ring, chic nang thu thé vi ngot ctia ngudi 1am
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phiic heterome ctia TIR2 va T1R3. Ca hai cdu tric duéi phan tir 12 thiét y&u dé nhan
biét cdc chat tao vi ngot khdc nhau, va s& liéu chi ra su ton tai ctia 6 gin két trén thu
thé d6i v6i cdc nhém chét chii van khdc nhau. Sy ¢6 mit ctia nhiéu vi trf gén két phoi
tlr tao ra huéng dan va dinh nghia vé mat cau triic vé€ hgp chat gin két dic hiéu theo
sang ché.
Vidu 15
X4c dinh céc tuong tac thu thé-protein G

Thu thé vi ngot clia ngudi va chuot cling khic nhau vé€ do hiéu qua két dinh
protein G clia ching. Mic du ca thu thé clia ngudi 14n chudt déu c6 thé lién két mot
céch hitu hiéu v6i Gy, sy, nhung chi c6 thy thé ciia ngudi c6 thé lién két hitu hiéu voi
G5 (Fig.24A). Su khéc nhau vé loai niy cho phép x4c dinh tuong tdc thy thé-protein
G bing cach st dung cac thu thé thé kham gi6ng nhau nhu duge mo ta trén day. TIR2,
nhung khong phdi TIR3 dudng nhu 12 then chét d6i v6i gan két G, s, do su thay thé
dau tan cing C clia TIR2 clia ngudi bang trinh ty twong tng clia chu6t lam hiy bod
gin két, va viéc thay thé nira ddu tan cing C cha T1R2 bang trinh tu ciia ngudi cho
phép thu thé gin két v6i Gy, s va ddp ting véi sucroza va axesulfam K (Fig.24); Viéc
trao ddi trinh tu ddu tan ciing C cha TIR3 khong anh hudng dén gén két G, s (Fig.24).
Quan sit nay ching minh vai trd quan trong cia TIR2 trong két dinh protein G trong
hé biéu hién chic nang. Gustduxin (tai lieu Wong, G. T., K. S. Gannon, va R. F.
Margolskee, Nature, 1996.381 (6585): p. 796-800) dé xuét protein G néi sinh cho
thu thé vi ngot, va TIR2 c6 thé 1a céu tric dudi phan tit chiu trach nhiém gan két in
vivo trong t€ bao vi gidc. GABAgR 1a vi du khic vé ho C GPCR heterome, trong khi
mot cdu trdc dudi phan tit (GABAgR1) chiu trdch nhiém gén két phai tir, va céu tric
du6i phan tir con lai (GABAgR2) chiu trich nhiém két dinh protein G (tai liéu
Margeta-Mitrovic, M., Paroc Natl Acad Sci USA, 2001. 98 (25): p. 14643-8;
Margeta-Mitrovic, M., Proc Natl Acad Sci USA, 2001. 98 (25): p. 14649-54). Thu thé
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vi ngot 1a khic v6i GABARR & chd T1R?2 1a thiét yéu cho céa nhan biét phéi tir 14n két
dinh protein G.

Vidu 16

Lactisol gay d6i khang TIR1/T1R3 & ngudi va tic ch€ vi umami & ngudi

Gia thiét rang, do chic nang cia TIR1/T1R3 1a thu thé heterome ciing nhu thu
thé vi ngot, lactisol s& c6 tdc dong twong tu 1én hoat tinh TIR1/T1R3, do T1R3 14 cdu
tric dudi phan tir thong thudng gitta thu thé vi ngot va vi umami. Thuc vay, lactisol
gy doi khang TIR1/T1R3 & nguoi (Fig.25A). Lactisol hoat dong nhu chat Gc ché
khong canh tranh ciia TIR1/T1R3, do gia tri ICs, dudong nhu khong phu thudc vao
néng do glutamat (Fig.25B), va lactisol 1am giam hoat tinh t6i da cta thu thé ma
khong 1am thay déi ddng ké gid tri ECs, clia chat chii van (Fig.25C). C4c két qua nay
chitng minh rang, lactisol gan két vao vi trf khéc v6i L-glutamat, va phil hgp vdéi gia
thiét 1a 6 gén két glutamat duge dinh vi & T1R1. Lactisol dudng nhu 1a chét tc ché
canh tranh thu thé vi ngot, vi ICs, clia n6 phu thuoc vao néng do cua chat tao vi ngot,
vané lam ting gi4 tri ECs, cia cht tao vi ngot ma khong anh hudng déng ké dén hoat
tinh t6i da.

Téc dong tc ch€ clia lactisol dugc gay ra bdi cdc thu thé TIR do né khong anh
hudng 1én thu thé axetylcholin muscarinic ndi sinh trong c4c t€ bao HEK hoéc 1én thu
thé vi ding cta chuot, mT2RS5, bi€u hién tam thdi trong cdc t&€ bao HEK. Nhu trudng
hop ddi vé6i thu thé TIR2/T1R3, su e ché dap tng cia TIR1/T1R3 cua lactisol véi
chit kich thich c¢é vi umami c6 thé ddo ngugc sau khi rlra va téi kich thich.

Dé d4nh gi tvong quan hoat tinh thy thé véi hanh vi, tdc dong cla lactisol 1én
vi umami clia ngudi dugc thir nghiém. Nhu néu trén, néng do milimol cia lactisol
lam tang dot ngot ngudng phat hién d6i véi chat kich thich ¢6 vi ngot va vi umami

nhung khong xay ra doi véi chét kich thich c¢6 vi man (Fig.25D). Lactisol da dugc

biét truéc day 1a chét c ch€ vi umami. Tuong quan giita hoat tinh thu thé va két qua
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vi gidc chitng minh vai tro quyét dinh cta T1R trong vi umami clia ngudi.
Vidu 17
Xyclamat 1am tang hoat tinh thu thé TIR1/T1R3 & nguoi

Dua trén cting mot m6 hinh heterome cta T1R (Fig.26), nguodi ta tién dodn
ring, xyclamat con c6 thé diéu bién hoat tinh ctia thu thé vi umami T1R1/T1R3 &
ngudi bang cich tic dung 1én T1R3. Mic du mot minh xyclamat khong tdc dung lén
T1R1/T1R3, nhung né lam ting hoat tinh clia thu thé véi sy ¢ mat clia L-glutamat
(Fig.27E). Tac dong nay la dac hiéu d6i véi TIR1/T1R3 & nguoi, vi xyclamat khong
tdc dung 1én hoat tinh cta thu thé axetylcholin muscarinic noi sinh vé6i su c6 mit cta
carbachol (Fig.27E). Dang chu ¥ 13, xyclamat c6 gi4 tri ECs, so sénh duoc véi thu thé
vi ngot (Fig.23B) va thu thé vi umami. Xyclamat dich chuyén vé phia trai theo cdch
tao lai dugc dudng cong dap ting liéu d6i v6i L-glutamat 2 1an khi c6 mat hoac khong
c6 mat IMP (Fig.25F). IMP c6 tic dong 1am ting thu thé dot ngot hon, va téc dong
ctia xyclamat quan st dugc khi c6 mat IMP (Fig.25F), cho thdy co ché€ khac véi IMP
trong viéc 1am ting thu thé. IMP dudng nhu gin két vé6i T1R1, do né khong c¢6 tac
dung 1én thu thé vi ngot. Cic chét tao vi ngot khdc, bao gém sucroza, aspartam,
sacarin va D-tryptophan, khong c6 tic dung 1én hoat tinh TIR1/T1R3 & ngudi.

Tém lai, ngudi ta chiing minh dugc rang, cad TIR2 14n T1R3 1a thiét yé&u trong
thu thé vi ngot chiic nang, ring aspartam va neotam cin c6 ving ngoai bao dau tan
cing N cta TI1R2, gin két G protein cin c6 nia ddu tin cing C cla TIR2, va
xyclamat va lactisol can c6 viing xuyén bao ciia TIR3. Nhitng phat hién nay ching
minh vai trd chic ning khdc nhau ctia cic ciu tric dudi phan tir TIR trong phic
heterome va su c6 mat ctia nhiéu vi trf tuong téc chat tao vi ngot trén thu thé vi ngot.
Do T1R3 1a c4u trdc du6i phan tit thong thudng trong thu thé vi ngot va vi umami,
ngudi ta tién doan va khing dinh tic dong clia xyclamat va lactisol 1én thu thé vi

umami. Hon nifa, twong quan nay cé thé dugc xdc dinh gitta tdc dong cua lactisol 1én
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hoat tinh thu thé v6i vi gidc. Dya trén nhitng quan sit niy, mo hinh duoc tao ra
(Fig.26) v€ mo6i quan hé ciu tric-chic nang clia thu thé vi gidc ho T1R. Chét tao vi
ngot hydrat cacbon ty nhién gan két v6i ving ddu tan cling N cta T1R2, tuong tu véi
aspartam va neotam, va ciing ¢6 céc vi tri gan két phdi tir kh4c trén thu thé vi ngot, vi
dy, ving xuyén mang cia T1R2. Chic ning thu thé vi umami twong tu véi phitc
heterome, va méi MSG va IMP dudng nhu gén két vdi cau triic dusi phan tir TIR1, do
khong c6 loai ndo cé tic dong bat ky 1én thu thé vi ngot, va viing xuyén mang cia
T1R1 chiu trich nhiém gén két véi protein G.

Vidu 18

Phuong phap HTS d6i véi vi ngot

Dén xuét dong t€ bao HEK293 (Chandrashekar, J., Mueller, K. L., Hoon, M.
A., Adler, E., Feng, L., Guo, W., Zuker, C. S,, Ryba, N. I.,. Cell 2000, 100, 703-711)
ma biéu hién 6n dinh G5 vd hTIR2/hT1R3 (Li, X., Staszewski, L., Xu, H., Durick,
K., Zoller, M., Adler, E. Proc Natl Acad Sci USA 2002, 99, 4692-4696, Cong bd don
patent quoc t€ s6 WO 03/001876 A2) dugc st dung dé xac dinh hop chét c6 cic diac
tinh 1am tang vi ngot.

Hop chét duge lya chon ban ddu dya trén hoat tinh cla né lén dong t€ bao
hT1R2/hT1R3-HEK293-Gal5 (Li, va cdc dbng tac gia, tén tai liéu nhu néu trén).
Hoat tinh dugc xdc dinh bing cdch st dung thlr nghiém chup anh huynh quang ty
dong trén thiét bi FLIPR (Florometric Intensity Plate Reader, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA) (dugc ky hiéu 1a thit nghiém FLIPR). Céc t€ bao tit mot dong vo tinh
(dugc ky hiéu 1a céc t€ bao S-9) dugc gieo trong dia 384 16 (khoang 50.000 t& bao/16)
trong moi trudng chita DMEM Glucoza nong do thdp (Invitrogen, Carlsbad, CA),
huyét thanh bao thai bd duge lam tan 10% (Invitrogen, Carlsbad, CA), Penixilin G
100don vi/ml, va streptomyxin 100pg/ml (Invitrogen, Carlsbad, CA) (Li, va cdc dong
tdc gia, tén tai liéu nhu néu trén), cdon xem trong WO 03/001876 A2). T¢ bao S-9
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dugc sinh trudng trong 24 gid & 37°C. Tiép d6, cic t€ bao S-9 dugc bd sung thudc
nhudém canxi Flo-3AM (Molecular Probes, Eugene, OR), 4uM trong dung dich mudi
dém phosphat (D-PBS) (Invitrogen, Carlsbad, CA), trong 1 gi¢ & nhiét do trong phong.
Sau khi thay th€ biang 25ul D-PBS, viéc kich thich dugc thuc hién trong thiét bi
FLIPR va & nhiét do trong phong béng céch thém 25ul D-PBS dugc bd sung thém céc
chét kich thich kh4c nhau & néng do tuong ¢ng bing hai 14n néng do cu6i ciing mong
muén. Hoat tinh cta thu thé dugc dinh luong bing céch x4c dinh mifc ting cudng do
phét huynh quang t6i da (sir dung budc séng kich thich 480nm va budc séng phét xa
535nm) sau khi chudn héa cudng do phédt huynh quang cta nén do dugc trudc khi
kich thich. |

D6i v6i phan tich liéu lugng-ddp ng, chat kich thich dugc st dung & 10 ndng
do khdc nhau ndm trong khoang tir 60nM dén 30uM, thyc hién hai lan. Hoat tinh
dugc chudn héa thanh dép ing thu dugc bang D-fructoza 400mM, néng do tao ra dap
ting thu thé t6i da. Gid tri ECs, dugc x4c dinh béng cich st dung thuat ton hoi quy
phi tuyén (st dung phdn mém Senomyx, Inc.), trong d6 dudng bang Hill, tiém can
d4y va tiém cén dinh duoc phép bién d6i. Cac két qua giong nhau thu dugc khi phan
tich s6 liéu liéu lugng-dap ting béing cich sit dung phdn mém sdn c6 dé phan tich héi
quy phi tuyén nhu GraphPad PRISM (San Diego, CA). |

Pé x4c dinh mitc do phu thudc cia hTIR2/hT1R3 d6i véi ddp tng cla t€ bao
v6i c4c chat kich thich khac nhau, hgp chat da chon dugc dua vao phén tich tuong tu
tréen t€ bao HEK293-Gal5 (khong biéu hién thu thé vi ngot clia ngudi). TE bao
HEK?293-Gal5 khong thé hién ddp dng chitc nang bat ky trong thir nghiém FLIPR
d6i véi D-Fructoza hoidc chét tao vi ngot di biét bat ky khac. Tuong tu, hop chét dugc
mo ta & day khong gay ra dap tng bat ky khi sit dung t& bao HEK293-GalS trong thir
nghiém FLIPR.
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Vidu 19
Xdc dinh su gia tang huong vi d6i v6i vi ngot bang cdch sir dung ngudi tham gia thir
nghiém

Thir nghiém co ban v€ ngudi thit vi nhay: Nhém nguoi tham gia thir nghiém
tiém nang dugc thir vé kha nang ctia ho phén loai va x€p loai cudng do clia dung dich
bi€u thi nim vi co ban. Ngudi tham gia thlr nghiém phan loai va xép loai cudng do
clia nim néng do khic nhau ctia mdi loai trong s6 nam hop chét sau day: sucroza (vi
ngot), natri clorua (vi min), axit xitric (vi chua), cafein (vi ding) va mononatri
glutamat (vi umami). Ngudi tham gia thir nghiém dugc thir tdng cong 25 maiu mdi
phan (5 miu cua 5 loai dung dich). Trong phan diu tién, nguoi tham gia thir nghiém
phan loai 5 néng d6 vé cudng do cua thudc tinh duge quan tam. Diéu nay dugc lap lai
nhiéu hon 4 14n vé6i cdc mau khéc. Trong phan thit hai, nguoi tham gia thir nghiém‘
x&p loai cudng do cha 5 nong d6 ctia mbi mau bang cdch sir dung thang chia vach
dugc goi 1a “thang d0 16n danh diu” (Labeled Magnitude Scale: LMS). LMS duoc
d4nh d4du bing cudong do (vi du, tréng réng, phat hién dugc, yéu, vira phai, manh, rét
manh, va manh nhit cé thé duoc) dé gitip ngudi tham gia thlr nghiém trong viéc x&p
loai cdc miu. Miu dugc ném & thé tich 10ml & nhiét do trong phong va duge dénh
d4u bing ma gin két 3 chit s6. Mau dugc trinh bay dudi dang trinh tu ngdu nhién, doi
trong trong mdi dung dich méu (vi du sucroza, axit xitric, v.v.).

Dé dugc lwa chon tham gia thir nghiém, ngudi tham gia thit nghiém cén phai
phan loai va xép loai chinh xdc cic miu vé cudng do, véi s6 sai s6 chap nhan dugc.
Khoang 25 ngudi hoan thanh xuat sic quy trinh nay.

Ngudi tham gia thit nghiém dugc chon trong quy trinh trén dugc cho 1a c6 di
diéu kién dé thuc hién quy trinh thit nghiém vi gidc so bo. Thit nghiém vi gidc so bo
duoc stt dung dé dénh gid hop chit méi vé cudng do clia cic vi co ban va vi khong co

ban. Mot nhém nhd ngudi tham gia thit nghiém (n=5) ném khoang 5 néng do hop
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chat (thuong nam trong khoang tir 1 dén 100uM, trong chu ky ban logarit, vi du, 1, 3,
10, 30 va 100uM) trong nudc hodc dung dich dém va trong dung dich 4% (trong
lugng/thé tich, 117mM) sucroza dé danh gi4 sy ndi bat. Thong thudng, cdc mau con
chia etanol 0,1% dé hé tro sy phan tédn hop chét trong dung dich nuéc. Nhém ngudi
tham gia thir nghiém xé&p loai 5 vi co ban (vi ngot, man, chua, ddng va umami) ciing
nhu cdc vi khong co ban (nhu vi héa hoc, kim loai, luu huynh) trén LMS. Cic mau
dugc giit thanh cdc phan 10ml & nhiét do trong phong. Muc dich clia thir nghiém 1a dé
x4c dinh nong do cao nhat ma tai d6, khong c6 vi khong co ban khé chiu, va xdc dinh
liéu su ndi bat 0 rét clia vi ngot ¢ t6n tai & ndng d6 duoc thit nghiém bat ky.

N&u hgp chat 1a hﬁ’u‘ hiéu va khong c6 vi khong co ban khé chiu, né duge thir
biang ngudi c6 trinh do (hoi dong chuyén gia) trong nghién citu 16n hon.

Vi du: Nam ngudi tham gia thr nghiém danh gia 1, 3, 10, 30 va 100uM XVI-3
trong nuGc va trong dung dich sucroza 4%. T4t ca cic mau c6 hgp chét duge 1am can
bing béng etanol & ndng do 0,1% (hd trg sy phan tdn hgp chat). Ngudi tham gia thir
nghiém dugc yéu cidu xé&p loai cdc vi co ban va vi khong co ban bang céch sit dung
LMS cho mbi méu dugc thir. Néu ngudi tham gia thit nghiém ghi nhan vi ngot trong
miu bat ky, ho s& dugc yéu ciu ném méu sucroza tham khao (sucroza 2, 4, 6, 8%) dé
danh gid do ngot twong duong.

Hoi déng c6 trinh do (chuyén gia) dugc sit dung dé€ dénh gia thém hgp chat ma
dugc thir bang thir nghiém vi gidc so bo.

Nhitng nguoi tham gia 1am hoi déng thdm dinh dugc lya nhém tir nhém 16n
nhiing ngudi tham gia thir nghiém ddnh gi4 vi. Nhitng nguoi tham gia thit nghiém con
duoc hudn luyén vé vi ngot bang thir nghiém phan loai va x&p loai sit dung dung dich
sucroza. Ngudi tham gia thlr nghiém hoan thanh mot loat phén loai, x€p loai va khic
v6i thir nghiém tham khao bang dung dich ngot. Trong thir nghiém phan loai va x&p

loai, ngudi tham gia thir nghiém dénh gid nong do sucroza (sucroza 2, 4, 6, 8% (trong
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luong/thé tich)).

Hop chat dugc thir bang hoi déng thdm dinh dwgc ddnh gid khic véi thir
nghiém tham khao. Nguoi tham gia thit nghiém dugc dua cdc miu tham khdo c6 nong
d6 khic nhau (sucroza 2, 4, 6, 8% (trong lugng/thé tich)) va dugc yéu ciu xé&p loai
méu dya trén thang tir -5 dén +5 lién quan dén sy khic biét vé€ vi ngot so v6i mau
tham khao (diém: -5 = vi ngot it hon so v6i miu tham khao; = vi ngot giéng v6i miu
tham khdo; +5 vi ngot nhiéu hon so v6i miu tham khao). Miu thit nghiém 12 dung
dich c6 su bi€n ddi vé lugng sucroza va hop chat. Thong thudng, méi phan so sinh-
mau tham khao (ddnh d&u 12 REF) v6i mot s6 mau thir nghiém (dugc ddnh d4u bang
mai 3 chit s6). Thir nghiém thudng bao gém cdc miu khdc nhau c6 su thay déi nong
do sucroza, cling nhu miu tham khao mi, dé danh gid mitc d6 chinh xé4c ctia hoi déng.
Hop chat duoc thir nghiém lai tham khao mau c6 hoac khong c6 sucroza 4% hoac 6%.
Tét c4 cdc miu duoc trinh bay & thé tich 10ml & nhiét do trong phong. Hon nita, dé
xdc dinh do ngot cla riéng hop chat, dung dich tham khao dugc diéu ché€ & nong do
chi dinh va dugc so sanh véi do ngot ngudng cla sucroza (2%).

Vidu 20
Phuong phép HTS déi véi vi umami

Té& bao HEK-Gal5 dugc tao ra dé biéu hién cam tng T1IR1/T1R3 béang cich
str dung hé GeneSwitch (Invitrogen). Vecto biéu hién khing zeoxin c6 nguén goc tir
pGene d6i v6i TIR1 va T1R3 cia ngudi (plasmit SXV603 doi véi T1R1 va SXV611
doi Vo'1 TIR3) va vecto khiang puromyxin ¢6 ngudn gbc pSwitch ma mang protein
GeneSwitch (plasmit SXV628) duogc 1am tuyén tinh va dugc déng chuyén nhiém vao
dong t€ bao HEK-Gy,s. Tap doan khéng zeoxin va.tap doan khidng puromyxin dugc
lva chon, m& 10ng, giy cdm ting bing lugng mifepriston thay d6i va thir nghiém bang
phép chup anh canxi vé ddp ting vd6i chét kich thich c¢6 vi umami. Céc t€ bao dugc lua

chon trong puromyxin 0,5pug/ml (CALBIOCHEM) va zeoxin 100pg/ml (Invitrogen)
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& 37°C trong moi trudng DMEM duoc bé sung thém GlutaMAX, FBS dugc 1am tan
10%, va blastixidin 3pg/ml. Tap doan khang dugc mé rong va dap dng cta chiing véi
chat kich thich ¢6 vi umami sau khi gay cam ting bang mifepriston 10"°M dugc ddnh
gi4 bing kinh hién vi ph4t huynh quang theo phuong phép clia Li va cdc déng tic gia,
PNAS (2002) 99(7): 4692-4696. D6i v6i phép chup anh huynh quang tu dong trén
thiét bi FLIPR (Molecular Device), cac t€ bao tir mot dong vo tinh (dugc ky hiéu 1a
dong vo tinh I-17) dugc dugc gieo trén dia 96 16 hoic dia 384 16 (khoang 80.000 t&
bao/16) v6i su c6 mat ctia mifepriston 107'°M va duge G trong 48 gid. Sau d6, céc t&
bao duge bd sung thudc nhudém canxi flo-4-AM (Molecular Probes), 3uM trong PBS,
trong 1,5 gi¢ & nhiét do trong phong. Sau khi thay th€ bang 50ul PBS, viéc kich thich.
dugc thuc hién & nhiét do trong phong béng céch thém 50ul PBS c6 bd sung thém
chét kich thich khac. Cudng do phat huynh quang t6i da tir bon phép xac dinh doc lap
duoc tinh trung binh, hiéu chinh d6i v6i cudng do phat huynh quang clia nén xac dinh
duoc truSc khi thém hop chét, vd dugc chuin héa véi dép ting véi ionomyxin

0,002mM (CALBIOCHEM).

Vidu 21
Phuong phéap thi nghiém vi gidc d6i véi vi umami

Huén luyén co ban Ngudi cdm quan: Ngudi ném dugc huén luyén dé dénh gia
vi ctia dung dich nudc (5ml, “ngam va nh&” (swash and spit) ctia cac hop chat vi tiéu
chén sau day bang cich st dung thir nghiém tam gidc nhu dugc mo ta trong tai liéu
chuyén nganh: sucroza (S0mM) d6i vé6i vi ngot; axit xitric (SmM) hodc axit lactic
(20mM) d6i v6i vi chua; NaCl (12mM) d6i véi si man, quinin (10uM) hodc cafein
(1mM) d6i vé6i vi dang; va mononatri glutamat (8mM) d6i v6i vi umami hoac vi “dé
chiu”.

Huan luyén d6i véi vi Umami: Ngudi ném duge cho tir 1-3 nhém méu 6 MSG

va/hoic MSG-IMP vé6i ham lugng MSG nam trong khoang tit 3 d¢€n 60mM va ham

-191-



19645

lugng IMP ndm trong khoang tir 0 dén 200puM, mdi loai duoc sip x&p trong khay véi
nong do gia tang. Bai tdp nay dua ra cho d6i tugng su luyén tap vé ddnh gid ddp ting
liéu. Sau d6, nhém khéc dugc tao ra cho 6 mau tuong tu, nhung duoc cho véi trinh tu
ngéu nhién. Tiép d6, d6i tuong dugc yéu ciu sap x&p mau theo cudng do gia ting va
sau d6 xé&p loai cudng d6 vi umami ctia chiing.

P4nh gi4 tieu chuén ngudi tham gia ném: Ngudi ném dugc dua vao thir nghiém
hai lua chon thay déi cudng bitc (two alternative forced choice: 2AFC) tiéu chuin
bang 5 cidp miu ném. Ho duoc yéu ciu tao ra sy lva chon mau c6 vi umami dic trung
nhat tir hai mau (mot cap). Thir nghiém bao goém hai cap dé, hai cap c6 do khé trung
binh va mot cap khé. Nguoi ném ma phan biét dugc cap cb do kﬁé trung binh dugc
chon lam nguoi tham gia thir nghiém.

Thir nghiém vi gidc thi diém/dinh tinh vé dng ci vién lam tang vi umami
(Umami Enhancer Candidate: UEC) bang mot nhém nhé ngudi tham gia thi
nghiém: Miu ném c6 néng d6 thich hop (thudng ndm trong khoang tir 1-50uM) dugc
tao ra trong nudc (sit dung luong etanol t6i thiéu néu khong hoa tan); Chi rieng UEC
vi gidc & ndng do 30 va/hodc 50uM d6i v6i umami va cac thude tinh khac. Xép loai
c4c thudc tinh vi gidc nay trén thang LMS dua trén phi€u bau thir nghiém; néu UEC
khong c6 vi umami va vi khac hodc ¢6 vi umami va vi khéc thdp, thi chuyén sang thir
nghiém phén biét déi xtt, so sanh mot s6 nong do clia MSG, vi du 12mM va 12mM
MSG + 30uM UEC dé xac dinh liéu c6 su ting bat ky nao khong; x&p loai cuong do
vi umami nhan duoc trén thang LMS thich hgp dua trén phi€u bau thir nghiém; thay
ddi néng do ctia UEC va/hoic MSG dé tim ra t6 hgp t6t nhat; quyét dinh dung dich
nao dé sir dung trong thir nghiém hoi d6ng; ghi lai tat ca cdc quy trinh va s6 liéu bao
gdm mo ta nghién citu, diéu ch€ miu, sip x€p mau, phi€u bau va ky vao to gidy doi
v6i ngudi tham gia thir nghiém, s6 liéu diu vao va su danh gid. |

Thit nghiém hoi déng 2AFC UEC: Thyc hién thir nghiém hoi ddng bang nhiing
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ngudi tham gia thir nghiém c6 trinh do bang cach sir dung phuwong phap dugc tao ra tir
thit nghiém th{ diém; ghi lai tt cd quy trinh va s6 liéu; so sanh bdo cdo tém tit v6i két
luén c6 ¥ nghia thdng ké, néu c6.
Vidu 22
Thir nghiém vi gidc dinh lugng d6i véi hop chét 2725761 va 3756807

Tht nghiém vi gidc dinh lugng d6i véi hop chat 2725761 va 3756807 duge
thuc hién theo quy trinh dugc trinh bay trén day. Ngudi ta phdt hién ra ring, ngoai tdc
dung lam tang cudng d6 vi umami ctia ching, ca hai hgp chét nay con lam gia tang
MSG.
Vidu23
Tdng hop hop chét 2725761 va 3756807

Hop chit 2725761 va 3756807 dugc diéu ché nhu dugc thé hién trong Vi du 22,
tir axit va amin twong tng cta ching. San phdm duoc tinh ché theo cdc phuong phép
thong thudng, vi du rira bang nudc bazo va axit, hodc HPLC diéu ché. C4u tric cla
cdc hop chit niy dugc khéing dinh dua trén phuong phép phéan tich thong thudng, vi
du NMR via LCMS. Phuong phép niy con cé thé duogc sit dung dé téng hgp hgp chat
bat ky néu trong cic Bang tir 1 dén 5.
Vidu 24
Thit nghiém dua trén t& bao

T& bao duoc sinh trudng v giit & 37°C trong moi trudng DMEM dugc bd sung
thém FBS 10%va axit amin khong thiét yéu MEM (Gibco BRL); méi trudng cho cic
t& bao Gy, s cOn chifa blastixidin 3pg ml™” (Gibco BRL). D6i v6i thir nghiém chup anh
canxi, cic t& bao truéc hét duge gieo trong dia nudi cdy mo 48 16 (khoang 30.000 t&€
ba0/16), va dugc chuyén nhiém bing céch st dung Mirus TransIt-293 (PanVera).

Hiéu qua chuyén nhiém, dugc dinh gid bing cich déng chuyén nhiém bang vecto
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biéu hién RFP, thudng x4p xi 60%. Dé 1am gidm dén mc t6i thiéu sy mét nhay cim
do glutamat va glucoza gy ra, DMEM dugc b8 sung dugc thay thé bing DMEM
chita glucoza ndng d¢ thap duoc bd sung thém GlutaMAX va FBS dugc 1am tan 10%
(Gibco BRL) khodng 24 gid sau khi chuyén nhiém. Sau 24 gid nita, c4c t€ bao dugc
b4 sung thudc nhudm canxi flo-4-AM (Molecular Probes), 3uM trong dung dich dém
PBS ctia Dulbecco (DPBS, GibcoBRL), trong 1,5 gi¢ & nhiét do trong phong. Sau khi
thay th€ bang 100ul DPBS, viéc kich thich dugc thuc hién & nhiét do trong phong
bang cdch thém 100ul DPBS duoc bd sung thém chat kich thich c6 vi gidc. Sy di
chuyén clia canxi dugc theo doi trén kinh hién vi Axiovert S100 dugc trang bi thau
kinh 1 OX/0,5 LWD plano flor (Zeiss) va camera CCD lanh (Princeton Instruments).
Hinh anh phéat huynh quang thu dugc & budc séng kich thich 480nm va budc séng
phét xa 535nm, va dugc phan tich bang phan mém Imaging Worlcbench 4.0 (Axon
Instruments). Hoat tinh thu thé TIR dugc dinh luong bing cich d&€m s6 t€ bao dap

ing sau 30 gidy sau khi thém chét kich thich.
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YEU CAU BAO HO
. Phuong phép didu chinh vi savory cta san phdm an dugc hoic san pham thube bao

gdm cac bude:

tao ra it nhat mot san phém an duoc hoac san phém thudc hodc tién chét cia no,
va

két hop san phdm n duoc hodc san phim thudc hodc tién chét clia n6 véi it nhét
mdt lugng ¢6 tac dung diu chinh vi savory ctia it nhat mét hop chit khéng c6 trong tu
nhién gén két dic hiéu voi thu thé TIR1/TIR3 gdm hT1R1/hTIR3 c6 kha ning lam
chét tao vi, chit lam tang vi hodc chit diéu chinh vi umami nhur dugc x4c dinh theo gid
tri ECso thdp hon 1mM, trong d6 it nhit mot hop chit khong c6 trong tir nhién nay 14
hop chét amit hodc hop chit oxalamit hodc mudi an dugc cua ching dé tao thanh san
phém an duoc hoac san phém thuc cai bién;

nho do6 di€u chinh vi savory cua san pham dn dugc hodc san pham thuoc.

. Phuong phép theo diém 1, trong d6 it nhit mot hop chit khong c6 trong tw nhién co ty
1€ EC50 dugc xac dinh 1a ty 1€ cta néng do MSG voi nf‘mg do hop chét nay cong voi

MSG cén thiét dé tao ra dap ung liéu MSG 16n hon 1.

. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 mic giam ECsy nhu dugce x4c dinh trong thir

nghiém do huynh quang bang cach sir dung dung cu FLIPR it nhét 13 hai lan.

. Phuong phap theo diém 1, trong do it nhat mdt hop chét khong co trong tw nhién c6
hoat tinh so véi hoat tinh tbi da coa glutamat khi duge xac dinh bﬁng muec gia tang do
huynh quang theo hop chét bing it nhit 25% trong thir nghiém d6 huynh quang bang

cach str dung dung cu FLIPR.

. Phuong phap theo diém 1, trong d6 it nhat mét hop chit khong c6 trong tu nhién c6 kha
ndng sao cho it nhét 10 trong sé 100 té bao da dugc chuyén nhiém thu thé co sy gia

tang d6 huynh quang theo hop chit.
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6. Phuong phép theo diém 1, trong d6 it nhit mot hop chét khong cé trong tw nhién c6 kha
niang sao cho sd lwong té bao huynh quang dap Ung véi ndng d6 can téi da cia

glutamat ting 1én it nhét hai lan.

7. Phuong phép theo diém 1, trong d6 it nhit mét hop chat khong c6 trong tu nhién co
muc d6 dap tng cua té bao v6i ndng do can t6i da clia glutamat tang 1én it nhét 1,25 1an
s0 v6i mirc 4o dap tng v6i riéng chit tao ngot, trong d6 mirc do dap ing nay duge xac
dinh theo do huynh quang, ndng d9 canxi, ndng do inositol triphosphat (IP3), ndng do
adenosin 3’,5’-monophosphat mach vong (cAMP), mirc d¢ lién két GTPyS hoic hoat

tinh cia gen thong béo.

8. Phuong phap diéu chinh vi ngot ciia san phim 4n dugc hodc san pham thudc bao gdbm

cac budec:

tao ra it nhat mot san phém an duogc hodc san phém thudc hodc tién chit cta no,
va

két hop san pham an dugc hodc san phdm thudc hodc tién chét clia n6 véi it nhét
mot luong co6 tac dung diéu chinh vi ngot cua it nhét mot hop chét khong c6 trong tu
nhién gin két dic hiéu véi thu thé TIR2/TIR3 gdm hT1R2/hT1R3 c6 kha ning lam
chét chti van vi ngot nhu dugc xac dinh theo gia tri ECs thép hon 10uM, hoac mudi an
duoc cia no, dé tao thanh san phérn an duoc hoac san phérn thubc cai bién;

nh¢d d6 di€u chinh vi ngot cia san pham an dugc hoac san pham thudc.

9. Phuong phép theo diém 8, trong d6 it nhit mot hop chat khong c6 trong tw nhién c6

kich c& khodng 12x5x5 angstrom.

10. Phuong phép theo diém 8 hodc diém 9, trong d6 it nhat mot hop chit khong c6 trong
tu nhién c6 mot hodc nhiéu dic tinh trong s6 cac dic tinh sau day & té bao déng biéu
hién hT1R2 va hT1R3

ECs, giam so v6i dbi chimg it nhit 50%,
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ndng dd Ca®" nodi bao tang it nhat khoang 25%,

ndng dd cAMP ndi bao tang it nhat khoang 25%,

ndng do guanosin monophosphat mach vong (¢cGMP) noi bao ting it nhat khoang
25%, hodc

ndng d6 IP; ndi bao tang it nhat khoang 25%.

11. Phuong phap theo diém 10, trong d6 it nht mdt hop chit khong c6 trong tu nhién c6
murc do dap Gmg ctia té bao véi ndng d6 can tdi da ctia chét tao ngot ting 1én it nhat
1,25 14n so v6i muc do dap tmg véi riéng chét tao ngot, trong d6 mirc do dép tng nay
duoc xac dinh b%lng muc do huynh quang, nf“)ng dd canxi, néng do 1P, n@)ng do

cAMP, mirc d0 lién két GTPyS hodc hoat tinh ctia gen thong béo.

12. Phuong phép theo diém 11, trong d6 it nhit mot hop chat khong c6 trong tw nhién c6
hoat tinh so vé1 hoat tinh tdi da cua fructoza khi dugc xac dinh theo murc gia ting do
huynh quang theo hgp chét bang it nhét 25% trong thir nghiém d6 huynh quang bang

cach str dung dung cu FLIPR.

13. Phuong phép theo diém 12, trong d6 it nhat mot hop chat khdng c6 trong tw nhién ¢
hoat tinh so vé&i hoat tinh ti da cta fructoza nhu duge x4c dinh theo muc gia ting do
huynh quang theo hgp chit ma no thé hién mirc giam ciia ECs, theo hop chat dbi véi
fructoza it nhat gip hai l4n trong thtr nghiém d6 huynh quang bang cach st dung

dung cu FLIPR.

14. Phuong phéap theo diém 12, trong d6 it nht mot hop chit khong c6 trong tw nhién c6
kha ning sao cho it nhit 10 trong s6 100 té bao da dugc chuyén nhiém cé su gia ting

d6 huynh quang theo hop chit x4c dinh dugc béng kinh hién vi huynh quang.

15. Phuong phép theo diém 12, trong d6 it nhat mot hop chit khong c6 trong tw nhién c6

kha ning sao cho sd hrong té bao huynh quang dép tmg véi nong do can t6i da cla
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fructoza tang 1én it nhat hai lan.

16. Phuong phap theo diém bat ky trong sd cic diém tir 1 dén 15, trong d6 san pham an
duoc chon tir nhoém bao gém: xup loang/1éng, thuc phﬁm kho hodc ndu duge, va dd

uong.
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DANH MUC TRINH TU

Senomyx, Inc.

<120> PHUONG PHAP DPIEU CHINH VI SAVORY VA VI NGOT CUA
SAN PHAM AN DUGC HOAC SAN PHAM THUGC

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

19328.0001ul

Chua gan
2004-08-06

60/494,071
2003-08-06

60/552,064
2004-03-09

33

Chuong trinh FastSEQ dung cho phién ban Windows 4.0

1

5

PRT

Trinh tu nhan tao

MO ta trinh ty nhén tao; luu y =
cdu tric téng hop

1

Ser Val Ser Thr Trp

1

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

<220>
<223>

<221>
<222>

<223>

5

2
14
PRT

Trinh tu nhén tao

MO0 ta trinh ty nhén tao; Iuu y =

c4u trdc tdng hop

BIEN THE

1,3,4,6,7,8,11,12,13

G vi trf 1, Xaa c6 thé 12 Thr hodc Arg

G vi tri 3, Xaa c6 thé 1 Phe hoac Leu

O vi tri 4, Xaa c6 thé 1a Arg, Gln hoic Pro
G vi tri 6, Xaa c6 thé 1a Arg hoac Thr

O vi trf 7, Xaa c6 thé 1 Ser, Pro hoac Val
O vi trf 8, Xaa c6 thé 1a Val, Glu, Arg, Lys hoac Thr
G vi trf 11, Xaa c6 thé 1a Ala hodc Glu

3 vi trf 12, Xaa c6 thé 1a Trp hoac Leu
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O vi tri 13, Xaa 6 thé 1a Arg, His hoac Gly

<400> 2
Xaa Cys Xaa Xaa Arg Xaa Xaa Xaa Phe Leu Xaa Xaa Xaa Glu

1

5 10

<210> 3

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>

<223>

<400>

15
PRT
Trinh ty nhan tao

Mo ta trinh ty nhén tao; lvu y =

cdu triic téng hop

BIEN THE
1,3,4,7,9,10,11,13,14,15

O vi tri 1, Xaa 6 thé 1 Leu hoic Gln

G vi tri 3, Xaa c6 thé 1a Glu, Gly hodc Thr
O vi tri 4, Xaa c6 thé 1a Asn, Arg hodc Cys
O vi tri 7, Xaa c6 thé 1a Arg hodc Glu

G vi tri 9, Xaa c6 thé 1a Arg hoic Lys

G vi tri 10, Xaa c6 thé 1a Cys, Gly hodc Phe
G vi tri 11, Xaa c6 thé [a Val, Leu hoic Ile
G vi trf 13, Xaa c6 thé 1 Phe hoic Leu

G vi trf 14, Xaa c6 thé 1a Ala hoic Ser

O vi trf 15, Xaa c6 thé 12 Met hoic Leu

3

Xaa Pro Xaa Xaa Tyr Asn Xaa Ala Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Xaa

1

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

<220>
<223>

5 10

4
858
PRT

Trinh tu nhan tao

MO0 ta trinh tu nhan tao; lvu ¥ =
cdu triic téng hop

<400> 4
Met Pro Gly Leu Ala Ile Leu Gly Leu Ser Leu Ala Ala Phe

1

5 10

Leu Gly Met Gly Ser Ser Leu Cys Leu Ser Gln Gln Phe Lys

20 25 30

Gly Asp Tyr Ile Leu Gly Gly Leu Phe Pro Leu Gly Thr Thr

35 40 45

Ala Thr Leu Asn Gln Arg Thr Gln Pro Asn Gly Ile Leu Cys

50

55 60

Phe Ser Pro Leu Gly Leu Phe Leu Ala Met Ala Met Lys Met

65

70 75

Glu Glu Ile Asn Asn Gly Setr Ala Leu Leu Pro Gly Leu Arg

85 90

Tyr Asp Leu Phe Asp Thr Cys Ser Glu Pro Val Val Thr Met

100 105 110

Ser Leu Met Phe Met Ala Lys Val Gly Ser Gln Ser Ile Ala

-200-

Xaa
15

Leu
15

Ala
Glu
Thr
Ala
Leu
95

Lys

Ala

Glu
Gln
Glu
Arg
Val
80

Gly

Pro

Tyr
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115 120 125
Cys Asn Tyr Thr Gln Tyr Gln Pro Arg Val Leu Ala Val Ile Gly Pro
130 135 140
His Ser Ser Glu Leu Ala Leu Ile Thr Gly Lys Phe Phe Ser Phe Phe
145 150 155 : 160
Leu Met Pro Gln Val Ser Tyr Ser Ala Ser Met Asp Arg Leu Ser Asp
165 170 175
Arg Glu Thr Phe Pro Ser Phe Phe Arg Thr Val Pro Ser Asp Arg Val
180 185 190
Gln Leu Gln Ala Val val Thr Leu Leu Gln Asn Phe Ser Trp Asn Trp
195 200 205
Val Ala Ala Leu Gly Ser Asp Asp Asp Tyr Gly Arg Glu Gly Leu Ser
210 215 220
Ile Phe Ser Gly Leu Ala Asn Ser Arg Gly Ile Cys Ile Ala His Glu
225 230 235 240
Gly Leu Val Pro Gln His Asp Thr Ser Gly Gln Gln Leu Gly Lys Val
245 250 255
Val Asp Val Leu Arg Gln Val Asn Gln Ser Lys Val Gln Val Val Vval
260 265 270
Leu Phe Ala Ser Ala Arg Ala Val Tyr Ser Leu Phe Ser Tyr Ser Ile
275 " 280 285
Leu His Asp Leu Ser Pro Lys Val Trp Val Ala Ser Glu Ser Trp Leu
290 295 ' 300
Thr Ser Asp Leu Val Met Thr Leu Pro Asn Ile Ala Arg Val Gly Thr
305 310 315 320
Val Leu Gly Phe Leu Gln Arg Gly Ala Leu Leu Pro Glu Phe Ser His
325 330 335
Tyr Val Glu Thr Arg Leu Ala Leu Ala Ala Asp Pro Thr Phe Cys Ala
340 345 350
Ser Leu Lys Ala Glu Leu Asp Leu Glu Glu Arg Val Met Gly Pro Arg
355 360 365
Cys Ser Gln Cys Asp Tyr Ile Met Leu Gln Asn Leu Ser Ser Gly Leu
370 375 380
Met Gln Asn Leu Ser Ala Gly Gln Leu His His Gln Ile Phe Ala Thr
385 390 395 400
Tyr Ala Ala Val Tyr Ser Val Ala Gln Ala Leu His Asn Thr Leu Gln
405 410 415
Cys Asn Val Ser His Cys His Thr Ser Glu Pro Val Gln Pro Trp Gln
' 420 425 430
Leu Leu Glu Asn Met Tyr Asn Met Ser Phe Arg Ala Arg Asp Leu Thr
435 440 445 '
Leu Gln Phe Asp Ala Lys Gly Ser Val Asp Met Glu Tyr Asp Leu Lys
450 455 460
Met Trp Val Trp Gln Ser Pro Thr Pro Val Leu His Thr Val Gly Thr
465 470 475 480
Phe Asn Gly Thr Leu Gln Leu Gln His Ser Lys Met Tyr Trp Pro Gly
485 490 495
Asn Gln Val Pro Val Ser Gln Cys Ser Arg Gln Cys Lys Asp Gly Gln
500 505 510
Val Arg Arg Val Lys Gly Phe His Ser Cys Cys Tyr Asp Cys Val Asp
515 520 525
Cys Lys Ala Gly Ser Tyr Arg Lys His Pro Asp Asp Phe Thr Cys Thr
530 535 540
Pro Cys Gly Lys Asp Gln Trp Ser Pro Glu Lys Ser Thr Thr Cys Leu
545 550 555 560
Pro Arg Arg Pro Lys Phe Leu Ala Trp Gly Glu Pro Ala Val Leu Ser
565 570 575
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Leu Leu
Gly Leu

Gly Ser
610

Ser Val

625

Gln Gln

Phe Leu
Trp Ala
Val val
690
Leu Met
705
Thr Glu
Leu Val
Thr Phe
Leu Thr
770
Pro Leu
785
Gly Ala
Pro Lys
Phe Phe

Ser Ser
850

<210> 5

Leu Leu Leu Cys
580

Phe Val His Tyr

595

Leu Phe Cys Phe

Leu Leu Phe Pro
630

Pro Met Ala His

645
Gln Ala Ala Glu
660

Asn Trp Leu Cys

675

Leu Leu Ala Thr

Ala Phe Pro Pro
710

Val Leu Glu His

725
His Ile Thr Asn
740

Leu Val Gln Ser

755

Phe Ala Met Leu

Leu Ala Asn Val
790

Ile Leu Phe Cys

805
Cys Tyr Val Leu
820

Leu Gly Arg Ser

835

Glu Ala Thr Arg

<211> 841
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

Leu
Txrp
Gly
615
Gly
Leu
Ile
Ser
Leu
695
Glu
Cys
Ala
Gln
Ala
775
Gln
Ala
Leu

Pro

Gly
855

19645

Val Leu
585

Asp Ser

600

Leu Ile

Arg Pro
Pro Leu

Phe Val
665

Tyr Leu

680

Val Glu

Val Vval
Arg Met

Val Leu
745

Pro Gly

760

Tyr Phe

Val Ala
Leu Gly

Trp Leu
825

Lys Glu

840

His Ser

<223> MO ta trinh tu nhén tao; luu y =
c4u trdc téng hgp

<400> 5

Met Leu
1

Cys Cys

Thr Leu

Gly Cys

50
Ser Cys
65

Leu Cys Thr Ala
5
Trp Ala Phe Ala
20
Pro Gly Asp Tyr
35
Leu Gln Val Arg

Ser Phe Asn Glu
70

Arg
Cys
Leu
His

55
His

Leu Val
His Ser
25
Leu Ala
Arg Pro

Gly Tyr
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Gly
Pro
Cys
Arg
Thr
650
Glu
Arg
Ala
Thr
Arg
730
Ala
Arg
Ile
Tyr
Ile
810
Pro

Ala

Glu

Gly
10

Thr
Gly
Glu

His

Leu
Leu
Leu
Ser
635
Gly
Ser
Gly
Ala
Asp
715
Ser
Phe
Tyr
Ile
Gln
795
Leu

Glu

Ser

Leu
Glu
Leu
Val

Leu
75

Thr
val
Gly
620
Ala
Cys
Glu
Pro
Leu
700
Trp
Trp

Leu

Asn

Trp
780
Pro
Ala

Leu

Asp

Gln
Ser
Phe
Thr

60
Phe

Leu
Gln
605
Leu
Ser
Leu
Leu
Trp
685
Cys
Gln
Val
Cys
Arg
765
Val
Ala
Thr

Asn

Gly
845

Leu
Sexr
Pro
45

Leu

Gln

Ala Ala
590
Ala Ser

Phe Cys
Cys Leu

Ser Thr
655

Pro Leu

670

Ala Trp

Ala Trp
Val Leu

Ser Leu
735

Phe Leu

750

Ala Arg

Ser Phe
Val Gln

Phe His
815

Thr Gln

830

Asn Ser

Leu Ile
15

Pro Asp

30

Leu His

Cys Asp

Ala Met

Leu
Gly
Leu
Ala
640
Leu
Ser
Leu
Tyr
Pro
720
Gly
Gly
Gly
Val
Met
800
Leu

Glu

Gly

Ser
Phe
Ser
Arg

Arg
80



19645

Leu Gly Val Glu Glu Ile Asn Asn Ser Thr Ala Leu Leu Pro Asn Ile
85 90 95
Thr Leu Gly Tyr Gln Leu Tyr Asp Val Cys Ser Asp Ser Ala Asn Val
100 105 110
Tyr Ala Thr Leu Arg Val Leu Ser Leu Pro Gly Gln His His Ile Glu
115 120 125
Leu Gln Gly Asp Leu Leu His Tyr Ser Pro Thr Val Leu Ala Val Ile
130 135 140
Gly Pro Asp Ser Thr Asn Arg Ala Ala Thr Thr Ala Ala Leu Leu Ser
145 150 155 160
Pro Phe Leu Val Pro Met Ile Ser Tyr Ala Ala Ser Ser Glu Thr Leu
165 170 175
Ser Val Lys Arg Gln Tyr Pro Ser Phe Leu Arg Thr Ile Pro Asn Asp
180 185 190
Lys Tyr Gln Val Glu Thr Met Val Leu Leu Leu Gln Lys Phe Gly Trp
195 200 205
Thr Trp Ile Ser Leu Val Gly Ser Ser Asp Asp Tyr Gly Gln Leu Gly
210 215 220
Val Gln Ala Leu Glu Asn Gln Ala Thr Gly Gln Gly Ile Cys Ile Ala
225 230 235 240
Phe Lys Asp Ile Met Pro Phe Ser Ala Gln Val Gly Asp Glu Arg Met
245 250 255 '
@Gln Cys Leu Met Arg His Leu Ala Gln Ala Gly Ala Thr Vval Val Val
260 265 270
Val' Phe Ser Ser Arg Gln Leu Ala Arg Val Phe Phe Glu Ser Val Val
275 280 285
Leu Thr Asn Leu Thr Gly Lys Val Trp Val Ala Ser Glu Ala Trp Ala
290 295 300
Leu Ser Arg His Ile Thr Gly Val Pro Gly Ile Gln Arg Ile Gly Met
305 310 315 320
Val Leu Gly Val Ala Ile Gln Lys Arg Ala Val Pro Gly Leu Lys Ala
325 330 335
Phe Glu Glu Ala Tyr Ala Arg Ala Asp Lys Lys Ala Pro Arg Pro Cys
340 345 350
His Lys Gly Ser Trp Cys Ser Ser Asn Gln Leu Cys Arg Glu Cys Gln
355 360 365
Ala Phe Met Ala His Thr Met Pro Lys Leu Lys Ala Phe Ser Met Ser
370 375 380
Ser Ala Tyr Asn Ala Tyr Arg Ala Val Tyr Ala Val Ala His Gly Leu
385 390 395 400
His Gln Leu Leu Gly Cys Ala Ser Gly Ala Cys Ser Arg Gly Arg Val
405 410 415
Tyr Pro Trp Gln Leu Leu Glu Gln Ile His Lys Val His Phe Leu Leu
420 425 430
His Lys Asp Thr Val Ala Phe Asn Asp Asn Arg Asp Pro Leu Ser Ser
435 440 . 445

Tyr Asn Ile Ile Ala Trp Asp Trp Asn Gly Pro Lys Trp Thr Phe Thr
450 455 460
Val Leu Gly Ser Ser Thr Trp Ser Pro Val Gln Leu Asn Ile Asn Glu
465 470 475 480
Thr Lys Ile Gln Trp His Gly Lys Asp Asn Gln Val Pro Lys Ser Val
485 490 495
Cys Ser Ser Asp Cys Leu Glu Gly His Gln Arg Val Val Thr Gly Phe
500 505 510
His His Cys Cys Phe Glu Cys Val Pro Cys Gly Ala Gly Thr Phe Leu
515 520 525
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Asn
Ala
545
Ala
Leu
Asp
Leu
Glu
625
Gly
Ile
Trp
Ala
Pro
705
Thr
Leu
Pro
Asn
Gly
785
Ser

Cys

Asp

Lys
530
Pro
Leu
Leu
Thr
Gly
610
Pro
Phe
Ile
val
Gln
690
Ala
Glu
Leu
Glu
Phe
770
Lys
Ser

Arg

Tyr

<210> 6

<211l>
<212>
<213>

<220>

<223>

Ser
Glu
Arg
Leu
Pro
595
Ser
Thr
Thr
Ile
Gln
675
Leu
Arg
Thr
Ser
Asn
755
Val
Tyr
Gly

Pro

Thr
835

839
PRT

Trinh ty nhén tao

Asp
Gly
Glu
Leu
580
val
Leu
Arg
Ile
Phe
660
Asn
Leu
Glu
Asn
Ile
740
Tyr
Ser
Leu
Phe
Asp

820
Arg

Leu
Ser
His
565
Leu
val
Ala
Pro
Phe
645
Lys
His
Ile
Tyxr
Ser
725
Ser
Asn
Trp
Pro
Gly
805

Leu

Arg

Tyr Arg
535

Gln Thr

550

Thr Ser

Leu Gly
Arg Ser

Ala Gly
615

Ala Cys

630

Leu Ser

Phe Ser
Gly Ala

Cys Leu
695

Gln Arg

710

Leu Gly

Ala Phe
Glu Ala
Ile Ala

775

Ala Ala
790

Gly Tyr

Asn Ser

Cys Gly

cdu tric téng hop

<400> 6
Met Gly Pro Arg Ala Lys Thr Ile

1

val Leu Ala Glu Pro Ala Glu Asn

Tyr Leu Leu Gly Gly Leu Phe Ser

20

5

19645

Cys

Trp
Thr
Ala
600
Ser
Leu
Cys
Thr
Gly
680
Thr
Phe
Phe
Ala
Lys
760
Phe
Asn
Phe
Thr

Ser
840

M0 ta trinh ty nhan tao; luu y =

Gln Pro
Phe Pro

Val Leu
570

Ala Gly

585

Gly Gly

Gly Ser
Leu Arg

Leu Thr
650

Lys Val

665

Leu Phe

Trp Leu
Pro His

Ile Leu
730

Cys Ser

745

Cys Val

Phe Thr
Met Met

Leu Pro
810

Glu His

825

Thr

Cys
Arg
555
Leu
Leu
Arg
Leu
Gln
635
Val
Pro
Val
Val
Leu
715
Ala
Tyr
Thr
Thr
Ala
795
Lys

Phe

Gly Lys
540
Thr Vval

Ala Ala
Phe Ala

Leu Cys
605

Tyr Gly

620

Ala Leu

Arg Ser
Thr Phe
Met Ile
685
Val Trp
700
Val Met
Phe Leu
Leu Gly
Phe Ser
765
Ala Ser

780
Gly Leu

Cys Tyx

Gln Ala

Cys Ser Leu Phe Phe

10

Ser Asp Phe Tyr Leu

25

Glu Glu
Val Phe

Asn Thr
575

Trp His

590

Phe Leu

Phe Phe
Phe Ala

Phe Gln
655

Tyr His

670

Ser Ser

Thr Pro
Leu Glu

Tyr Asn
735

Lys Asp

750

Leu Leu

Val Tyr
Ser Ser

Val Ile

815
Ser Ile
830

Trp
Leu
560
Leu
Leu
Met
Gly
Leu
640
Leu
Ala
Ala
Leu
Cys
720
Gly
Leu
Phe
Asp
Leu
800

Leu

Gln

Leu Leu Trp

15

Pro Gly Asp

30

Leu His Ala Asn Met Lys Gly Ile
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val
Lys
65

Glu
Glu
Tyr
Ser
Glu
145
Gln
Phe
Ala
Leu
Glu
225
Pro
Leu
Val
Leu
Ala
305
Thr
Glu
Thr
Ala
val
385
Ser
Pro
Asp
Glu
val

465
Ile

His
50

Val
Ile
Ile
Phe
Asn
130
Ser
Ile
Pro
Met
Val
210
Arg
Thr
Val
val
Arg
290
Ile
Phe
Phe
Ser
Thr
370
Tyr
Leu
Trp
His
Ile
450
Ala

Ser

35
Leu

Ile
Asn
Val

Leu
115

Tyr
val
Thr
Ala
Val
195
Ser
Val
Leu
Thr
Phe
275
Gln
Asp
Leu
Arg
Gln
355
Leu
Ser
Leu
Gln
Gln
435
Val

Ser

Trp

Asn
Gly
Asn
Asp
100
Ala
Ile
Met
Tyr
Leu
180
Gln
Ser
Ala
Gln
Ile
260
Ser
Asn
Pro
Gly
Glu
340
Ser
Ser
val
Gly
Leu
420

Ile

Gln

Tyr

Phe
Tyxr
Asp
85

Val
His
Ser
Thx
Ser
165
Leu
Leu
Asp
Arg
Pro
245
Val
Pro
Phe
Val

Ile
325

Trp
Tyr
Phe
Tyr
Cys
405
Leu
Phe
Trp
Tyr

Thr
485

Leu
Asn
70

Ser
Cys
Glu
Arg
Val
150
Ala
Arg
Met
Thr
Arg
230
Asn
Asp
Asp
Thr
Leu
310
Thr
Gly
Thr
Asn
Ser
390
Asp
Glu
Phe
Gln
Pro

470
Val

Gln
55
Leu
Ser
Tyr
Asp
Val
135
Ala-
Ile
Thr
Leu
Tyr
215
Asp
Gln
Lys
Leu
Gly
295
His
Ile
Pro
Cys
Thr
375
Ala
Lys
Glu
Asp
455

Leu

Asn

19645

40
Val

Met
Leu
Ile
Asn
120
Val
Asn
Ser
Thx
His
200
Gly
Ile
Asn
Leu
Thr
280
Ala
Asn
Gln
Gln
Asn
360
Ile
val
Ser
Ile
Pro
440
Asp
Gln

Asn

Pro
Gln
Leu
Ser
105
Leu
Ala
Phe
Asp
Pro
185
Phe
Arg
Cys
Met
Gln
265
Leu
Val
Leu
Ser
Ala
345
Gln
Leu
Tyx
Thr
Trp
425
Gln
Arg
Arg

Thr

-205-

Met
Ala
Pro
920

Asn
Leu
vVal
Leu
Glu
170
Ser
Arg
Asp
Ile
Thr

250
Gln

Tyr
Trp
Thr
val
330
Gly
Glu
Arg
Ala
Cys
410
Lys
Gly
Ser

Gln

Ile
490

Cys
Met
75

Gly
Asn
Pro
Ile
Ser
155
Leu
Ala
Trp
Asn
Ala
235
Ser
Sex
His
Ile
Glu
315
Pro
Pro
Cys
Leu
Val
395
Thr
Val
Asp
Gln
Leu

475
Pro

Lys
Arg
Val
Val
Ile
Gly
140
Leu
Arg
Asp
Asn
Gly
220
Phe
Glu
Thr
Phe
Ala
300
Leu
Ile
Pro
Asp
Ser
380
Ala
Lys
Asn
Val
Asn
460
Lys

Met

45
Glu

Phe
Leu
Gln
Gln
125
Pro
Phe
Asp
His
Trp
205
Gln
Gln
Glu
Ala
Phe
285
Ser
Gly
Pro

Pro

Asn
365

Ala
445
Pro
Asn

Ser

Tyx
Ala
Leu
Pro
110
Glu
Asp
Leu
Lys
His
190
Ile
Leu
Glu
Arg
Arg
270

Asn

Glu

Leu
350
Cys
Glu
Ala
vVal
Thr
430
Leu
Phe
Ile

Met

Glu
Val
Gly
95

Val
Asp
Asn
Leu
Val
175
Val
Ile
Leu
Thr
Gln
255
Val
Glu
Ser
Leu
Phe
335
Ser
Leu
Arg
Leu
Val
415
Leu
His
Gln
Gln

Cys
495

Val
Glu
80

Tyr
Leu
Tyr
Ser
Pro
160
Arg
Glu
Val
Gly
Leu
240
Arg
Val
Val
Trp
Gly
320
Ser
Arg
Asn
Val
His
400
Tyx
Leu
Leu
Ser
Asp

480
Ser



Lys
Cys
Thr

Tyr
545

Trp
Phe
Thr
Thxr
Pro
625
Phe
Cys
Val
Lys
Thr
705
Asn
Leu
Pxro
Tyr
Gly
785
Leu

Phe

Gly

Arg
Cys
Glu
530
Gln
His
Leu
Pro
Leu
610
Lys
Thr
Ala
Arg
Met
690
Thr
Pro
Leu
Thr
Phe
770
Val
Ala
Tyr

Tyr

<210> 7
<211l> 852
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao; luvu y =

cau triic tdng hop

<400> 7
Met Leu Gly Pro Ala Val Leu Gly Leu Ser Leu Trp Ala Leu Leu His

Cys
Phe
515
Asp

Ser

Glu
Ser
Ile
595
Leu
Val
Ile
Phe
Tyr
675
Val
Arg
Asn
Ser
Asn
755
Thr
Leu
Ile

Pro

Thr
835

Gln
500
Glu
Glu

Glu

Ala
Thr
580
val
Leu
Ser
Cys
Lys
660
Gln
Ile
Thr
Tyr
Val
740
Tyr
Ser
val
Ser
Glu

820
Met

Ser
Cys
Tyr
Thr
Pro
565
Leu
Arg
Val
Thr
Ile
645
Met
Gly
vVal
Asp
Arg
725
Val
Asn
Ser
Thx
Leu
805
Arg

Arg

Gly
Ile
Glu

Ser
550

Thx
Ala
Ser
Ala
Cys
630
Ser
Ala
Pro
Val
Pro
710
Asn
Gly
Glu
Val
Ile
790
Gly

Asn

Arg

Gln
Asp
Cys

535
Cys

Ile
]

Ile

Ala

Tyr
615
Leu
Cys
Ser
Tyr
Ile
695
Asp
Ser
Phe
Ala
Ser

775
Val

Thr

Asp

19645

Lys
Cys
520
Gln

Phe

Ala
Leu
Gly
600
Met
Cys
Ile
Arg
Val
680
Gly
Asp
Leu
Ser
Lys
760
Leu
Asp
Phe

Pro

Lys Lys
505
Leu Pro

Ala Cys

Lys Arg

val Ala
570

val Ile

585

Gly Pro

Val Vval
Arg Gln

Ala Val
650

Phe Pro

665

Ser Met

Met Leu
Pro Lys

Leu Phe
730

Phe Ala

745

Phe Ile

Cys Thr
Leu Leu
Gly Pro

810

Ala Tyr
825

-206-

Pro
Gly
Pro

Gln
555

Leu
Phe
Met
Pro
Ala
635
Arg
Arg
Ala
Ala
Ile

715
Asn

Tyxr
Thr
Phe
Val
795
Lys

Phe

Val
Thr
Asn
540
Leu
Leu
Trp
Cys
Val
620
Leu
Ser
Ala
Phe
Thr
700
Thr
Thr
Met
Leu
Met
780
Thr

Cys

Asn

Gly
Phe
525
Asn

val

Ala
Arg

Phe
605

Tyx
Phe

Phe

Tyr

‘Ile

685
Gly

Ile
Ser
Gly
Ser
765
Ser
val
Tyxr

Ser

Ile
510
Leu
Glu

Phe

Ala
His
590
Leu
vVal
Pro
Gln
Ser
670
Thr
Leu
vVal
Leu
Lys
750
Met
Ala
Leu

Met

Met
830

His
Asn
Trp
Leu
Leu
575
Phe
Met
Gly
Leu
Ile
655
Tyr
val
Ser
Ser
Asp
735
Glu
Thr
Tyr
Asn
Ile

815
Ile

Ser

Glu
560

Gly
Gln
Leu
Pro
Cys
640
Val
Trp
Leu
Pro
Cys
720
Leu
Leu
Phe
Ser
Leu
800

Leu

Gln



Pro
Gly
Ala
Phe
65

Glu
TyY
Ser
Cys

His
145
Leu

Gln
Val
Ile
225
Gly
Gln
Leu
Ser
Thr
305
Val
Tyr
Ala
Arg
Leu
385
Ala
Ala

Leu

Asn

Gly
Asp
Gly
50

Sexr
Glu
Asp
Leu
Asn
130
Ser
Met
Glu
Leu
Ala
210
Phe
Leu
Asp
Phe
Ser
290
Ser
Leu
val
Leu
Cys
370
Asn
Gln
Gln
Thx

val
450

Thr

Tyr
35

Leu
Ser
Ile
Leu
Met
115
Tyr
Ser
Pro
Thr
Thr
195
Ala
Ser
Val
Val
Ala
275
Arg
Asp
Gly
Lys
Gly

355
Pro

Ala
Asp
Phe

435
Asp

Gly
20

Val
Arg
Asn
Asn
Phe
100
Phe
Thr
Glu
Gln
Phe
180
Ala
Leu
Ala
Pro
Leu
260
Ser
Leu
Leu
Phe
Thr
340
Glu

Gln

Leu
Pro
420
His

Met

Ala
Leu
Ser
Gly
Asn
85

Asp
Leu
Gln
Leu
Val
165
Pro
Ala
Gly
Leu
Leu
245
His
Val
Ser
Val
Leu
325
His
Arg
Cys
Gln
His
405
Val
Val

Glu

Pro
Gly
Arg
Leu
70

Lys
Thr
Ala
Tyr
Ala
150
Ser
Ser
Ala
Ser
Ala
230
Pro
Gln
His
Pro
Met
310
Gln
Leu
Glu
Asp
Thr
390
Asn
Lys
Gly

Tyr

Leu
Gly
Thr
55

Leu
Ser
Cys
Lys
Gln

135
Met

Tyr
Phe
Glu
Asp
215
Ala
Arg
Val
Ala
Lys
295
Gly
Arg
Ala
Gln
Cys
375
Phe
Thr
Pro

Gly

Asp
455

19645

Cys
Leu

40
Arg

Trp
Asp
Serx
Ala
120
Pro
Val
Gly
Phe
Leu
200
Asp
Ala
Ala
Asn
Ala
280
Val
Leu
Gly
Leu
Gly
360
Ile
Ser
Leu
Trp
Leu

440
Leu

Leu
25

Phe
Pro
Ala
Leu
Glu
105
Gly
Arg
Thr
Ala
Arg
185
Leu
Glu
Arg
Asp
Gln
265
His
Trp
Pro
Ala
Ala
345
Leu
Thr
val
Gln
Gln
425

Pro

Lys

-207-

10
Ser

Pro
Ser
Leu
Leu
90

Pro
Ser
Val
Gly
Ser
170
Thr
Gln
Tyr
Gly
Asp
250
Ser
Ala
val
Gly
Gln
330
Thr
Glu
Leu
Tyr
Cys
410
Leu

Leu

Leu

Gln
Leu
Ser
Ala
75

Pro
Val
Arg
Leu
Lys
155
Met
Val
Glu
Gly
Ile
235
Ser
Ser
Leu
Ala
Met
315
Leu
Asp
Glu
Gln
Ala
395
Asn

Leu

Arg

Trp

Gln
Gly
Pro
60

Met
Gly
val
Asp
Ala
140
Phe
Glu
Pro
Phe
Arg
220
Cys
Arg
Val
Phe
Ser
300
Ala
His
Pro
Asp
Asn
380
Ala
Ala
Glu
Phe

Val
460

Leu
Glu
45

Val
Lys
Leu
Ala
Ile
125
val
Phe
Leu
Ser
Gly
205
Gln
Ile
Leu
Gln
Asn
285
Glu
Gln
Glu
Ala
Val
365
Val
Val
Ser

Asn

Asp
445

Trp

Arg
30

Ala
Cys
Met
Arg
Met
110
Ala
Ile
Ser

Leu

Asp
190

Trp
Gly
Ala
Gly
Val
270
Tyr
Ala
Met
Phe
Phe
350
Val
Ser
Tyxr
Gly
Met
430

Ser

Gln

15
Met

Glu
Thr
Ala
Leu
95

Lys
Ala
Gly
Phe
Ser
175
Arg
Asn
Leu
His
Lys
255
vVal
Ser
Trp
Gly
Pro
335
Cys
Gly
Ala
Ser
Cys
415
Tyr

Sex

Gly

Lys
Glu
Arg
Val
80

Gly
Pro
Tyxr
Pro
Phe
160
Ala
val
Trp
Ser
Glu
240
Val
Leu
Ile
Leu
Thr
320
Gln
Ser
Gln
Gly
Vval
400
Pro
Asn

Gly

Ser



val
465
Glu
Ser

Gly

Glu
545
Phe
Ser
His
Phe
Pro
625
His
Glu
Ser
Met
Pro
705
His
Asn
Ser
Leu
Val
785
Cys
Leu

Gly

Gly

Pro
Arg
Arg
Phe
Arg
530
Trp
Leu
Leu
A\
Arg
Gly
610
Gly
Leu
Ile
Gly
Leu
690
Glu
Cys
Ala
Gln
Ala
770
Gln
Val
Met

Pro

Lys
850

<210> 8
<211> 2526
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

Arg
Leu
Cys
His
515
Gln
Sexr
Ala
Ala
Asp
595
Leu
Gln
Pro
Phe
Cys
675
val
Vval
Arg
Thxr
Pro
755
Tyr
val
Leu
Arg
Gly

835
His

Leu
Lys
Ser
500
Ser
Asn
Pro
Trp
Leu
580
Ser
val
Pro
Leu
val
660
Leu
Glu
Val
Thr
Leu
740
Gly
Phe
vVal
Gly
Gln
820
Asp

Glu

Ile
485
Arg
Cys
Pro
Glu
Gly
565
Gly
Pro
Cys
Ser
Thr
645
Glu
Arg
Val
Thr
Arg
725
Ala
Arg
Ile
Leu
Ile
805

Pro

Ala

Asp
470
Arg
Gln
Cys
Asp
Arg
550
Glu
Leu
Leu
Leu
Pro
630
Gly
Ser
Gly
Ala
Asp
710
Ser
Phe
Tyr
Thr
Arg
790
Leu

Gly

Gln

val
Trp
Cys
Tyr
Asp
535
Ser
Pro
Val
Val
Gly
615
Ala
Cys
Glu
Pro
Leu
695
Trp
Trp
Leu
Asn
Trp
775
Pro
Ala

Leu

Gly

Ala
Leu
Gln
600
Leu
Arg
Leu
Leu
Trp

680
Cys

Val
Cys
Arg
760
Val
Ala
Ala

Asn

Gln
840

Arg
Thr
Glu
505
Cys
Ala
Arg
Val
Ala
585
Ala
val
Cys
Ser
Pro
665
Ala
Thr
Met
Ser
Phe
745
Ala
Ser
val
Phe
Thr

825
Asn

-208-

Phe
Ser
490
Gly
Val
Cys
Cys
Leu
570
Ala
Ser
Cys
Leu
Thr

650
Leu

Trp
Trp
Leu
Phe
730
Leu
Arg
Phe
Gln
His
810

Pro

Asp

Asn
475
Asp
Gln
Asp
Thr
Phe
555
Leu
Leu
Gly
Leu
Ala
635
Leu
Ser
Leu
Tyr
Pro
715
Gly
Gly
Gly
val
Met
795
Leu

Glu

Gly

Gly
Asn
vVal
Cys
Phe
540
Arg
Leu
Gly
Gly
Ser
620
Gln
Phe
Trp
Val
Leu
700
Thr
Leu
Thr
Leu
Pro
780
Gly
Pro

Phe

Asn

Ser
Gln
Arg
Glu
525
Cys
Arg
Leu
Leu
Pro
605
val
Gln
Leu
Ala
Val
685
val
Glu
Ala
Phe
Thr
765
Leu
Ala
Arg
Phe

Thr
845

Leu
Lys
Arg
510
Ala
Gly
Arg
Leu
Phe
590
Leu
Leu
Pro
Gln
Asp
670
Leu
Ala
Ala
His
Leu
750
Phe
Leu
Leu
Cys
Leu

830
Gly

Arg
Pro
495
val
Gly
Gln
Ser
Leu
575
Val
Ala
Leu
Leu
Ala
655
Arg
Leu
Phe
Leu
Ala
735
Val
Ala
Ala
Leu
Tyxr
815
Gly

Asn

Thr
480
Val
Lys
Ser
Asp
Arg

560
Leu

Ser
640
Ala
Leu
Ala
Pro
Val
720
Thr
Arg
Met
Asn
Leu
800
Leu

Gly

Gln



19645

<223> MB0 t trinh ty nhan tao; luu ¥ =
céu tric tdng hop

<400> 8

atgctgcectcet
tttgectgece
gcaggcctgt
ctgtgtgaca
cttggggttyg
cagctgtatg
ctgccagggce
ctggcagtga
cetttectgg
cagtatccct
ctgetgetge
gggcagctag
ttcaaggaca
cgccacctgg
agggtgtttt
gaagcctggg
gtgctgggeg
tatgececeggg
aatcagctct
ttcteccatga
caccagctcc
cttttggage
gacaacagag
tggaccttca
accaaaatcc
tgtcttgaag
ccctgtgggg
aaagaagagt
getttgegtg
ctgcttggga
gggggccgcee
ggcttcetttg
ggtttcacca
aagttttcca
ctgtttgtga
tggaccccac
acagagacca
agtgcetttg
tgtgtcacct
agcgtctacg
agcagcggct
ctcaacagca
acctga

<210> 9
<211> 2559
<212> ADN

gcacggcteg
atagcacgga
tcecetcetecca
ggtcttgtag
aggagataaa
atgtgtgtte
aacaccacat
ttgggcctga
tgccecatgat
ctttcetgeg
agaagttcgg
gggtgcaggce
tcatgcecectt
cccaggceegyg
tcgagteegt
ccctetecag
tggccatcca
cagacaagaa
gcagagaatg
gttctgecta
tgggctgtgce
agatccacaa
atcccectceag
cggtcctegg
agtggcacgg
ggcaccagcg
ctgggacctt
gggcacctga
agcacacctc
ctgectggecet
tgtgetttet
gggaacccac
tettectgte
ccaaggtacce
tgatcagctce
tgcctgetag
actcecctggg
cctgcagcta
tcagccetget
acggcaagta
tcggtgggta
cagagcactt

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

cctggtegge
gtcttetect
ttectggetgt
cttcaatgag
caactccacg
tgactctgee
agagctccaa
cagcaccaac
tagctatgeg
caccatcecce
gtggacctgg
actggagaac
ctetgececag
ggccaccgtce
ggtgctgacc
gcacatcact
gaagagggct
ggcccctagg
ccaagctttce
caacgcatac
ctetggaget
ggtgcattte
tagctataac
ttecctecaca
aaaggacaac
agtggttacg
cctcaacaag
gggaagccag
ttgggtgctg
gtttgectgg
tatgetggge
aaggectgeg
ctgccectgaca
tacattctac
agcggcccag
ggaataccag
cttcatactg
cctgggtaag
cttcaacttce
cctgecetgeg
ttttetgect
ccaggectce

<223> MO ta trinh tu nhan tao; lvu y =
céu tric téng hop

ctgcagette
gacttcacce
ctgcaggtga
catggctacc
gceetgetge
aatgtgtatg
ggagaccttc
cgtgetgeca
gccagcagcg
aatgacaagt
atctctctgg
caggccactg
gtgggcgatg
gtggttgttt
aacctgactg
ggggtgcceg
gtcecetggee
ccttgccaca
atggcacaca
cgggctgtgt
tgttccaggg
cttctacaca
ataattgcct
tggtctcecag
caggtgccta
ggtttccecatce
agtgacctcect
acctgettece
ctggcagcta
cacctagaca
tcecctggecag
tgcttgetac
gttcgetecat
cacgcctggg
ctgcttatct
cgcttcecce
gccttectet
gacttgeccag
gtgtcctgga
gccaacatga
aagtgctacg
attcaggact

-209-

teattteetg
tceeeggaga
ggcacagacc
acctcttcca
ccaacatcac
ccacgctgag
teccactatte
ccacagecge
agacgctcag
accaggtgga
ttggcagcag
gtcaggggat
agaggatgca
tttccagecg
gcaaggtgtg
ggatccagceg
tgaaggecgtt
agggctcctg
cgatgeccaa
atgecggtggce
gccgagtcta
aggacactgt
gggactggaa
ttcagctaaa
agtctgtgtg
actgctgcett
acagatgcca
cgcecgecactgt
acacgctgcet
ccecetgtggt
caggtagtgg
gccaggccct
tccaactaat
tccaaaacca
gtctaacttg
atctggtgat
acaatggcct
agaactacaa
tcgecttett
tggetgggcet
tgatcctctg

acacgaggcg

ctgectgggece
ttacctcecetg
cgaggtgacc
ggctatgcgg
cctggggtac
agtgctctcce
ccctacggtg
cctgetgage
cgtgaagcgg
gaccatggtyg
tgacgactat
ctgcattget
gtgcctcatg
gcagttggec
ggtcgectea
cattgggatg
tgaagaagcc
gtgcagcagc
gctcaaagec
cecatggecte
cceetggecag
ggcgtttaat
tggacccaag
cataaatgag
ttcecagecgac
tgagtgtgtg
gcecttgtggg
ggtgtttttg
gctgetgetg
gaggtcagca

cagcctctat.

ctttgecectt
catcatcette
cggtgetgge
getggtggtg
gcttgagtge
cctctecate
cgaggccaaa
caccacggcc
gagcagcctg
ccgeccagac
ctgeggctee

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2526



<400> 9

atgectgggcce
gccecattgt
ttcecectgg
gtgtgcacca
gaggagatca
gatacgtgct
ggcagccgeg
gtcateggge
ctecatgcccce
cectecttet
ctgcaggagt
cagggcctga
ggcctggtge
caccaggtga
cacgcecctet
gaggcctgge
gtgettggcet
cacctggcecce
ctggaggagg
gtgagcgeag
gccecaggecec
gtgaagccct
cegetgeggt
tggcagggct
gagcgcetga
cggcagtgee
tgtgtggact
tgtggccagg
ttecetggeat
ggecttgtge
gceteggggy
gtccteetgt
caccteccge
gagtcagaac
gcectggetgg
gtggcettcece
cactgccgea
gcctttetet
gcecegtggece
cteectggeca
tgtgtcectgg
ccagggctca
aatgacggga

<210> 10
<211l> 2518
<212> ADN

ctgectgtect
gcectgtcaca
gcgaggcecga
ggttctecete
acaacaagtc
cggagcctgt
acatecgececge
cccactegte
aggtcagcta
tccgeacegt
tcggetggaa
gcatcttcte
cgctgecececg
accagagcag
tcaactacag
tgacctctga
tcctecagag
tggccacecga
acgtggtggg
ggctaaatca
tgcacaacac
ggcagcetecct
tcgacagcag
cagtgcccag
agatccgcetg
aggagggcca
gcgaggcggyg
atgagtggtc
ggggcgagcec
tggctgettt
ggccecetgge
tcectggececa
tcacgggetyg
tgcctetgag
tggtgectget
cgccggaggt
cacgctcctg
gctteetggg
tcacctttge
atgtgcaggt
gcatcetgge
acaccccega
acacaggaaa

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

19645

gggcctceagce
gcaacttagg
ggaggetgge
aaacggcctg
ggatctgetg
ggtggccatg
ctactgcaac
agagctcgcc
cggtgctage
gceccagegac
ctgggtggcce
ggcectggcec
tgccgatgac
cgtgcaggtg
catcagcagc
cctggtceatg
gggtgcccag
ceceggectte
ccagegcetge
ccaccagacg
tcttcagtgce
ggagaacatg
cggaaacgtg
gctececacgac
gcacacgtct
ggtgcgcegg
cagctaccgg
cccggagega
ggctgtgcetg
ggggctgtte
ctgetttgge
gcccagccect
cctgagcaca
ctgggcagac
ggccatgetg
ggtgacggac
ggtcagette
cactttectg
catgctggec
ggtcctcagg
tgccttccac
gttcttectg
tcaggggaaa

<223> MO ta trinh ty nhén tao; luu y =
cdu triic tdng hop

<400> 10

atggggccca gggcaaagac
ccggctgaga actcggactt

catctgctec ctgttettee tectatgggt cctggetgag

ctetgggcete
atgaaggggg
ctecgeagece
ctctgggcac
ccegggetge
aagcccagcec
tacacgcagt
atggtcaccg
atggagctge
cgtgtgecage
gcecctgggeca
gcggcacgceg
tegeggetgg
gtgctgetgt
aggctcetege
gggctgccecg
ctgcacgagt
tgctetgece
ccgcagtgtg
ttectetgtet
aacgcctcag
tacaacctga
gacatggagt
gtgggcaggt
gacaaccaga
gtcaaggggt
caaaacccag
agcacacgct
ctgctgetee
gttcaccatc
ctggtgtgee
gcecgatgcee
ctettectge
cggctgagtg
gtggaggtcg
tggcacatgce
ggcctagege
gtgcggagcce
tacttcatca
ceegecgtge
ctgeecaggt

ggagggggcc
catgagtga

tcctgcacce
actacgtgct
ggacacggcc
tggccatgaa
gcectgggeta
tcatgttcct
accagcceccg
gcaagttctt
tgagecgececyg
tgacggccge
gcgacgacga
gcatctgcat
ggaaggtgca
tegectecgt
ccaaggtgtg
gcatggccca
tcecccagta
tgggcgagag
actgcatcac
acgcagctgt
gctgceecge
ccttccacgt
acgacctgaa
tcaacggcag
ageceecgtgte
teccacteetg
acgacatcgce
getteegeeg
tgctgetgag
gggacagccce
tgggcctggt
tggcccagea
aggeggcecga
gctgectgeg
cactgtgcac
tgcccacgga
acgccaccaa
agccgggcetg
cctgggtete
agatgggcge
gttacctget
ctggggatge

tgggacgggg
gggggggctg
cagcagccct
aatggccgtg
cgacctcecttt
ggccaaggca
tgtgctggcet
cagcttctte
ggagaccttc
cgcggagctg
gtacggcegg
cgcgcacgag
ggacgtcctg
gcacgccgcce
ggtggccage
gatgggcacg
cgtgaagacg
ggagcagggt
gctgcagaac
gtatagegtg
gcaggacccce
gggcgggctyg
gctgtgggtg
cctcaggaca
ceggtgeteg
ctgctacgac
ctgcaccttt
caggtctegg
cctggegetg
actggttcag
ctgccteage
gcecttgtece
gatcttegtg
ggggccctgg
ctggtacctg
ggcgetggtg
tgccacgetg
ctacaaccgt
ctttgtgecece
cctecetgete
catgcggcag
ccaaggccag

ctacctgect ggggattace tectgggtgg cectettetece

-210-

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040.
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2559

60
120



ctcecatgecea
gagtatgaag
gagatcaaca
gtgtgectaca
ctcettecca
cctgacaact
agatcaccta
tgcgtaccac
tececgetggaa
gctgettgge
cacactgcag
ggacaagctg
gtaccacttc
cgagtcctgg
cttectggge
gggcccacag
ggagtgcgac
ggagcgtgtce
cctectegge
tgaggagatc
aggggacgtg
cttececagage
cteetggeac
agggcaaaag
tccecggeace
cgagtggtcce
gcatgaggca
ggccatectg
ccccatgtge
cgtggggceg
cacaatttgce
ggccagccgce
tatggcattt
cctecagtcecce
ccccaactac
gggtttcage
catcaccctc
tgcctacage
ggccatcage
caacacgccce

<210> 11
<211> 2577
<212> ADN

acatgaaggg
tgaaggtgat
atgacagcag
tcteccaacaa
tccaagagga
ccgagtetgt
cagcgccatce
acccagcgece
ctggatcatt
gagcgcegtgg
cccaaccaga
cagcagagca
ttcaatgagg
gccatcgacce
atcaccatcc
gctgggeege
aactgcctga
gtctacageg
tgtgacaaaa
tggaaggtca
gctctgecact
gtcgectect
accgtcaaca
aagaagcctg
ttecteaacce
taccagagtg
cccaccateg
gtgatattct
ttectgatge
cccaaggtct
atctcectgta
tteccacgeg
atcacggtac
accacccgta
cgcaacagce
ttegecctaca
agcatgacct
ggggtgctgg
ctgggctact
gcctacttcea

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

19645

cattgttcac
aggctacaac
cctgetgeet
tgtcecagecg
ctacagtaac
catgactgtg
agcgatgagce
gaccaccacg
gtgctggtga
ccecggegega
acatgacgte
cagecgegegt
tgctgegeca
cggtecctgea
agagcgtgcc
cacccecteag
acgccacctt
tgtactetge
gcacctgcac
acttcactct
tggagattgt
actacccccet
acacgatcce
tgggcatcca
acactgaaga
agacctectg
ctgtggecect
ggaggcactt
tgacactgct
ccacctgect
tcgeegtgeg
cctacagcta
tcaaaatggt
ctgaccccga
tgctgttceaa
tgggcaaaga
tctatttcac
tcaccategt
tcggeccccaa
acagcatgat

<223> M0 ta trinh ty nhan tao; luu y =
céu tric téng hop

<400> 11

atgccgggtt
tcetetttgt
tttecectgg
ctatgtacca
gaggagatca
gacacatgct

tggctatctt
gtctgtcaca

gcacaactga

ggttctegee
acaatggatc
cagagccagt

gggcctecagt
gcaattcaag
ggaggccact
cettggtttg
tgcecttgete
ggtcaccatg

cttaacttecc
ctcatgcagg
ggtgtgetge
gtgctctact
tacatttccce
gccaattccet
tgcgagacaa
tcgaggccat
gcagcgacac
catctgecate
agaggagcgc
cgtggtegtg
gaacttcacg
caacctcacg
catcececggge
caggaccagc
gtcetteaac
ggtctatget
caagagggtg
cctggaccac
ccagtggcaa
gcagcgacag
tatgtccatg
cgtectgetge
tgaatatgaa
cttcaagcgg
gctggecgece
ccagacaccce
gctggtggea
ctgcecgecag
ttectttccag
ctgggtececge
cattgtggta
tgaccccaag
caccagcctg
gctgeccecace
ctcatecgte
ggacctcettg
gtgctacatg
ccagggctac

ctggetgett
gcacaagggg
ctcaaccaga
ttcectggeca
cctgggcetge
aagcccagcce

-211-

tgcaggtgcece
ccatgegcett
tgggctatga
tectggcaca
gtgtggtgge
cteccctattt
ggtgcgctte
ggtgcagctg
ctatggecege
gcettecagg
cagcgectgg
ttectegeecyg
ggcgeegtgt
gagctgggcec
ttcagtgagt
cagagctata
accattctca
gtggcccatg
gtctacccct
caaatcttct
tgggaccgga
ctgaagaaca
tgttcecaaga
ttecgagtgea
tgccaggect
cagctggtct
ctgggettee
atagttecget
tacatggtgg
gcecetettte
atcgtetgeg
taccagggge
attggcatge
atcacaattg
gacctgcetge
aactacaacg
tcectetgea
gtcactgtgce
atcctettcet
accatgagga

tcetggaget
actatatatt
gaacacagcc
tggctatgaa
gactgggcta
tcatgttcat

catgtgcaag
cgcggtggag
gatcgtggat
cgaggacaac
tgtecattgge
ctecttecac
ccggetttge
atgctgcact
gacaatggca
agacgctgece
tgaccattgt
acctgaccct
ggatcgccete
acttgggcac
tececgegagtg
cctgcaacca
ggctcectetgg
ccctgecacag
ggcagctgcet
tcgaccecgea
gccagaatcc
tccaagacat
ggtgccagtc
tcgactgect
gcccgaataa
tcectggaatg
tcagcaccct
cggctggggy
tceeggtgta
ccectetgett
ccttcaagat
cctacgtcte
tggccacggg
tctccetgtaa
tctecagtggt
aggccaagtt
ccttecatgte
tcaacctcct
acccggagceg
gggactag

tgggatgggg

gggtggacta
caacggcatc

gatggctgta
tgacctgttt
“ggccaaggtg

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2518

60
120
180
240
300
360



ggaagtcaaa
gtcattggtce
ctecatgccac
ccatccttcet
ttgcagaatt
gaaggtctga
ggcctggtge
cgccaagtga
tactcecettt
gagtcctgge
gttcttgggt
cgccttgece
gaggagcgeg
tcatctggge
tatgcagetg
cattgccaca
agttteecgtg
tatgacctga
ttcaacggca
gtctceccagt
tectgcectget
ttcacctgta
cctegecagge
ctttgeetgg
agccctcttg
ctettetgee
caacaaccaa
gcecgagatcet
cttecggggece
tgtgecetggt
acggaggtac
accaatgcag
ggtegctata
gtctcttttg
ggtgctatct
gtacttctgt
gaagcatcag

<210>
<21l1l>
<212>
<213>

12
137
PRT

<220>
<223>

gecattgetge
cccactcecate
aggtcagcta
tccegeacagt
tcagctggaa
gcatctttte
cacaacatga
accaaagcaa
ttagctacag
tgacctctga
ttetgecageg
tagctgcectga
tgatggggcce
tgatgcagaa
tgtacagtgt
catcagagcc
ctcgagactt
agatgtgggt
ccecttecaget
gctcececggcea
atgactgtgt
ctccatgtgg
ccaagtttct
tgctgggecet
ttecaggccte
tcagtgtccect
tggctcacct
ttgtggagtc
cctgggettg
acttgatggc
tggaacactg
tgttagcettt
accgtgecceg
tgcccecctect
tattctgtge
ggctgccaga
atgggaatag

Trinh tu nhén tao

cdu tric tdng hop

<400> 12

Pro Ser
1

Gly Cys

Leu Leu

35
Leu Pro Lys
50

Leu Leu

Pro

Phe

Leu

Ile

Phe Arg
5

Met Asn

20

Cys Leu

Asn Tyr

Leu Thr

Asp Ile
Leu Lys
Leu Cys
Asn Glu

Trp Ile

19645

ctactgcaac
agagcttgce
tagtgccage
gccecagtgac
ctgggtggct
tggtctggee
cactagtggc
agtacaggtg
catccttecat
cctggtcatg
cggtgcccta
cccaacattc
acgctgttca
cctatcagct
ggctcaggcce
tgttcaacce
gacactgcag
gtggcagagce
gcagcactcg
gtgcaaagat
ggactgcaag
caaggatcag
ggcttggggg
gacactggct
aggtgggtca
tctgttececa
cccteteaca
tgagctgcecca
gctggtggta
ttteccteea
ccgcatgegt
cctectgettt
tggcctceacce
ggctaatgtg
cectgggceate
gctcaacacc
tggtagtagt

MO ta trinh ty nhan tao; luu y =

Val

Thr

Phe
40
Ala
55

Ile

tacacacagt
ctcattacag
atggategge
cgggtgecagce
gccttaggta
aactcacgag
caacaattgg
gtggtgetgt
gacctctcac
acacttccca
ctgcctgaat
tgtgcctceece
caatgtgact
gggcagttge
cttcacaaca
tggcagctec
tttgatgcca
cctacacctg
aaaatgtatt
ggccaggtgce
gcagggagct
tggtccccag
gagccagctg
gccetgggge
ctgttctgcet
ggacgaccac
ggctgecctga
ctgagttggg
ctgctggeca
gaggtggtga
tcctgggtca
ctgggcactt
ttecgecatge
caggtggecet
ctggccacct
caggagttct
gaggcaactce

Ser Tyr Pro

10
Ser Ser
25

Ile Phe

val
Ser
Lys Ala Ile

Phe Thr Thr

-212-

accaaccccg
gcaagttett
taagtgaccg
tgcaggccgt
gtgatgatga
gtatctgcat
gcaaggtggt
ttgcatctge
ccaaggtatg
atattgccceg
tttcccatta
tgaaagctga
acatcatgct
accaccaaat
cectgecagtg
tggagaacat
aagggagtgt
tactacatac
ggccaggcaa
gcagagtaaa
accggaagca
aaaaaagcac
tgctgteact
tctttgtcca
ttggcctgat
gctetgecag
gcacactctt
caaactggct
ctettgtgga
cagattggca
gcctgggett
tcctggtaca
tagcttattt
accagccagc
tccacctgee
tecectgggaag
ggggacacag

Asp Lys

Sexr Phe
30
Met
45
Phe

Tyr

Thr
60

Ala Ser

Ile
Val
Gly
Cys

Leu

tgtgetgget
cagcttctte
ggaaacattt
tgtgacactg
ctatggcegg
tgcacacgag
ggatgtgcta
ccgtgetgte
ggtggccagt
tgtgggcact
tgtggagact
gttggatctg
acagaacctg
atttgcaacc
caatgtctca
gtacaatatg
agacatggaa
tgtaggcacc
ccaggtgcceca
gggctttcat
tcecagatgac
aacctgctta
tcteetgetg
ctactgggac
ctgcctagge
ctgeettgee
cctgcaagca
ctgcagctac
ggctgcacta
ggtgctgceccee
ggtgcacatc
gagccagcct
catcatctgg
tgtgcagatg
caaatgctat
gagccceccaag
tgaatga

Ile Leu
15

Leu Leu
Lys Asp

Leu Leu

Leu Tyxr

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2577
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65 70
‘Gln Gly Lys Tyr Ile His Ser Leu
85
Ile Tyr Ser Phe Leu Leu Trp Tyr
100

Ile Phe Gln Pro Gln Lys Asn Thr
115 120

Gln Asp Tyr Thr Lys Thr Ile Ser

130 135

<210> 13
<211> 242
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao; luu § =
cau tric téng hop

<400> 13
Phe Ala Val Asn Tyr Asn Thr Pro
1 5
Met Cys Phe Leu Ile Leu Gly Cys
20
Phe Phe Tyr Phe Glu Axrg Pro Thr
35 40
Met Pro Phe Leu Leu Phe Tyr Ala
50 55
Arg Ser Phe Gln Ile Val Ile Ile
65 70
Arg Val His Ser Trp Trp Met Lys
85
Ser Met Thr Phe Val Leu Gln Ala
100
Ser Asn Pro Pro Leu Pro Tyr Xaa
115 120
Ile Ile Leu Gly Cys Asp Val Asn
130 135
Phe Leu Leu Leu Leu Leu Cys Ile
145 150
Gly Lys Asp Leu Pro Lys Asn Tyr
165
Cys Leu Leu Leu Leu Ile Leu Thr
180
Met Leu Tyr His Gly Lys Tyr Ile
195 200
Leu Ser Ser Ala Tyr Cys Phe Leu
210 215
Tyr Ile Ile Ile Phe Gln Pro His

225 230
Leu Serxr

<210> 14
<211> 165
<212> PRT

Asn
Phe
105
Gln

Gln

val
Leu
25

Glu
Val
Phe
Tyr
Val
105
Xaa
Leu

Leu

Asn

Trp
185
His
Leu

Lys

-213-

Ala
90
Leu

Lys

Val
10

Ser
Ala
Cys
Lys
His
90

Val
Phe
Asn
Cys
Glu
170
Ile
Thr
Trp

Asn

75

Leu Ala Val

Pro Lys Cys

Tyr Phe Gln

Arg
Leu
Phe
Leu
Ile
75

Gly
Ile
vVal
Met
Phe
155
Ala
Ile
Leu
Tyr
Thr

235

Ser
Cys
Cys
Ala
60

Ala
Gln
Val
Ser
Ala
140
Thr
Lys
Phe
Asn
Phe

220
Gln

125

Ala
Ser
Ile
45

Cys
Ala
Trp

Ile

Tyx
125
Ser
Phe
Ala
Ala
Ala
205

Leu

Lys

Leu
Tyr

110
Gly

Gly
Ile
30

Leu
Phe
Lys
Leu
Gly
110
Pro
Thr
Ser
Ile
Thr
190
Leu

Pro

Tyr

Ser
95
Ile

Leu

Gly
Ser
Arg
Ala
Phe
Val
95

Phe

Asp

Ser

Thr
175
Ala
Ala
Lys

Phe

80
Ser

Ile

Ile

Pro
Val
Phe
Val
Pro
80

Ile
Ser
Lys
Phe
Met
160
Phe
Phe
Val
Cys
Gln

240
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<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao; luu y =
cdu tric téng hgp

<400> 14
Lys Lys Gln Gly Pro Glu Val Asp
1 5
Leu Cys Ile Ser Val Leu Gly Val
20
Gln Asp Leu Asp Phe Tyr Met Asp
35 40
Thr Leu Ser Pro Gly Ser Phe Ile
50 55
Ser Val Leu Cys Phe Phe Phe Ser
65 70
Asn Tyr Asn Glu Ala Lys Cys Val
85
Ile Ser Trp Ile Ser Phe Phe Thr
100
Phe Thr Val Ala Ala Tyr Val Cys
115 120
Phe Phe Gly Gly Tyr Phe Leu Pro
130 135
Pro Gln Met Asn Thr Thr Ala His
145 150
Thr Met Ser Lys Gln
165

<210> 15

<211> 236

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao; luu y =
céu tric téng hop

<400> 15
Ala Pro Lys Ser Ser Gln Arg Xaa
1 5
Glu Trp Asp His Pro Met Ser Val
20
Cys Leu Leu Met Thr Ser Ser Ser
35 40
Asn Thxr Pro Val Ala Lys Ser Ala
50 55
Leu Ala Ala Leu Thr Ala Ala Ala
65 70
@Gln Pro Ser Pro Leu Ala Ser Lys
85
Ser Phe Thr Val Cys Leu Ala Cys
100 -
His Leu His Phe Xaa Ile Arg Val
115 120
Trp Ala Lys Asn His Gly Pro Xaa

Ile
Ala
25

Ser
Glu
Tyx
Thr
vVal
105
Ala
Lys

Phe

Leu
Ala
25

Ala
Gly
Met
Leu
Asn
105
Ala

Ala

-214-

Phe
10

Val
Ile
Leu

Met

Phe
90

Tyr
Thr
Ile

Gln

Arg
10

Leu
Val
Gly
Ser
Lys
90

Arg

Leu

Thr

Ile
Gly
vVal
cys
Gly
75

Ser
Leu
Leu
Tyr

Asn
155

Arg
Leu
Ile
Xaa
Ser
75

Gln
Cys
Pro

Ile

val
Pro

Leu

Tyr
60

Lys
Leu
Ile
Val
Ile

140
Cys

Thr
Phe
Leu
Thr
60

Xaa
Pro
Ala

Pro

Phe

Ser
Pro
Glu
45

Val
Asp
Met
Ser
Ser
125
Ile

Ile

Arg
Phe
Leu
45

Cys
Cys
Gln
Leu
Ala

125
Ile

Val
Glu
30

Cys
Cys
Leu
Val
Arg
110
Val
Val

Gln

Leu
Leu
30

Leu

Xaa

Phe
Ala
110
Tyxr

Ala

Thr
15

Pro
Ser
val
Pro
Tyr
95

Gly
Leu

Leu

Met

Xaa
15

Val
Asn
Leu
Phe
Thr
95

Thr

Asn

Ser

Ile
Ser
Asn
Leu
Ala
80

Met
Pro
Ala
Lys

Tyr
160

Leu
Cys
Ile
Lys
Gly
80

Phe
Gly

Xaa

Ala



Ala
145
Pro
Ser
Leu

Pro

Asn
225

<210> 16

130
Ile

Ser
Asn
Leu
Ala

210
Xaa

Leu
Gln
Thr
Ser
195

Asn

Ile

<211> 838
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhén tao; luu y =

cdu trdc téng hop

<400> 16

Met
1
val
TyTr
Val
Lys
65
Glu
Glu
Tyr
Ser
Glu
145
Gln
Phe
Ala
Leu
Glu
225

Pro

Leu

Gly
Leu
Leu
His
50

Val
Ile
Ile
Phe
Asn
130
Ser
Ile
Pro
Met
vVal
210
Axrg
Thr

val

Pro
Ala
Leu
35

Leu
Ile
Asn

val

Leu
115

Tyr
Val
Thr
Ala
Val
195
Ser
val

Leu

Thr

Cys
Asx
Leu
180
Ala
Tyr

Ser

Arg
Glu
20

Gly
Asn
Gly
Asn
Asp
100
Ala
Ile
Met
Tyxr
Leu
180
Gln
Ser
Ala
Gln

Ile

Val
Leu
165
Ser
Val

Asn

Trp

Ala
5
Pro
Gly
Phe
Tyxr
Asp
85
Val
His
Ser
Thr
Ser
165
Leu
Leu
Asp
Arg
Pro

245
Val

135

Leu Cys

150
Asx

Pro
Cys
Glu

Ile
230

Lys-

Ala
Leu
Leu
Asn
70

Ser
Cys
Glu
Arg
val
150
Ala
Arg
Met
Thr
Arg
230

Asn

Asp

Phe
Gly
Phe
Ala

215
Ser

Thr
Glu
Phe
Gln
55
Leu
Ser
Tyr
Asp
Val
135
Ala
Ile
Thr
Leu
Tyr
215
Asp
Gln

Lys

19645

Leu Arg Val

Xaa Thr Asn
170
Ser Phe Val
185
Val Phe Ser
200
Lys Cys Val

Phe Phe Thr

Ile Cys Ser
10
Asn Ser Asp
25
Ser Leu His
40
Val Pro Met

Met Gln Ala

Leu Leu Pro
90
Ile Ser Asn
105
Asn Leu Leu
120
Val Ala Val

Asn Phe Leu

Ser Asp Glu
170
Thr Pro Ser
185
His Phe Arg
200
Gly Arg Asp

Ile Cys Ile
Asn Met Thr

250
Leu Gln Gln

-215-

Ala
155
Ser
Glu
Xaa

Thr

Val
235

Leu
Phe
Ala
Cys
Met
75

Gly
Asn
Pro
Ile
Ser
155
Leu
Ala
Trp
Asn
Ala
235

Ser

Ser

140
Vval

Ile
Leu
Met
Phe

220
Tyr

Phe
Tyr
Asn
Lys
Arg
Val
Vval
Ile
Gly
140
Leu
Arg
Asp
Asn
Gly
220
Phe

Glu

Thr

Gly
Xaa
Cys
Gly

205
Ser

Phe
Leu
Met
45

Glu
Phe
Leu
Gln
Gln
125
Pro
Phe
Asp
His
Trp
205
Gln
Gln
Glu

Ala

Pro
Leu
Asn
190
Lys

Leu

Leu
Pro
30

Lys
Tyxr
Ala
Leu
Pro
110
Glu
Asp
Leu
Lys
His
190
Ile
Leu
Glu
Arg

Arg

Pro
Xaa
175
Val

Asx

Met

Leu
15

Gly
Gly
Glu
Val
Gly
95

Val
Asp
Asn
Leu
Val
175
Val
Ile
Leu
Thr
Gln

255
Val

Gln
160
Xaa
Ser

Leu

Val

Trp
Asp
Ile
Val
Glu
80

Tyxr
Leu
Tyr
Ser
Pro
160
Arg
Glu
Val
Gly
Leu
240
Arg

Val
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260 265 270
Val Val Phe Ser Pro Asp Leu Thr Leu Tyr His Phe Phe Asn Glu Val
275 280 285
Leu Arg Gln Asn Phe Thr Gly Ala Val Trp Ile Ala Ser Glu Ser Trp
290 295 300
Ala Tle Asp Pro Val Leu His Asn Leu Thr Glu Leu Gly His Leu Gly
305 310 315 320
Thr Phe Leu Gly Ile Thr Ile Gln Ser Val Pro Ile Pro Gly Phe Ser
325 330 335
Glu Phe Arg Glu Trp Gly Pro Gln Ala Gly Pro Pro Pro Leu Ser Arg
' 340 345 350
Thr Ser Gln Ser Tyr Thr Cys Asn Gln Glu Cys Asp Asn Cys Leu Asn
355 360 365

Ala Thr Leu Ser Phe Asn Thr Ile Leu Arg Leu Ser Gly Glu Arg Val
370 375 380
Val Tyr Ser Val Tyr Ser Ala Val Tyr Ala Val Ala His Ala Leu His
385 390 395 400
Ser Leu Leu Gly Cys Asp Lys Ser Thr Cys Thr Lys Arg Val Val Tyr
405 410 415
Pro Trp Gln Leu Leu Glu Glu Ile Trp Lys Val Asn Phe Thr Leu Leu
420 425 430
Asp His Gln Ile Phe Phe Asp Pro Gln Gly Asp Val Ala Leu His Leu
435 440 . 445
Glu Ile Val Gln Trp Gln Trp Asp Arg Ser Gln Asn Pro Phe Gln Ser
450 455 460
Val Ala Ser Tyr Tyr Pro Leu Gln Arg Gln Leu Lys Asn Ile Gln Asp
465 470 475 480
Ile Ser Trp His Thr Val Asn Asn Thr Ile Pro Met Ser Met Cys Ser
485 490 495
Lys Arg Cys Gln Ser Gly Gln Lys Lys Lys Pro Val Gly Ile His Val
500 505 510
Cys Cys Phe Glu Cys Ile Asp Cys Leu Pro Gly Thr Phe Leu Asn His
515 520 525
Thr Glu Asp Glu Tyr Glu Cys Gln Ala Cys Pro Asn Asn Glu Trp Ser
530 535 540
Tyr Gln Ser Glu Thr Ser Cys Phe Lys Arg Gln Leu Val Phe Leu Glu
545 550 555 560
His Glu Val Pro Thr Ile Val Val Ala Ile Leu Ala Ala Leu Gly Phe
565 570 575
Phe Ser Thr Leu Ala Ile Leu Phe Ile Phe Trp Arg His Phe Gln Thr
580 585 590
Pro Met Val Arg Ser Ala Gly Gly Pro Met Cys Phe Leu Met Leu Val
595 600 605
Pro Leu Leu Leu Ala Phe Gly Met Val Pro Val Tyr Val Gly Pro Pro
610 615 620
Thr Val Phe Ser Cys Phe Cys Arg Gln Ala Phe Phe Thr Val Cys Phe
625 630 635 640
Ser Ile Cys Leu Ser Cys Ile Thr Val Arg Ser Phe Gln Ile Val Cys
645 650 655
Val Phe Lys Met Ala Arg Arg Leu Pro Ser Ala Tyr Ser Phe Trp Met
660 665 670
Arg Tyr His Gly Pro Tyr Val Phe Val Ala Phe Ile Thr Ala Ile Lys
675 680 685
Val Ala Leu Val Val Gly Asn Met Leu Ala Thr Thr Ile Asn Pro Ile
690 695 700
Gly Arg Thr Asp Pro Asp Asp Pro Asn Ile Met Ile Leu Ser Cys His

-216-
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705 710
Pro Asn Tyr Arg Asn Gly Leu Leu
725
Leu Ser Val Leu Gly Phe Ser Phe
740
Thr Asn Tyr Asn Glu Ala Lys Phe
755 760
Phe Thr Ser Ser Ile Ser Leu Cys
770 775
Val Leu Val Thr Ile Met Asp Leu
785 790
Ala Ile Gly Leu Gly Tyr Phe Gly
805
Tyr Pro Glu Arg Asn Thr Ser Ala
820
Tyr Thr Met Arg Lys Ser
835

<210> 17

<211> 844

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao; luu y =
céu tric téng hgp

<400> 17
Met Gly Pro Gln Ala Arg Thr Leu
1 5
Val Leu Pro Lys Pro Gly Lys Leu
20
Ala Gly Asp Tyr Leu Leu Gly Gly
35 40
Lys Ser Ile Ser His Leu Ser Tyr
50 55
Phe Thr Met Lys Val Leu Gly Tyr
65 70
Ala Val Glu Glu Ile Asn Asn Cys
85
Leu Gly Tyr Glu Met Val Asp Val
100
Pro Gly Leu Tyr Phe Leu.Ala Gln
115 120
Lys Asp Tyr Ser Gln Tyr Met Pro
130 135
Asp Asn Ser Glu Ser Ala Ile Thr
145 150
Leu Ile Pro Gln Ile Thr Tyr Ser
165
Lys Arg His Phe Pro Ser Met Leu
180
His Ile Glu Ala Met Val Gln Leu
195 200
Ile Val Val Leu Val Ser Asp Asp
210 215
Leu Leu Ser Gln Arg Leu Thr Lys

Phe
Ala
745
Ile
Thr

Leu

Pro

Tyr
825

Cys
val
25

Leu
Leu
Asn
Sex
Cys
105
Asp
His
Val
Ala
Arg
185
Met
Asp

Thr

-217-

Asn
730

Tyr
Thr
Phe
Val
Lys

810
Phe

Leu
10

Glu
Phe
Gln
Leu
Ser
90

Tyxr
Asp
val
Ser
Ile
170
Thr
Val
Tyx

Ser

715
Thr

Met

Leu

Met

Thr

. 795

Cys

Asn

Leu
Asn
Thx
val
Met
75

Leu
Leu
Asp
Val
Asn
155
Ser
Val
His
Gly

Asp

Ser
Gly
Ser
Ser

780
val

Tyr

Ser

Ser
Ser
Leu
Pro
60

Gln
Leu
Ser
Leu
Ala
140
Ile
Asp
Pro
Phe
Arg

220
Ile

Met
Lys
Met
765
Val
Leu

Met

Met

Leu
Asp
His
45

Lys
Ala
Pro
Asn
Leu
125
Val
Leu
Lys
Ser
Gln
205
Glu

Cys

Asp
Glu
750
Thr
His
Asn

Ile

Ile
830

Leu
Phe
30

Ala
Cys
Met
Gly
Asn
110
Pro
Ile
Ser

Leu

Ala
190

Trp
Asn

Ile

Leu
735
Leu
Phe
Asp
Phe
Leu

815
Gln

Leu
15

His
Asn
Asn
Arg
val
95

Ile
Ile
Gly
His
Arg
175
Thxr
Asn

Ser

Ala

720
Leu

Pro
Ser
Gly
Leu
800
Phe

Gly

His
Leu
Val
Glu
Phe
80

Leu
His -
Leu
Pro
Phe
160
Asp

His



225
Gln

Glu
Ala
Phe
Ser
305
Pro
Val
Ala

Gly
385

His
Gln
Phe
Pro

Pro
465

Tyr
Ser
Gly
Tyr
Ser
545
Thr
Leu
Trp
Cys
Val
625
Leu

Ser

Ala

Glu
Gln
Arg
His

290
Glu

Gly
Pro
Cys
370
Glu
Ala
Lys
Thr
Met
450
Phe
Ile
Met
Leu
Leu
530
Met
Phe
Ala
Arg
Phe
610
Tyr
Phe
Phe

Tyr

val
Arg
val
275
Glu
Ser
Thr
Phe
Asn
355
Leu
Arg
Leu
Val
Leu
435
Leu
Gln
Asn
Cys
His

515
Asn

Trp
Leu
Ala
His
595
Leu
Val
Pro

Gln

Sexr
675

Leu
Gln
260
val
Val
Trp
Gly
Ser
340
Thr

Asn

Ser
Asn
Ser
500
Pro
Arg
Ser
Glu
Leu
580
Phe
Met
Gly
Leu
Ile

660
Tyr

Pro
245
Leu
Val
Leu
Ala
Thx
325
Gln
Thr
Thr
Val
Arg
405
Pro
Gly
Asp
Ile
Val
485
Lys
Cys

Ser

Trp
565
Gly
Gln
Leu
Pro
Cys
645
vVal

Trp

230
Ile

Asp
vVal
Arg
Ile
310
Phe
Phe

Asn

Thr

Tyr
390
Leu

Trp
Asn
Ile
Ala
470
Ser
Ser
Cys
Ala
Lys
550
Trp
Phe
Thr
Thr
Pro
630
Phe
Cys

Val

Pro
Asn

Phe

Trp
295
Asp
Leu
Arg
Leu
Lys
375
Ser
Leu
Gln
Arg
Ile
455
Ser
Trp
Cys
Phe
Asp

535
Asn

Leu
Pro
Leu
615
Lys
Thr
Ala

Arg

19645

Glu
Ile
Ser
280
Asn
Pro
Gly
Val
Arg
360
Ser
Val
Gly
Leu
Leu

440
Gln

Tyr
Tyr
Gln
Glu
520
Glu
Asp
Glu
Ser
Ile
600
Leu
Val

Ile

Phe

Tyr
680

Ser
Leu
265
Pro
Phe
Val
Val
Arg
345
Thr
Phe
Tyr
Cys
Leu
425
Phe
Trp
Ser

Thr

Pro
505
Ccys

Phe
Ile
Ala
Thr
585
Val
Leu
Ser
Cys
Lys

665
Gln

-218-

Ser
250
Asp
Glu
Thr
Leu
Thr
330
Axg
Thr
Asn
Ser
Asn
410
Arg
Phe
Gln
Pro
Pro
490
Gly
Leu
Asn
Thr
Pro
570
Leu
Arg
val
Thr
Ile
650
Met

Gly

235
Gln

Lys
Leu
Gly
His
315
Ile
Asp
Cys
Asn
Ala
395
Arg
Glu
Asp
Trp
Thr
475
Asn
Gln
Asp
Cys
Cys
555
Thr
Ala
Ser
Ala
Cys
635
Ser

Ala

Pro

Val
Leu
Sexr
Phe
300
Asn
Gln
Lys
Asn
Ile
380
val
Val
Ile
Gln
Asp
460
Ser
Asn
Met
Cys
Leu
540
Phe
Ile
Ile
Ala
Tyx
620
Leu
Cys

Ser

Tyr

Met
Arg
Leu
285
Val
Leu
Arg
Pro
Gln

365
Leu

Tyxr
Arg
Trp
Gln
445
Leu
Lys
Thr
Lys
Met
525
Ser
Gln
Ala
Leu
Gly
605
Met
Cys
Ile
Arg

Val
685

Arg
Arg
270
Tyx
Trp
Thr
Val
Gly
350
Asp
Ile
Ala
Cys
His
430
Gly
Ser
Arg
val
Lys
510
Pro
Cys
Arg
Val
Val
590
Gly
val
Arg
Ala
Phe

670
Ser

Ser
255
Thr
Ser
Ile
Glu
Ser
335
Tyr
Cys
Leu
Val
Thx
415
Val
Asp
Gln
Leu
Pro
495
Ser
Gly
Pro
Arg
Ala
575
Ile
Pro
Val
Gln
val
655

Pro

Met

240
Glu

Ser
Phe
Ala
Leu
320
Ile
Pro
Asp
Ser
Ala
400
Lys
Asn
Met
Asn
Thr
480
val
Val
Thr
Gly
Pro
560
Leu
Phe
Met
Pro
Ala
640
Axrg
Arg

Ala



19645

Phe Ile Thr Val Leu Lys Met Val
690 695
Thr Gly Leu Ser Pro Thr Thr Arg
705 710
Thr Ile Val Ser Cys Asn Pro Asn
725
Thr Ser Leu Asp Leu Leu Leu Ser
740

Met Gly Lys Glu Leu Pro Thr Asn
755 760

Leu Ser Met Thr Phe Tyr Phe Thr

’ 770 775

Met Ser Ala Tyr Ser Gly Val Leu

785 790

Thr Val Leu Asn Leu Leu Ala Ile

805
Cys Tyr Met Ile Leu Phe Tyr Pro
820

Asn Ser Met Ile Gln Gly Tyr Thr

835 840

<210> 18

<211l> 855

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao; luu ¥ =
cu tric tong hgp

<400> 18
Met Leu Gly Pro Ala Val Leu Gly
1 5
Pro Gly Thr Gly Ala Pro Leu Cys
20
Gly Asp Tyr Val Leu Gly Gly Leu
35 40
Ala Gly Leu Arg Ser Arg Thr Arg

50 55
Phe Ser Ser Asn Gly Leu Leu Trp
65 70
Glu Glu Ile Asn Asn Lys Ser Asp
85
Tyr Asp Leu Phe Asp Thr Cys Ser
100
Ser Leu Met Phe Leu Ala Lys Ala
115 120
Cys Asn Tyr Thr Gln Tyr Gln Pro
130 135
His Ser Ser Glu Leu Ala Met Val
145 150
Leu Met Pro Gln Val Ser Tyr Gly
165
Arg Glu Thr Phe Pro Ser Phe Phe
180

Ile
Thr
Tyr

val
745

Tyr
sSer
Val
Ser
Glu

825
Met

Leu
Leu
25

Phe

Pro

Ala
Leu
Glu
105
Gly
Arg
Thr

Ala

Arg
185

-219-

Val
Asp
Arg
730
Val
Asn
Ser
Thr
Leu
810

Arg

Arg

Ser
10

Ser
Pro

Ser

Leu
Leu
90

Pro
Ser
val
Gly
Ser

170
Thr

Val
Pro
715
Asn

Gly

Glu
Val
Ile
795
Gly

Asn

Arg

Leu
Gln
Leu
Ser
Ala
75

Pro
val
Arg
Leu
Lys
155

Met

Val

Ile
700
Asp
Ser

Phe

Ala
Ser

780
Val

Tyr
Thr

Asp

Trp
Gln
Gly
Pro

60
Met

Gly
val
Asp
Ala
140
Phe

Glu

Pro

Gly
Asp
Leu
Ser
Lys
765
Leu
Asp
Phe

Pro

Ala
Leu
Glu
45

val
Lys
Leu
Ala
Ile
125
val
Phe

Leu

Ser

Met
Pro
Leu

Phe
750

Phe
Cys
Leu
Gly

Ala
830

Leu
Axg
30

Ala

Cys

Met
Arg
Met
110
Ala
Ile
Ser

Leu

Asp
190

Leu
Lys
Phe
735
Ala
Ile
Thr
Leu
Pro

815
Tyr

Leu
15

Met
Glu

Thr

Ala
Leu
95

Lys
Ala
Gly
Phe
Ser

175
Arg

Ala
Ile
720
Asn

Tyx

Thr
Phe
Val
800
Lys

Phe

Val
80

Cly
Pro
Tyr
Pro
Phe
160
Ala

Val



Gln
Val
Ile
225
Gly
Gln
Leu
Ser
Thr
305
Val
Tyr

Ala

Leu
385
Ala
Ala
Leu
Asn
Val
465
Glu
Ser
Gly
Tyr
Glu
545
Phe
Leu
Val
Phe
Leu

625
Met

Leu
Ala
210
Phe
Leu
Asp
Phe
Ser
290
Ser
Leu
Val
Leu
Cys
370
Asn
Gln
Gln
Thr
val
450
Pro
Arg
Arg
Phe
Arg
530
Trp

Leu

Leu

Cys
610
Phe

Ala

Thr
195
Ala
Ser
Val
Val
Ala
275
Arg
Asp
Gly
Lys
Gly
355
Pro
His
Ala
Asp
Phe
435
Asp
Arg
Leu
Cys
His
515
Gln
Ser
Glu
Cys
Ty
595
Phe

Pro

Hig

Ala
Leu
Ala
Pro
Leu
260
Ser
Leu
Leu
Phe
Thx
340
Glu
Gln
His
Leu
Pro
420
His
Met
Leu
Lys
Ser
500
Ser
Asn
Pro

Leu

Leu
580

Trp
Gly
Gly

Leu

Ala
Gly
Leu
Leu
245
His
val
Ser
val
Leu
325
His
Arg
Cys
Gln
His
405
Val

Vval

Pro
Glu
Ala
565
Val
Asp
Leu

Arg

Pro

Ala Glu

Ser Asp
215

Ala Ala

230

Pro Arg

Gln Vval
His Ala

Pro Lys
295

Met Gly

310

Gln Arg

Leu Ala
Glu Gln

Asp Cys
375

Thr Phe

390

Asn Thr

Lys Pro
Gly Gly

Tyr Asp

455
Asp Val
470

Arg Trp
Gln Cys
Cys Tyr

Asp Asp
535

Arg Ser

550

Trp Gly

Leu Gly
Ser Pro

Ile Cys
615

Pro Arg

630

Leu Thr

19645

Leu
200
Asp

Ala.

Ala
Asn
Ala
280
val
Leu
Gly
Leu
Cly
360
Ile
Ser
Leu
Trp
Leu
440

Leu

Gly

Gln
Asp
520
Ile
Thr
Glu
Leu
Leu
600
Leu

Ser

Gly

Leu
Glu
Arg
Asp

Gln
265

His
Trp
Pro
Ala
Ala
345
Leu
Thr
Val
Gln
Gln
425
Pro
Lys
Arg
Thr
Glu
505
Cys
Ala
Arg
Pro
Thr
585
Vval
Gly
Ala

Cys

-220-

Gln

Gly
Asp
250
Ser
Ala
Val
Gly
Gln
330
Thr
Glu
Leu
Tyxr
Cys
410
Leu
Leu
Leu
Phe
Ser
490
Gly

Val

Cys
Ala
570
Leu
Gln
Leu

Ser

Leu

Glu
Gly
Ile
235
Ser
Ser
Leu
Ala
Met
315
Leu
Asp
Glu
Gln
Ala
395
Asn
Leu
Arg
Trp
Asn
475
Asp
Gln
Asp
Thr
Phe
555
val
Ala
Ala
Phe
Cys

635
Ser

Phe
Arg
220
Cys
Arg
Val
Phe
Ser
300
Ala
His
Pro
Asp
Asn
380
Ala
Ala
Glu
Phe
Val
460
Gly
Asn
val
Cys
Phe
540
Arg
Leu
Ala
Ser
Cys
620

Leu

Thr

Gly
205
Gln
Ile
Leu
Gln
Asn
285
Glu
Gln
Glu
Ala
val
365
Vval
Val
Ser
Asn
Asp
445
Trp
Ser
Gln
Arg
Glu
525
Cys
Arg
Ser
Leu
Gly
605
Leu

Ala

Leu

Trp
Gly
Ala
Gly
Val
270
Tyr
Ala
Met
Phe
Phe
350
Val
Ser
Tyr
Gly
Met
430
Ser
Gln
Leu
Lys
Arg
510
Ala

Gly

Leu
Gly
590
Gly
Ser

Gln

Phe

Asn

Leu

Lys
255
Val
Ser
Trp
Gly
Pro
335
Cys
Gly
Ala

Ser

Cys
415
Tyxr
Sei‘
Gly
Arg
Pro
495
val
Gly
Gln
Ser
Leu
575
Leu
Ser
Val
Gln

Leu

Trp
Ser
Glu
240
Val
Leu
Ile
Leu
Thr
320
Gln
Ser
Gln
Gly
Val
400
Pro
Asn
Gly
Ser
Thr
480
Val
Lys
Ser
Asp
Arg
560
Leu
Phe
Leu
Leu
Pro

640
Gln



Ala
Trp
Leu
Phe
705
Leu
Ile
val
Ala
Ala

785
Leu

Tyr
Gly

Ala

Ala
Leu
Ala
690
Pro
Glu
Thr
Gln
Met
770
Asn
Phe
Val
Arg

Thx
850

Glu
Cys
675
Thr

Pro

Asn
Ser
755
Leu
vVal
Cys
Leu
Ser

835
Arg

<210> 19
<211> 859
<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao; luu y =

céu tric téng hgp

<400> 19

Met
1
Leu
Gly
Ala
Phe
65
Glu
Tyxr

Ser

Cys

Pro
Gly
Asp
Thr
50

Ser
Glu
Asp
Leu
Asn

130
Ser

Gly
Met
Tyr
35

Leu
Pro
Ile
Leu
Met
115
Tyr

Ser

Ile
660
Ser
Leu
Glu
Cys
Ala
740
Gln
Ala
Gln
Ala
Leu
820

Pro

Gly

Leu
Gly
20

Ile
Asn
Leu
Asn
Phe
100
Phe
Thr

Glu

645
Phe

Tyr

val
Val
Arg
725
val
Pro
Tyxr
Val
Leu
805
Trp

Lys

Ala
5
Ser
Leu
Gln
Gly
Asn
85
Asp
Met
Gln

Leu

Val
Leu
Glu
Val
710
Met
Leu
Gly
Phe
Ala
790
Gly

Leu

Glu

Glu
Arg
Ala
695
Thr
Arg
Ala
Arg
Ile
775
Tyxr
Ile

Pro

Ala

\

Ser. Glu

Ile
Ser
Gly
Arg
Leu
70

Gly
Thr
Ala
Tyr

Ala

855

Leu
Leu
Gly
Thr
55

Phe
Ser
Cys
Lys
Gln

135
Leu

19645

Ser Glu
665

Gly Pro

680

Ala Leu

Asp Trp
Ser Trp

Phe Leu
745

Tyr Asn

760

Ile Trp

Gln Pro
Leu Ala

Glu Leu

825
Ser Asp
840

Gly Leu

Cys Leu
25

Leu Phe

40

Gln Pro

Leu Ala

Ala Leu

Ser Glu
105

val Gly

120

Pro Arg

Ile Thr

-221-

650
Leu

Trp
Cys
Gln
Val
730
Cys
Arg
Val
Ala
Thr
810

Asn

Gly

Ser
10

Ser
Pro
Asn
Met
Leu
90

Pro
Ser

Val

Gly

Pro
Ala
Ala
Val
715
Ser
Phe
Ala
Ser
val
795
Phe
Thr

Asn

Leu
Gln
Leu
Gly
Ala
75

Pro
Val
Gln

Leu

Lys

Leu
Trp
Trp
700
Leu
Leu
Leu
Arg
Phe
780
Gln
His
Gln

Ser

Ala
Gln
Gly
Ile
60

Met
Gly
Val
Ser
Ala

140
Phe

Ser

Leu
685

Tyr
Pro
Gly
Gly
Gly
765
Val
Met
Leu

Glu

Gly
845

Ala
Phe
Thr
45

Leu
Lys
Leu
Thr
Ile
125
Val

Phe

Trp
670
Val
Leu
Thr
Leu
Thr
750
Leu
Pro
Gly
Pro
Phe

830
Ser

Phe
Lys

30
Thr

Met
Arg
Met
110
Ala
Ile

Ser

655
Ala Asn

Val Leu
Met Ala
Glu Vval
720
Val His
735
Phe Leu
Thr Phe
Leu Leu
Ala Ile
800
Lys Cys
815
Phe Leu

Ser Glu

Leu Glu
15

Ala Gln
Glu Glu
Thr Arg

Ala Val
80

Leu Gly

95

Lys Pro

Ala Tyr
Gly Pro

Phe Phe



145
Leu

Arg
Gln
val
Ile
225
Gly
val
Leu
Leu
Thr
305
Val
Tyr
Ser
Cys
Met
385
Cys
Leu
Leu
Met
465
Phe
Asn
Val
Cys
Pro
545
Pro

Leu

Ala

Met
Glu
Leu
Ala
210
Phe
Leu
Asp
Phe
His
290
Ser
Leu
Val
Leu
Ser
370
Gln
Ala
Asn
Leu
Gln
450
Trp
Asn
Gln
Arg
Lys
530
Cys
Arg

Leu

Leu

Pro
Thr
Gln
195
Ala
Ser
val
Val
Ala
275
Asp
Asp
Gly
Glu
Lys
355
Gln
Asn
Ala
Val
Glu
435
Phe
val
Gly
Val
Arg
515
Ala
Gly
Arg

Leu

Gly
595

Gln
Phe
180
Ala
Leu
Gly
Pro
Leu
260
Ser
Leu
Leu
Phe
Thr
340
Ala
Cys
Leu
val
Ser
420
Asn
Asp
Trp
Thr
Pro
500
val
Gly
Lys
Pro
Leu

580
Leu

Val
165
Pro
Val
Gly
Leu
Gln
245
Arg
Ala
Ser
vVal
Leu
325
Arg
Glu
Asp
Ser
Tyr
405
His
Met
Ala
Gln
Leu
485
val
Lys
Ser
Asp
Lys
565

Leu

Phe

150
Ser

Ser
Val
Ser
Ala
230
His
Gln
Arg
Pro
Met
310
Gln
Leu
Leu
Tyr
Ala
390
Ser
Cys
Tyx
Lys
Ser
470
Gln
Ser
Gly
Tyxr
Gln
550
Phe

Leu

val

Tyr
Phe
Thr
Asp
215
Asn
Asp
val
Ala
Lys
295
Thr
Arg
Ala
Asp
Ile
375
Gly
val
His
Asn
Gly
455
Pro
Leu
Gln
Phe
Arg
535
Trp
Leu

Leu

His

19645

Ser
Phe
Leu
200
Asp
Ser
Thr
Asn
val
280
Val
Leu
Gly
Leu
Leu
360
Met
Gln
Ala
Thr
Met
440
Ser
Thx
Gln
Cys
His
520
Lys
Ser
Glu

Ser

His
600

Ala
Arg
185
Leu
Asp
Arg
Ser
Gln
265
Tyr
Trp
Pro
Ala
Ala
345
Glu
Leu
Leu
Gln
Ser
425
Ser
val
Pro
His
Ser
505
Ser
His
Pro
Leu
Leu

585
Arg

-222-

Ser
170
Thr

Gln

Gly
Gly
250
Ser
Ser
val
Asn
Leu
330
Ala

Glu

Ala
410
Glu
Phe
Asp
Val
Ser
490
Arg
Cys
Pro
Glu
Ala
570
Ala

Asp

155
Met

Val
Asn
Gly
Ile
235
Gln
Lys
Leu
Ala
Ile
315
Leu
Asp
Axrg
Asn
His
395
Leu
Pro
Arg
Met
Leu
475
Lys
Gln
Cys
Asp
Lys
555
Trp

Leu

Ser

Asp
Pro
Phe
Arg
220
Cys
Gln
Val
Phe
Ser
300
Ala
Pro
Pro
Val
Leu
380
Gln
His
Val
Ala
Glu
460
His
Met
Cys
Tyr
Asp
540
Ser
Gly
Gly

Pro

Arg
Ser
Ser
205
Glu
Ile
Leu
Gln
Ser
285
Glu
Arg
Glu
Thr
Met
365
Ser
Ile
Asn
Gln
Arg
445
Tyxr

Thr

Lys
Asp
525
Phe
Thr
Glu

Leu

Leu
605

Leu
Asp
190
Trp
Gly
Ala
Gly
Val
270
TYyTr
Ser
val
Phe
Phe
350
Gly
Ser
Phe
Thr
Pro
430
Asp
Asp
val
Trp
Asp
510
Cys
Thr
Thr
Pro
Val

590
Val

Ser
175
Arg
Asn
Leu
His
Lys
255
Val
Ser
Trp
Gly
Ser
335
Cys
Pro
Gly
Ala
Leu
415
Trp
Leu
Leu
Gly
Pro
495
Gly
val
Cys
Cys
Ala
575

Leu

Gln

160
Asp

Val
Trp
Ser
Glu
240
Val
Val
Ile
Leu
Thr
320
His
Ala
Arg
Leu
Thr
400
Gln
Gln
Thx
Lys
Thr
480
Gly
Gln
Asp
Thxr
Leu
560
val

Ala

Ala



19645

Ser Gly Gly Pro Leu Ala Cys Phe
610 615
Cys Leu Ser Val Leu Leu Phe Pro
625 630
Leu Ala Gln Gln Pro Leu Ser His
645
Thr Leu Phe Leu Gln Ala Ala Glu
660
Leu Ser Trp Ala Asp Arg Leu Ser
675 680
Trp Leu Val Val Leu Leu Ala Met
690 695
Trp Tyr Leu Val Ala Phe Pro Pro
705 710
Leu Pro Thr Glu Ala Leu Val His
725
Phe Gly Leu Ala His Ala Thr Asn
740
Leu Gly Thr Phe Leu Val Arg Ser
755 760
Arg Gly Leu Thr Phe Ala Met Leu
770 775
Phe Val Pro Leu Leu Ala Asn Val
785 790
Gln Met Gly Ala Leu Leu Leu Cys
805 v
His Leu Pro Arg Cys Tyr Leu Leu
820
Pro Glu Phe Phe Leu Gly Gly Gly
835 840
Asp Gly Asn Thr Gly Asn Gln Gly
850 855

<210> 20
<211> 841
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> MO0 ta trinh ty nhan tao; luu y =
cdu tric téng hop

<400> 20
Met Leu Leu Cys Thr Ala Arg Leu
1 5
Cys Cys Trp Ala Phe Ala Cys His
20
Thr Leu Pro Gly Asp Tyr Leu Leu
35 40
Gly Cys Leu Gln Val Arg His Arg
50 55
Ser Cys Ser Phe Asn Glu His Gly
65 70
Leu Gly Val Glu Glu Ile Asn Asn
85
Thr Leu Gly Tyr Gln Leu Tyr Asp
100

Gly
Gly
Leu
Ile
665
Gly
Leu
Glu
Cys
Ala
745
Gln
Ala
Gln
Val
Met
825

Pro

Lys

Val
Ser
25

Ala

Pro

Ser

val
105

-223-

Leu
Gln
Pro
650
Phe
Cys
Val
val
Arg
730
Thxr
Pro
Tyr
Val
Leu
810
Arg
Gly

His

Gly
10

Thr
Gly
Glu
His

Thr
90

Val
Pro
635
Leu
val
Leu
Glu
Val
715
Thr
Leu
Gly
Phe
Val
795
Gly
Gln
Asp

Glu

Leu
Glu
Leu
Val
Leu
75

Ala

Ser

Cys
620
Ser
Thr
Glu
Arg
val
700
Thr
Arg
Ala
Arg
Ile
780
Leu
Ile

Pro

Ala

Gln
Ser
Phe
Thr
60

Phe

Leu

Asp

Leu
Pro
Gly
Ser
Gly
685
Ala
Asp
Ser
Phe
Tyr
765
Thr
Arg
Leu

Gly

Gln
845

Leu
Ser
Pro
45

Leu
Gln

Leu

Ser

Gly
Ala
Cys
Glu
670
Pro

Leu

Trp

Leu
750
Asn

Trp
Pro
Ala
Leu

830
Gly

Leu
Pro
30

Leu
Cys
Ala

Pro

Ala
110

Leu
Arg
Leu

655
Leu

Trp
Cys
His
Val
735
Cys
Arg
Val
Ala
Ala
815

Asn

Gln

Ile
15
Asp

Asp
Met
Asn

95
Asn

Val
Cys
640
Ser
Pro
Ala
Thr
Met
720
Ser
Phe
Ala
Ser
Val
800
Phe
Thr

Asn

Ser
Phe
Ser
Arg
Arg
80

Ile

Vval



Tyr
Leu
Gly
145
Pro
Ser
Lys
Thr
val
225
Phe
Gln
val
Leu
Leu
305
Val

Phe

Ser
385
His

Tyr

Tyr
Val

465
Thr

Cys
His
Asn
Ala

545
Glu

Ala
Gln
130
Pro
Phe
Val
Tyr
Trp
210
Gln
Lys
Cys
Phe
Thr
290
Ser
Leu
Glu
Lys
Phe
370
Ala
Gln
Pro
Lys
Asn
450
Leu

Lys

Ser

Thr
115
Gly
Asp
Leu
Lys
Gln
195
Ile
Ala
Asp
Leu
Ser
275
Asn
Arg
Gly
Glu
Gly

355
Met

Tyr
Leu
Trp
Asp
435
Ile
Gly

Ile

Ser

Leu
Asp
Ser
Val
Arg
180
Val
Ser
Leu
Ile
Met
260
Ser
Leu
His
Vval
Ala
340
Ser
Ala
Asn
Leu
Gln
420
Thx
Ile
Ser
Gln
Asp
500
Cys
Asp

Gly

Glu

Arg
Leu
Thr
Pro
165
Gln
Glu
Leu
Glu
Met
245
Arg
Arg
Thr
Ile
Ala
325
Tyr
Trp
His
Ala
Gly
405
Leu
Val
Ala
Ser
485
Cys
Phe
Leu

Ser

Pro

val
Leu
Asn

150
Met

Tyr
Thr
Val
Asn

230
Pro

Gln
Gly
Thr
310
Ile
Ala
Cys

Thr

Tyr
390
Cys
Leu
Ala
Trp
Thr
470
His
Leu
Glu
Tyx
Gln

550
Ile

Leu
His
135
Arg
Ile
Pro
Met
Gly
215
Gln
Phe
Leu
Leu
Lys
295
Gly
Gln
Arg
Ser
Met
375
Arg
Ala
Glu
Phe

Asp
455

Trp
Gly
Glu
Cys
Arg
535
Thr

Ser

19645

Ser
120
Tyr
Ala
Ser
Ser
Val
200
Ser
Ala
Ser
Ala
Ala
280
Val
Val
Lys
Ala
Ser
360
Pro
Ala
Ser
Gln
Asn
440
Trp
Ser
Lys
Gly
Val
520
Cys
Cys

Leu

-224-

Leu
Ser
Ala
Tyr
Phe
185
Leu
Ser
Thr
Ala
Gln
265
Arg
Trp
Pro
Arg
Asp
345
Asn
Lys
Val
Gly
Ile
425
Asp
Asn
Pro
Asp
His
505
Pro
Gln
Phe

Val

Pro
Pro
Thr
Ala
170
Leu
Leu
Asp
Gly
Gln
250
Ala
Val
val
Gly
Ala
330
Lys
Gln
Leu
Tyr
Ala
410
His
Asn

Gly

Val

Asn
490
Gln
cys
Pro

Pro

Leu

Gly
Thr
Thr
155
Ala
Arg
Leu
Asp
Gln
235
Val
Gly
Phe
Ala
Ile
315
val
Lys
Leu

Lys

Ala
395

Cys
Lys
Arg
Pro
Gln
475
Gln
Arg
Gly
Cys
Arg

555
Ile

Gln
Vval
140
Ala
Ser

Thr

Gln

Tyr
220
Gly
Gly
Ala
Phe
Ser
300
Gln
Pro
Ala
Cys
Ala
380
Val
Ser
Val
Asp
Lys
460
Leu
Val
Val
Ala
Gly
540
Thr

Ala

His
125
Leu
Ala
Ser
Ile
Lys
205
Gly
Ile
Asp
Thr
Glu
285
Glu
Arg
Gly
Pro
Arg
365
Phe
Ala

Arg

Pro
445

Trp
Asn
Pro
Val
Gly
525
Lys

Val

Ala

His
Ala
Leu
Glu
Pro
190
Phe
Gln
Cys
Glu
val
270
Ser
Ala
Ile
Leu
Arg
350
Glu
Ser
His
Gly
Phe
430
Leu
Thr
Ile
Lys
Thr
510
Thr
Glu
Val

Asn

Ile
vVal
Leu
Thr
175
Asn
Gly
Leu
Ile
Arg
255
Vval
Val
Trp
Gly
Lys
335
Pro
Cys
Met
Gly
Arg
415
Leu
Serx
Phe
Asn
Ser
495
Gly
Phe
Glu
Phe

Thr

Glu
Ile
Ser
160
Leu
Asp
Trp
Gly
Ala
240
Met
Val
Val
Ala
Met

320
Ala

Cys
Gln
Ser
Leu
400
Val
Leu
Ser
Thr
Glu
480
Val
Phe
Leu
Trp
Leu

560
Leu



Leu
His
Leu
Glu
625
Gly
Val
Trp
Val
Pro
705
Thr
Leu
Pro
Asn
Gly
785
Ser

Cys

Asp

Leu
Thr
Gly
610
Pro
Phe
Ile
Ala
His
690
Thr
Glu
Leu
Glu
Phe
770
Ser
Gly
Arg

Tyr

Leu
Pro
595
Serxr
Thr
Ala
Ile
Gln
675
Leu
Arg
val
Ser
Asn
755
Val
Tyr
Gly

Pro

Thr
835

<210> 21
<21l> 840
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhan tao; lvu y =

cau tric téng hop

<400> 21

Met
1
Cys

Leu
Cys
Asp

65
Thr

Leu
Trp
Pro
Leu
50

Ser

Val

Phe
Ala
Gly
35

Gln
Phe

Glu

565
Leu Leu
580
Val Val

Leu Val
Val Pro
Ile Phe
Phe Lys
660
Asn His
Leu Ile
Glu Tyr
Asn Ser
725
Ile Ser
740
Tyr Asn
Ser Trp
Leu Pro
Phe Ser
805
Glu Leu

820
Arg Arg

Trp Ala
5

Phe Ser

20

Asp Phe

Val Arg
Asn Gly

Glu Ile

Val Gly
Arg Ser

Ala Gly
615

Ala Cys

630

Leu Ser

Phe Ser
Gly Ala

Cys Leu
695

Gln Arg

710

Val Gly

Thr Phe
Glu Ala
Ile Ala

775

Ala Val
790

Gly Tyr
Asn Asn

Cys Gly

Ala His
Cys Gln
Leu Leu

His Arg
55

His Gly

70

Asn Asn

19645

Thr
Ala
600
Ser
Leu
Cys
Thr
Gly
680
Thr
Phe
Phe
Val

Lys
760

-Phe

Asn
Phe
Thr

Thr
840

Leu
Arg
Ala
40

Pro

Tyr

Ser

Ala
585
Gly
Cys
Leu
Leu
Lyg
665
Leu
Trp
Pro
Leu
Cys
745
Cys
Phe
Val
Leu
Glu

825
Thx

Leu
Thr
25

Gly

Leu

-225-

570
Gly

Gly
Ser
Arg
Thr
650
Val

Phe

Thr
Leu
Pro

810
His

Leu
10

Glu
Leu
Vval

Leu

Ala

Leu Phe
Arg Leu

Phe Tyr
620

Gln Pro

635

Ile Arg

Pro Thr
Val Ile

Val Met
700

Leu Val

715

Ala Phe

Tyr Leu

Thr Phe

Met Ala
780

Ala Gly

795

Lys Cys

Phe Gln

Ser Leu
Ser Ser
Phe Ser

Thr Ser
60

Phe Gln

75

Leu Leu

Ala
Cys
605
Ser
Leu
Ser

Phe

Vval
685

Trp
Ile
Thr
Gly
Ser
765
Ser
Leu
Tyr

Ala

Gln
Pro
Leu
45

Cys
Ala

Pro

Trp
590
Phe
Phe
Phe

Phe

Tyr
670
Ser
Thr
Leu
His
Lys
750
Leu
Ile
Thr
Val

Ser
830

Leu
Gly
30

His
Asp
Met

Asn

575
His

Leu
Phe
Ser
Gln
655
Arg
Ser
Pro
Glu
Asn
735
Glu
Leu
Tyr
Thr
Ile

815
Ile

Val
15

Phe
Gly
Arg
Arg

Ile

Phe
Met
Gly
Leu
640
Leu
Thr
Thr
Arg
Cys
720
Ile
Leu
Leu
Gln
Leu
800

Leu

Gln

Ser
Asp
Pro
Phe

80
Thr



Leu
Ala
Gln
Pro
145
Phe

Ala

Trp
Gln
225
Lys
Ser
Phe
Ala
Ser
305
Leu
Glu
Glu
Phe
Ala
385
Gln
Pro
Glu
Asp
Ile

465
Lys

Gly
Thr
Lys
130
Asp
Leu
Lys
Gln
Ile
210
Ala
Asp
Met
Ser
Asn
290
Thr
Gly
Glu
Gly
Thr
370
Tyr
Leu
Trp

Asn

Ile
450

Gly

Ile

Thr

cys

Tyr
Leu
115
Asp
Asn
Met
Arg
val
195
Ser
Leu
Ile
Met
Asn

275
Leu

Tyx
val
Ser
Ser
355
Thr
Arg
Leu
Gln
Thr
435
Ile

Ser

Gln

Asp

Cys
515

Glu
100
BAxg
Leu
Thr
Pro
Lys
180
Glu
Leu
Glu
Val
Gln
260
Arg
Thr
Ile
Ala
Tyr
340
Trp
Arg
val
Gly
Leu
420
Val

Ala

Ala
Trp
Cys

500
Phe

85
Leu

val
Arg
Asp
Leu
165
Phe
Val
Ile
Glu
Pro

245
His

val
325
val
Cys
Asn
Tyx
Cys
405
Leu

Ala

Trp

Ser

His
485

Leu

Glu

Tyr
Leu
Asn
His
150
val
Pro
Met
Gly
Leu
230
Phe
Leu
Leu
Lys
Ser
310
Gln
Arg
Ser
Met
Glu
390
Thr
Gln
Phe
Asp
Leu
470
Gly
Ala

Cys

Asp
Ala
His
135
Ala
Ser
Ser
Val
Ser
215
Ala
Ser
Ala
Ala
vVal
295
Val
Gln
Ala
Thr
Pro
375
Ala
Ser
Gln
Asp

Trp
455

Ser

Lys

Gly

val

19645

Val
Leu
120
Ser
Val
Tyxr
Phe
Gln
200
Tyr
Val
Ala
Gln
Axrg
280
Trp
Thr
Arg
Val
Asn
360
Thr
val
Glu
Ile
Asp
440
Asn

Pro

Asn

His

Pro
520

Cys
105
Gln
Ser
Thr
Glu
Leu
185
Leu
Gly
Pro
Arg
Ala
265
Val
Val
Gly
Gln
Thr
345
Gln
Leu
Tyx
Ile

Tyr
425
Asn

Gly

val
Asn
His

505
Cys

-226-

90
Ser

Gly
Lys
Thr
Ala
170
Arg
Leu
Asp
Arg
Val
250
Arg
Phe
Ala
Ile
Val
330
Ala
Leu
Gly
Ala
Cys
410
Lys
Gly

Pro

His

Gln
490

Arg

Glu

Glu
Pro
Val
Ala
155
Ser
Thr
Gln
Tyr
Gly
235
Gly
Thr
Phe
Ser
Gln
315
Pro
Ala
Cys
Ala
vVal
395
Ser
Val
Asp
Glu
Leu
475
Val

Val

Ala

Ser
Arg
Val
140
Ala
Ser
val
Ser
Gly
220
Ile
Asp
Thr
Arg
Glu
300
Gly
Gly
Pro
Arg
Phe
380
Ala
Arg
Asn

Thx

Trp
460

Asp

Pro

Val

Gly

Ala

His
125
Ala
Leu
Val
Pro
Phe
205
Gln
Cys
Pro
Val
Ser
285
Asp
Ile
Leu
Ser
Glu

365
Ser

Leu
445
Thx
Ile

Val

Val

Thr
525

Asn
110
Ile
Phe
Leu
Vval
Ser
190
Gly
Leu
val
Arg

Val

270

Val
Trp
Gly
Lys
Ala
350
Cys
Met
Gly
Pro
Leu
430
Gly

Phe

Asn
Ser
Gly

510
Phe

95
Val

Glu
Ile
Gly
Leu
175
Asp
Trp
Gly
Ala
Met
255
Val
Val
Ala
Thr
Glu
335
Cys
His
Ser
Leu
Val
415
Leu

Tyx

Glu

Lys

val
495

Ser

Leu

Tyx
Ile
Gly
Pro
160
Ser
Arg
val
Val
Phe
240
Gln
val
Leu

Ile

Val

320/

Phe
Pro
Thr
Ala
His

400
Tyr

Tyr

Ile

Thr
480
Cys
His

Asn



Met Ser
530

Pro Lys

545

Leu Arg

Leu Leu
Thr Pro

Gly Ser
610

Pro Thr

625

Phe Thr

Ile Tle
Val Gln
Gln Leu
690
Ala Arg
705
Glu Thr
Leu Ser
Glu Asn
Phe Val
770
Lys Tyr
785
Ser Gly
Arg Pro

Tyr Thr

<210> 22

Glu
Glu
Glu
Leu
Val
595
Leu
Axg
Ile
Phe
Asn
675
Leu
Glu
Asn
Ile
Tyx
755
Ser
Leu
Phe
Asp

Arg
835

<211> 838
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

Leu His Ile

Ser Thr Thr
550
His Thr Ser
565
Leu Leu Gly
580
Val Arg Ser

Ala Ala Gly

Pro Ala Cys

630

Phe Leu Ser

645 .

Lys Phe Ser
660

His Gly Ala

Ile Cys Leu

Tyr Gln Arg
710
Ser Leu Gly
725
Ser Ala Phe
740
Asn Glu Ala

Trp Ile Ala

Pro Ala Ala
790
Gly Gly Tyr
805
Leu Asn Ser
820

Axrg Cys Gly

Cys
535
Cys
Trp
Thr
Ala
Ser
615
Leu
Cys
Thr
Gly
Thr
695
Phe
Phe
Ala
Lys
Phe
775
Asn
Phe
Thr

Ser

19645

Gln Pro
Phe Pro
Val Leu

Ala Gly
585

Gly Gly

600

Gly Ser

Leu Arg
Leu Thr
Lys Val
Leu Phe
680
Trp Leu
Pro His
Ile Leu
Cys Ser
745
Cys Val
760
Phe Thr
Met Met
Leu Pro
Glu His
825

Thr
840

<223> MO ta trinh tu nhan tao; lvu § =
cau triic téng hop

<400> 22
Met Gly Pro Arg Ala Lys Thr Ile Cys

1

Val Leu Ala Glu Pro Ala Glu Asn

Tyr Leu Leu Gly Gly Leu Phe Ser

35

5

20

25

40

-227-

Cys
Arg
Leu
570
Leu
Arg
Leu
Gln
Val
650
Pro
Val
Val
Leu
Ala
730
Tyr
Thr
Thr
Ala
Lys

810
Phe

Gly
Thr
555
Ala
Phe
Leu
Tyr
Ala
635
Arg
Thr
Met
Val
Val
715
Phe
Leu
Phe
Ala
Gly
795
Cys

Gln

Thr
540
Val
Ala
Ala
Cys
Gly
620
Leu
Ser
Phe
Ile
Trp
700
Met
Leu
Gly
Ser
Ser
780
Leu

Tyr

Ala

Ser Leu Phe

10

Ser Asp Phe Tyr

Leu His Ala Asn

Glu
Glu
Asn
Trp
Phe
605
Phe
Phe
Phe
Tyr
Ser
685
Thr
Leu
Tyx
Lys
Leu
765
val
Ser

Val

Ser

Phe

Leu

Glu
Phe
Thr
His
590
Leu
Phe
Ala
Gln
His
670
Ser
Pro
Glu
Asn
Asp
750
Leu
Tyr
Ser

Ile

Ile
830

Leu

Trp
Leu
Leu
575
Leu
Met
Gly
Leu
Leu
655
Ala
Ala
Leu
Cys
Gly
735
Leu
Phe
Asp
Leu
Leu

815
Gln

Leu
15

Ala
Glu
560
Leu
Asp
Leu
Glu
Gly
640
Ile
Trp
Ala
Pro
Thr
720
Leu
Pro
Asn
Gly
Ser
800
Cys

Asp

Trp

Pro Gly Asp

30

Met Lys Gly Ile

45




val
Lys
65

Glu
Glu
Tyr
Ser
Glu
145
Gln
Phe
Ala
Leu
Glu
225
Pro
Leu
Val
Leu
Ala
305
Thr
Glu
Thr
Ala
Val
385
Ser
Pro
Asp
Glu
Val
465
Ile

Lys

His
50

Val
Ile
Ile
Phe
Asn
130
Sexr
Ile
Pro
Met
val
210
Arg
Thr
Val
val
Arg
290
Ile
Phe
Phe
Ser
Thr
370
Tyr
Leu
Trp
His
Ile
450
Ala

Ser

Arg

Leu
Ile
Asn
vVal
Leu
115
Tyr
Val
Thr
Ala
val
195
Ser
Val
Leu
Thr
Phe
275
Gln
Asp
Leu
Arg
Gln
355
Leu
Ser
Leu
Gln
Gln
435
Val
Ser

Trp

Cys

Asn
Gly
Asn
Asp
100
Ala
Ile
Met
Tyx
Leu
180
Gln
Ser
Ala
Gln
Ile
260
Ser
Asn
Pro
Gly
Glu
340
Ser
Ser
Val
Gly
Leu
420
Ile
Gln
Tyx
His

Gln

Phe

Tyr
Asp

85
Val

Ser
Thr
Ser
165
Leu
Leu
Asp
Arg
Pro
245
val
Pro
Phe
val

Ile
325

Trp
Tyr
Phe
Tyxr
Cys
405
Leu
Phe
Trp
Tyr
Thr

485
Ser

Leu
Asn
70

Ser
Cys
Glu
Arg
Val
150
Ala
Arg
Met
Thx
Arg
230
Asn
Asp
Asp
Thr
Leu
310
Thr
Gly
Thr
Asn
Ser
390
Asp
Glu
Phe
Gln
Pro
470
val

Gly

Gln
55

Leu
Ser
Tyr
Asp
Val
135
Ala
Ile
Thr
Leu
Tyr
215
Asp
Gln
Lys
Leu
Gly
295
His
Ile
Pro
Cys
Thr
375
Ala
Lys

Glu

_Asp

Trp
455
Leu
Asn

Gln

19645

Val
Met
Leu
Ile
Asn
120
vVal
Asn
Ser
Thr
His
200
Gly
Ile
Asn
Leu
Thr
280
Ala
Asn
Gln
Gln
Asn
360
Ile
Val
Ser
Ile
Pro
440
Asp
Gln

Asn

Lys

-228-

Pro
Gln
Leu
Ser
105
Leu
Ala
Phe
Asp
Pro
185
Phe
Arg
Cys
Met
Gln
265
Leu
Val
Leu
Ser
Ala
345
Gln
Leu
Tyr
Thr
425
Gln
Arg
Arg
Thr

Lys

Met

Ala

Pro
S0

Asn.

Leu
val
Leu
Glu
170
Ser
Arg
Asp
Ile
Thr
250
Gln
Tyr
Trp
Thr
Val
330
Gly
Glu
Arg
Ala
Cys
410
Lys
Gly
Ser
Gln
Ile

490
Lys

Cys
Met
75

Gly
Asn
Pro
Ile
Ser
155
Leu
Ala
Trp
Asn
Ala
235

Ser

Ser

Ile
Glu
315
Pro
Pro
Cys
Leu
Val
395
Thr
Val
Asp
Gln
Leu
475

Pro

Pro

Lys
60

Arg
val
val
Ile
Gly
140
Leu
Arg
Asp
Asn
Gly
220
Phe
Glu
Thr
Phe
Ala
300
Leu
Ile
Pro
Asp
Sex
380
Ala
Lys
Asn
Val
Asn
460
Lys
Met

Val

Glu
Phe
Leu
Gln
Gln
125
Pro
Phe
Asp
His
Trp
205
Gln
Gln
Glu
Ala
Phe
285
Ser
Gly
Pro
Pro
Asn

365
Gly

Arg
Phe
Ala
445
Pro
Asn

Ser

Gly

Tyr
Ala
Leu
Pro
110
Glu
Asp
Leu
Lys
His
190
Ile
Leu
Glu
Arg
Arg
270
Asn
Glu
His
Gly
Leu
350
Cys
Glu
Ala
Val
Thr
430
Leu
Phe
Ile
Met

Ile

Glu
Val

Gly

95

val
Asp
Asn
Leu
Val
175
Val

Ile

Leu

"Thr

Gln
255
val
Glu
Ser
Leu
Phe
335
Ser
Leu
Arg
Leu
Val

415
Leu

Gln
Gln
Cys

495
His

val
Glu
80

Tyx
Leu
TYyxr
Ser
Pro
160
Arg
Glu
Val
Gly
Leu
240
Arg
Vval
vVal
Trp
Gly
320
Ser
Arg
Asn
Val
His
400
Tyr
Leu
Leu
Ser
Asp
480

Ser

Val



Cys
Thr
Tyxr
545
His
Phe
Pro
Pro
Thr
625
Ser
val
Arg
val
Cly
705

Pro

Leu

Phe
Val

785
Ala

Tyr

Tyr

<210> 23

Cys
Glu
530
Gln
Glu
Ser
Met
Leu
610
Val
Ile
Phe
Tyxr
Ala
690
Arg
Asn
Ser
Asn
Thr
770
Leu
Ile

Pro

Thr

Phe
515
Asp
Ser
Val
Thx
Val
595
Leu
Phe
Cys
Lys
His
675
Leu
Thr
Tyxr
Val
Tyx
755
Ser
val
Gly
Glu

Met
835

<211> 843
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhén tao; luu y =

<400> 23
Met Gly Pro Gln Ala Arg Thr Leu

1

Val Leu Pro Lys Pro Gly Lys Leu

cdu triic téng hop

500
Glu

Glu
Glu
Pro
Leu
580
Arg
Leu
Ser
Leu
Met
660
Gly
Val
Asp
Arg
Leu
740
Asn
Ser
Thr
Leu
Arg

820
Arg

Cys
Tyx
Thr
Thr
565
Ala
Ser
Ala
Cys
Ser
645
Ala
Pro
Val
Pro
Asn
725
Gly
Glu
Ile
Ile
Gly
805

Asn

Lys

5

Ile
Glu
Serxr
550
Ile
Ile
Ala
Phe
Phe
630
Cys
Arg
Tyr
Gly
Asp
710
Gly
Phe
Ala
Ser
Met
790
Tyx

Thr

Ser

Asp
Cys
535
Cys
Val
Leu
Gly
Gly
615
Cys
Ile
Arg
Val
Asn
695
Asp
Leu
Ser
Lys
Leu
775
Asp
Phe

Ser

19645

505
Cys Leu
520
Gln Ala

Phe Lys
Val Ala

Phe Ile
585

Gly Pro

600

Met Val

Arg Gln
Thr Val
Leu Pro
665
Phe Val
680
Met Leu
Pro Asn
Leu Phe
Phe Ala
745
Phe Ile
760
Cys Thr
Leu Leu

Gly Pro

Ala Tyxr
825

-229-

Pro
Cys
Arg
Ile
570
Phe
Met
Pro
Ala
Arg
650
Ser
Ala
Ala
Ile
Asn
730
Tyr
Thr
Phe
val
Lys

810
Phe

10

Gly
Pro
Gln
555
Leu
Trp
Cys
Val
Phe
635
Ser
Ala
Phe
Thr
Met
715
Thr
Met
Leu
Met
Thr
795
Cys

Asn

Thr
Asn
540
Leu
Ala
Arg
Phe

Tyr
620
Phe
Phe
Tyr
Ile
Thr
700
Ile
Ser
Gly
Ser
Ser
780
Val
Tyr

Ser

Phe
525
Asn
val
Ala
His
Leu
605
Val
Thr
Gln
Ser
Thr
685
Ile
Leu
Met
Lys
Met
765
Val
Leu

Met

Met

510
Leu

Glu
Phe
Leu
Phe
590
Met
Gly
Val
Ile
Phe
670
Ala
Asn
Ser
Asp
Glu
750
Thr
His
Asn

Ile

Ile
830

Asn
Trp
Leu
Gly
575
Gln
Leu
Pro
Cys

Val
655

Trp
Ile
Pro
Cys
Leu
735
Leu
Phe
Asp
Phe
Leu

815
Gln

15

Ser
Glu
560
Phe
Thr
Vval
Pro
Phe
640
Cys
Met
Lys
Ile

His
720
Leu
Pro
Ser
Gly
Leu
800
Phe

Gly

Cys Leu Leu Ser Leu Leu Leu His

Val Glu Asn Ser Asp Phe His Leu



Ala
Lys
Phe
65

Ala
Leu
Pro
Lys
Asp
145
Leu
Lys
His
Ile
Leu
225
Gln
Glu
Ala
Phe
Ser
305
Arg
Pro
Val
Ala

Gly
385

His
Gln
Phe
Pro

Pro
465

Gly
Ser
50

Thr
Val
Gly
Gly
Asp
130
Asn
Ile
Arg
Ile
Val
210
Leu
Glu
Gln
Arg
His
290
Glu
His
Gly
Pro
Cys

370
Glu

Lys
Thr
Met

450
Phe

Asp
35

Ile
Met
Glu
TyT
Leu
115
Tyxr

Ser

Sexr
val
Arg
Val
275
Glu
Ser
Thx
Phe
Asn
355
Leu
Arg
Leu
val
Leu
435

Leu

Gln

20
Tyr

Ser
Lys
Glu
Glu
100
Tyr
Ser
Glu
Gln
Phe
180
Ala
Leu
Gln
Leu
Gln
260
val
val
Trp
Gly
Ser
340
Thx
Asn
val
His
Tyx
420
Leu

Leu

Ser

Leu

val
Ile
85

Met
Phe
Gln
Ser
Ile
165
Pro
Met
Val
Arg
Pro
245
Leu
Val
Leu
Ala
Thr
325
Gln
Thx
Thr
val
Arg
405
Pro
Gly
Asp

Ile

Leu
Leu
Leu
70

Asn

Val

Leu

Ala
150
Thr
Ser
Val
Ser
Leu
230
Ile
Asp
Val
Arg
Ile
310
Phe
Phe

Asn

Thr

Tyr
390
Leu

Trp
Asn
Ile

Ala
470

19645

Gly Gly
40

Ser Tyr

55

Gly Tyx

Asn Cys
Asp Val

Ala Gln
120

Met Pro

135

Ile Thr

Tyr Ser
Met Leu

Gln Leu
200

Asp Asp

215

Thr Lys

Pro Glu
Asn Ile

Phe Ser
280
Trp Asn
295
Asp Pro

Leu Gly
Arg Val

Leu Arg
360

Lys Ser

375

Ser Val

Leu Gly
Gln Leu

Arg Leu
440

Ile Gln

455

Ser Tyr

25
Leu

Leu
Asn
Ser
Cys
105
Asp
His
Val
Ala
Arg
185
Met
Asp
Thr
Ser
Leu
265
Pro
Phe
Val
Val
Arg
345
Thr
Phe
Tyxr
Cys
Leu

425
Phe

Trp

Ser

-230-

Phe
Gln
Leu

Ser
90

Tyr
Asp
Val
Ser
Ile
170
Thr
Val
Tyr
Ser
Ser
250
Asp
Glu
Thr
Leu
Thr
330
Arg
Thr
Asn
Ser
Asn
410
Arg
Phe
Gln

Pro

Thr
Val
Met
75

Leu
Leu
Asp
val

Asn
155

‘Ser

Val

Gly
Asp
235
Gln
Lys
Leu
Gly
His
315
Ile
Asp
Cys
Asn
Ala
395
Arg
Glu
Asp
Txp

Thr
475

Leu
Pro
60

Gln
Leu
Ser
Leu
Ala
140
Ile
Asp
Pro
Phe
Arg
220
Ile
Val
Leu
Ser
Phe
300
Asn
Gln
Lys
Asn
Ile
380
Val
Val
Ile
Gln
Asp

460
Ser

His
45

Lys
Ala
Pro
Asn
Leu
125
val
Leu
Lys
Ser
Gln
205
Glu
Cys
Met
Arg
Leu
285
val
Leu
Arg
Pro
Gln
365
Leu
Tyr
Arg
Trp
Gln
445

Leu

Lys

30
Ala

Cys
Met
Gly
Asn
110
Pro
Ile
Ser
Leu
Ala
190
Trp
Asn
Ile
Arg
Arg

270
Tyr

Thr
Val
Gly
350
Asp
Ile
Ala
Cys
His
430
Gly

Ser

Arg

Asn
Asn
Arg
Val
95

Ile

Ile

Asn
Ser
Ala
Ser
255
Thr
Ser
Ile
Glu
Ser
335
Tyr
Cys
Leu
Val
Thr
415
val
Asp
Gln

Leu

Val
Glu
Phe
80

Leu
His
Leu

Pro

Phe
240
Glu
Ser
Phe
Ala
Leu
320
Ile
Pro
Asp
Ser
Ala
400
Lys
Asn
Met

Asn

Thr
480



Tyxr
Ser
Gly
Tyr
Ser
545
Thr
Ala
Arg
Phe
Tyr
625
Phe
Phe
Tyr
Ile
Gly
705
Ile
Ser
Gly
Ser
Ser

785
Val

Ser

Ile
Met
Leu
Leu
530
Met
Phe

Ala

Leu
610
Vval
Pro
Gln
Ser
Thr
690
Leu
Vval
Leu
Lys
Met
770
Ala
Leu

Met

Met

Asn
Cys
His
515
Asn
Trp
Leu
Leu
Phe
595
Met
Gly
Leu
Ile
Tyr
675
Val
Ser
Sexr
Asp
Glu
758
Thr
Tyr
Asn

Ile

Ile
835

<210> 24
<211l> 853
<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao; lvu y =

cau tric téng hop

<400> 24

Asn
Ser
500
Pro
Arg
Ser
Glu
Gly
580
Gln
Leu
Pro

Cys

Vval
660

Trp
Leu
Pro
Cys
Leu
740
Leu
Phe
Ser
Leu
Leu

820
Gln

Val
485
Lys
Cys
Ser
Tyr
Trp
565
Phe
Thr
Thr
Pro
Phe
645
Cys
Val
Lys
Thr
Asn
725
Leu
Pro
Tyr
Gly
Leu
805
Phe

Gly

Ser
Ser
Cys
Ala
Lys
550
His
Leu
Pro
Leu
Lys
630
Thr
Ala
Arg
Met
Thr
710
Pro
Leu
Thr
Phe
val
790
Ala
Tyr

Tyr

19645

Trp Tyr Thr

Pro

- 490

Cys Gln Pro
505
Phe Glu Cys
520
Asp Glu Phe
535
Asn Asp Ile

Glu Ala Pro

Ser Thr Leu
585
Ile Val Arg
600
Leu Leu Val
615
Val Ser Thr

Ile Cys Ile

Phe Lys Met
665
Tyr Gln Gly
680
Val Ile Val
695
Arg Thr Asp

Asn Tyr Arg

Ser Val Val
745
Asn Tyr Asn
760
Thr Ser Ser
775
Leu Val Thr

Ile Ser Leu
Pro Glu Arg
825

Thr Met Arg
840

-231-

Gly
Leu
Asn
Thr
Thr
570
Ala
Ser
Ala
Cys
Ser
650
Ala
Pro
val
Pro
Asn
730
Gly
Glu
Val
Ile
Gly
810

Asn

Arg

Asn
Gln
Asp
Cys
Cys
555
Ile
Ile
Ala
Tyr
Leu
635
Cys
Ser
Tyr
Ile
Asp
715
Ser
Phe
Ala
Ser
Val
795
TyY
Thr

Asp

Asn
Met
Cys
Leu
540
Phe
Ala
Leu
Gly
Met
620
Cys
Ile
Arg
val
Gly
700
Asp
Leu
Ser
Lys
Leu
780
Asp
Phe

Pro

Thx
Lys
Met
525
Ser
Gln
Val
Val
Gly
605
Val
Arg
Ala
Phe
Ser
685
Met
Pro
Leu
Phe
Phe
765
Cys
Leu

Gly

Ala

Val
Lys
510
Pro
Cys
Arg
Ala
Ile
590
Pro
Val
Gln
Val
Pro
670
Met
Leu
Lys
Phe
Ala
750
Ile
Thy
Leu

Pro

Tyr
830

Pro
495
Ser
Gly
Pro
Arg
Leu
575
Phe
Met
Pro
Ala
Arg
655
Arg
Ala
Ala
Ile

Asn
735

Tyr
Thr
Phe

Vval

Lys

815
Phe

Val
val
Thr
Gly
Pro
560
Leu
Trp
Cys
Val
Leu
640
Ser
Ala
Phe
Thr
Thx
720
Thr
Met
Leu
Met
Thr
800
Cys

Asn



Met
Pro
Gly
Ala
Phe
65

Glu
Tyr
Ser
Cys
His
145
Leu
Arg
Gln
vVal
Ile
225
Gly
Gln
Leu
Ser
Thr

305
val

Ala
Arg
Leu
385
Ala

Ala

Leu

Leu
Gly
Asp

Gly
50

Ser
Glu
Asp
Leu
Asn
130
Ser
Met
Glu
Leu
Ala
210
Phe
Leu
Asp
Phe
Ser
290
Ser
Leu
Val
Leu
Cys
370
Asn
Gln

Gln

Thr

Gly
Thr

Tyr
35

Leu
Ser
Ile

Leu

Met
115

Tyr
Ser
Pro
Thr
Thr
195
Ala
Ser
Val
Val
Ala
275
Arg
Asp
Gly
Lys
Gly

355
Pro

Ala

Asp

Phe

Pro
Gly
20

Val

Arg

Asn
Asn
Phe
100
Phe
Thr
Glu
Gln
Phe
180
Ala
Leu
Ala
Pro
Leu
260
Sexr
Leu
Leu
Phe
Thr
340
Glu

Gln

Leu

Pro
420

Ala
Ala
Leu

Ser

Gly
Asn
85

Asp
Leu
Gln
Leu
Val
165
Pro
Ala
Gly
Leu
Leu
245
His
val
Ser
Vval
Leu
325
His
Axrg
Cys
Gln
His

405
val

Val

Val
Pro

Gly

Arg

Leu
70

Lys
Thr
Ala
Tyr
Ala
150
Ser
Ser
Ala
Ser
Ala
230

Pro

Gln

Pro
Met
310
Gln
Leu
Glu
Asp
Thr
390

Asn

Lys

Gly

Leu
Leu
Gly

Thr
55

Leu
Ser
Cys
Lys
Gln
135
Met
TyY
Phe
Glu
Asp
215
Ala
Arg
val
Ala
Lys
295
Gly
Arg
Ala
Gln
Cys
375
Phe
Thr

Pro

Gly

19645

Gly
Cys
Leu
40

Arg
Trp
Asp
Ser
Ala
120
Pro
val
Gly
Phe
Leu
200
Asp
Ala
Ala
Asn
Ala
280
Val
Leu
Gly
Leu
Gly
360
Ile
Ser

Leu

Trp

Leu

Leu
Leu
25

'Phe

Pro

Ala
Leu
Glu
105
Gly
Arg
Thr
Ala
Arg
185
Leu
Glu
Arg
Asp
Gln
‘265
His
Trp
Pro
Ala
Ala
345
Leu
Thr
Val
Gln

Gln
425

Pro

-232-

Ser
10

Ser
Pro

Ser

Leu
Leu
90

Pro
Ser
Val
Gly
Ser
170
Thr
Gln
Tyr
Gly
Asp
250
Sexr
Ala
Val
Gly
Gln
330
Thr
Glu
Leu
Tyx
Cys

410
Leu

Leu

Leu
Gln
Leu
Ser
Ala
75

Pro
Val
Arg
Leu
Lys
155
Met
Val
Glu
Gly
Ile
235
Ser
Ser
Leu
Ala
Met
315
Leu
Asp
Glu
Gln
Ala
395

Asn

Leu

Arg

Trp
Gln
Gly

Pro
60

Met
Gly
Val
Asp
Ala
140
Phe
Glu
Pro
Phe
Arg
220
Cys
Arg
Val
Phe
Ser

300
Ala

Pro
Asp
Asn
380
Ala
Ala

Glu

Phe

Ala Leu

Leu Arg
30

Glu Ala

45

Val Cys

Lys Met
Leu Arg

Ala Met
110

Ile Ala

125

vVal Ile

Phe Ser
Leu Leu
Ser Asp
190
Gly Trp
205
Gln Gly
Ile Ala
Leu Gly
Gln Vval
270
Asn Tyr
285
Glu Ala
Gln Met
Glu Phe
Ala Phe
350
vVal val
365
Val Ser
Val Tyr
Ser Gly

Asn Met
430

Asp Ser

Leu
15

Met
Glu

Thrx

Ala
Leu
95

Lys
Ala
Gly
Phe
Ser
175
Arg

Asn

Leu

Lys
255
Val
Ser
Trp
Gly
Pro
335
Cys
Gly
Ala
Ser
Cys

415
Tyr

Ser

Lys
Glu
Arg
Val
80

Gly
Pro
Tyr
Pro
Phe
160
Ala
Val
Trp
Ser
Glu
240
val
Leu
Ile
Leu
Thr
320
Gln
Ser
Gln
Gly
val
400

Pro

Asn

Gly



435
Asn Val Asp
450
Val Pro Arg
465
Glu Arg Leu

Ser Arg Cys

Gly Phe His
515
Tyr Arg Gln
530
Glu Trp Ser
545
Phe Leu Glu

Cys Leu Val

Tyr Trp Asp
595
Phe Gly Leu
610
Pro Gly Arg
625
His Leu Pro

Glu Ile Phe

Cys Ser Tyr
675
Thr Leu Val
690
Pro Glu Val
705
His Cys Arg

Asn Ala Val

Ser Gln Pro
755
Leu Ala Tyr
770
vVal Gln Val
785
Cys Ala Leu

Leu Leu Txrp

Ser Pro Lys

835

Arg Gly His
850

<210> 25
<211> 857
<212> PRT

Met
Leu
Lys
Ser
500
Ser
Asn
Pro
Trp
Leu
580
Ser
Ile
Pro
Leu
Val
660
Leu
Glu
Val
Met
Leu
740
Gly
Phe
Ala
Gly
Leu
820
Glu

Ser

Ile
485
Arg
Cys
Pro
Glu
Gly
565
Gly
Pro
Cys
Arg
Thr
645
Glu
Arg
Ala
Thr
Arg
725
Ala
Arg
Ile
Tyr
Ile
805
Pro

Ala

Glu

Tyr
Asp
470
Arg
Gln
Cys
Asp
Arg
550
Glu
Leu
Leu
Leu
Ser
630
Gly
Ser
Gly
Ala
Asp
710

Ser

Phe

Ile
Gln
790
Leu

Glu

Ser

Asp
455
val
Trp
Cys
Tyr
Asp
535
Ser
Pro
Thr
Val
Gly
615
Ala
Cys
Glu
Pro
Leu
695
Trp
Trp
Leu
Asn
Trp
775
Pro
Ala

Leu

Asp

19645

440
Leu

Gly

Gln
Asp
520
Ile
Thr
Ala
Leu
Gln
600
Leu
Ser
Leu
Leu
Trp
680
Cys
Gln
Val
Cys
Arg
760
Val
Ala
Thr

Asn

Gly
840

-233-

Lys
Arg
Thr
Glu
505
Cys
Ala
Arg
val
Ala
585
Ala
Phe
Cys
Ser
Pro
665
Ala
Ala
vVal
Ser
Phe
745
Ala
Ser
Val
Phe
Thr

825
Asn

Leu
Phe
Ser
490
Gly
Val
Cys
Cys
Leu
570
Ala
Ser
Cys
Leu
Thr
650
Leu
Trp
Trp
Leu
Leu
730
Leu
Arg
Phe
Gln

His
810
Gln

Ser

Trp
Asn
475
Asp
Gln
Asp
Thr
Phe
555
Ser
Leu
Gly
Leu
Ala
635
Leu
Ser
Leu
Tyr
Pro
715
Gly
Gly
Gly
Val
Met
795
Leu

Glu

Gly

Val
460
Gly
Asn

val

Phe
540
Arg
Leu
Gly
Gly
Ser
620
Gln
Phe
Trp
Val
Leu
700
Thr
Leu
Thr
Leu
Pro
780
Gly
Pro

Phe

Ser

445
Trp

Ser
Gln
Arg
Glu
525
Cys
Arg
Leu
Leu
Ser
605
Val
Gln
Leu
Ala
Val
685
Met
Glu
Val
Phe
Thr
765
Leu
Ala
Lys
Phe

Ser
845

Gln
Leu
Lys
Arg
510
Ala
Gly
Arg
Leu
Phe
590
Leu
Leu
Pro
Gln
Asn
670

Leu

Ala

Leu
750
Phe
Leu
Ile
Cys
Leu

830
Glu

Gly
Arg
Pro
495
Val
Gly
Gln
Ser
Leu
575
Val
Phe
Leu

Met

Ala
655

Trp
Leu
Phe
Leu
Ile
735
val
Ala
Ala

Leu

TyT
815
Gly

Ala

Ser
Thr
480
Val
Lys
Ser
Asp
Arg
560
Leu
His
Cys
Phe
Ala
640
Ala
Leu
Ala
Pro
Glu
720
Thr
Gln
Met
Asn
Phe
800
Val
Arg

Thr



<213> Trinh ty nhén tao

<2205
<223> MO ta trinh ty nhan tao; luu y =

cdu triic téng hop

<400> 25
Met Pro Gly Leu Ala

1
Leu

Gly
Ala
Phe
65

Glu
Tyr
Ser
Cys
His
145
Leu
Arg
Gln
Val
Ile
225
Gly
Val
Leu
Leu
Thr

305
Val

Tyr
Ser
Cys

Met
385

Gly
Asp
Thr
50

Ser
Glu
Asp
Leu
Asn
130
Ser
Met
Glu
Leu
Ala
210
Phe
Leu
Asp
Phe
His
290
Ser
Leu
Val
Leu
Ser

370
Gln

Met
Tyr
35

Leu
Pro
Ile
Leu
Met
115
Tyr
Ser
Pro
Thr
Gln
195
Ala
Ser
Val
val
Ala
275
Asp
Asp
Gly
Glu
Lys
355
Gln

Asn

Gly
20

Ile
Asn
Leu
Asn
Phe
100
Phe
Thr
Glu
Gln
Phe
180
Ala
Leu
Gly
Pro
Leu
260
Ser
Leu
Leu
Phe
Thr
340
Ala
Cys

Leu

5
Ser

Leu
Gln
Gly
Asn
85

Asp
Met
Gln
Leu
Val
165
Pro
Val
Gly
Leu
Gin
245
Arg
Ala
Ser
Val
Leu
325
Arg
Glu
Asp

Ser

Ile
Ser
Gly
Arg
Leu
70

Gly
Thr
Ala
Tyxr
Ala
150
Ser
Ser
Val
Ser
Ala
230
His
Gln
Arg
Pro
Met
310
Gln
Leu
Leu

Tyr

Ala
390

Leu
Leu
Gly
Thr
55

Phe
Ser
Cys
Lys
Gln
135
Leu
Tyr
Phe
Thr
Asp
215
Asn
Asp
Val
Ala
Lys
295
Thr
Arg
Ala
Asp

Ile
375

19645

Gly Leu

Cys Leu
25

Leu Phe

40

Gln Pro

Leu Ala
Ala Leu

Ser Glu
105

Val Gly

120

Pro Arg

Ile Thr
Ser Ala

Phe Arg
185

Leu Leu

200

Asp Asp

Ser Arg
Thr Ser

Asn Gln
265

Val Tyr

280

Val Trp

Leu Pro
Gly Ala

Leu Ala
345

Leu Glu

360

Met Leu

Gly Gln Leu

-234-

Ser
10

Ser
Pro
Asn
Met
Leu
90

Pro
Ser
Val
Gly
Ser
170
Thr
Gln
Tyr
Gly
Gly
250
Ser
Ser
Val
Asn
Leu
330
Ala
Glu

Gln

Leu
Gln
Leu
Gly
Ala
75

Pro
vVal
Gln
Leu
Lys
155
Met
val
Asn
Gly
Ile
235
Gln
Lys
Leu
Ala
Ile
315
Leu
Asp
Arg

Asn

His
395

Ala
Gln
Gly
Ile
60

Met
Gly
Val
Ser
Ala
140
Phe
Asp
Pro
Phe
Arg
220
Cys
Gln
Val
Phe
Ser
300
Ala
Pro
Pro
Val
Leu

380
Gln

Ala
Phe
Thr
45

Leu
Lys
Leu
Thr
Ile
125
Val
Phe
Arg
Ser
Ser
205
Glu
Ile
Leu
Gln
Ser
285
Glu
Arg
Glu
Thr
Met
365

Ser

Ile

Phe
Lys
30

Thr
Cys
Met
Arg
Met
110
Ala
Ile
Ser
Leu
Asp
190
Trp
Gly
Ala
Gly
Val
270
Tyr
Ser
Val
Phe
Phe
350
Gly

Ser

Phe

Leu
15

Ala
Glu
Thr
Ala
Leu
95

Lys
Ala
Gly
Phe
Ser
175
Arg

Asn

Leu

Lys
255
vVal
Ser
Trp
Gly
Ser
335
Cys
Pro

Gly

Ala

Glu
Gln
Glu
Arg
Val
80

Gly
Pro
Tyxr
Pro
Phe
160
Asp
Val
Trp
Ser
Glu
240
Val
Val
Ile

Leu

Thr
320

His
Ala
Arg
Leu

Thrx
400



TYyxr
Cys
Leu
Leu
Met
465
Phe
Asn
val
Cys
Pro
545
Pro
Leu
Gly
Gly
Ser
625
Gln
Phe
Trp
Val
Leu
705
Thr
Leu
Thr
Leu
Pro
785
Gly
Pro

Phe

Asn

Ala
Asn
Leu
Gln
450
Trp
Asn
Gln
Arg
Lys
530
Cys
Arg
Leu
Leu
Pro
610
Val

Gln

Leu

Ala
Val
690
Val
Glu
Ala
Phe
Thr
770
Leu
Ala
Arg
Phe

Thr

Ala
Val
Glu
435
Phe
val
Gly
Val
Arg
515
Ala
Gly
Arg
Leu
Phe
595
Leu
Leu
Pro
Gln
Asp
675
Leu

Ala

Ala

Leu
755
Phe
Leu
Leu
Cys
Leu

835
Gly

val
Ser
420
Asn
Asp
Trp
Thr
Pro
500
Val
Gly
Lys
Pro
Leu
580
val
Ala
Leu
Leu
Ala
660
Arg
Leu
Phe
Leu
Ala
740
Val
Ala
Ala
Leu
Tyr
820
Gly

Asn

Tyr
405
His
Met
Ala
Gln
Leu
485
Val
Lys
Ser
Asp
Lys

565
Leu

Cys
Phe
Ser
645
Ala
Leu
Ala
Pro
vVal
725
Thr
Arg
Met
Asn
Leu
805
Leu

Gly

Gln

Ser
Cys
Tyr
Lys
Ser
470
Gln
Ser

Gly

Tyr

Gln.

550
Phe

Ser

Phe
Pro
630
His
Glu
Ser
Met
Pro
710
His
Asn
Serx
Leu
Val
790
Cys
Leu

Gly

Gly

Asn
Gly
455
Pro
Leu
Gln
Phe
Arg
535
Trp
Leu
Leu
Arg
Gly
615
Gly
Leu
Ile
Gly
Leu
695
Glu
Cys
Ala
Gln
Ala
775
Gln
Val
Met

Pro

Lys

19645

Ala Gln Ala

Thr
Met
440
Ser
Thr
Gln
Cys
His
520
Lys
Ser
Glu
Ala
Asp
600
Leu
Gln
Pro
Phe
Cys
680
val
val
Arg
Thr
Pro
760
Tyxr
val
Leu
Arg
Gly

840
His

Ser
425
Ser
Val

Pro

Ser
505
Ser
His
Pro
Trp
Leu
585
Ser
Val
Pro
Leu
Val
665
Leu
Glu
val
Thr
Leu
745
Gly
Phe
Val
Gly
Gln
825
Asp

Glu

-235-

410
Glu

Phe
Asp
Val
Ser
490
Arg
Cys
Pro
Glu
Gly
570
Gly
Pro
Cys
Ser
Thr
650
Glu
Arg
Val
Thr
Arg
730
Ala
Arg
Ile
Leu
Ile
810

Pro

Ala

Leu
Pro
Arg
Met
Leu
475
Lys
Gln
Cys
Asp
Lys
555
Glu
Leu
Leu
Leu
Pro
635
Gly
Ser
Gly
Ala
Asp
715

Ser

Phe

Thr
Arg
795
Leu

Gly

Gln

His
Val
Ala
Glu
460
His
Met
Cys
Tyr
Asp
540
Ser
Pro
vVal
vVal
Gly
620
Ala
Cys
Glu
Pro
Leu
700
Trp
Trp
Leu
Asn
Trp
780
Pro
Ala

Leu

Gly

Asn
Gln
Arg
445
Tyx

Thr

Lys
Asp
525
Phe
Thr
Ala
Leu
Gln
605
Leu
Arg
Leu
Leu
Trp
685
Cys
His
Val
Cys
Arg
765
Val
Ala
Ala

Asn

Gln
845

Thr
Pro
430
Asp
Asp
Val
Trp
Asp
510
Cys
Thr
Thr
Val
Ala
590
Ala
val
Cys
Ser
Pro
670
Ala
Thr
Met
Ser
Phe
750
Ala
Ser
val
Phe
Thr

830
Asn

Leu
415

Trp
Leu
Leu
Gly
Pro
495
Gly
vVal
Cys
Cys
Leu
575
Ala
Ser
Cys
Leu
Thr
655
Leu
Trp
Trp
Leu
Phe
735
Leu
Arg
Phe
Gln
His
815

Pro

Asp

Gln
Gln
Thxr
Lys
Thr
480
Gly
Gln
Asp
Thr
Leu
560
Leu
Leu
Gly
Leu
Ala
640
Leu
Ser
Leu
Tyx
Pro
720
Gly
Gly
Gly
Val
Met
800
Leu

Glu

Gly



19645

850 855

<210> 26
<211l> 840
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh tu nhén tao; luu y =
céu tric téng hop

<400> 26
Met Gly Pro Arg Ala Lys Thr Ile
1 5
Val Leu Ala Glu Pro Ala Glu Asn
20
Tyr Leu Leu Gly Gly Leu Phe Ser
35 40
Val His Leu Asn Phe Leu Gln Val
50 55
Lys Val Ile Gly Tyr Asn Leu Met
65 70
Glu Ile Asn Asn Asp Ser Ser Leu
85
Glu Ile Val Asp Val Cys Tyr Ile
100
Tyr Phe Leu Ala His Glu Asp Asn
115 120
Ser Asn Tyr Ile Ser Arg Val Val
130 135
Glu Ser Val Met Thr Val Ala Asn
145 150
Gln Ile Thr Tyr Ser Ala Ile Ser
165
Phe Pro Ala Leu Leu Arg Thr Thr
180
Ala Met Val Gln Leu Met Leu His
195 200
Leu Val Ser Ser Asp Thr Tyr Gly
210 215
Glu Arg Val Ala Arg Arg Asp Ile
225 230
Pro Thr Leu Gln Pro Asn Gln Asn
245
Leu Val Thr Ile Val Asp Lys Leu
260
Val Val Phe Ser Pro Asp Leu Thr
275 280
Leu Arg Gln Asn Phe Thr Gly Ala
290 . 295
Ala Ile Asp Pro Val Leu His Asn
305 310
Thr Phe Leu Gly Ile Thr Ile Gln
325
Glu Phe Arg Glu Trp Gly Pro Gln
340
Thr Ser Gln Ser Tyr Thr Cys Asn

Cys
Ser
25

Leu
Pro
Gln
Leu
Ser
105
Leu
Ala
Phe
Asp
Pro
185
Phe
Arg
Cys
Met
Gln
265
Leu
Val
Leu
Ser
Ala

345
Gln

-236-

Ser
10
Asp

Met
Ala
Pro
90

Asn
Leu
Val
Leu
Glu
170
Ser
Arg
Asp
Ile
Thr

250
Gln

Trp
Thr
Val
330
Gly

Glu

Leu
Phe
Ala
Cys
Met
75

Gly
Asn
Pro
Ile
Ser
155
Leu
Ala
Trp
Asn
Ala
235

Ser

Ser

Ile
Glu
315
Pro

Pro

Cys

Phe

Asn
Lys
60

Arg
Val
vVal
Ile
Gly
140
Leu
Arg
Asp
Asn
Gly
220
Phe
Glu
Thr
Phe
Ala
300
Leu
Ile

Pro

Asp

Phe
Leu
Met
45

Glu
Phe
Leu
Gln
Gln
125
Pro
Phe
Asp
His
Trp
205
Gln
Gln
Glu
Ala
Phe
285
Ser
Gly
Pro

Pro

Asn

Leu
Pro
30

Lys
Tyr
Ala
Leu
Pro
110
Glu
Asp
Leu
Lys
His
190
Ile
Leu
Glu
Arg
Arg
270
Asn
Glu
His
Gly
Leu

350
cys

Leu
15

Gly
Gly
Glu
val
Gly
95

Val
Asp
Asn
Leu
val
175
Val

Ile

T.eu

Thr
Gln
255
val
Glu
Ser
Leu
Phe
335

Ser

Leu

Trp
Asp
Ile
Val
Glu
80

Leu
Tyr
Ser
Pro
160
Arg
Glu
Val
Gly
Leu
240
Arg
Val
Val
Trp
Gly
320
Ser
Arg

Asn



Ala
val
385
Ser
Pro
Asp
Glu
Val
465
Ile
Lys
Cys
Thr
Tyr
545
Leu
Leu
Thr
Gly
Pro
625
Phe
Ile
Val
Gln
Ala
705
Glu
Leu
Glu

Phe

Lys
785

Thr
370
TyX

Leu

Ala

Ser

Arg
Cys
Glu
530
Gln
Arg
Leu
Pro
Ser
610
Thr
Ile
Gln
Leu
690
Arg
Thr
Ser
Asn
val

770
Tyxr

355
Leu

Ser
Leu
Gln
Gln

435
Val

Ser

Trp

Cys
Phe
515
Asp
Ser
Glu
Leu
val
595
Leu
Arg
Ile
Phe
Asn
675
Leu
Glu
Asn
Ile
Tyxr
755

Ser

Leu

Ser
Val
Gly
Leu
420
Ile

Gln

Gln
500
Glu
Glu
Glu
His
Leu
580
val
Ala
Pro
Phe
Lys
660
His
Ile
Tyr
Ser
Ser

740
Asn

Trp

Pro

Phe
Tyxr
Cys
405
Leu

Phe

Trp

Tyx

Thr
485

Ser
Cys
Tyxr
Thr
Thr
565
Leu
Arg
Ala
Ala
Leu
645
Phe
Gly
Cys
Gln
Leu
725
Ala
Glu
Ile

Ala

Asn
Ser
390
Asp
Glu
Phe
Gln
Pro
470
Vval
Gly
Ile
Glu
Ser
550
Ser
Gly
Ser
CGly
Cys
630
Ser
Ser
Ala
Leu
Arg
710
Gly
Phe
Ala

Ala

Ala
790

Thr
375
Ala
Lys
Glu
Asp

Trp
455

Leu

Asn

Gln
Asp
Cys
535
Cys
Trp
Thx
Ala
Ser
615
Leu
Cys
Thr
Gly
Thr
695
Phe
Phe
Ala
Lys
Phe

775
Asn

19645

360
Ile

val
Ser
Ile
Pro
440
Asp
Gln

Asn

Lys
Cys
520
Gln
Phe
Val
Ala
Gly
600
Gly
Leu
Leu
Lys
Leu
680
Trp
Pro
Ile
Cys
Cys
760
Phe

Met

Leu
Tyr
Thr
Trp
425
Gln

Arg

Arg
Thr
Lys
505
Leu
Ala
Lys
Leu
Gly
585
Gly
Ser
Arg
Thr
Val
665
Phe
Leu
His
Leu
Ser
745
val
Thr

Met

-237-

Arg
Ala
Cys
410
Lys
Gly

Ser

Gln

Ile
490

Lys
Pro
Cys
Arg
Leu
570
Leu
Arg
Leu
Gln
Val
650
Pro
Val
Val

Leu

Ala
730

Tyr
Thr
Thr

Ala

Leu
Val
395
Thr
Val
Asp
Gln
Leu
475
Pro
Pro
Gly
Pro
Gln
555
Ala
Phe
Leu
TyrY
Ala
635
Arg
Thr
Met
Val
Val
715
Phe
Leu
Phe

Ala

Gly
795

Ser
380
Ala
Lys
Asn

Val

Asn
460

Lys

Met

Val
Thr
Asn
540
Leu
Ala
Ala
Cys
Gly
620
Leu
Ser
Phe
Ile
Trp
700
Met
Leu
Gly
Ser
Ser

780
Leu

365
Gly

His
Arg
Phe
Ala
445
Pro

Asn

Ser

Gly
Phe
525
Asn
Val
Asn
Trp
Phe
605
Phe
Phe
Phe
Tyx
Ser
685
Thr

Leu

Lys
Leu
765
vVal

Ser

Glu
Ala
val
Thr
430

Leu

Phe

Ile
Met
Ile
510
Leu
Glu
Phe
Thr
His
590
Leu
Phe
Ala
Gln
His
670
Ser
Pro
Glu
Asn
Asp
750
Leu

Tyr

Ser

Arg
Leu
Val
415
Leu
His

Gln

Gln

Cys
495

His
Asn
Trp
Leu
Leu
575
Leu
Met
Gly
Leu
Leu
655
Ala
Ala
Leu
Cys
Gly
735
Leu
Phe
Asp

Leu

val
His
400
Tyr
Leu
Leu
Ser
Asp
480
Ser
Val
His
Ser
Glu
560
Leu
Asp
Leu
Glu
Gly
640
Ile
Trp
Ala
Pro
Thx
720
Leu
Pro
Asn

Gly

Ser
800
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Ser Gly Phe Gly Gly Tyr Phe Leu Pro Lys Cys Tyr Val Ile Leu Cys

805

810

815

Arg Pro Asp Leu Asn Ser Thr Glu His Phe Gln Ala Ser Ile Gln Asp

820

825

Tyr Thr Arg Arg Cys Gly Ser Thr

835

<210> 27
<211ls> 840
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao; luu y =

cau triic tong hop

<400> 27

Met
1

Cys
Thr
Gly
Ser
65

Leu
Thr
Tyr
Leu
Gly
145
Pro
Ser
Lys
Thr
Val
225
Phe
Gln
Val

Leu

Leu
305

Leu Leu

Cys Trp

Leu Pro
35
Cys Leu
50
Cys Ser

Gly val
Leu Gly

Ala Thr
115

Gln Gly

130

Pro Asp

Phe Leu
Val Lys

Tyr Gln
195

Trp Ile

210

Gln Ala

Lys Asp
Cys Leu

Phe Ser
275

Thr Asn

290

Ser Arg

Cys
Ala
20

Gly
Gln
Phe
Glu
Tyr
100
Leu
Asp
Ser
Val
Arg
180
Val
Ser
Leu
Ile
Met
260
Ser

Leu

His

Thr
5

Phe
Asp
Val
Asn
Glu
85

Gln
Arg
Leu
Thr
Pro
165
Gln
Glu
Leu
Glu
Met
245
Arg
Arg
Thr

Ile

Ala
Ala
Tyr
Arg
Glu
70

Ile
Leu
Val
Leu
Asn
150
Met
Tyx
Thr
Val
Asn
230
Pro
His
Gln
Gly

Thr
310

Arg
Cys
Leu
His
55

His

Asn

Leu
His
135
Arg
Ile
Pro
Met
Gly
215
Gln
Phe
Leu
Leu
Lys

295
Gly

840

Leu Val

His Ser
25
Leu Ala

Arg Pro

Gly Tyr
Asn Ser

Asp Val
105

Ser Leu

120

Tyr Ser

Ala Ala
Ser Tyr
Sexr Phe
185
Val Leu
200
Ser Ser
Ala Thr
Ser Ala
Ala Gln
265
Ala Arg
280
val Trp

Val Pro

-238-

Gly
10

Thr
Gly

Glu

Thr
90

Cys
Pro
Pro
Thr
Ala
170
Leu
Leu
Asp
Gly
Gln
250
Ala
val
Val

Gly

Leu

Glu

Leu

Val

Leu
75

Ala

Ser
Gly
Thr
Thr
155
Ala
Arg
Leu
Asp
Gln
235
Val
Gly
Phe
Ala

Ile
315

Gln
Ser
Phe
Thr
60

Phe
Leu
Asp
Gln
val
140
Ala
Ser

Thr

Gln

Tyr
220
Gly
Gly
Ala
Phe
Sexr

300
Gln

Leu
Ser
Pro
45

Leu
Gln
Leu
Sexr
His
125
Leu
Ala
Ser
Ile
Lys
205
Gly
Ile
Asp
Thr
Glu
285
Glu

Arg

830

Leu
Pro
30

Leu
Cys
Ala
Pro
Ala
110
His
Ala
Leu
Glu
Pro
190
Phe
Gln
Cys
Glu
Val
270
Ser

Ala

Ile

Ile
15

Asp
His
Asp
Met
Asn
95

Asn
Ile
Val
Leu
Thr
175
Asn
Gly
Leu
Ile
Arg
255
Val
val
Trp

Gly

Ser
Phe
Ser
Arg
Arg
80

Ile
Val
Glu
Ile
Ser
160
Leu
Asp
Trp
Gly
Ala
240
Met
val
Val
Ala

Met
320



Ser
385
His

Tyr

Tyr
val
465
Thr
Cys
His
Asn
Ala
545
Glu
Gly
Gln
Leu
Pro
625
Cys
vVal
Trp
Leu
Pro
705
Cys
Leu

Leu

Phe

Leu Gly
Glu Glu

Lys Gly
355

Phe Met

370

Ala Tyr

Gln Leu
Pro Trp

Lys Asp
435

Asn Ile

450

Leu Gly

Lys Ile
Ser Ser

His Cys
515

Lys Ser

530

Pro Glu

Trp His
Phe Leu

Thr Pro
595

Thr Leu

610

Pro Lys

Phe Thr
Cys Ala
Val Arg
) 675
Lys Met
690

Thr Thr
Asn Pro
Leu Leu
Pro Thr

755
Tyxr Phe

Val
Ala
340
Ser
Ala
Asn
Leu
Gln
420
Thr
Ile
Ser
Gln
Asp
500
Cys
Asp
Gly
Glu
Ser
580
Ile
Leu
Val
Ile
Phe
660
Tyr
Val
Arg
Asn
Ser
740

Asn

Thr

Ala
325

Tyr

Trp

Ala
Gly
405
Leu
vVal
Ala

Ser

Trp
485

.Cys

Phe
Leu
Ser
Ala
565
Thr
Val
Leu
Ser
Cys
645
Lys
Gln
Ile

Thx

Tyr
725
Val
Tyxr

Ser

Ile
Ala
Cys
Thr
Ty
390
Cys
Leu
Ala
Trp
Thr
470
His
Leu
Glu
Tyr
Gln
550
Pro
Leu
Arg
Val
Thr
630
Ile
Met
Gly
Val
Asp
710
Arg
val

Asn

Ser

Gln
Arg
Ser
Met
375
Arg
Ala
Glu
Phe
Asp
455
Trp
Gly
Glu
Cys
Arg
535
Thr
Thr
Ala
Ser
Ala
615
Cys
Ser
Ala
Pro
Val
695
Pro
Asn
Gly
Glu

Vval

19645

Lys
Ala
Ser
360
Pro
Ala
Ser
Gln

Asn
440

Trp
Ser
Lys
Gly

Val
520

Cys
Cys
Ile
Ile

Ala
600

Tyr
Leu
Cys
Ser
Tyr
680
Ile
Asp
Ser
Phe
Ala

760
Ser

Arg
Asp
345
Asn
Lys
Val
Gly
Ile
425
Asp
Asn
Pro
Asp
His
505
Pro
Gln
Phe
Ala
Leu
585
Gly
Met
Cys
Ile
Arg
665
Val
Gly
Asp
Leu
Ser
745
Lys

Leu

-239-

Ala
330
Lys
Gln

Leu

Ala
410
His
Asn
Gly
Val
Asn
490
Gln
Cys
Pro
Pro
val
570
Vval
Gly
Val
Arg
Ala
650
Phe
Sexr
Met
Pro
Leu
730
Phe
Phe

Cys

Val
Lys
Lell
Lys
Ala
395
Cys
Lys
Arg
Pro
Gln
475
Gln
Arg
Gly
Cys
Arg
555
Ala
Ile
Pro
Val
Gln
635
vVal
Pro
Met
Leu
Lys
715
Phe
Ala
Ile

Thr

Pro
Ala
Cys
Ala
380
Val
Ser
val
Asp
Lys
460
Leu
Val
Val
Ala
Gly
540
Thr
Leu
Phe
Met
Pro
620
Ala
Arg
Arg
Ala
Ala
700
Ile

Asn

Thr

Phe

Gly
Pro
Arg
365
Phe
Ala

Arg

Pro
445

Trp
Asn
Pro
val
Gly
525
Lys
Val
Leu
Trp
Cys
605
Val
Leu
Ser
Ala
Phe
685
Thr
Thr
Thx
Met
Leu

765
Met

Leu
Arg
350
Glu

Ser

Gly
Phe
430
Leu
Thr
Ile
Lys
Thr
510
Thxr
Glu
Val
Ala
Arg

590
Phe

Phe
Phe
Tyr
670
Ile
Gly
Ile
Ser
Gly
750

Ser

Ser

Lys
335
Pro
Cys
Met
Gly
Arg
415
Leu
Ser
Phe
Asn
Ser
495
Gly
Phe
Glu
Phe
Ala
575
His
Leu
val
Pro
Gln
655
Ser
Thr
Leu
Val
Leu
735
Lys
Met

Ala

Ala
Cys
Gln
Ser
Leu
400
vVal
Leu
Ser
Thr
Glu
480
val
Phe
Leu
Trp
Leu
560
Leu
Phe
Met
Gly
Leu
640
Ile
Tyr
Val
Ser
Ser
720
Asp
Glu
Thr

Tyxr
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770 775
Ser Gly Val Leu Val Thr Ile Val
785 790
Leu Leu Ala Ile Ser Leu Gly Tyr
805
Leu Phe Tyr Pro Glu Arg Asn Thr
820
Gln Gly Tyr Thr Met Arg Arg Asp
835 840

<210> 28

<211> 1123

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MO ta trinh ty nhan tao; luu y =
cdu tric téng hop

<400> 28
Leu Gln Val Arg His Arg Pro Glu
1 5
Ser Phe Asn Glu His Gly Tyr His
. 20
Val Glu Glu Ile Asn Asn Ser Thr
35 40
Gly Tyr Gln Leu Tyr Asp Val Cys
50 55
Thr Leu Arg Val Leu Ser Leu Pro
65 70
Gly Asp Leu Leu His Tyr Ser Pro
85
Asp Ser Thr Asn Arg Ala Ala Thr
100
Leu Val Pro Met Ile Ser Tyr Ala
115 120
Lys Arg Gln Tyr Pro Ser Phe Leu
130 135
Gln Val Glu Thr Met Val Leu Leu
145 150
Ile Ser Leu Val Gly Ser Ser Asp
165 ‘
Ala Leu Glu Asn Gln Ala Thr Gly
180
Asp Ile Met Pro Phe Ser Ala Gln
195 200
Leu Met Arg His Leu Ala Gln Ala
210 215
Ser Ser Arg Gln Leu Ala Arg Val
225 230
Asn Leu Thr Gly Lys Val Trxp Val
245
Arg His Ile Thr Gly Val Pro Gly
260
Gly Vval Ala Ile Gln Lys Arg Ala
275 280
@Glu Ala Tyr Ala Arg Ala Asp Lys

-240-

Asp
Phe

Pro
825

Val
Leu
25

Ala
Ser
Gly
Thr
Thr
105
Ala
Arg
Leu
Asp
Gln
185
Val
Gly
Phe
Ala
Ile
265
Val

Lys

Leu
Gly

810
Ala

Thr
10

Phe
Leu
Asp
Gln
Val
90

Ala
Ser
Thr
Gln
Tyx
170
Gly
Gly
Ala
Phe
Ser
250
Gln

Pro

Ala

Leu
795
Pro

Tyr

Leu
Gln
Leu
Ser
His
75

Leu
Ala
Ser
Ile
Lys
155
Gly
Ile
Asp
Thr
Glu
235
Glu
Arg
Gly

Pro

780
val

Lys

Phe

Cys
Ala
Pro
Ala
60

His
Ala
Leu
Glu
Pro
140
Phe
Gln
Cys
Glu
val
220
Ser
Ala
Ile

Leu

Axrg

Thr
Cys

Asn

Asp
Met
Asn
45

Asn
Ile
Val
Leu
Thr
125
Asn
Gly
Leu
Ile
Arg
205
val
Val
Trp
Gly
Lys

285
Pro

val
Tyx

Ser
830

Arg
Arg
30

Ile
Val
Glu
Ile
Ser
110
Leu
Asp
Trp
Gly
Ala
190
Met
Val
Val
Ala
Met
270
Ala

Cys

Leu
Met

815
Met

Ser
15

Leu
Thr
Tyx
Leu
Gly
95

Pro
Ser
Lys
Thr
val
175
Phe
Gln
Val
Leu
Leu
255
Val

Phe

Asn
800
Ile

Ile

Cys
Gly
Leu
Ala
Gln
80

Pro
Phe
Val
Tyr
Trp
160
Gln
Lys
Cys
Phe
Thr
240
Ser
Leu

Glu

Lys



290
Gly Ser
305
Met Ala

Tyr Asn
Leu Leu

Trp Gln
370

Asp Thr

385

Ile Ile

Gly Ser
Ile Gln

Ser Asp
450

Cys Cys

465

Ser Asp

Glu Gly
Ser Asp

Leu Val
530

Pro Val

545

Gly Ile

Thr Thr
Ala Met

Ile Leu
610

Met Ser

625

Gln Leu

Ile Leu

Ser Asn

Met Ser
690

Phe Asn

705

Ile Trp

Ile Thr

Trp
His
Ala
Gly

355
Leu

-Val

Ala
Ser
Trp
435
Cys
Phe
Leu
Ser
Ile
515
Thr
Val
Phe
Thr
Cys
595
Ala
Ala
Thx
Ser
Leu
675
Cys
Glu

Leu

Thr

Cys
Thr

Tyxr
340
Cys
Leu
Ala
Trp
Thr
420
His
Leu

Glu

Gln
500
Glu
Leu
Lys
Leu
Ser
580
Tyr
Gly
Trp
Leu
Tyr
660
Gly
Thr
Ala
Ala

Cys
740

Ser
Met
325
Arg
Ala
Glu
Phe
Asp
405
Trp
Gly
Glu
Cys
Arg
485
Thr
Ser
Phe
Ser
Gly
565
Cys
Ser
Ser
Ala
val
645
Pro
val
Tyr
Lys
Phe

725
Phe

Ser
310
Pro
Ala
Ser
Gln
Asn
390
Trp
Ser
Lys
Gly
Val
470
Cys
Cys
Ile
Val
Ser
550
Tyr
Tyr
Ala
Lys
Gln
630
val
Ser
val
Tyr
Tyxr
710
val

Ala

295
Asn

Lys
Val
Gly
Ile
375
Asp
Asn
Pro
Asp
His
455
Pro
Gln
Phe
Ile
Thr
535
Ser
val
Leu
Leu
Lys
615
Vval
Thr
Ile
Ala

Ala
695

‘Ile

Pro

Val

19645

Gln
Leu
Tyxr
Ala
360
His
Asn
Gly
Val
Asn
440
Gln
Cys
Pro
Pro
Ala
520
Leu
Arg
Cys
Gln
val
600
Lys
Ile
Leu
Lys
Pro
680
Phe
Ala
Ile

Ser

Leu
Lys

Ala
345

Cys
Lys
Arg
Pro
Gln
425
Gln
Arg
Gly
Cys
Arg
505
Ile
Ile
Glu
Pro
Arg
585
Thr
Ile
Ile
Ile
Glu
665
val
Lys
Phe

Tyr

Leu
745

-241-

Cys
Ala
330
Val
Ser
vVal
Asp
Lys
410
Leu
Val
Val
Ala
Gly
490
Thr
Ala
Phe
Leu
Phe
570
Leu
Lys
Cys
Ala
Ile
650
val
Gly
Thr
Thr
Phe

730
Ser

Arg
315
Phe

Ala

Pro
395
Trp
Asn
Pro
Val
Gly
475
Lys
Val
Phe
Val
Cys
555
Thx
Leu
Thr
Thr
Ser
635
Met
Tyr
Tyr
Arg
Met
715
Gly

Val

Ile
Lys
Thr
460
Thr
Glu
val

Ser

Leu
540

TyTr
Leu
Val
Asn
Arg
620
Ile
Glu
Leu

Asn

Asn
700

Tyx
Ser

Thr

Cys
Met
Gly
Arg
365
Leu
Ser
Phe
Asn
Ser
445
Gly
Phe
Glu
Phe
Cys
525
Tyxr
Ile
Ile
Gly
Arg
605
Lys
Leu
Pro
Ile
Gly
685
Val
Thx

Asn

Val

Gln
Sexr
Leu
350
Val
Leu
Ser
Thr
Glu
430
Val
Phe
Leu
Trp
Leu
510
Leu
Arg
Ile
Ala
Leu
590
Ile
Pro
Ile
Pro
Cys
670
Leu
Pro
Thr
Tyr

Ala
750

Ala
Ser
335
His

Tyxr

TyxY
Val
415
Thr
Cys
His
Asn
Ala
495
Glu
Gly
Asp
Leu
Lys
575
Ser
Ala
Arg
Ser
Met
655
Asn
Leu
Ala
Cys
Lys

735
Leu

Phe
320
Ala
Gln
Pro
Lys
Asn
400
Leu

Lys

Ser

Lys
480
Pro

Trp
Ile
Thr
Ala
560
Pro
Ser
Arg
Phe
Val
640
Pro
Thr
Ile
Asn
Ile
720
Ile

Gly



Cys
Asn
Gly
785
Arg
Val
Val
Asn
Gly
865
Val
Ser
Pro
Ala
Gln
945
Leu
Pro
Leu
Leu
Gly
1025
Phe
Glu
Ala

Ser

Asn
1105

Met
Val
770
Asp
Arg
Ser
Trp
Gln
850
Lys
Glu
Pro
Pro
Asp
930
Pro
Met
Asp
Arg

Pro

1010

Glu

Val

Glu

Leu

Val

Phe
755
Arg
Gly
Lys
Trp
Gln
835
Thr
Ser
Glu
Ser
Leu
915
Ser
Gln
Asp
Phe
Ser
995
Leu
Asp
Tyr

Asp

Thr
Ser
Lys
Lys
Ser
820
Arg
Ala
Leu
Glu
Met
900
Pro
Val
Gln
Gln
His
980
Leu
His
Ile

Glu

Pro
Ala
Leu
Pro
805
Glu
Leu
Val
Thr
Asp
885
Val
Pro
Ile
Pro
Leu
965
Ala
Tyxr
Leu

Asp

Arg
1045

Lys
Phe

Pro
790

Met

Thr
775
Cys

Gly Ala

Pro
Ser
Ile
Phe
870
Asn
val
His
Pro
Pro
950
Gln
Val
Pro

Ser

Asp

1030

Glu

Leu Pro Thr

1060

Thr Pro Pro Ser

1075

Pro Ser Ser Pro

1090
Val Thr Tyr Ala Ser

Ser Thr Leu

<210

<211>

<212
<213

<220
<223

> 29

1172

> PRT
> Trinh ty nhan tao

>

> M0 ta trinh ty nhéan tao; lvu y =

1110

cau trtic téng hgp

Gly
Val
Lys
855

Ser

Thx

Leu
Lys
935
Pro
Gly

Leu

Pro

1015

19645

Tyr
760
Thr
Arg
Gly
Gly
His
840
Pro
Asp
Pro
Arg
Thr
920
Gly
Gln
Val
Ala

Pro

Ile
Ser
Ser
Asn
Arg
825
Val
Leu
Ala
Ser
Arg
905
Ala
Leu
Gln
Val
Gly

985
Pro

1000
Thr Phe Gln

Asp Ser Glu

Gly Asn Thr

Ala Ser Lys
1065
Pro Phe Arg Asp Ser Val Ala
1080
Val Ser Glu Ser Val Leu Cys Thr Pro Pro
1100
Val Ile Leu Arg Asp Tyr Lys Gln Ser Ser

1095

-242-

Ile
Asp
Asn
Ala
810
Gln
Lys
Thr
Ser
Ala
890
Gly
Glu
Pro
Pro
Thr
970
Pro
Pro
Glu

Arg

Glu

Ile
val
Thr
795
Asn
Ala
Thx
Lys
Thr
875
His
Pro
Glu
Pro
Pro
955
Asn
Gly
Pro

Glu

Phe
1035

Ala
Val
780
Phe
Ser
Pro
Asn
Ser
860
Lys
Phe
Pro
Thr
Pro
940
Gln
Phe
Thr
Gln

Ser

Lys
765
Arg
Leu
Asn
Lys
Glu
845
Tyr
Thr
Ser
Val
Pro
925
Leu
Gln
Gly

Pro

His

1005

Ile

1020

Lys

Leu

Glu Asp Glu

1050
Leu Thr Pro Glu

1115

1085

Pro
Met
Asn
Gly
Gly
830
Thr
Gln
Leu
Pro
Ala
910
Leu
Pro
Pro
Ser
Gly
990
Leu
Ser
Leu

Leu

Asp

Glu
His
Ile
Lys
815
Gln
Ala
Gly
Tyxr
Pro
895
Thr
Phe
Gln
Lys
Gly
975
Asn
Gln
Pro
Gln
Glu

1055
Ser

1070
Ser Gly Ser

Arg
val
Phe
800
Ser
His
Cys
Ser
Asn
880
Ser
Thr
Leu
Gln
Ser
960
Ile
Ser
Met
Pro
Glu
1040
Glu

Pro

1120



<400> 29

Met
1

val
Tyr
Val
Lys
65

Glu
Glu
Tyr
Ser
Glu
145
Gln
Phe
Ala
Leu
Glu
225
Pro
Leu
Val
Leu
Ala
305
Thr
Glu
Thr
Ala
Val
385
Ser

Pro

Asp

Gly
Leu
Leu
His
50

Val
Ile
Ile
Phe
Asn
130
Ser
Ile
Pro
Met
Val
210
Arg
Thr
val
val
Arg
290
Ile
Phe
Phe
Ser
Thr
370
TyY

Leu

Trp

Pro
Ala
Leu
35

Leu
Ile
Asn

Val

Leu
115

Tyxr
Val
Thr
Ala
Val
195
Ser
vVal
Leu
Thr
Phe
275
Gln
Asp
Leu
Arg
Gln
355
Leu
Ser
Leu

Gln

Gln

Arg
Glu
20

Gly
Asn
Gly
Asn
Asp
100
Ala
Ile
Met
Tyxr
Leu

180
Gln

Ser

Ala
Gln
Ile
260
Ser
Asn
Pro
Gly
Glu
340
Ser
Ser
Val
Gly
Leu

420
Ile

Ala
Pro
Gly
Phe
Tyr
Asp
85

Val
His
Ser
Thr
Ser
165
Leu
Leu
Asp
Arg
Pro
245
Val
Pro
Phe

Val

Ile
325

Trp
Tyr
Phe
Tyr
Cys
405

Leu

Phe

Lys
Ala
Leu
Leu
Asn
70

Ser
Cys
Glu
Arg
val
150
Ala
Arg
Met
Thr
Arg
230
Asn
Asp
Asp
Thr
Leu
310
Thr
Gly
Thr
Asn
Ser
390
Asp
Glu

Phe

Thr
Glu
Phe
Gln
55

Leu

Ser

Asp
Val
135
Ala
Ile
Thr
Leu
Tyr
215
Asp
Gln
Lys
Leu
Gly
295
His
Ile
Pro
Cys
Thr
375
Ala
Lys
Glu

Asp

19645

Ile
Asn
Ser
40

val
Met
Leu
Ile
Asn
120
val
Asn
Ser
Thr
His
200
Gly
Ile
Asn
Leu
Thr
280
Ala
Asn
Gln
Gln
Asn
360
Ile
Val
Ser

Ile

Pro

-243-

Cys
Ser
25

Leu
Pro
Gln
Leu
Ser
105
Leu
Ala
Phe
Asp
Pro
185
Phe
Arg
Cys
Met
Gln
265
Leu
Val
Leu
Ser
Ala
345
Gln
Leu
Tyr
Thr

Trp
425
Gln

Ser Leu
10
Asp Phe

His Ala
Met Cys

Ala Met
75

Pro Gly

90

Asn Asn

Leu Pro
val Ile

Leu Ser
155

Glu Leu

170

Ser Ala

Arg Trp
Asp Asn

Ile Ala
235

Thr Ser

250

Gln Ser

Tyr His
Trp Ile

Thr Glu
315

Val Pxro

330

Gly Pro

Glu Cys

Arg Leu

Ala Val
395

Cys Thr

410

Lys Val

Gly Asp

Phe
Tyr
Asn
Lys
60

Arg
Val
Val
Ile
Gly

140
Leu

Asp
Asn
Gly
220
Phe
Glu
Thr
Phe
Ala
300
Leu
Ile
Pro
Asp
Ser
380
Ala
Lys

Asn

Val

Phe
Leu
Met
45

Glu
Phe
Leu
Gln
Gln
125
Pro
Phe
Asp
His
Trp
205
Gln
Gln
Glu
Ala
Phe
285
Ser
Gly
Pro
Pro
Asn
365
Gly
His
Arg
Phe

Ala

Leu
Pro
30

Lys
Tyr
Ala
Leu
Pro
110
Glu
Asp
Leu
Lys
His
190
Ile
Leu
Glu
Arg
Arg
270

Asn

Glu

Leu
350
Cys
Glu
Ala
Val
Thr

430
Leu

Leu
15

Gly
Gly
Glu
Val
Gly
95,

Val
Asp
Asn
Leu
Val
175
val
Ile
Leu
Thr
Gln
255
Val
Glu
Ser
Leu
Phe
335
Ser
Leu
Arg
Leu
Val

415
Leu

Trp
Asp
Ile
Val
Glu

80

Leu

Ser
Pro
160
Arg
Glu
val
Gly
Leu
240
Arg
Val
Val
Trp
Gly
320
Ser
Arg
Asn
Val
His
400
Tyr

Leu

Leu



Glu
Val
465
Ile
Lys
Cys
Thr
Tyr
545
Trp
Ile
Thr
Ala
Pro
625
Ser
Arg
Phe
vVal
Pro
705
Thr
Ile
Asn
Ile
Ile
785
Gly
Arg
Val
Phe
Ser

865
His

Ile
450
Ala
Ser
Arg
Cys
Glu
530
Gln
Ser
Leu
Pro
Gly
610
Thr
Ala
Ile
Met
Gln
690
Ile
Ser
Met
Phe
Ile
770
Ile
Cys
Asn
Gly
Arg
850
Val

val

435
Val

Ser
Trp
Cys
Phe
515
Asp
Ser
Asp
val
Val
595
Ile
Thr
Met
Leu
Ser
675
Leu
Leu
Asn
Ser
Asn
755
Txp
Thr
Met
val
Asp
835
Arg

Ser

Trp

Gln
Tyr
His
Gln
500
Glu
Glu
Glu
Ile
Thr
580
Val
Phe
Thr
Cys
Ala
660
Ala
Thr
Ser
Leu
Cys
740
Glu
Leu
Thx
Phe
Arg
820
Gly
Lys
Trp

Gln

Trp
Tyr
Thr
485
Ser
Cys
Tyx
Thr
Glu
565
Leu
Lys
Leu
Ser
Tyr

645
Gly

Trp
Leu
Tyr
Gly
725
Thr
Ala
Ala
Cys
Thr
805
Ser
Lys
Lys

Ser

Arg
885

Gln
Pro
470
val
Gly
Ile
Glu
Ser
550
Ser
Phe
Ser
Gly
Cys
630
Ser
Ser
Ala
Val
Pro
710
Val
Tyr
Lys
Phe
Phe
790
Pro
Ala
Leu
Pro
Glu

870
Leu

Trp
455
Leu

Asn

Gln

Asp

Cys
535
Cys
Ile
val

Ser

Tyr
615
Tyr
Ala
Lys
Gln
Val
695

Ser

Val
Tyr
Tyxr
Val
775
Ala
Lys
Phe
Pro
Gly
855

Pro

Ser

19645

440
Asp

Gln
Asn
Lys
Cys
520
Gln
Phe
Ile
Thr
Ser
600
Val
Leu
Leu
Lys
Val
680
Thr
Ile
Ala
Ala
Ile
760
Pro
Val
Met
Thr
Cys
840
Ala
Gly

val

-244-

Arg
Arg
Thr
Lys
505
Leu
Ala
Lys
Ala
Leu
585
Arg
Cys
Gln
Val
Lys
665
Ile
Leu
Lys
Pro
Phe
745
Ala
Ile
Ser
Tyr
Thr
825
Arg
Gly

Gly

Ser
Gln
Ile
490
Lys
Pro
Cys
Arg
Ile
570
Ile
Glu
Pro
Ard
Thr
650
Ile
Ile
Ile
Glu
Val
730
Lys
Phe
Tyxr
Leu
Ile
810
Ser
Ser
Asn

Arg

Val
890

Gln
Leu
475
Pro
Pro
Gly
Pro
Gln
555
Ala
Phe
Leu
Phe
Leu
635
Lys
Cys
Ala
Ile
Val
715
Gly
Thr
Thr
Phe
Ser
795
Ile
Asp
Asn
Ala
Gln

875
Lys

Asn
460
Lys
Met
Val
Thr
Asn
540
Leu
Phe
Val
Cys
Thr
620
Leu
Thr
Thr

Ser

Met
700

Tyr
Tyr
Arg
Met
Gly
780
Val
Ile
Val
Thr
Asn
860
Ala

Thr

445
Pro

Asn
Ser
Gly
Phe
525
Asn
Val
Ser
Leu
Tyxr
605
Leu
Val
Asn
Arg
Ile
685
Glu
Leu
Asn
Asn
Tyr
765
Ser
Thx
Ala
Val
Phe
845
Ser

Pro

Asn

Phe
Ile
Met
Ile
510
Leu
Glu
Phe
Cys
Tyxr
590
Ile
Ile
Gly
Arg
Lys
670
Leu
Pro
Ile
Gly
Val
750
Thxr
Asn
Val
Lys
Arg
830
Leu
Asn

Lys

Glu

Gln

Gln

Cys
495
His
Asn
Trp
Leu
Leu
575
Arg
Ile
Ala
Leu
Ile
655
Pro
Ile
Pro
Cys
Leu
735
Pro
Thr
Tyr
Ala
Pro
815
Met
Asn
Gly
Gly

Thr
895

Ser
Asp
480
Ser
Val
His
Ser
Glu
560
Gly
Asp
Leu
Lys
Ser
640
Ala
Arg
Ser
Met
Asn
720
Leu
Ala
Cys
Lys
Leu
800
Glu
His
Ile
Lys
Gln

880
Ala



Cys Asn Gln

Ser Gly Lys
915
val Glu
930

Ser

Asn

- Ser Pro
945
Thr

Pro Pro

Leu Ala Asp

Gln Gln Pro
995
Leu Met
1010

Pro Asp

Sexr

Ile
1025
Ser Leu Arg

Met Leu Pro

Pro Gly Glu

1075
Phe Val
1090
Glu

Glu
Glu Glu
1105

Pro Ala Leu

Ser Ser Val
Val
1155
Thr

Pro Asn

Ser Ser
1170

<210> 30
<21l1l> 1175
<212> PRT

Thr Ala
900

Ser

Val

Leu Thr

Glu Glu Asp
val
950

Pro

Ser Met
Pro
965
Val

Leu
Ser Ile
980
Gln

Gln Pro

Asp Leu
Ala
1030
Leu Tyr
1045
His

Phe His

Ser
Leu Leu
1060
Asp

Ile Asp

Tyr Glu Arg

Asp Leu

1110
Thr Pro
1125
Pro
1140

19645

Ile Pro
905

Asp

Lys
Phe Ser
920
Asn Thr Pro
935
Val

His Arg

His Leu Thr

Pro Gly
985
Pro Gln
1000

Gln Gly Val
1015
Val

Lys

Pro

Leu Ala
Pro Pro Pro

Ser Thr Phe

Leu Thr

Lys

Ala Ser Thr

Ala His
940
Pro

Ser
Arg Gly
955
Ala Glu
970

Leu

Glu

Pro Pro

Gln Pro Pro

Val Thr Asn
1020
Gly Pro Gly
1035
Pro Pro
1050

Gln Glu

Pro

Glu

1065

Asp Asp Ser
1080
Glu Gly Asn

1095

Pro Thr Ala Ser Lys Leu

Glu Arg Phe

Thr Glu
1100
Thr
1115

1130

Ser Ser Pro Val Ser Glu Ser Val
1145

Thr Tyr Ala Ser Val Ile Leu Arg Asp

Leu

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

1160

<223> MO ta trinh ty nhan tao; luu y =
cdu tric téng hop

<400> 30

Met Leu Gly
1

Pro Gly Thr

Gly Asp Tyr
35
Ala Gly Leu
50
Phe Ser Ser
65

Pro Ala Val
5

Gly Ala Pro

20

Val Leu Gly

Arg Ser Arg

Asn Gly Leu
70

Leu Gly Leu
Leu
25

Phe

Leu Cys

Gly Leu
40

Thr Arg

55

Leu Trp

Pro

Ala

-245-

Ser Leu Trp
10
Ser Gln Gln

Pro Leu Gly

Ser Ser Pro
60
Leu Ala Met
75

Ser
Lys
925
Phe
Pro
Thr
Pro
Gln
1005
Phe
Thr
Gln
Ser
Lys
1085

Pro

Leu

Tyr
910
Thr
Ser
Val
Pro
Leu
990
Gln
Gly
Pro
His
Ile

1070
Leu

Glu Asp Glu

Glu

Pro Ser Pro Phe Arg Asp Ser Val Ala

Cys
1150

Gln Gly

Leu Tyr

Pro Pro

Ala Thr
960
Leu Phe
975
Pro Gln

Pro Lys

Ser Gly
Asn
1040
Gln

Gly

Leu
1055
Ser Pro

Leu Gln

Leu Glu
Ser
1120
Gly

Asp

Ser
1135
Thr Pro

Tyr Lys Gln Ser

1165

Ala
Leu
Glu
45

val

Lys

Leu
Arg
30

Ala
Cys

Met

Leu His
15

Met Lys
Glu Glu
Thr Arg

Ala Val
80



Glu

Tyr
Serx
Cys
His
145
Leu
Arg
Gln
val
Ile
225
Gly
Gln
Leu
Ser
Thr
305
val
Tyr
Ala
Arg
Leu
385
Ala
Ala
Leu
Asn
val
465
Glu

Ser

Gly

Glu

Asp
Leu
Asn
130
Ser
Met
Glu
Leu
Ala
210
Phe
Leu
Asp
Phe
Ser
290
Ser
Leu
Val
Leu
Cys
370
Asn
Gln
Gln
Thxy
Val
450
Pro
Arg
Arg

Phe

Ile

Leu
Met
115
Ser
Pro
Thr
Thr
195
Ala
Ser
Val
Val
Ala
275
Arg
Asp
Gly
Lys
Gly

355
Pro

Ala
Asp
Phe
435
Asp
Arg
Leu

Cys

His
515

Asn

Phe
100
Phe
Thr
Glu
Gln
Phe
180
Ala
Leu
Ala
Pro
Leu
260
Ser
Leu
Leu
Phe
Thr
340
Glu
Gln
His
Leu
Pro
420
His
Met
Leu
Lys
Ser

500
Ser

Asn
85

Asp
Leu
Gln
Leu
val
165

Pro

Ala

Gly

Leu
Leu
245
His
Val
Ser
Val
Leu
325
His
Arg
Cys
Gln
His
405
vVal
val
Glu
His
Ile
485
Arg

Cys

Lys

Thr
Ala
Tyr
Ala
150
Ser
Ser
Ala
Ser
Ala
230
Pro

Gln

His

Pro’

Met
310
Gln
Leu
Glu
Asp
Thr
390
Asn
Lys
Gly
Tyr
Asp
470
Arg
Gln

Cys

Ser

Cys
Lys
Gln

135
Met

Tyr
Phe
Glu
Asp
215
Ala
Arg
val
Ala
Lys
295
Gly
Arg
Ala
Gln
Cys
375
Phe
Thr
Pro
Gly
Asp

455
Val

Txp
Cys

Tyr

19645

Asp

Ser
Ala
120
Pro
Val
Gly
Phe
Leu
200
Asp
Ala
Ala
Asn
Ala
280
Val
Leu
Gly
Leu
Gly
360
Ile

Ser

Leu

Gln

Asp
520

Leu

Glu
105
Gly
Arg
Thr
Ala
Arg
185
Leu
Glu
Arg
Asp
Gln
265
His
Trp
Pro
Ala
Ala
345
Leu
Thr
Val
Gln
Gln
425
Pro
Lys
Arg
Thr
Glu

505
Cys

-246-

Leu
90

Pro
Ser
Val
Gly
Ser
170
Thx
Gln
TyT
Gly
Asp
250
Ser
Ala
Val
Gly
Gln
330
Thr
Glu
Leu
Tyr
Cys
410
Leu
Leu
Leu
Phe
Serx
490

Gly

val

Pro

Val
Arg
Leu
Lys
155
Met
vVal
Glu
Gly
Ile
235
Ser
Ser
Leu
Ala
Met
315
Leu
Asp
Glu
Gln
Ala
395
Asn
Leu
Arg
Trp
Asn
475
Asp
Gln

Asp

Gly

Vval
Asp
Ala
140
Phe
Glu
Pro
Phe
Arg
220
Cys
Arg

Val

Phe’

Ser
300
Ala
His
Pro
Asp
Asn
380
Ala
Ala
Glu
Phe
val
460
Gly
Asn

val

Cys

Leu

Ala
Ile
125
Val
Phe
Leu
Ser
Gly
205
Gln
Ile
Leu
Gln
Asn
285
Glu
Gln
Glu
Ala
Val
365
Val
Val
Ser
Asn
Asp
445
Trp
Ser
Gln
Arg

Glu
525

Arg

Met
110
Ala
Ile
Ser
Leu
Asp
190
Trp
Gly
Ala
Gly
Val
270
Tyr
Ala
Met
Phe
Phe
350
Val
Ser
Tyr
Gly
Met
430
Ser
Gln
Leu
Lys
Arg

510
Ala

Leu
95

Lys
Ala
Gly
Phe
Ser
175
Arg

Asn

255
Val

Ser
Trp
Gly
Pro
335
Cys
Gly
Ala
Ser
Cys
415
Tyx
Ser
Gly
Arg
Pro
495
Val

Gly

Gly

Pro
Tyx
Pro
Phe
160
Ala
Val
Trp
Ser
Glu
240
Val
Leu
Ile
Leu
Thr
320
Gln
Ser
Gln
Gly
Val
400
Pro
Asn
Gly
Ser
Thr
480
val
Lys

Ser



Tyr
Glu
545
Phe
Cys
Tyr
Ile
Ile
625
Gly
Arg
Lys
Leu
Pro
705
Ile
Gly

Val

Thr
Asn
785
Val

Lys

Leu
Asn
865
Lys
Glu
Tyr
Thr
Ser

945
Val

Arg
530
Trp
Leu
Leu
Arg
Ile
610
Ala
Leu
Ile
Pro
Ile
690
Pro
Cys
Leu
Pro
Thr
770
Tyxr
Ala
Pro
Met
Asn
850
Gly
Gly
Thx
Gln
Leu
930

Pro

Ala

Gln
Ser
Glu
Gly
Asp
595
Leu
Lys
Ser
Ala
Arg
675
Ser
Met
Asn

Leu

Ala
755

Cys
Lys
Leu
Glu
His
835
Ile
Lys
Gln
Ala
Gly
915
Tyr

Pro

Thr

Asn
Pro
TIp
Ile
580
Thr
Ala
Pro
Ser
Arg
660
Phe
val
Pro
Thr
Ile
740
Asn
Ile
Ile
Gly
Arg
820
val

Phe

Ser

Thr

Pro
Glu
Ser
565
Leu
Pro
Gly
Thr
Ala
645
Ile
Met
Gln
Ile
Ser
725
Met

Phe

Ile
Ile
Cys
805
Asn
Gly
Arg
val
val
885
Asn
Gly
Vval

Ser

Pro
965

Asp
Arg
550
Asp
val
Val
Ile
Thr
630
Met
Leu
Ser
Leu
Leu
710
Asn

Ser

Asn

Txp
Thx
790
Met
val
Asp
Arg
Ser
870
Trp
Gln
Lys
Glu
Pro

950
Pro

Asp
535
Ser
Ile
Thxr
Val
Phe
615
Thr
Cys
Ala
Ala
Thr
695
Ser
Leu
Cys
Glu
Leu
775
Thxr
Phe
Arg
Gly
Lys
855
Trp
Gln
Thr
Ser
Glu
935

Ser

Leu

19645

Ile
Thr
Glu
Leu
Lys
600
Leu
Ser
Tyr
Gly

680
Leu

Tyxr
Gly
Thr

Ala
760

Ala
Cys
Thr
Ser
Lys
840
Lys
Ser
Arg
Ala
Leu
920
Glu
Met

Pro

Ala
Arg
Ser
Phe
585
Ser
Gly
Cys
Ser
Ser
665
Ala
vVal
Pro
val
Tyr
745
Lys
Phe
Phe
Pro
Ala
825
Leu
Pro
Glu
Leu
Val
905
Thr
Asp
Val

Pro

-247-

Cys
Cys
Ile
570
Val
Ser
Tyx
Tyxr
Ala
650
Lys
Gln
Vval
Ser
Val
730
Tyr

Tyr

Val

Lys
810
Phe
Pro
Gly
Pro
Ser
890
Ile
Phe
Asn
val

His
970

Thr
Phe
555
Ile
Thr
Ser
val
Leu
635
Leu
Lys
val
Thr
Ile
715
Ala
Ala

Ile

Pro
val
795
Met
Thr
Cys
Ala
Gly
875
val
Lys
Serxr
Thr
His

955
Leu

Phe
540
Arg
Ala
Leu
Arg
Cys
620
Gln
val
Lys
Ile
Leu
700
Lys
Pro
Phe
Ala
Ile
780
Ser
Tyr
Thr
Arg
Gly
860
Gly
His
Pro
Asp
Pro
940
Arg

Thx

Cys
Arg
Ile
Ile
Glu
605
Pro
Arg
Thr
Ile
Ile
685
Ile
Glu
Val
Lys

Phe
765

Tyx
Leu
Ile
Ser
Ser
845
Asn
Arg
val
Leu
Ala
925
Ser

Arg

Ala

Gly

Arg
Ala
Phe
590
Leu
Phe
Leu
Lys
Cys
670
Ala
Ile
vVal
Gly
Thr
750
Thr
Phe
Ser
Ile
Asp
830
Asn
Ala
Gln
Lys
Thx
910
Ser
Ala

Gly

Glu

Gln
Ser
Phe
575
Val
Cys
Thr
Leu
Thr
655
Thr
Ser
Met
Tyr
Tyr
735
Arg

Met

Gly
Val
Ile
815
val
Thr
Asn
Ala
Thr
895
Lys

Thr

Pro

Glu
975

Asp
Arg
560
Ser
Leu
Tyxr
Leu
Val
640
Asn
Arg
Ile
Glu
Leu
720

Asn

Asn

TYE

Ser
Thx
800
Ala
Val
Phe
Ser
Pro
880
Asn
Ser
Lys
Phe
Pro

960
Thr



Pro
Leu
Gln

Gly

Leu Phe Leu
980
Pro Gln Gln
995
Pro Lys Ser
1010
Ser Gly Ile

1025

Pro
His
Ile
Leu
Glu
1105
Glu
Ala
Cys
Lys
<210
<211
<212
<213

<220

Gly Asn Ser

Leu Gln Met

1060

Ser Pro Pro
1075

Leu Gln Glu

1090

Leu Glu Glu

Asp Ser Pro

Ser Gly Ser

1140

19645

Ala Asp Ser Val Ile

985

Gln Pro Gln Gln Pro

1000

Leu Met Asp Gln Leu
1015

Pro Asp Phe
1030

Leu Arg Ser

1045

Leu Pro Leu

Gly Glu Asp

Phe Val Tyr

His
Leu
His
Ile

1080
Glu

1095

Glu Glu Asp
1110

Ala Leu Thr

1125

Ser Val Pro

Leu

Pro

Ser

Thr Pro Pro Asn Val Thr Tyr

1155
Gln Ser Ser
1170

> 31
> 867
> PRT

Ser Thr Leu

1160

1175

> Trinh tu nhan tao

>

<223> MO ta trinh ty nhén tao; lvu y =
cdu triic téng hop

<400
Met
1
Ser
Ser
Ala
Arg
65
Ala
Pro
Ser

Ser

Gln
145

> 31
Val Arg Leu

Ile Leu Pro
20
Ser Gln Arg
35
Leu Phe Ser
50
Lys Cys Gly

Met Phe His

Asn Ile Thr
100
Val Ala Leu
115
Ile Arg Asp
130
Thr Leu Pro

Leu Leu Ile
5
Arg Met Pro

Ser Val Ala

Val His His
55
Glu Ile Arg
70
Thr Leu Asp
85
Leu Gly Ser

Glu Gln Ser

Glu Lys Asp

135

Pro Gly Arg
150

Phe
Asp
Arg
40

Gln
Glu
Lys
Glu
Ile
120
Gly

Thr

Ala

Tyr
Leu
1065
Asp
Arg
Pro

Pro

Ser
1145

Phe
Arg
25

Met
Pro
Gln
Ile
Ile
105
Glu

Leu

Lys

-248-

Pro

Pro

Gln

Val

Pro
1050

Lys Gly Leu Pro Pro

990

Pro Gln Gln Pro Pro

1005

Gly val Val Thr Asn
1020

Leu

Ala

1035

Pro

Pro

Ser Thr Phe

Asp Asp Ser

Glu Gly Asn

1100

Gly Pro Gly

Pro Pro Pro
1055
Gln Glu Glu
1070

Glu
1085

Thr Glu

Arg

Thr Ala Ser Lys Leu

1115

Ser Pro Phe Arg Asp

1130

Pro Val Ser Glu Ser
1150
Ala Ser Val Ile Leu Arg Asp Tyr
1165 °

Pro
10

Lys
Asp
Pro
Tyxr
Asn
90

Arg
Phe

Asn

Lys

Met
Val
Gly
Ala
Gly
75

Ala
Asp
Ile

Arg

Pro
155

Ile
Leu
Asp
Glu
60

Ile
Asp
Serxr
Arg
Cys

140
Ile

Phe
Leu
Val
45

Lys
Gln
Pro
Cys
Asp
125

Leu

Ala

Leu
Ala
30

Ile
Val
Arg
val
Trp
110
Ser

Pro

Gly

Phe

Glu

Thx

Ser

1135

Val

Glu
15

Gly
Ile
Pro
Val
Leu
95

His
Leu

Asp

Val

Pro
Gln
Phe
Thr
1040
Gln
Ser
Lys
Asp
Pro
1120
Val

Leu

Met
Ala
Gly
Glu
Glu
80

Leu
Ser
Ile
Gly

Ile
160
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Gly Pro Gly Ser Ser Ser Val Ala Ile Gln Val Gln Asn Leu Leu Gln
165 170 175
Leu Phe Asp Ile Pro Gln Ile Ala Tyr Ser Ala Thr Ser Ile Asp Leu
180 185 ‘ 190
Ser Asp Lys Thr Leu Tyr Lys Tyr Phe Leu Arg Val Val Pro Ser Asp
195 200 205
Thr Leu Gln Ala Arg Ala Met Leu Asp Ile Val Lys Arg Tyr Asn Trp
210 215 : 220
Thr Tyr Val Ser Ala Val His Thr Glu Gly Asn Tyr Gly Glu Ser Gly
225 230 235 240
Met Asp Ala Phe Lys Glu Leu Ala Ala Gln Glu Gly Leu Cys Ile Ala
245 250 255
His Ser Asp Lys Ile Tyr Ser Asn Ala Gly Glu Lys Ser Phe Asp Arg
260 265 270
Leu Leu Arg Lys Leu Arg Glu Arg Leu Pro Lys Ala Arg Val Val Val
275 280 285
Cys Phe Cys Glu Gly Met Thr Val Arg Gly Leu Leu Ser Ala Met Arg
290 295 300
Arg Leu Gly Val Val Gly Glu Phe Ser Leu Ile Gly Ser Asp Gly Trp
305 310 315 320
Ala Asp Arg Asp Glu Val Ile Glu Gly Tyr Glu Val Glu Ala Asn Gly
325 330 335
Gly Ile Thr Ile Lys Leu Gln Ser Pro Glu Val Arg Ser Phe Asp Asp
340 345 350
Tyr Phe Leu Lys Leu Arg Leu Asp Thr Asn Thr Arg Asn Pro Trp Phe
355 360 365
Pro Glu Phe Trp Gln His Arg Phe Gln Cys Arg Leu Pro Gly His Leu
370 375 380
Leu Glu Asn Pro Asn Phe Lys Lys Val Cys Thr Gly Asn Glu Ser Leu
385 390 395 400
Glu Glu Asn Tyr Val Gln Asp Ser Lys Met Gly Phe Val Ile Asn Ala
405 410 415
Ile Tyr Ala Met Ala His Gly Leu Gln Asn Met His His Ala Leu Cys
420 425 430
Pro Gly His Val Gly Leu Cys Asp Ala Met Lys Pro Ile Asp Gly Arg
435 440 445
Lys Leu Leu Asp Phe Leu Ile Lys Ser Ser Phe Val Gly Val Ser Gly
450 455 460
Glu Glu Val Trp Phe Asp Glu Lys Gly Asp Ala Pro Gly Arg Tyr Asp
465 470 475 480
Ile Met Asn Leu Gln Tyr Thr Glu Ala Asn Arg Tyr Asp Tyr Val His
485 490 495
Val Gly Thr Trp His Glu Gly Val Leu Asn Ile Asp Asp Tyr Lys Ile
500 505 510
Gln.Met Asn Lys Ser Gly Met Val Arg Ser Val Cys Ser Glu Pro Cys
515 520 525
Leu Lys Gly Gln Ile Lys Val Ile Arg Lys Gly Glu Val Ser Cys Cys
530 535 540
Trp Ile Cys Thr Ala Cys Lys Glu Asn Glu Phe Val Gln Asp Glu Phe
545 . 550 555 560
Thr Cys Arg Ala Cys Asp Leu Gly Trp Trp Pro Asn Ala Glu Leu Thr
565 570 575
Gly Cys Glu Pro Ile Pro Val Arg Tyr Leu Glu Leu Arg Glu His Thx
580 585 590
Ser Trp Val Leu Leu Ala Ala Asn Thr Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu
595 600 605
Gly Thr Ala Gly Leu Phe Ala Trp His Leu Asp Thr Pro Val Val Arg

-249-



‘Ser
625
Gly
Cys
Ser
Ser
Ala
705
Leu
Arg
Gly
Phe
Ala
785
Ala
Ala
Tyr

Ser

Gly
865

610

Ala

Ser
Leu
Cys

Thr
690

Gly

Thr

Phe

Phe

Ala

770

Lys

Phe

Asn

Phe

Thr

850
Ser

<210> 32
<21l1l> 86

<212>
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> M0 ta trinh tu nhan tao; lvu y =
céu tric tdng hop

<400> 32

Met
1
Ser
Ser
Ala
Arg
65
Ala

Pro

Val
Ile
Ser
Leu
50

Lys
Met

Asn

Gly
Gly
Leu
Leu
675
Lys
Leu
Trp
Pro
Ile
755
Cys
Cys
Phe
Met
Leu
835
Glu

Thr

6

PRT

Arg
Leu
Gln
35

Phe
Cys
Phe

Ile

Gly

Ser

Arg

660
Thr

Val

Phe

Leu

His

740

Leu

Ser

Val

Thr

Met

820

Pro

His

Leu
Pro
20

Arg
Ser
Gly
His

Thr

Arg
Leu
645
Gln
Val
Pro
Val
Val
725
Leu
Ala
Tyr
Thr
Thr
805
Ala
Lys

Phe

Leu
5
Arg
Ser
Val
Glu
Thr

85
Leu

Leu
630
Tyr
Ala
Arg
Thr
Met
710
Val
Val
Phe
Leu
Phe
790
Ala
Gly
Cys

Gln

Leu
Met
Val
His
Ile
70

Leu

Gly

615
Cys

Gly
Leu
Ser
Phe

695
Ile

Trp
Met
Leu
Gly
775
Ser

Ser

Leu

Ala
855

Ile
Pro
Ala
His
55

Axrg
Asp

Ser
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Phe
Phe
Phe

Phe
680

Tyxr
Ser
Thr
Leu
TyY
760
Lys
Leu
Val
Ser
val

840
Ser

Phe
Asp
Arg
40

Gln
Glu
Lys

Glu

-250-

Leu
Phe
Ala
665
Gln
His
Ser
Pro
Glu
745
Asn
Asp
Leu
Tyr
Ser
825
Ile

Ile

Phe
Arg
25

Met
Pro
Gln
Ile

Ile

Met
Gly
650
Leu
Leu
Ala
Ala
Leu
730
Cys
Gly
Leu
Phe
Asp
810
Leu

Leu

Gln

Pro
10

Lys
Asp
Pro
Tyr
Asn

90
Arg

Leu
635
Glu
Gly
Ile
Txrp
Ala
715
Pro
Thr
Leu
Pro
Asn
795
Gly
Ser

Cys

Asp

Met
Val
Gly
Ala
Gly
75

Ala

Asp

620
Gly

Pro
Phe
Ile
Val
700
Gln
Ala
Glu
Leu
Glu
780
Phe
Lys
Ser

Arg

TyTr
860

Ile
Leu
Asp
Glu
60

Ile
Asp

Ser

Ser
Thr
Thx
Ile
685
Gln
Leu
Arg
Thr
Ser
765
Asn
Val
Tyr
Gly
Pro

845
Thxr

Phe
Leu
val
45

Lys
Gln

Pro

Cys

Leu
Arg
Ile
670
Phe
Asn
Leu
Glu
Asn

750
Ile

Tyr
Ser
Leu
Phe
830
Asp

Arg

Leu
Ala
30

Ile
Val
Arg
Val

Trp

Ala
Pro
655
Phe
Lys
His
Ile

Tyr
735
Ser
Sexr
Asn
Trp
Pro
815
Gly

Leu

Arg

Glu
15

Gly
Ile
Pro
val
Leu

95
His

Ala
640
Ala
Leu
Phe
Gly
Cys
720
Gln
Leu
Ala
Glu
Ile
800
Ala
Gly

Asn

Cys

Met
Ala
Gly
Glu
Glu
80

Leu

Ser



Ser
Ser
Gln
145
Gly
Leu
Ser
Thr
Thr

225
Met

Leu
Cys
Arg
305
Ala
Gly
Tyr
Pro
Leu
385
Glu
Ile
Pro
Lys
Glu
465
Ile
Val
Gln

Leu

Trp
545

val
Ile
130
Thr
Pro
Phe
Asp
Leu
210
Tyr
Asp
Ser
Leu
Phe
290
Leu
Asp
Ile
Phe
Glu
370
Glu
Glu
Tyr
Gly
Leu
450
Glu
Met
Gly
Met
Lys

530
Ile

100
Ala Leu
115
Arg Asp

Leu Pro
Gly Ser

Asp Ile
180

Lys Thr

195

Gln Ala

Val Ser
Ala Phe

Asp Lys
260

Arg Lys

275

Cys Glu

Gly Vval
Arg Asp

Thr Ile
340

Leu Lys

355

Phe Trp

Asn Pro
Asn Tyr

Ala Met
420

His Vval

435

Leu Asp

vVal Trp

Asn Leu

Thr Trp
500

Asn Lys

515

Gly Gln

Cys Thr

Glu
Glu
Pro
Ser
165
Pro
Leu
Arg
Ala
Lys
245
Ile
Leu
Gly
vVal
Glu
325
Lys
Leu
Gln
Asn
Val
405
Ala
Gly
Phe
Phe
Gln
485
His
Ser

Ile

Ala

Gln
Lys
Gly
150
Ser
Gln
Tyr
Ala
Val
230
Glu
Tyr
Arg
Met
Gly
310
Val

Leu

Arg

Phe
390
Gln
His
Leu
Leu
Asp
470
Tyr
Glu
Gly
Lys

Cys
550

-Ser

Asp
135
Arg
Val
Ile
Lys
Met
215
His
Leu
Ser
Glu
Thr
295
Glu
Ile
Gln
Leu
Arg
375
Lys
Asp
Gly
Cys
Ile
455
Glu
Thr

Gly

Met

‘Val

535
Lys
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Ile
120
Gly
Thr
Ala
Ala
Tyr
200
Leu
Thr
Ala
Asn
Arg
280
Val
Phe
Glu
Ser
Asp
360
Phe
Lys
Ser
Leu
Asp
440
Lys
Lys
Glu
val
Val
520
Ile

Glu

105
Glu

Leu
Lys
Ile
Tyxr
185
Phe
Asp
Glu
Ala
Ala
265
Leu
Arg
Ser
Gly
Pro
345
Thr
Gln
Val
Lys
Gln
425
Ala
Ser
Gly
Ala
Leu
505
Arg
Arg

Asn

-251-

Phe
Asn
Lys
Gln
170
Ser
Leu
Ile
Gly
Gln
250
Gly
Pro
Gly
Leu
Tyr
330
Glu
Asn
Cys
Cys
Met
410
Asn
Met
Ser
Asp
Asn
490
Asn
Ser

Lys

Glu

Ile
Arg
Pro
155
vVal
Ala
Arg
val
Asn
235
Glu
Glu
Lys
Leu
Ile
315
Glu
Val
Thr
Arg
Thr
395
Gly
Met
Lys
Phe
Ala
475
Arg
Ile
Val
Gly

Phe
555

Arg
Cys
140
Ile
Gln
Thr
Val
Lys
220
Tyr
Gly
Lys
Ala
Leu
300
Gly
val
Arg
Arg
Leu
380
Gly

Phe

Pro
Val
460
Pro
Tyr
Asp
Cys
Glu

540
val

Asp
125
Leu
Ala
Asn
Ser
Val
205
Arg
Gly
Leu
Ser
Arg
285
Ser
Ser
Glu
Sexr
Asn
365
Pro
Asn
Val
His
Ile
445
Gly
Gly
Asp
Asp
Ser
525
Val

Gln

110
Ser

Pro
Gly
Leu
Ile
190
Pro
Tyr
Glu
Cys
Phe
270
val
Ala
Asp
Ala
Phe
350
Pro
Gly
Glu
Ile
Ala
430
Asp
val
Arg
Tyr
Tyr
510
Glu

Ser

Asp

Leu
Asp
Val
Leu
175
Asp
Ser
Asn
Ser
Ile
255
Asp
Val
Met
Gly
Asn
335
Asp
Trp
His
Ser
Asn
415
Leu
Gly
Ser
Tyr
Val
495
Lys
Pro

Cys

Glu

Ile
Gly
Ile
160
Gln
Leu
Asp
Trp
Gly
240
Ala
Arg
Val
Arg
Trp
320
Gly
Asp
Phe
Leu
Leu
400
Ala
Cys
Arg
Gly
Asp
480
His
Ile
Cys
Cys

Phe
560



‘Ser
625
Gly
Cys
Ser
Ser
Ala
705
Leu
Arg
Gly
Phe
Ala
785
Ala
Ala
Tyr

Ser

Gly
865

<210> 32

610
Ala

Ser
Leu
Cys
Thr
690
Gly
Thr
Phe
Phe
Ala
770
Lys
Phe
Asn
Phe
Thr

850
Ser

Gly
Gly
Leu
Leu
675
Lys
Leu
Trp
Pro
Ile
755
Cys
Cys
Phe
Met
Leu
835

Glu

Thr

<211l> 866
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> M0 ta trinh ty nhan tao; luu y =

<400> 32

Met
1
Ser
Ser
Ala
Arg
65
Ala

Pro

céu trdc téng hop

Val
Ile
Sex
Leu
50

Lys
Met

Asn

Arg
Leu
Gln
35

Phe
Cys
Phe

Ile

Gly Arg

Ser Leu
645

Arg Gln

660

Thr Vval

Val Pro
Phe Val

Leu Val
725

His Leu

740

Leu Ala

Ser Tyr
Val Thr

Thr Thr
805

Met Ala

820

Pro Lys

His Phe

Leu Leu
5

Pro Arg

20

Arg Ser

Ser Val
Gly Glu
His Thr

85
Thr Leu

Leu
630
Tyr

Ala
Arg
Thr
Met
710
Val
Val
Phe
Leu
Phe
790
Ala
Gly
Cys

Gln

Leu
Met
Val
His
Ile
70

Leu

Gly

615
Cys

Gly
Leu
Ser
Phe

695
Ile

Met
Leu
Gly
775
Ser
Ser
Leu
Tyr

Ala
855

Ile
Pro
Ala
His
55

Arg
Asp

Ser

19645

Phe
Phe
Phe

Phe
680

Tyx
Ser
Thr

Leu

Tyr
760
Lys
Leu
Val
Ser
vVal

840
Ser

Phe
Asp
Arg
40

Gln
Glu
Lys

Glu

Leu
Phe
Ala
665
Gln
His
Ser
Pro
Glu
745
Asn

Asp

Leu

Ser
825
Ile

Ile

Phe
Arg
25

Met
Pro
Gln
Ile

Ile

-252-

Met
Gly
650
Leu
Leu
Ala
Ala

Leu
730

Cys
Gly
Leu
Phe
Asp
810
Leu

Leu

Gln

Pro
10

Lys
Asp
Pro
Tyr
Asn

920
Arg

Leu
635
Glu
Gly
Ile
Trp
Ala
715
Pro
Thr
Leu
Pro
Asn
795
Gly
Ser

Cys

Asp

Met
Val
Gly
Ala
Gly
75

Ala

Asp

620
Gly

Pro
Phe
Ile
Val
700
Gln
Ala
Glu
Leu
Glu
780
Phe
Lys
Ser

Arg

Tyr
860

Ile
Leu
Asp
Glu
60

Ile
Asp

Ser

Ser
Thr
Thr
Ile
685
Gln
Leu
Arg
Thr
Ser
765
Asn
Val
Tyr
Gly
Pro

845
Thx

Phe
Leu
Val
45

Lys
Gln

Pro

Cys

Leu
Arg
Ile
670
Phe
Asn
Leu
Glu
Asn

750
Ile

Tyr
Ser
Leu
Phe
830
Asp

Arg

Leu
Ala
30

Ile
val
Arg
Val

Trp

Ala
Pro
655
Phe
Lys
His
Ile

Tyr
735
Ser
Ser
Asn
Trp
Pro
815
Gly

Leu

Arg

Glu
15
Gly

Ile
Pro
)
val
Leu

95
His

Ala
640
Ala
Leu
Phe
Gly
Cys
720
Gln
Leu
Ala
Glu
Ile
800
Ala
Gly

Asn

Cys

Met
Ala
Gly
Glu
Glu
80

Leu

Ser



Ala
Arg
65

Ala
Pro
Ser
Ser
Gln
145
Gly
Leu
Ser
Thr
Thr

225
Met

305
Ala

Gly
Tyxr
Pro
Leu
385
Glu
Ile
Pro
Lys
Glu
465

Ile

Val

Leu
50

Lys
Met
Asn
val
Ile
130
Thr
Pro
Phe
Asp
Leu
210
Asp
Ser
Leu
Phe
290
Leu
Asp
Ile
Phe
Glu
370
Glu
Glu
Tyr
Gly
Leu
450
Glu
Met

Gly

Phe
Cys
Phe
Ile
Ala
115
Arg
Leu
Gly
Asp
Lys
195
Gln
Val
Ala
Asp
Arg
275
Cys
Gly
Arg
Thr
Leu
355
Phe
Asn
Asn
Ala
His
435
Leu
Val

Asn

Thr

Ser

Gly

Thr
100
Leu
Asp
Pro
Ser
Ile
180
Thr
Ala
Ser
Phe
Lys
260
Lys
Glu
Val
Asp
Ile
340
Lys
Trp
Pro
Tyx
Met
420
Val
Asp
Trp

Leu

Trp

val
Glu
Thr
85

Leu
Glu
Glu
Pro
Ser
165
Pro
Leu
Arg
Ala
Lys
245
Ile
Leu
Gly
Val
Glu
325
Lys
Leu
Gln
Asn
Val
405
Ala
Gly
Phe
Phe
Gln

485
His

His
Ile
70

Leu
Gly
Gln
Lys
Gly
150
Ser
Gln
Tyr
Ala
Val
230
Glu
Tyr
Arg
Met
Gly
310
Val
Leu
Arg
ﬁis
Phe
390
Gln
His
Leu
Leu
Asp
470

Tyx

Glu

19645

His Gln
55
Arg Glu

Asp Lys
Ser Glu

Ser Ile
120

Asp Gly

135

Arg Thr

Val Ala
Ile Ala

Lys Tyr
200

Met Leu

215

His Thr

Leu Ala
Ser Asn

Glu Arg
280

Thr Val

295

Glu Phe

Ile Glu
Gln Ser
Leu Asp
360
Arg Phe
375
Lys Lys
Asp Ser
Gly Leu
Cys Asp
440
Ile Lys
455
Glu Lys
Thr Glu

Gly val

Pro
Gln
Ile
Ile
105
Glu
Leu
Lys
Ile
Tyr
185
Phe
Asp
Glu
Ala
Ala
265
Leu
Arg
Ser
Gly
Pro
345
Thr
Gln
Val
Lys
Gln
425
Ala
Ser
Gly
Ala

Leu

-253-

Pro
Tyr
Asn
90

Arg
Phe
Asn
Lys
Gln
170
Ser
Leu
Ile
Gly
Gln
250
Gly
Pro
Gly
Leu
Tyr
330
Glu
Asn
Cys
Cys
Met
410
Asn
Met
Ser
Asp
Asn

490
Asn

Ala
Gly
75

Ala
Asp
Ile
Arg
Pro
155
Val
Ala
Arg
Val
Asn
235
Glu
Glu
Lys
Leu
Ile
315
Glu
Val
Thr
Axrg
Thr
395
Gly
Met
Lys
Phe
Ala
475
Arg

Ile

Glu
60

Ile
Asp
Ser
Arg
Cys
140
Ile
Gln
Thr
Val
Lys
220
Tyr
CGly
Lys
Ala
Leu
300
Gly
Val
Arg
Arg
Leu
380
Gly

Phe

Pro

Val
460
Pro

Tyr

Asp

Lys
Gln
Pro
Cys
Asp
125
Leu
Ala
Asn
Ser
Val
205
Arg
Gly
Leu
Ser
Arg
285
Ser
Ser
Glu
Ser
Asn
365

Pro

Asn

Val
Arg

val

Trp
110
Ser
Pro
Gly
Leu
Ile
190
Pro
Tyx
Glu
Cys
Phe
270
val
Ala
Asp
Ala
Phe
350
Pro
Gly
Glu
Ile
Ala
430
Asp
val
Arg
Tyr

Tyx

Pro Glu

Vval Glu
80

Leu Leu

95

His Ser

Leu Ile
Asp Gly

val Ile
160

Leu Gln

175

Asp Leu

Ser Asp
Asn Trp

Ser Gly
240

Ile Ala

255

Asp Arg

Val val

Met Arg

Gly Trp
320

Asn Gly

335

Asp Asp

Trp Phe
His Leu

Ser Leu
400

Asn Ala

415

Leu Cys

Gly Arg
Ser Gly

Tyr Asp
480

val His

495

Lys Ile




Gln

Leu

Trp
545
Thr
Gly
val
Ala
Ala
625
Val
Cys
Ser
Pro
Ala
705
Thr
Met
Ser
Phe
Ala
785
Ser
Val
Phe
Thr

Asn
865

Met
Lys

530
Ile

Cys
Cys
Leu
Ala
610
Ser
Cys
Leu
Thr
Leu
690
Trp

Trp

Leu

Phe
Leu
770
Arg
Phe

Gln

Pro
850
Asp

Asn
515
Gly
Cys
Arg
Glu
Leu
595
Leu
Gly
Leu
Ala
Leu
675
Ser
Leu
Tyr
Pro
Gly
755
Gly
Gly
val
Met
Leu
835
Glu

Gly

500
Lys

Gln
Thr
Ala
Pro
580
Leu
Gly
Gly
Ser
Gln
660
Phe
Trp
val
Leu
Thr
740
Leu
Thr
Leu
Pro
Gly
820
Pro

Phe

Asn

Ser
Ile
Ala
Cys
565
Ile
Leu
Leu
Pro
Val
645
Gln
Leu
Ala
Val
Val
725
Glu
Ala
Phe
Thx
Leu
805
Ala
Arg
Phe

Thr

Gly
Lys
Cys
550
Asp
Pro
Leu
Phe
Leu
630
Leu
Pro
Gln
Asp
Leu
710
Ala

Ala

Leu
Phe
790
Leu
Leu
Cys

Leu

Gly
870

Met
Val
535
Lys
Leu
Vval
Leu
Val
615
Ala
Leu
Leu
Ala
Arg
695
Leu
Phe
Leu
Ala
Val
775
Ala
Ala
Leu
Tyr
Gly

855
Asn

19645

val
520
Ile
Glu
Gly
Arg
Leu
600
His
Cys
Phe
Ser
Ala
680
Leu
Ala
Pro
Val
Thr
760
Arg
Met
Asn
Leu
Leu
840
Gly

Gln

505
Arg

Arg
Asn
Trp
Tyr

585
Ser

Phe
Pro
His
665
Glu
Ser
Met
Pro

His
745
Asn
Ser
Leu
Vval
Cys
825
Leu

Gly

Gly

-254-

Ser
Lys
Glu
Trp
570
Leu
Leu
Arg
Gly
Gly
650
Leu
Ile
Gly
Leu
Glu
730
Cys
Ala
Gln
Ala
Gln
810
Val
Met

Pro

Lys

Val
Gly
Phe
555
Pro
Glu
Ala
Asp
Leu
635
Gln
Pro
Phe
Cys
Val
715
Val
Arg
Thx

Pro

Tyr
795
val
Leu
Arg
Gly

His
875

Cys
Glu
540
Val
Asn
Trp
Leu
Ser
620
Val
Pro
Leu
vVal
Leu
700
Glu
Val
Thr
Leu
Gly
780
Phe
Val
Gly
Gln
Asp

860
Glu

Ser
525
Val
Gln
Ala
Gly
Gly
605
Pro
Cys
Ser
Thxr
Glu
685
Arg
Val
Thx
Arg
Ala
765
Arg
Ile
Leu
Ile
Pro

845
Ala

510
Glu

Ser
Asp
Glu
Glu
590
Leu
Leu
Leu
Pro
Gly
670
Ser
Gly
Ala
Asp
Ser
750
Phe
Tyr
Thr
Arg
Leu
830
Gly

Gln

Pro
Cys
Glu
Leu
575
Pro
Val
Val
Gly
Ala
655
Cys
Glu

Pro

Leu

Trp
735
Trp
Leu
Asn
Trp
Pro
815
Ala

Leu

Gly

Cys
Cys
Phe
560
Thr
Ala
Leu
Gln
Leu
640
Arg
Leu
Leu
Trp
Cys
720
His
Val
Cys
Arg
Val
800
Ala
Ala

Asn

Gln
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