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(57) Séang ché& dé cap dén protein bé mit (protein E; pE), mot yéu t6 cé doc luc,

c6 thé thdy & Haemophilus influenzae, c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO. 1, manh sinh mién dich clia protein bé mait nay, va protein sinh mién dich

t4i t6 hop (pE (A)) hoic bién thé cit ngén clia né trén co s& protein bé mit nay.
Trinh tu axit nucleic, vacxin, plasmit va thé thuc khuén, vat chi khong phai
ngudi, trinh tu axit nucleic tai t6 hop, protein dung hop va san phidm dung hop
cling dugc mo ta. Sang ché€ ciing dé cap dén phuong phap san xuét protein hoac
ménh cit ngin cta nd bing cich t4i t6 hogp.
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‘Linh vue k§ thuit dwge dé cap

Sang ché dé cap dén protein bé mit E (surface exposed protein E), mot
yéu t& c¢6 doc luc ton tai trong tht ca cac Haemophilus influenzae c6 v va
khéng dién hinh.

Tinh trang k§y thuit ciia sang ché

Ca Haemophilus influenzae typ b (Haemophilus influenzae type b - Hib)
va H. influenzae khong dién hinh (nontypeable H. influenzae - NTHi) déu gay
ra nhiéu bénh & tré em va ngudi 16n. Hib gy viém mang ndo do vi khuan va
c4c nhiém trung xam 14n khac ¢ tré em dudi 4 tudi, trong khi d6 NTHi da dugc
phén 14p tir cdc trudng hop viém tai gifra, viém xoang, viém nép thanh quén,
viém khi phé quan, va viém phdi va c6 thé gdy bénh nhiém tring mau & tré so
sinh. Hién nay trén thi truong khong c6 vacxin khang NTHi, nhung c6 mdt 5O
vacxin duoc st dung dé khang Hib. Céc vacxin ndy chira polysacarit vo Ilib,
polyribosyl ribitol phosphat, duoc tiép hop véi nhiéu chat mang protein (phiic
hop mang ngoai ndo cau khuén, giai doc t6 udn van, doc t6 bach hau dot bién
khong gay doc, hoac giai doc t6 bach hau) dé khic phuc dép ing mién dich yéu
d6i v6i polysacarit vo & tré em dudi 18 thang tudi. Protein mang ngoai (outer
membrane protein - OMP) cua H. influenzae cling dugc coi la chat mang cia
polyribosyl ribitol phosphat do ching dugc thé hién 14 dich ctia khang thé vat
cht sau khi nhidm Hib va NTHi. Khang thé dbi véi cac OMP P1, P2, P4, P5,
va P6 va protein cd khéi lwong phén tir 98-kDa da dugc dénh gié trong céc thir
nghiém bao v¢€ in vivo va thtr nghiém diét khudn in vitro khéang lai su nhiém H.
influenzae, v6i khang thé déi véi P1, P4, va P6 thé hién hoat tinh sinh hoc
khéng lai ca chiing H. influenzae cting loai va khac loai. Viéc thiéu su bao vé

khéc loai khéi khang thé déi v6i cdac OMP khac mot phan 1a do tinh da dang
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khang nguyén ciia cac protein nay trong s& céc ching H. influenzae khac nhau.
Do d6, mét khéang nguyén 1y tuéng phai duoc boc 16 ca trén bé mit vi khuin va
dugc bao toan tinh khang nguyén t6t. Trong thir nghiém niy, protein mang c6
khéi luong phén tir 42-kDa (loai protein D) dugc phan bd rong va dugc bao
toan tinh khang nguyén trong ca hai ching Hib va NTHi dugc phan 14p, tach
dong, giai trinh ty, va thé hién 13 yéu t6 gay bénh va c6 thé dung 1am vacxin (1-
5). |

Hai thap ky trudc, Haemophilus influenzae va M. catarrhalis da dugce
chimg minh 12 biéu hién 4i lwc manh d6i v6i ca IgD cta ngudi gin két voi bé
mit va hoa tan (6). Viéc gin két véi IgD dudng nhur 13 x4y ra song song bing
tuong tac tuong tu v6i IgD gin két véi bé mit & mirc d6 té bao, mot hién tuong
giai thich tic dung gy nguyén phan manh trén té bao limph6 cia ngudi béi H.
influenzae va M. catarrhalis (7-9). Protein mang ngodi gin két véi IgD tir H.
influenzae (protein D) duoc phéan 1ap va tach dong, va thé hién 13 yéu t6 gay
bénh quan trong (1-5). Tuy nhién, protein D khéng gin két chung véi tit ca cac
IgD u tay (10).

Ban chit k§ thuét ciia sang ché

Thuc té, d3 phat hién thiy ring H. influenzae 13 nguyén nhan hang dau
ctia bénh nhidm tring dudng hd hip trén va dudi, do d6 phai can phat trién cac

vacxin cé thé dung d€ khang H. influenzae.

Vi vay, muc dich ctia sdng ché 1a tim ra cach thiic ma H. influenzae
tuong tac véi cac té bao trong co thé va tuong tic voi hé mién dich, va cb thé
dé xuat loai vacxin mai.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuat protein bé mat, c6 thé dugc tim

thdy trong Haemophilus influenzae, c6 trinh tir axit amin theo SEQ ID No. 1,

hodc manh, thé tuong ddng, thé twong duong chirc ning, chit din xut, san
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phim thodi héa hodc san phim hydroxyl héa, sulphonat héa hozc glycosyl héa

hoic san pham xir Iy thir cip khéc ciia ching.

Theo mét khia canh khéc, sang ché dé xuit manh sinh mién dich cua
protein bé mit nay, manh ndy cé thé tim thiy trong Haemophilus influenzae,

hodc cac bi€n the cai bién nhan tao hoic cd trong tu nhién cta ching.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché d& xuét protein sinh mién dich
t4i td hop trén co sé protein bé mit néu trén, trong d6 céc axit amin & vi tri tir 1
dén 21 coa SEQ ID No. 1 dugc loai bo hodc dugc thay thé bdi mot hodc nhidu
axit amin. Theo mét phuong 4n, cic axit amin & vi tri tir 1 dén 21 cua SEQ ID
No. 1 dugc thay thé bdi trinh tu gdm tir 0 dén 21 axit amin tiy . Theo mot
phu‘ong an khac, protein sinh mién dich tai tb hop c6 trinh ty axit amin theo
SEQ ID No. 2, hoic manh, thé twong dong, thé twong duong chirc ning, chit
dan xuét, san phdm thoai hoa hoic san phim hydroxyl héa, sulphonat héa hoic

glycosyl hoa hogc san phim xt 1y thir cp khac cia ching.

Theo mdt khia canh khéc nira, sang ché d& xuét peptit c6 trinh tir axit
amin theo SEQ ID No. 3, hodc manh, thé twong ddng, thé trong duong chirc
ning, chit din xuét, san phidm thodi héa hodc san phidm hydroxyl héa,

sulphonat héa hoic glycosyl hoa hogic san phdm xir 1y thir cip khac ciia ching.

Theo mot khia canh khac nira, sang ché dé xuét peptit c6 trinh tu axit
amin theo SEQ ID No. 4, hodic ménh, thé twong ddng, thé twong duong chirc
ning, chit din xuét, san phim thodi héa hodc san phdm hydroxyl hoa,

sulphonat héa hoic glycosyl hoa hogic san phdm xir 1y thir cip khac ciia ching.

Theo mdt khia canh khac nita, sang ché d& xuét peptit c6 trinh tu axit
amin theo SEQ ID No. 5, hodic manh, thé twong ddng, thé trong duong chirc
ning, chit din xut, san phdm thodi héa hodc sin phim hydroxyl héa,

sulphonat hda hoic glycosyl héa hogic san phim xir 1y thir cdp khac cia ching.
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Theo mdt khia canh khac nita, sang ché dé xuét peptit c6 trinh tur axit
amin theo SEQ ID No. 6, hoic manh, thé tuong dong, thé twong duong chirc
ning, chit din xuét, san phim thoai héa hodc san phim hydroxyl hoéa,

sulphonat hda hodc glycosyl héa hodc san phim xir Iy thit cép khac clia chiing.

Theo mét khia canh khac nita, sng ché dé xuét peptit cé trinh tu axit
amin theo SEQ ID No. 7, hodc manh, thé twong ddng, thé tuong dwong chirc
ning, chit din xuét, san phim thodi héa hogic sin phim hydroxyl héa,

sulphonat hoa hodc glycosyl hoa hodc san phim xtr 1y thir cép khac ctia ching.

Theo mot khia canh khac nira, sang ché d& xudt peptit cé trinh tur axit
amin theo SEQ ID No. 8, hoac manh, thé twong dong, thé tuong duong chirc
nang, chit din xuét, san phrflm thoai hoéa hoac san phérn hydroxyl hoa,

sulphonat hoa hodc glycosyl hoa hodc san phim xir Iy thit cap khac ctia chiing.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché dé xuét peptit c6 trinh tur axit
amin theo SEQ ID No. 9, hodc manh, thé twong ddng, thé tuong duong chuc
ning, chét din xuét, san phim thoai héa hodc san phim hydroxyl hoéa,

sulphonat hoa hoéc glycosyl hoa hodc san phdm xir 1y thir cép khac cta ching.

Theo mét khia canh khac, sang ché d& xut peptit c6 trinh ty axit amin
theo SEQ ID No. 10, hodc ménh, thé tuong ddng, thé tuong duong chitc ning,
chét dan xuét, san phdm thoéi héa hodc san phim hydroxyl hoéa, sulphonat héa

hoic glycosyl hoa hoic san phim xir 1y thir cAp khéc cla ching.

Theo mét khia canh khac, sang ché md ta viéc sir dung it nhit mot
protein, manh hodc peptit nhu dugc mo ta trén day d8 san xuét thubc ding dé
phong hodc didu tri bénh nhidm tring. Theo mdt phuong 4n, bénh nhiém tring
12 do Haemophilus influenzae giy ra, va theo moét phuong 4an khac,
Haemophilus influenzae cb vo hoic khong dién hinh. Theo mdt phuong 4n
khac nira, viéc sir dung nay dé phong hoiac diéu tri bénh viém tai giita, bénh

viém xoang hoic bénh nhiém tring dudng hd hap dudi, ¢ tré em cling nhu
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nguoi 16n bi, vi du, bénh phéi tic nghén man tinh (chronic obstructive

pulmonary disease - COPD).

Theo mdt khia canh, séng ché dé xuét thudc chira it nhit mot protein,
manh hodic peptit nhu duge md ta trén ddy va mét hodc nhiéu ta chat, chét din,
ta duoc, chét két dinh, chét mang, chét bao quan, chit dém, chat nhii hoa, chét
thim u6t, hodc hop chit 1am d& chuyén nhiém.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& xuét ché phim vacxin chira it nhét
mdt protein, manh hodc peptit nhu duge mo ta trén day. Theo mot phuong an,
ché phidm vacxin nay chtra it nhit mét di-, tri- hoic multime ctia protein, manh
hodc peptit nay. Theo mét phuong an khéc, ché phdm vacxin ndy con chira méot
hodic nhiéu ta chét, chat dan, ta duoc, chit két dinh, chit mang, chét bao quan,
chit dém, chét nhii hoa, chét thAm uét, hoidc hop chét 1am d& chuyén nhiém.
Theo mét phwong an khac nita, ché phim vacxin ndy chira it nht mét vacxin
nita, va theo mot phuong an khéc nita, ché phim nay chira phan sinh mién dich
ctia mot phan tir khac, trong d6 phén sinh mién dich ctia phan tir khac ndy c6
thé duoc chon tir nhém bao gém Protein D ctia H. influenzae (EP 594 610),
MID cua Moraxella catarrhalis (WO 03/004651, WO 97/41731 va
W096/34960), UspA1 hodc UspA2 cua Moraxella catarrhalis (W0O93/03761),
va protein mang ngoai hoic vo hydrat cacbon ciia mam gay bénh dudng hé hip

bét ky, hodc ADN oligonucleotit, nhu motip CpG.

Theo mot khia canh, sdng ché dé xult trinh tu axit nucleic m3 héa
protein, manh hodc peptit nhu dugc md ta trén day, cling nhu thé twong dong,
dang da hinh, san phim thoai héa va bién thé ghép ciia ching. Theo mét

phuong 4n, trinh tr axit nucleic nay duoc dung hop vdi it nhit mét gen khac.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé xuét plasmit hozc thé thuc khuén

chira trinh tu axit nucleic nhu dugc mo ta trén day.



19877

Theo modt phuong 4n khéc nira, sing ché dé xuét vat chii khong phai
ngudi chira it nhit mot plasmit nhu duge mo ta trén ddy va c6 kha ning séan
sinh protein, manh hodc peptit nhu néu trén, cling nhu thé twong déng, dang da
hinh, san phdm tho4i héa va bién thé ghép cla chiing, v4t chli ndy dugc chon
trong s6 vi khuén, ndm men va thuc vat. Theo mot phuong 4n, vat chii ndy 1a

E. coli.

Theo mdt phwong 4n khéc nita, sang ché dé xuét protein hodc polypeptit
dung hop, trong d6 protein, manh hodc peptit nhu dugc mo ta trén day duoc
két hop véi it nhit mot protein khac biang cach sir dung trinh ty axit nucleic tai
t6 hop nhu néu trén. Theo mdt phuong 4n, protein dung hop nay 12 di-, tri hodc
multime cua protein, manh hodc peptit nhu néu trén.

Theo mdt khia canh, sdng ché dé cap dén san phdm dung hop, trong dé
protein, manh hodc peptit nhu dugc mo ta trén day duoc gin két ddng hoa tri,
hodc theo cach khac bét ky, véi protein, hydrat cacbon hodc co chét.

Theo mdt khia canh khéc nita, sdng ché dé cap dén phuong phép phan
13p protein, manh hodc peptit nhu dugc mo ta trén day, phuong phap nay bao
gbm cac budc:

a) nubi cy Haemophilus influenzae hoic E. coli chira ADN mi hda
protein, manh hodc peptit ndy, thu vi khuén va phén 14p thé mang ngoai hoic
thé vii;

b) hoa tan thé viii bing chit solvat héa manh;

c) bd sung chét héi tinh; va

d) thdm tach huyén phu thu dugc bang dung dich dém c6 & pH nam
trong khoang tir 8 dén 10.

Theo mét phuong an cua phuong phép nay, chét solvat héa 13 guanidium

hydroclorua, va theo mdt phwong 4n khéc, chat héi tinh 13 arginin.
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Theo mot khia canh khéac, sang ché d& xuét thudc hoidc ché phém vacxin
nhu néu trén, chira protein hodc polypeptit dung hop néu trén, hodc san phim

dung hop néu trén.

Sang ché mé ta phuong phap phong hodc diéu tri bénh nhiém tring cho
ca thé bao gbém viéc dung thudc hodc ché phdm vacxin nhu duoc mé ta trén
day vé6i lugng hitu hiéu duoc dung. Theo mdt phuong 4n, bénh nhiém tring
nay 1a do Haemophilus influenzae gay ra, ca loai cé vé hodc khong dién hinh,
va theo mét phuong 4n khéc nita, bénh nhiém tring ndy dugc chon tir nhém
bao gdm bénh viém tai giita, bénh viém xoang ho#c bénh nhiém tring dudng
hé hép duéi.

Sang ché d& xuét protein E, dic biét polypeptit protein E va polynucleotit
protein E, nguyén liu tai t6 hop va phuong phép san xuit chiing. Sang ché con
md ta phuong phap sir dung cac polypeptit va polynucleotit nay, bao gbm viée
phong va diéu tri cac bénh nhiém khuén, trong sd cac bénh khéc. Theo mot khia
canh nita, sang ché md ta céc thir nghiém chin doan dé phat hién cac bénh co
lién quan dén bénh nhidm tring va tinh trang bénh lién quan dén cac bénh
nhiém trung ndy, nhu thr nghiém phét hién sy biéu hién hoic hoat tinh cia
polynucleotit hodc polypeptit protein E.

Céc thay dbi va cai bién khac nhau ndm trong y tudng va pham vi ciia sang
ché s& 12 hién nhién d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy qua
viéc doc phin mé ta sau ddy va cac phan khéc clia sang ché.

MO ti van tat cac hinh vé

Fig. 1. Protein E Haemophilus influenzae c6 khbi luong phan tir 16,3
kDa duogc phat hién béi protein u tiy IgD(L). O hinh A, biéu thi phén tich mién
dich d(‘)n‘g t& bao cua sy biéu hién pE trong H. influenzae 772. SDS-PAGE va
phan tich thdm tich Western (B) va phéan tich dién di trén gel SDS-

polyacrylamit 2 chiéu (C) ctia protein mang ngoai duge xir Iy bang Empigen®
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cta H. influenzae MinnA dugc biéu thi. Chiét pham protein mang ngoai dugc
biéu thi truée (B) va sau khi tach trén Q-Sepharose (C). Miii tén trén hinh C chi
vi tri du dodn cia pE trén co s& phuong phdp thim tach Western (st dung
IgD(A) dé tham do) cta gel tvong tmg. O hinh A, vi khudn dugc nap bing
protein u tiy IgD(L) sau d6 G bing pAb cua thé khang IgD dugc tiép hop véi
FITC va phén tich min dich dong té bao. O hinh B, SDS-gel dugc nhuém
xanh Coomassie (nhudém mau) va phan tich thim tach Western dugc do bing
IgD(X) u tiy cta ngudi, sau d6 0 v6i khang thé da dong IgD dé khang nguoi
dugc tiép hop véi horseradish peroxidaza. Cac miu dugc dun sbi véi su c6 mit

cua 2-mercaptoetanol trong 10 phut trudce khi nap.

Fig. 2. 13 profin mién dich dong t& bao cta E. coli biéu hién pE dugc so
sanh voi H. influenzae 3655 kidu dai va dot bién khéng c6 pE. E. coli chira
vecto pUC18 rdng (4) duoc so sanh véi vi khudn dugc bién nap bang pUC18
chira ADN hé gen tir H. influenzae 772 (cac gen tir HIO175 dén HI0178) (B).
Su biéu hién pE trong H. influenzae 3655 kiéu dai khong dién hinh (C) va dot
bién tuong tmg (D) dugc thé hién. Ching E. coli IM83 va H. influenzae dugc
nudi ciy trong méi trudng nudi cdy 16ng qua dém. E. coli duge 0 bang IgD(A)
u tly ctia ngudi trong d4 lanh. Sau 1 gid va sau khi rira, bd sung pAb IgD thé
khang ngudi dugc tiép hop véi FITC trong thém 30 phit nita, sau d6 rira va
phan tich mién dich dong té bao. Céac budc twong tir cling duoc thuc hién véi
H. influenzae 3655 hoic dot bién pE c6 ngudn gbc tir 46 bang cach st dung
khang thé da dong khang pE dic hiéu ciia thé va pAb dé khang tho dugc tiép
hop véi FITC.

Fig. 3. Su biu hién pE cta H. influenzae va loai lién quan dugc minh
hoa bing phan tich mién dich dong t& bao va IgD(L) huyét thanh u tiy. Ching
22 ctia NTHi va ching 27 cta lodi haemophilus hodc vi khuén lién quan dugc
phan tich. Vi khuin dugc nudi dén pha én dinh va @ bing IgD(\) u tiy cta
ngudi trong d4 lanh. Sau 1 gir va sau khi rira, khang thé da dong (polyclonal
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antibody - pAb) IgD tho khang ngudi duge tiép hop véi FITC duge bd sung

trong thém 30 phut nira, tiép theo rira va phén tich mién dich dong té bao.

Fig. 4. pE duoc bidu hién trong H. influenzae NTHi va ¢6 vo dugc minh
hoa bdi phén tich thdm tich Western. Protein vi khuan tir cic ching d3 dinh
duge diéu ché bang cach sir dung Empigen® va duoc dua vao SDS-gel, sau d6
phan tich thdm tach Western dugc do bing IgD(A) u tiy clia ngudi va khang
th& da dong pAb IgD dé khang ngudi dugc tiép hop véi horseradish peroxidaza
1am khang thé phét hién.

Fig. 5. pE22-160 tai t6 hop trén ¢ s trinh tu tir NTHi 772 so véi pE tu
nhién tir H. influenzae MinnA. Trén hinh A, trinh ty ¢6 diu amino ctia manh A
co nguff)n géc tir pE duoc so sanh vdi trinh tu co d4u amino duge du doan cia
protein pE nguyén thé. Trén hinh B, dua ra minh hoa so luge cla pE(A) véi
Histidin d4nh ddu. Trén hinh C, kich thuéc va d9 tinh khiét dugc thé hién trén
PAGE dugc nhuém Commassie. Trén hinh D va E, chiét phdm protein mang
ngoai (OMP) tir H. influenzae MinnA dugc so sanh véi pE(A) dugc tao ra béang
cach tai t6 hop 14n luot trong phén tich gel dugc nhudém bing Coomassie va
phan tich thdm tach Western. Trén hinh A, trinh ty peptit tin hiéu duoc loai bd
ngoai gdc axit amin glutamin 21. Chin axit amin cé ngudn gde tir vecto biéu
hién pET26(+) nhu d4 dugc biéu thi. Cac sb dai dién cho c4c vi tri axit amin
bét dAu tir vi tri khoi dAu dich m3 cia pE. pE(A) téi t6 hop dugc san xuét trong
E. coli, dugc tinh ché, va dem phan hiy Edman @ phan tich vi tri tach
peptidaza tin hiéu. Trén hinh D va E, hai gel dugc tién hanh dong thoi, mét gel
duoc nhuém mau xanh sang Coomassie va mdt gel dugc thim trén mang
Immobilon-P, duoc dd bing protein u tiy IgD(A) cta ngudi, tiép d6 & bing
khang thé thtr cAp thich hop dugc tiép hop véi horseradish peroxidaza. Phan
OMP duoc tinh ché bang cach st dung Empigen® nhu d3 duoc mb ta trong
phén nguyén liéu va phuong phap.

-10-
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Fig. 6. Protein E dugc bao toan déc biét. Tén sb dot bién diém trong 13
dén 31 ching Haemophilus influenzae (Bang 2) bao gdm cé thé phén 1ap c6 vo
va khong dién hinh dugc biéu thi. Cac két qua thu dugc bing cach giai trinh tur
c6 st dung doan mdi nim canh sudn. T4t ca céc trinh tu duge so sanh véi trinh
tu pE cua H. influenzae Rd dugc st dung lam trinh tu so sanh va dugc thé hién
trén hinh nay.

Fig. 7. Profin ky nu6c/ua nuée cia pE. Minh hoa céc phin ua nudc va
ky nuéc cia cac gbe axit amin riéng r&. Peptit tin hiéu du doén ciling duge chi
ra. $6 liéu thu dugc bang cach sir dung phuong phép chuin nhu di duge mo ta
(21).

Fig. 8. SDS-PAGE minh hoa pE22-160 t4i t5 hop (manh A) va mét loat
cac méanh dugc cét ngin tir B dén H. Trén hinh A, biéu thi cic manh khéc
nhau, trong khi d6 trén hinh B, biéu thi SDS-PAGE. ADN m3 héa cc protein
khéc nhau dugc gin vao vecto bidu hién pET26(+) va duoc bidu hién tai t6 hop
trong E. coli. Protein biéu hién qui mirc thu dugc dugc tinh ché trén nhua

niken va duoc tach trén SDS-PAGE, tiép d6 nhuém mau xanh sang Coomassie.

Fig. 9. Chung dot bién khong c6 pE (NTHi 3655) c6 kha ning giy bénh
viém tai giita cAp tinh & chudt thp hon tir 100 dén 1.000 lan. Sy nhiém tring
duoc giy ra & chudt duc Sprague-Dawley bang cach rach vao dudi cd, sau d6
tiém vao trong hbc tai gitta mot s6 luong vi khudn da dinh trong thé tich 0,05
ml. S6 liéu duoc thé hién 13 tir ngdy 3 cua thir nghiém va 1a dai dién cta 5 con
trong mdi nhom.

Fig. 10. Nong d6 trung binh cta khang thé IgG va IgA truc tiép khang
pE trong huyét thanh tir cic nhém tudi khic nhau. Khang thé khang pE duoc
phan tich bing thir nghiém kep ELISA c6 str dung pE(A) téi td hop 1am chit
ngam. D tinh khiét cta pE(A) nhu dugc chi ra trén Fig. 5.
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Fig. 11 pE dugc bao toan dic biét trong cac ching haemophilus khac
nhau. Gen pe dugc giai trinh ty trong H. influenzae c6 vé typ a (n=2), b (n=2),
c (n=2), d (n=1), e (n=2), va f (n=3), NTHi (n=8), H. influenzae biovar
aegypticus (n=6) va H. aegypticus (n=5), c6 sir dung doan mdi ndm canh suon.
Rd thé hién ching H. influenzae Rd (Hi0178) va 772 thé hién ching NTHi
772. Céc sb tir 65 dén 577 tuong tmg véi cac ching duge minh hoa trong bang
1.

M0 ta chi tiét sang ché

Trude khi mé ta chi tiét sang ché, didu quan trong can phai hiéu ring
sang ché trong ban md ta ndy khong chi giéi han & céc phuong 4n va cac budc
chi tiét dugc mé ta trong ban md ta ndy. Cac vi du dugc dé cap 12 ¢ minh hoa
cho sang ché nhung khéng giéi han pham vi cia sing ché theo cach bat ky.
Séang ché c6 thé bao gdbm cac phwong 4n khac va dugc thuc hién hoic tién hanh
theo nhidu cach khac nhau. Cén phai hidu ring cach dién dat va thuat ngir dung.
trong ban md ta ndy nhim muc dich md ta chir khong gidi han pham vi cua

sang che.

Sang ché mo ta viéc tach dong va biéu hién protein mang ngoai cta H.
influenzae méi duge goi 1a protein E (pE). Protein ndy dugc phat hién bing
cach sir dung IgD (A) huyét thanh u tiy cia ngudi c6 i lyc dic hiéu déi véi
pE.

Pé tang t6i da loi ich cia pE tai t hop, manh pE dugc cit ngin gdm céc
gbc axit amin tir lysin22 dén lysin160 duoc tao ra. Do d6, peptit tin hiéu dau N
bao gdm axit amin glutamin21 dugc loai bd va thay thé bang peptit din ngoai
chin géc c6 ngudn gbc tir vecto pET26(+). pE dugc cit ngan (tirc 1a pE22-160)
dugc goi 1a pE(A).

Sang ché bao gdm protein pE mang ngoai cia Haemophilus va cac peptit

c¢6 ngudn gbe tir pE pE22-60, pE22-95, pE22-125, pE41-68, pE56-125, pES6-
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160, pE86-160, pE115-160, va di-, tri- hodc oligome cua ching. Cu thé, wu tién

hon 14 trinh tu ctia pE hoac peptit c6 nguE‘m géc tir 6 dugc bdc 16 trén bé mit.

Do vy, ché phim vacxin theo sang ché chira thanh phén sinh mién dich
13 protein bé mit c6 thé duoc tim thiy trong tit ca Haemophilus influenzae,
ménh sinh mién dich cta protein bé mit ndy, protein sinh mién dich tai t hop
trén co s& protein bé mit ndy, protein sinh mién dich tai t6 hop c6 trinh ty axit
amin theo SEQ ID No. 2, vi/hodc peptit cé trinh ty axit amin theo SEQ ID No.
3-10, hodic manh, thé tuong ddng, thé tuong duong chire ning, chat din xudt,
san phim thoai héa hodc san phim hydroxyl héa, sulphonat héa hodc glycosyl
héa, hodic san phim xir ly thit cAp khéc ctia ching. Ché phim vacxin con cb thé
chira protein hodc polypeptit dung hgp, hodc san phim dung hop theo séng ché
13m thanh phin sinh mién dich. C4c thanh phan sinh mién dich c6 khé ning tao
ra khang thé hodc dép tmg mién dich khic déi v6i Haemophilus influenzae,
trong d6 khang thé duoc tao ra c ché sy phat sinh bénh cua vi khuan
Haemophilus influenzae d6i voi té bao cua dbi tuong. “Liéu sinh mién dich”
ctia ché phdm vacxin theo sang ché 12 liéu ma sau khi dung tao ra dugc dap
{mg mién dich thé dich va/hodc té bao c6 thé nhan thiy dugc so voi dap ung

mién dich chuan trudc khi dung.

Trinh tu axit nucleic dugc st dung trong ché phim vacxin theo sang ché
dé tao ra khang nguyén c6 thé dugc cai xen vao vecto bidu hién bét ky trong s6
nhidu vecto biéu hién bing nhidu quy trinh khéc nhau. Céc quy trinh nay 12 da

biét déi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc nay.

Ché phdm vacxin dugc san xult d& dang bang céach sir dung céc phuong
phap va k¥ thuat da biét, va c6 thé duoc dung theo nhiéu cach khéc nhau, t0t
hon 13 duong dung ngoai rudt hodc trong miii. Dang bao ché thich hop dé ding
ngoai duong tiéu hda hodc trong miii bao gdm dung dich tiém nudc va khong
phai nude vo tring c6 thé chira chit chong oxy héa, chit dém, chét kim khuén

va chét hoa tan 1am cho dang bao ché ding truong véi dich co thé cua ddi
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tuong dang nghién ciru; va huyén phit nudc va khong phai nudc vo trung c6
thé bao gdm chét tao huyén phti hoic chit lam dic. Thanh phin giy mién dich
chi dong thuong dugc tron vdi ta duge 13 loai duge dung, nhu nuée, dung dich
nuée mudi, dextroza, glyxerol, etanol, hodc céc chit tuong tu. Ngoai ra, ché
phém vacxin con c6 thé chira lugng nhé cac chét phu tro nhu chét thAm ué6t

hoac nhii hoa, chét dém pH, chét két dinh, chét mang hodc chét bao quan.

Ché phim vacxin ciing c6 thé chira cac ta chit ¢ lam ting kha ning sinh
mién dich cua ché phém, nhu t4 chit Freund va cc hé khac d3 biét trong linh
vuc ndy. Cac thanh phin sinh mién dich cta ché phdm vacxin, nhu protein,
manh, peptit, protein dung hop hoéc polypeptit, hodc san phim dung hop theo
sang ché, c6 thé duoc ding dé bao ché vacxin & dang trung tinh hoic dang
mudbi.

Liéu luong cta ché phém vacxin s€ phu thudc vao hoat tinh cu thé cua
vacxin va cé thé x4c dinh d& dang bing céc thir nghiém théng thuong. Ché
phidm vacxin duoc ding vdi luong sao cho c¢é higu qua didu tri va gy duoc

mién dich, va so lugng phu thude vao doi tuong.

Sang ché dé cap dén polypeptit va polynucleotit protein E nhu duge mé ta
chi tiét hon duéi day. Cu thé, sang ché d& cap dén polypeptit va polynucleotit cia
protein E ctia H. influenzae khong dién hinh. Polypeptit protein E ¢6 mdt trinh tir
tin hiéu va dugc bdc 16 & bé mit cia vi khuén. Peptit tin hi€u nim tir géc 1 dén

gbc 20 ctia polypeptit protein E.

Viéc d& cap dén “protein E” trong ban md ta ndy 13 dé cip dén peptit,
ménh sinh min dich, thé dung hop, polypeptit hoic protein bét ky theo sang ché
(nhu SEQ ID NO: 1 ¢6 hodc khong c6 trinh tur tin hi¢u). “Polynucleotit ma héa
protein D” dugc ding dé chi trinh tu polynucleotit bat ky ma héa cho peptit,
manh sinh mién dich, thé dung hop, polypeptit hoic protein bat ky theo sang ché.
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Thuét ngit “chira” trong ban mé ta ndy c6 thé duoc ding thay thé cho thuit

ngit “dugc cau thanh tir”.

Sang ché dic biét dé cap dén polynucleotit protein E va polypeptit duoc

ma hoa duogc liét k€ trong ban mo ta nay.

Can phai hiéu rang trinh tu duoc trich din trong Danh muc trinh ty dudi
day dudi dang “ADN” 13 vi du minh hoa ctia mét phurong 4n theo sang ché, do
d6 ngudi cb hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy s& biét duoc ring trinh tu
ndy cé thé duoc dung hitu ich trong polynucleotit néi chung, ké ca

ribopolynucleotit.

Trinh tu cta polynucleotit protein E dugc néu trong SEQ ID NO:11 (tur
ching ntHi 772). '

Trinh tu cia polypeptit dugc ma hoa cia protein E dugc néu trong SEQ ID
NO:1 (tr ching ntHi 772), 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10.

Polypeptit

Theo mdt khia canh, sdng ché dé& xuét polypeptit ctia H. influenzae (cu
thé 13 H. influenzae khdng dién hinh) trong ban md ta ndy duoc goi 12 "protein
E" va "polypeptit protein E" ciing nhu cac bién thé hitu ich v& mit sinh hoc,
| chén doan, du phong, 1am sang hoidc didu trj clia chﬁhg, va céc ché phdm chira

chung.
Sang ché con d¢€ xuat:

(a) polypeptit phan 1ap chira trinh tyr axit amin c6 d6 déng nhat it nhét 13
85%, tot hon 13 c6 d6 ddng nhét it nhit 13 90%, tot hon nira 1a c6 d6 dong nhit
it nhét 13 95%, tot nhit 1a 46 ddng nhét it nht 13 97-99% hoic déng nhit hoan
toan, so vdi trinh ty b4t ky néu trong SEQ ID NO: 1-10;

(b) polypeptit dugc ma hda bdi polynucleotit phén 1dp chira trinh tu
polynucleotit c6 d6 ddng nhét it nhit 13 85%, t6t hon 14 c6 dd ddng nhét it nhét
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12 90%, t6t hon nita 1a c6 d6 ddng nhét it nhit 13 95%, thdm chi t6t hon nita 12
d6 ddng nhét it nhét 13 97-99% hodc ddng nhét hoan toan so v&i trinh tw bt ky
néu trong SEQ ID NO: 11 trén toan bd chiéu dai cia trinh ty duoc chon néu
trong SEQ ID NO: 0; hodc

(c) polypeptit dugc ma hdéa bdi polynucleotit phan 14p chwra trinh tu
polynucleotit md héa polypeptit c6 d6 ddng nhit it nhét 12 85%, t6t hon 13 ¢6 do
ddng nhét it nhét 13 90%, tét hon nita 13 c6 d6 dong nhit it nhit 13 95%, tham
chi tt hon nira 13 d6 ddng nhét it nhit 1a 97-99% hoic dong nhét hoan toan, so
v6i trinh ty axit amin cda trinh tu bit ky néu trong SEQ ID NO: 1-10.

Polypeptit protein E dugc néu trong SEQ ID NO: 1-10 1a polypeptit
protein E tir ching H. influenzae khong dién hinh. Cac trinh tu protein E khac
cling dugc xac dinh tir chuing H. influenzae dugc liét ké trong bang 1.

Sang ché con d& xuit manh sinh mién dich cta polypeptit protein E, 13
phdn 1ién k& cua polypeptit protein E c6 hoat tinh sinh mién dich giéng hodc
gin gibng véi polypeptit chira trinh ti axit amin twong tmg dugc chon tir SEQ
ID NO: 1-10; Tire 14 méanh ndy (néu cén c6 thé duge phdi cip voi chit mang)
c6 kha ning 1am ting ddp tmg mién dich nhan biét polypeptit protein E. Theo
c4ch khac, hodc ngodi ra, manh sinh mién dich c6 thé duy tri chirc ning gin két
v6i IgD cua protein c6 chidu dai diy da (nhu d3 duge mé ta trong phén Vi du
thuc hién sang ché, vi du nhu kha ning gin két véi IgD(L) tir vi tri gén két
(Birmingham, England). Manh sinh mién dich nay c6 thé chtra, vi du,
polypeptit protein E khong c6 trinh tu dan & dau N, va/hodc mién xuyén mang
va/hodc mién moé neo & diu C. Theo mot khia canh wu tién, manh sinh mién
dich cua protein E theo sang ché bao gdm gin nhu tit ca mién ngoai bao cla
polypeptit c6 d6 ddng nht it nhit 13 85%, t6t hon 3 c6 db dong nhét it nhat 1a
90%, 5t hon nita 1a c6 d6 ddng nhét it nhét 13 95%, t6t nhit 1a 46 ddng nhét it
nhét 13 97-99% déng nhit, so vdi trinh tr dugc chon tir SEQ ID NO: 1-10 trén

toan bd chiéu dai cia trinh tir ndy.
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Manh 13 polypeptit ¢é trinh ty axit amin ma toan bg trinh tur nay gidng mot
phin nhung khong phai 12 tAt ca trinh t axit amin bat ky ciia polypeptit bat ky
theo sang ché. Nhu véi polypeptit protein E, manh c6 thé "ton tai tw do", hodc
dugc chira trong mot polypeptit 16n hon trong d6 chiing tao thanh mat phan hozc
ving, t6t hon nita 13 1am mot ving lién ké trong mdt polypeptit 1én hon. Do dd,
ménh ndy c6 thé ngén hon trinh tu nguyén thé c6 chidu dai ddy du, hoic, néu
duoc chira trong polypeptit 16n hon, ¢6 thé 13 trinh tur nguyén thé c6 chiéu dai diy
da hoac protein dung hop dai hon.

Manh duoc wu tién bao gdm, vi du, polypeptit cét ngén c6 mot phéan 1a
trinh tur axit amin dugc chon tir SEQ ID NO: 1-10 hodc 1a cac bién thé cta chung,
nhu chudi lién tuc cua cic gbc ma bao gdm trinh ty axit amin c6 diu amino
va/hodc carboxyl. Cac dang thoai hoa cla polypeptit theo sang ché dugc tao ra
béi hoidc trong té bao vét chy, cling dugc uu tién. Uu tién hon 13 cic manh duge
dgc trung boi céc dic tinh vé céu trac hodc chirc ning nhu cic manh chira viing
xodn alpha va viing tao xoén alpha, ving phién beta va viing tao phién beta, ving
vong va vung tao vong, ving cudn va vung tao cudn, vung wa nudc, vung ky
nude, vung ludng tinh alpha, ving ludng tinh beta, ving linh d(f)hg, ving tao bé

mit, viung gan ket co chat, va viing c6 chi so khang nguyén cao.

Manh duoc wu tién khac bao gdm polypeptit phan l4ap chira trinh tu axit
amin ¢6 it nhét 15, 20, 30, 40, 50 hodc 100 axit amin lién k& cta trinh tyr axit
amin dugc chon tir SEQ ID NO: 1-10 hodc polypeptit phén 1dp chua trinh tu
axit amin ¢ it nhat 15, 20, 30, 40, 50 hodc 100 axit amin lién k& duoc cit ngén

ho#c loai bo khdi trinh tyu axit amin chon tir SEQ ID NO: 1-10.

Ménh dugc wu tién khic nira 13 cic méanh bao gdm epitop té bao B, vi du

cac manh/peptit dugc mo ta trong Vi du 10.

Manh ciia polypeptit theo sang ché c6 thé dugc ding d8 san xuét
polypeptit c6 chiu dai ddy da twong tmg béng cach tong hop peptit; do d6, cac
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ménh ndy c6 thé dugc ding 1am chét trung gian dé san xuét polypeptit c6 chiéu
dai dy du theo sang ché.

Dic biét wu tién cac bién thé trong d6 mét sb, 5-10, 1-5, 1-3, 1-2 hoic 1

axit amin dugc thay thé, loai bd, hodc bd sung theo t6 hop bat ky.

Polypeptit, hodc méanh sinh mién dich, theo sang ché c6 thé & dang
protein “trudng thanh” hodc cé thé 13 mot phan cua protein 16n hon nhu tién
chét hodc protein dung hop. Thudong tét hon néu bao gdm trinh tr axit amin bd
sung ma chira trinh tir tiét hodc din, tién trinh tu, trinh ty trg giip cho qu4 trinh
tinh ché nhu cac gbc chtra nhidu histidin, hogc trinh tu bd sung dé 1am 6n dinh
trong qué trinh san xuét tai t6 hop. Ngoai ra, viéc bd sung polypeptit ngoai sinh
hodc duéi lipit hodc trinh tu polynucleotit dé 1am ting kha ning sinh mién dich

cua phan tir cudi cung cling dugc xem xét.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén protein dung hop hoa tan dugc
xtr ly bang k§ thuét di truyén chita polypeptit theo séng ché, hoic manh cia
ching, va cac phan khac nhau cta viing ¢ dinh ciia chudi ning hoic chudi nhe
clia globulin mién dich thudc cac phin 16p khac nhau (IgG, IgM, IgA, IgE).
Globulin mién dich duoc wu tién 13 phin ¢ dinh cia chudi ning cta IgG cia
nguoi, dic biét 1a IgGl, & d6 su dung hop x4y ra tai vung ban 18. Theo mét
phuong an dic biét, phan Fc ¢ thé duogc loai bé mot cach don gian béng cach

phéi hop trinh tu tich ma c6 thé dugc tach ra bang yéu td déng mau Xa.

Ngoai ra, sang ché con d& cap dén quy trinh san xuit céc protein dung
hop ndy bing tmg dung di truyén, va viéc sir dung chiing dé sang loc thudc,
chdn doan va didu tri. Theo mét khia canh khéc, sang ché ciing d& cdp dén
polynucleotit ma hoa céc protein dung hgp nay. Vi du vé k¥ thuét protein dung
hop nay c6 thé thiy trong cong bd don sang ché quéc té cac s6 W094/29458
va W094/22914.
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Céc protein ndy c6 thé duoc tiép hop héa hoc, hodc duoc biéu hién dudi
dang protein dung hop t4i t6 hop cho phép 1am ting mic dd san xuét trong hé
biéu hién so véi protein khong duge dung hop. Péi tac dung hop c6 thé gitp
trong viéc cung cép epitop t& bao T tro gitip (d6i tac dung hop mién dich), tbt
hon 14 epitop t& bao T trg gitip dugc nhan biét béi nguoi, hodc trg gitp trong
viéc biéu hién protein (chét 1am ting mirc d6 biéu hién) & hidu sut cao hon so
véi protein tai tb hop nguyén thé. Tét hon 13 dbi tac dung hop dong thoi 13 dbi

tac dung hop mién dich va dbi tac 1am ting mirc d6 biéu hién.

Péi tic dung hop bao gdm protein D tir Haemophilus influenzae (EP
594610) va protein khoéng cdu tric tlr virut influenza, NS1 (hemagglutinin).
Mot dbi tac dung hop khéc 13 protein di biét nhu 13 Omp26 (WO 97/01638).
Mot dbi tac dung hop khéc 14 protein dd biét nhur 1a LytA. Tét hon 13 phan dau
C cuia phan tir duge sir dung. LytA c6 ngudn gbc tir Streptococcus pneumoniae,
13 ching tong hop N-axetyl-L-alanin amidaza, amidaza LytA, (dugc mé hoa
bi gen yt4 {Gen, 43 (1986) trang 265-272}) autolysin thodi hoa dic hi€u mot
sd lién két trong khung peptidoglycan. Mién déu C cua LytA protein dam
nhiém vé 4&i luc d8i véi cholin hodc véi mot sd chét tuong tu cholin nhu
DEAE. Pic tinh ndy di duoc khai thac dbi véi su phat trién cua plasmit biéu
hién C-LytA & E.coli hitu ich dé bidu hién protein dung hop. Su tinh ché
protein lai chita manh C-LytA & diu amino clia né di dugc md ta
{Biotechnology: 10, (1992) trang 795-798}. Cé thé sir dung phin l3p lai cia
phan tir LytA tim thiy & dau C bit dau & gbc 178, vi du, cac gdc 188-305.

Sang ché ciing bao gdm cac bién thé ctia cac polypeptit nédu trén, do 1a cac
polypeptit bién ddi tir polypeptit ban diu bing cach thay thé bao toan axit amin,
nhd d6 mot gbe duoc thay thé bing mot gbe khéac c6 dic diém tuong tu. Su thay
thé nay thuong 13 trong s6 Ala, Val, Leu va Ile; trong s6 Ser va Thr; trong s cac
gbc axit Asp va Glu; trong s& Asn va Gln; va trong sb cac gbc bazo Lys va Arg;

hoic cac gbc thom Phe va Tyr.
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Polypeptit theo sang ché c6 thé duoc tao ra theo cach thich hop bt ky.
Céac polypeptit ndy bao goém polypeptit cé trong tiwr nhién dugc phan l4p,
polypeptit duoc san xudt tai t& hop, polypeptit duoc san xuit tdng hop, hodc
polypeptit dugc san xuit bing cach két hop cac phuong phép ndy. Cac cach tao
ra polypeptit 13 d3 biét trong tinh trang k¥ thuat.

U tién hon ca 13 polypeptit theo sang ché c6 ngudn gbc tir H. influenzae
khong dién hinh, tuy nhién, t5t hon 1a polypeptit ndy dugc thu céc sinh vat
khac cliing gidng trong bang phan loai. Polypeptit theo sang ché ciing c6 thé thu

dugc tir, vi dy, cac sinh vat ¢ cung ho hodc bd trong bang phan loai.
Polynucleotit

Mot muyc dich ciia sang ché 1a d& xuét polynucleotit ma héa polypeptit
protein E, dac biét 1a polynucleotit ma hoa polypeptit ma trong ban mé ta nay goi

1a protein E.

Theo mdt phuong 4n dic biét wu tién cta sang ché, polynucleotit chira
vung ma hda polypeptit protein E chira trinh tu dugce néu trong SEQ ID NO: 11

ma bao gom gen c6 chi€u dai day da, hoac bién thé cia nd.

Polynucleotit protein E dugc néu trong SEQ ID NO: 11 1a céc
polynucleotit protein E tir ching H. influenzae 772 khong dién hinh. Cac trinh tur
khac da dugce xac dinh cia gen ma hoa protein E tir ching H. influenzae dugce liét

ké trong bang 1.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét phén tir axit nucleic phan lap
mi hoéa vid/hodc bidu hién polypeptit va polynucleotit protein E, dic biét
polypeptit va polynucleotit protein E ctia H. influenzae khéng dién hinh, bao
gém, vi dy, ARN, ribozym ARN, ARN thong tin, ADN bd trg, ADN hé gen, B-
va Z-ADN khéng duoc xir . Theo cac phuong 4n khac, sang ché d& xuét cac
polynucleotit v polypeptit, va bién thé ctia ching, va ché phim chira chiing c6

thé duoc st dung trong sinh hoc, chin doén, di phong, 1am sang hozc diéu tri.
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Theo mot khia canh khéc, sang ché @& xuét cac polynucleotit phan lap,
chira it nhAt mot gen c6 chidu dai ddy da, ma héa polypeptit protein E c6 trinh tur
axit amin duoc suy ludn néu trong SEQ ID NO: 1-10 va polynucleotit li€n quan

mat thiét véi chiing va céc bién thé clia chung.

Theo mdt phuong an dic biét wu tién khac, sang ché @& xuét polypeptit
protein E tit H. influenzae khong dién hinh chira hodc dugc cAu thanh tir trinh ty
axit amin duoc chon tir SEQ ID NO: 1-10 hoic bién thé ctia né.

Bing cach sir dung cic thong tin néu trong ban md ta nay, nhu trinh ty
polynucleotit néu trong SEQ ID NO: 11, polynucleotit theo sang ché ma hoa
polypeptit protein E ¢ thé duge didu ché bang cach st dung céc phuong phap
tach dong va sang loc chuén, nhu cac phuong phép tach dong va giai trinh tu
ménh ADN nhidm sic thé tir vi khudn bang c4ch sit dung ching t& bao H.
influenzae 3224A (hoc 772) khong dién hinh 1am nguyén liéu ban du, sau do
tao ra dong vo tinh c6 chidu dai diy dd. Vi du, d€ tao ra trinh tw polynucleotit
theo sang ché, nhu trinh ty polynucleotit néu trong SEQ ID NO: 0, thong
thuong mot thu vién dong vo tinh cia ADN nhidm séc thé cia ching H.
influenzae 3224A (hoc 772) khong dién hinh trong E.coli hogc mét s6 vt chu
thich hop khac dugc nghién ciu bang oligonucleotit danh diu phong xa, t6t
hon 13 17-mer hodc dai hon, c6 ngudn gdc tir trinh ty mét phan. Dong v tinh
mang ADN gidéng nhu dong vo tinh cia mAu dd sau d6 cb thé dugc phan biét
bing cach sir dung diéu kién lai nghiém ngjt. Bang cach giai trinh ty cac dong
v tinh riéng biét x4c dinh béi viéc lai v6i doan mbi giai trinh twr dugc thiét ké
tlr trinh tu polypeptit hodc polynucleotit ban dAu, sau d6 c6 thé kéo dai trinh ty
polynucleotit theo ca hai huéng dé xéc dinh trinh tw gen c6 chiéu dai day du.
Mot cach thuin tién, viéc giai trinh ty nay c6 thé duoc thuc hién bé‘mg cach, vi
du, sir dung ADN soi kép dﬁqc lam bién tinh duogc tao ra tir dong vo tinh
plasmit. Cac k¥ thuét thich hop dugc m6 ta boi Maniatis, T., Fritsch, E.F. va
Sambrook et al., MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL, 2nd
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Ed.; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York
(1989). (xem cu thé Screening By Hybridization 1.90 va Sequencing Denatured
Double-Stranded ADN Templates 13.70). Viéc gidi trinh tg ADN hé gen truc
tiép ciing c6 thé dugc thuc hién dé thu dugc trinh tu gen c6 chiéu dai ddy du.
Theo minh hoa ctia sang ché, polynucleotit néu trong SEQ ID NO: 11 dugc tim
thiy trong thu vién ADN c6 ngudn gbc tir H. influenzae khong dién hinh.

Ngoai ra, mdi trinh tiy ADN néu trong SEQ ID NO: 11 chita mot khung
doc m& ma héa protein c6 mot s6 cac gbe axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 ¢b
khdi lwong phén tir giam c6 thé tinh toan dugc bang cach sir dung gia tri khdi
Iwong phén tir ctia cac gdc axit amin ma ngudi c¢6 hidu biét trung binh trong linh

vuc ndy da biét.

Polynucleotit ¢6 trinh tir néu trong SEQ ID NO: 0, nim giira codon khéi
dAu va codon két thic, ma héa tuong tmg polypeptit c6 trinh tir néu trong SEQ
ID NO: 1.

Theo mdt khia canh nita, sing ché dé& xuét polynucleotit phan 1ap chira

hodc duge ciu thanh tir:

(a) trinh tur polynucleotit c6 d6 ddng nhét it nhat 13 85%, t6t hon 14 c6 dd
ddng nhét it nhit 13 90%, t6t hon nita 13 c6 d6 ddng nhét it nhét 13 95%, thim
chi t&t hon nira 13 d6 déng nhét it nhit 13 97-99% hodc ddng nhét hoan toan, so
vé6i trinh tu polynucleotit bat ky tir SEQ ID NO: 11 trén toan bd chidu dai cia
trinh tu polynucleotit tir SEQ ID NO: 0; hoac

(b) trinh tr polynucleotit md héa polypeptit c6 dd dong nhét it nhét 13
85%, tot hon 13 c6 d6 ddng nhét it nhét 13 90%, tot hon nita 13 c6 d6 dong nhat
it nhét 13 95%, tham chi t6t hon nita 13 d6 ddng nhét it nhat 13 97-99% hoic
ddng nhét hoan toan 100%, so véi trinh tir axit amin bat ky duoc chon tir SEQ
ID NO: 1-10 (hoac manh cta nd), trén toan bg chiéu dai cta trinh ty axit amin tir
SEQ ID NO: 1-10 (hoic ménh).
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Polynucleotit ma héa polypeptit theo sang ché, bao gdm thé trong dong va
thé trong ddng khac loai tir cac lodi khic H. influenzae khong dién hinh, c6 thé
thu dugc bing quy trinh bao gdm cac bude sang loc thur vién thich hop trong diéu
kién lai nghiém ngjt (vi du, sir dung nhiét d6 nim trong khoang tir 45-65°C va
ndng d6 SDS tir 0,1-1%) v6i maiu do danh déu hodc ¢ thé phét hién dugc chira
hodc duoc cAu thanh tir trinh tu bt ky dugc chon tir SEQ ID NO: 11 hodc manh
ctia n6; va phan 1ap gen c6 chidu dai ddy da vi/hodc gen vd tinh chira trinh tur
polynucleotit nay.

Séang ché @ xuét trinh tur polynucleotit giéng trén toan b chidu dai so véi
trinh tyr ma hoéa (khung doc mé) néu trong SEQ ID NO: 11. Sang ché ciing dé
xudt trinh tur m3 hoéa cho polypeptit truéng thanh hodc manh cua né, ciing nhu
trinh ty ma hoda cho polypeptit trudng thanh hoac manh trong khung doc ¢6 trinh
tw m3 héa khac, nhu trinh tw ma héa cho trinh tu dn hogc trinh ty tiét, trinh tu
pre, hodc pro- hodc prepro-protein. Pblynucleotit theo sang ché ciing c6 thé chira
it nhit mot trinh ty khong m3 hda, bao gdbm, nhung khong gi6i han &, vi du it
nhit mot trinh ty 5’ va 3’ khéng mi héa, nhu trinh tr dugc phién mi nhung
khéng dugc dich ma, tin hiéu két thic (nhu tin hidu két thic phu thude rho va
khong phu thudc rho), vi tri gén két ribosom, trinh tu Kozak, trinh tw én dinh
mARN, intron, va tin hiéu polyadenyl héa. Trinh tu polynucleotit con cé thé bao
gdm trinh ty ma hoa bd sung ma hoa cac axit amin bd sung. Vi du, trinh ty dénh
dAu tao didu kién d& dang cho viéc tinh ché ciia polypeptit dung hop c6 thé dugc
m3 héa. Theo mdt s phuong 4n ciia sang ché, trinh tw danh ddu 13 hexa-histidin
peptit, nhu d3 duoc @ xuét trong vecto pQE (Qiagen, Inc.) va duoc mb ta trong
Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 86: 821-824 (1989), hodc nhan peptit
HA (Wilson et al., Cell 37: 767 (1984), c& hai c6 thé dugc sir dung trong tinh ché
trinh tu polypeptit dung hop véi ching. Polynucleotit theo sang ché con bao
gdm, nhung khong chi gi6i han &, polynucleotit chira gen ciu tric va trinh tr lién

ket tu nhién ciia nd ki€ém soat su bi€u hién ciia gen nay.
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Trinh ty nucleotit ma héa polypeptit protein E cia SEQ ID NO: 1-10 c6
thé gidng véi trinh tu m3 héa polynucleotit twong tmg néu trong SEQ ID NO:
11 (hoic bao gdm trong SEQ ID NO: 11). Theo céch khéc, n6 c6 thé 13 trinh tur
bét ky, ma do sy lap lai (su thoai héa) ctia viéc ma héa di truyén, ciing ma héa

polypeptit cé trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1-10.

Thuat ngit "polynucleotit ma hoa polypeptit" dugc sir dung trong ban mo
ta ndy gdm cac polynucleotit chira trinh tr md héa polypeptit theo sang ché, dic
biét 13 polypeptit ciia vi khudn va dic biét hon 14 polypeptit ciia protein E ciia H.
' influenzae khong dién hinh c6 trinh ti axit amin néu trong trinh tur bt ky trong s
- c4c SEQ ID NO: 1-10 hodc méanh cia ching. Thujt ngit niy ciing bao gém cac
polynucleotit chira ving lién k& don hoic viing gian doan ma héa polypeptit (vi
- du, polynucleotit bi ngit boi thé thuc khuan x4m nhép, trinh tir xen x4m nhép,
trinh tu vecto xam nhap, trinh tu gen chuyén xam nhép, hodc do viéc hi€u chinh
ARN hoic t6 chtrc lai ADN ciia gen) ciing v6i cac viing bd sung, ciing c6 thé

chira trinh ty ma hoa va/hoéc khong ma hoa.

~ Sang ché con d@ cép dén céac bién thé cia polynucleotit diroc mé ta trong
ban mé t3 nady ma héa cac bién thé ciia polypeptit c6 trinh tr axit amin dugc suy
ra tir trinh tu bt ky trong sb céc trinh tr SEQ ID NO: 1-10. Manh cta
polynucleotit theo sang ché c6 thé dugc sir dung dé, vi duy, tdng hop polynucleotit
c6 chidu dai ddy du theo sang ché.
Ménh duge wu tién 13 manh polynucleotit m3 héa epitop té bao B, vi du
ménh/peptit duge md ta trong Vi du 10, va cac gen kham, téi t6 hop chira manh
polynucleotit nay.

Céc phuong 4n diic biét wu tién khéc 14 polynucleotit m3 héa bién thé
protein E, c6 trinh ty axit amin ctia polypeptit protein E ciia trinh tr bat ky trong
s6 cac trinh ty SEQ ID NO: 1-10 trong d6 mét sb, rat it, tir 5 d&én 10, tir 1 dén 5,

tir 1 dén 3, 2, 1 hoic khong c6 cac géc axit amin nao dugc thay thé, cai bién, loai
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b6 v/hodc bd sung, theo t6 hop bit ky. Dic biét uu tién trong sb nay 13 sy thay
thé, bd sung va su khuyét doan yén ling ma khong 1am bién ddi cac dic tinh va
hoat tinh caa polypeptit protein E (vi du, cac dic tinh dugc mé ta trong phan vi
du cia ban mo ta nay).

Céc phuong 4n wu tién khéc cta sang ché 13 polynucleotit giéng it nhat
85% trén toan bd chidu dai ctia ching so véi cac polynucleotit ma hoa polypeptit
protein E c6 trinh ty axit amin d& néu trong trinh tu bét ky trong s céc trinh tur
SEQ ID NO: 1-10, va polynucleotit bd sung vio cac polynucleotit niy. Mt khéc,
u tién hon nita 13 polynucleotit bao gdm ving gidng it nhét 13 90% trén toan bd
chidu dai ciia n6 so véi polynucleotit ma hoa polypeptit va polynucleotit protein
E bd sung vao d6. V& mit ndy, dic biét wu tién polynucleotit gidng it nhit 95%
trén toan bd chidu dai cia nd so véi cac polynucleotit md hoéa polypeptit va
polynucleotit protein E bd sung vao d6. Ngoai ra, polynucleotit gidng it nhit 97%
12 vu tién hon so véi polynucleotit gibng it nhit 95%, va trong sb nay
polynucleotit giéng it nhit 98% va it nhit 99% 13 uu tién dic biét hon, trong sb

d6 polynucleotit gidng it nhit 99% 13 uu tién hon nita.

Céc phuong 4n uu tién 13 polynucleotit md héa polypeptit vé& co ban cb
chirc niing hodc hoat tinh sinh hoc gidng véi polypeptit trudng thanh duoc mi
héa béi trinh tuy ADN chon tir SEQ ID NO: 11 (vi du céc hoat tinh dugc mo ta

trong phin vi du clia ban mé ta nay).

Theo mdt sb phuwong 4n wu tién, sang ché @& xuét polynucleotit ma lai, dic
biét trong diéu kién nghiém ngjt, v6i trinh tu polynucleotit protein E, nhu cac
polynucleotit c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 11.

Sang ché con d& cap dén polynucleotit ma lai véi trinh tur polynucleotit
duoc @ xuét trong ban mo ta ndy. V& mit ndy, sang ché dic biét dé cap dén
polynucleotit ma lai trong diéu kién nghiém ngit vé&i polynucleotit mé ta trong

ban mé ta ndy. Khi sir dung trong ban mé ta ndy, cac thuat ngir "diéu kién
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nghiém ngit" va "diéu kién lai nghiém ngit" c6 nghia 1 viéc lai chi xay ra néu c6
d6 ddng nhét gitra cac trinh tu it nhét 13 95% va t6t hon 14 it nhét 97%. Vi du cu
thé vé diéu kién lai nghiém ngét 14 4 qua dém & nhi€t d¢ 42°C trong dung dich
chira: 50% formamit, 5x SSC (150mM NaCl, 15mM trinatri xitrat), 50 mM
natri phosphat (pH=7,6), 5x dung dich Denhardt, 10% dextran sulfat, va 20
microgam/ml ADN tinh dich c4 hdi dugc 1am bién tinh, bién dang, sau d6 13
rira khung lai héa trong 0,1x SSC & khoang 65°C. Sy lai va diéu kién rtra 13 d3
biét va di duoc minh hoa trong Sambrook, et al, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989), déc
biét 13 & chuong 11. Su lai trong dung dich ciing c6 thé dugc str dung véi trinh

tir polynucleotit theo sang ché.

Sang ché con @ xuét polynucleotit dwoc ciu thanh tir hogic chira trinh tur
polynucleotit thu dugc bing cach sang loc thu vién thich hop chira gen dy du
d6i véi trinh tir polynucleotit néu trong trinh ty bat ky trong s SEQ ID NO: 11
trong diéu kién lai nghiém ngit véi miu do cé trinh ty cia trinh tu
polynucleotit nay n€u trong trinh tu tuong tng SEQ ID NO: 11 hodc manh cua
nd; va phan 14p trinh tu polyﬁucleotit ndy. Cac manh cé thé sir dung dé thu
duogc polynucleotit nay bao gém, vi du, mau do va doan mdi di dugc mé ta d?ly

da trong ban mo ta nay.

Nhu d3 ban ludn vé thir nghiém polynucleotit trong sang ché, vi du,
polynucleotit theo sang ché, c6 thé dugc st dung 1am mAu do sy lai d6i véi ARN,
ADN b trg va ADN hé gen @ phan lap ADN bb tro c6 chidu dai ddy da va gen
dong vo tinh ma héa protein E va dé phén 14p ADN bb trg va gen dong v6 tinh
cua cac gen khac co su déng nhét cao, dic biét 13 su déng nhét trinh tu cao, d6i
v6i céc gen protein E. C4c mAu do niy thudng bao gbm it nhét 15 gbc nucleotit
hoac cép bazo. T6t hon 13, cac mau do nay s€ co it nhét 30 gc”')c nucleotit hodc cap

bazo va c6 thé c6 it nhat 50 gbc nucleotit hodc ciip bazo. Mau do dic biét uu tién
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s& ¢ it nhat 20 géc nucleotit hoac cip bazo va s€ c6 it hon 30 géc nucleotit hoac

cap bazo.

Ving ma hoa cia gen protein E ¢6 thé dugc phan lap bang cach sang loc
sit dung trinh ty ADN néu trong SEQ ID NO: 11 & tong hop mau dd
oligonucleotit. Oligonucleotit dirgc danh déu c6 trinh tu bd sung vao trinh tir gen
theo sang ché sau d6 dugc sir dung dé sang loc thu vién ciia ADN bd trg, ADN
hé gen hoic mARN dé x4c dinh thanh phin n3o cita thyr vién ma mau do lai
cung.

C6 mét s phuwong phap c6 thé 4p dung va da biét béi nguoi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vyc nay dé tao ra ADN c6 chidu dai day du, hoic kéo dai
cac ADN ngén, vi du cac phuong phép dua trén tac dung khuéch dai nhanh dau
ADN bd trg (RACE) (xem, vi dy, Frohman, et al., PNAS USA 85: 8998-9002,
1988). Su cai bién gin day cia k§ thuat nay, dugc minh hoa bdi cong nghé
Marathon™ (Clontech Laboratories Inc.) chéng han, d4 13m don gian héa dang
k& viéc nghién ciru dbi véi cac ADN bd trg dai hon. Trong cdng nghé
Marathon™, ADN bb tro dugc tao ra tir mARN duogc chiét tir mé duge chon va
trinh ty 'thich Gng' gén véi mbi dau. Su khuéch dai axit nucleic (PCR) sau d6
duoc thuc hién dé khuéch dai ddu 5' "khuyét" cua ADN bé‘mg cach sir dung su
phéi hop ctia doan mdi oligonucleotit dic hiéu gen va dic hiéu thich tmg. Sau
d6 phan tmg PCR duoc 13p lai bang cach sir dung doan mdi "dugc 16ng vao", 13
doan mdi duoc tao ra dé phdi hop trong san phidm dugc khuéch dai (thuong 14
doan moi diic hidu thich tmg con dugc phbi hop & vi tri 3' trong trinh tu thich
g va doan mdi dic hiéu gen con dugc phdi hop & vi tri 5' trong trinh tu gen
dugc chon). Céc san phim ciia phan tmg ndy sau d6 c6 thé dugc phan tich béng
viéc giéi trinh tu ADN va ADN c6 chiéu dai ddy du dugc tao ra bang viéc lién
két truc tiép san phém vao ADN dang co dé thu duoc trinh ty dy du, hodc tién
hanh PCR chiéu dai diy da riéng biét bang cach sir dung thong tin trinh ty méi

doi vai su sap xep cuia doan moi 5.
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Polynucleotit va polypeptit theo sang ché c6 thé dugc dung 1am, vi dy, céc
chét phén tmg va nguyén liéu nghién ctru d& phét hién ra viéc diéu trji va chan
do4n bénh, dic biét 1 cic bénh & nguoi, nhu da ban luan trong cac thir nghiém

vé polynucleotit.

Polynucleotit theo sang ché 13 oligonucleotit c6 ngudn gdc tir trinh tur
ctia SEQ ID NO: 11 c¢6 thé duoc st dung trong quy trinh néu duéi diy, nhung
t6t hon 13 d6i véi PCR, dé xac dinh xem polynucleotit dugc xac dinh trong ban
md ta ndy toan bd hojic mdt phan cé dugc phién ma trong vi khuin & mé bi
nhiém khuén hay khong. Nhan thiy rdng cac trinh tu ndy ciing cé thé dugc
ding trong chin dodn giai doan nhim tring va loai nhidm tring ma mim bénh
gay ra.

Sang ché ciing dé xuét polynucleotit ma héa polypeptit 13 protein trudng
thanh c6 bd sung thém céc axit amin c6 diu amino hodc carboxyl, hogic axit amin
& bén trong polypeptit trudng thanh (khi dang truéng thanh co nhiéu hon mot
chudi polypeptit, chéng han). CAc trinh tir ndy c6 thé déng vai trd trong xir ly
protein tir tién chét thanh dang trudng thanh, c6 thé cho phép viéc van chuyén
protein, c¢6 thé kéo dai hodc rit ngan thdi gian ban hily ciia protein hogic ¢6 thé d&
dang thao tac vdi protein trong thir nghiém hodc san xuét, ngodi cac tmg dung
khac. Thong thuong trong trudng hop in vivo, cac axit amin bb sung c6 thé duogc
x ly tach khéi protéin trudng thanh bang cic enzym ciia t& bdo.

Dbi v6i mdi va moi polynucleotit theo sang ché, sang ché dé xudt
polynucleotit bd sung vao né. U tién céc polynucleotit b sung niy bd sung diy

@ vao mdi polynucleotit ma chiing b sung.

Protein tién chét, c6 dang truéng thanh clia polypeptit dugc dung hop véi
mdt hodc nhidu tién trinh tir ¢6 thé 13 dang khong hoat hoéa ciia polypeptit. Khi

tién trinh tu duoc loai di, cac tién chét khong hoat hoa nay thudng duoc hoat hoa.
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Mot s6 hoic tt ca céc tién trinh tu ¢ thé duoc loai di trude khi hoat hoa. Thong

thuong, cac tién chat nay dugc goi 1a cac proprotein.

Ngoai cac chit cai dai dién A, G, C, T/U chuén cho nucleotit, thuat ngir
"N" ciing c6 thé duoc sir dung trong mé ta mot s6 polynucleotit theo sang ché.
"N" c¢6 nghia 12 nucleotit bt ky trong s bbn nucleotit ADN hosc ARN c6 thé
c6 mit & vi tri da dinh trong trinh ty ADN hodc ARN, trir khi uu tién rﬁng N
khong phai 13 axit nucleic khi phdi hop véi cac vi tri nucleotit lién k&, khi doc
& khung doc dung, s& c6 tac dung tao ra codon két thiic sém trong khung doc
nay.

Tém lai, polynucleotit theo sang ché c6 thé ma héa protein trudong thanh,
protein truéng thinh cong vé6i trinh ty din (trinh tu ndy c¢6 thé dugc coi 13
preprotein), tién chét ciia protein trudng thanh c6 mdt hoic nhidu tién trinh tu
khong phai 13 trinh tu din cta preprotein, hodc preproprotein, 13 tién chét ddi véi
‘proprotein, ¢ trinh ty din va mét hodic nhidu tién trinh ty, thuong duoc loai di
trong cac budc x1t ly tao dang hoat hda va trudng thanh ctia polypeptit.

Theo mot khia canh, sang ché md ta viéc st dung polynucleotit theo
sang ché nhim muc dich didu tri hodc du phong, dic biét 1a trong mién dich di

truyén.

Viéc st dung polynucleotit theo sang ché trong mién dich di truyén t6t
hon 13 ding phuong phap phéan phdi thich hop nhu tiém truc tiép plasmit ADN
vao co (Wolff et al., Hum Mol Genet (1992) 1: 363, Manthorpe et al., Hum.
Gene Ther. (1983) 4: 419), su phan phdi cia ADN duoc tao phirc véi chit
mang protein dic hidu (Wu et al., J Biol Chem. (1989) 264: 16985), déng két
tuia ADN véi canxi phosphat (Benvenisty & Reshef, PNAS US4, (1986) 83:
9551), tao v6 ciia ADN & cac dang liposom khac nhau (Kaneda et al., Science
(1989) 243: 375), dung hat bin pha (Tang et al., Nature (1992) 356:152,
Eisenbraun et al., ADN Cell Biol (1993) 12: 791) va sy nhiém in vivo bing
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cach st dung vecto retrovirut tach dong (Seeger et al., PNAS USA (1984) 81:
5849).

Vecto, t€ bao vat chi, hé bi€u hién

Sang ché con @ cép dén vecto chira polynucleotit hodc polynucleotit theo
sang ché, t& bao vét chii dugc duoc xir Iy bang k¥ thuat di truyén véi vecto theo
sang ché va sy san xuét polypeptit theo sang ché bang ki thuat tai tb hop. Hé
dich m3 khéng té bao ciing c6 thé dugc ding dé san xuét cic protein niy c6 sir

dung cic ARN c6 ngudn gbc tir cdu triic ADN theo sang ché.

Polypeptit t4i tb hop theo sang ché c6 thé dugc didu ché bang cic quy trinh
ma ngudi c¢6 hidu biét trung binh trong linh vyc ndy da biét tir té bao vét chu
duge duge xir Iy bang ki thuat di truyén chira cac hé biéu hién. Do d6, theo mét
khia canh nita, sang ché d& cép dén hé bidu hién bao gdm mét polynucleotit hodc
cac polynucleotit theo sang ché, d& cap dén té bao vat chu duoc duogc xir Iy bing
k¥ thuat di truyén v6i cac hé biéu hién ndy, va dén viéc san xuét polypeptit theo

sang ché bing k thuat tai tb hop.

D61 vé6i vide san xuét tai td hop polypeptit theo sang ché, té bao vat chi c6
thé dugc duge xir Iy bing k§ thuat di truyén dé két hop véi hé biéu hién hodic cac
phén cta ching hoic polynucleotit theo sang ché. Viéc dua polynucleotit vao
trong t& bao vat chir c6 thé dugc thuc hién bing cac phuong phép duge mé ta
trong nhidu huéng dén thir nghiém chuén, nhu Davis, et al., BASIC METHODS
IN MOLECULAR BIOLOGY, (1986) va Sambrook, et al., MOLECULAR
CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989), nhu, su chuyén nhiém canxi
phosphat, su chuyén nhiém qua trung gian DEAE-dextran, sy chuyén truyén
~ bénh (transvection), vi tiém, su chuyén nhim cation qua trung gian lipit, xung
dién, su tiép hop, sy tai nap, nap vét (scrape loading), ding sing bin gen va

nhiém tring.
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Céc vi du tiéu biéu vé vat chu thich hop bao gém t& bao vi khun, nhu té
bao cua streptococci, staphylococci, enterococci, E. coli, streptomyces,
cyanobacteria, Bacillus subtilis, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae
va Moraxella catarrhalis; t& bao nidm, nhu t& bio nidm men, Kluveromyces,
Saccharomyces, Pichia, basidiomycete, Candida albicans va Aspergillus; té bao
con tring nhu té bao ctia Drosophila S2 va Spodoptera S19; té bao dong vat nhu
CHO, COS, Hela, C127, 3T3, BHK, 293, CV-1 va té bao u mélanin Bowes; va

t& bao thuc vat, nhu t& bio cta ciy hat trin hoic cy hat kin.

Nhidu hé biéu hién c6 thé dwoc sir dung dé san xuét polypeptit theo séng
ché. Cac vecto nay bao gbm, trong s cac vecto khac, cic vecto ¢6 ngudn gdc tir
nhiém sic thé, episom va virut, vi du, vecto cd nguén géc tir plasmit vi khuén, tir
thé thyc khudn, tir transposon, tir episom ndm men, tir yéu t6 xen doan, tir yéu td
nhidm sic thé nAm men, tir virut nhu baculovirut, papova virut, nhu SV40, virut
gdy bénh déu bo, adenovirut, virut gdy bénh dau ga, virut gid dai, picornavirut,
retrovirut, va alphavirut va vecto c6 ngudn gdc tir su két hop giita ching, nhu sy
két hop c6 ngudn gbc tir yéu t6 di truyén plasmit va thé thyuc khuén, nhu cosmid
va phagemit. Khéi niém hé biéu hién c6 thé chira ving kiém soat diéu hoa cfing
nhu giy ra sy biéu hién. N6i chung, hé hoic vecto bét ky thich hop dé duy tri,
truyén giéng hodc biéu hién polynucleotit va/hoic biéu hién polypeptit & vat chi
c6 thé duge st dung dé bidu hién v& mit nay. Trinh tw ADN thich hop c6 thé
duoc cai xen vao hé bidu hién nay bing nhiéu k§ thuat théng thuong da biét, nhur,
ky thuidt d3 néu trong Sambrook et al., MOLECULAR CLONING, A4
LABORATORY MANUAL, (néu trén).

Trong hé biéu hién t4i td hop & sinh vat c6 nhan dién hinh, dé tiét protein
da duoc dich ma vao khoang cua ludi ndi chét, vao chit ngoai vi hodc vao mdi
trudng ngoai bao, tin hiéu tiét thich hop c6 thé duoc két hop vao trong polypeptit
d3 duge biéu hién. Cac tin hiéu niy c6 thé 13 ndi sinh dbi véi polypeptit hodc

chiing cd thé 1a cac tin hiéu khac loai.

-31-



19877

Polypeptit theo sang ché cé thé duge thu hdi va tinh ché tir méi truong
nudi ciy té bo tai td hop biang cic phuong phap da biét bao gdm sur két tia
amoni sulfat hojc etanol, su chiét bang axit, sic ky trao dbi anion hozc cation,
sic ky phosphoxenluloza, sic ky twong tic ky nuéc, sic ky 4i luc, séc ky
hydroxylapatit va sic ky lectin. Tt hon nita, sic ky 4i luc ion kim loai (IMAC)
duoc ding d tinh ché. Cac ki thuat da biét dé tai gip cudn protein c6 thé duoc
ding d& tai sinh thé hoat hoa khi polypeptit bi thoéi héa trong qua trinh téng hop
&1oi bao, qua trinh phan lap va/holic tinh ché. |

Hé biéu hién cling c6 thé 13 vi sinh vat séng t4i td hop, nhu virut hodc vi
khudn. Gen quan tim cé thé duoc cai xen vao hé gen cua virut hodc vi khuén
séng tai td hop. Su cly ghép va gy nhidm in vivo bing vecto song niy s& din
dén biéu hién in vivo ctia khang nguyén va giy ra dap tmg mién dich. Virut va
vi khudn duoc sir dung nhim muc dich ndy 13, chéng han: virut truyén bénh
dau (vi dy, déu bo, dau ga, dau chim), alphavirut (Sindbis virut, Semliki Forest
Virut, Venezuelian Equine Encephalitis Virut), adenovirut, virut lién quan dén
adeno, picornavirut (virut bai liét, rhinovirut), herpesvirut (varicella zoster
virut, v.v.), Listeria, Salmonella , Shigella, BCG, streptococci. Céac virut va vi
khudn ndy c6 thé doc, hodc dugc 1am giam ddc theo nhiéu cach dé thu dugc

vacxin sbng. Vacxin séng niy ciing tao nén mot phin cta sang ché.
Thir nghiém chin dodn, tién lugng, phan loai typ huyét thanh va gay dot bién

Sang ché con md ta viéc sir dung polynucleotit va polypeptit protein E
theo séng ché dé st dung lam chét phan tmg chin doan. Viéc phéat hién
polynucleotit va/hodc polypeptit protein E trong sinh vat c6 nhan dién hinh, cu
thé 1a dong vat c6 v, va dic biét 1a ngudi, s& tao ra phuong phap chén doan dé
chin doan bénh, giai doan ciia bénh hoic dp Ung cla sinh vat bi nhiém véi
thubc. Sinh vét c6 nhan dién hinh, cu thé 13 dong vat c6 vi, va dic biét 12 ngudi,
cu thé 13 ngudi bi nhiém hoic nghi ngd bi nhiém sinh vét chira gen protein E

hoédc protein, co thé duogc phat hién béi ham luong axit nucleic hoic axit amin
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bing nhiéu k§ thu4t da biét cling nhu bang cic phuong phap duge dé xuét trong
ban mo ta nay.

Polypeptit va polynucleotit dé tién luong, chin do4n hozc 1am céc phép
phén tich khéc c6 thé thu dugc tir phin co thé c thé bi nhiém va/hoic duge coi 12
bi nhiém. Polynucleotit tir bt ky trong c4c ngudn nay, cu thé 13 ADN hozc ARN,
c6 thé duoc st dung truc tiép dé phat hién hoic c6 thé dugc khuéch dai enzym
bing cach sir dung PCR hodc k¥ thuat khuéch dai khac bat ky truéc khi phan
tich. ARN, cu thé 13 mARN, ADN bb trg va ADN hé gen ciing c¢6 thé duoc sir
dung theo cach nay. Viéc st dung su khuéch dai, md ta dic diém cua lodi va
ching ctia sinh vat nhiém hoic cu tra & c4 thé, c6 thé dwoc thuc hién bing cach
phan tich kidu gen cta polynucleotit dugc chon clia sinh vat ndy. Su khuyét doan
va xen doan c6 thé duge phéat hién theo sy thay dbi vé kich thudc cta san pham
duoc khuéch dai so véi kidu gen cua trinh ty so sanh dugc chon tir sinh vat lién
quan, tot hon 13 loai khac nhau ciia cing mét gidng hoic ching khac nhau cia
cling mot loai. D6t bién diém c6 thé dwoc x4c dinh bang cach lai ADN di duoc
khuéch dai véi trinh tr polynucleotit protein E danh d4u. Trinh tu dwgc 1am phi
hop hoan hao hodc dang ké c6 thé dugc phén biét so véi dang kép khong phtt hop
khong hoan hao hodc dang k& hon béi viée tiéu héa ADNaza hoic ARNaza, lan
luot dbi voi ADN hoiic ARN, hodc bang viée phét hién sy khac nhau vé nhiét do
chay hodc dong hoc phan hity. Sy khac nhau vé trinh tul polynucleotit ciing c6 thé
duoc phat hién bang cach bién dbi tinh luu dong dién di cia manh polynucleotit
trong gel so vdi trinh tyr so sanh. Pidu nay c6 thé duoc thuc hién véi su c6 hoic
khong c6 chit 1am bién tinh. Su khac nhau cia polynucleotit cling c6 thé duoc
phét hién béng viéc sip xép truc tiép trinh tw ADN hodc ARN. Xem, vi duy,
Myers et al., Science, 230: 1242 (1985). Su thay dbi vé trinh ty & céc vi tri dic
hiéu ciing cé thé duoc phat hién bé'mg thir nghiém bao vé nucleaza, nhu ARNaza,
thir nghiém bao vé V1 va S1 hodc phuong phap tach héa hoc. Xem, vi du, Cotton
et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 85: 4397-4401 (1985).
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Theo mét phuong 4n khac, ddy miu do oligonucleotit bao gdm trinh tur
nucleotit protein E hodc manh cia ching cé thé duoc xay dung dé kiém soét su
sang loc cua, vi du, dot bién di truyén, typ huyét thanh, phan loai hogic xac dinh
sinh gi6i. Phuong phép ddy 14 d4 biét va c6 kha ning tmg dung chung va c6 thé
duoc sir dung dé giéi thich nhidu vén d trong di truyén phan tir bao gdm su biéu
hién gen, su lién két di truyén, va kha nang bién ddi di truyén (xem, vi dy, Chee
et al., Science, 274: 610 (1996)).

Do d6, theo mét khia canh khic, sang ché dé cap dén kit chdn doan bao
gbm:

(a) polynucleotit theo sang ché, t5t hon 13 trinh tu nucleotit bat ky cta
SEQ ID NO: 11, hodc manh cua chung;

(b) trinh tu nucleotit b sung vio polynucleotit (a);

(c) polypeptit theo sang ché, t5t hon 1a polypeptit bét ky c6 trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 1-10 hoac manh cua chiing; hodc

(d) khang thé dbi vai polypeptit theo sang ché, t6t hon 14 véi polypeptit
bét ky c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1-10 .

Can phai hiéu ring trong céc kit (a), (b), (c) hogc (d) ndy c6 thé bao gdm
thanh phan co ban. Kit nhu vdy s& dugc ding trong chan doén bénh hogc d§

nhay v&i bénh, trong s6 céc tac dung khac.

Sang ché con mo ta viéc st dung polynucleotit theo sing ché 1am chét
phan tmg chén doan. Viéc phét hién dang dot bién ctia polynucleotit theo sang
ché, t6t hon 13 trinh tu b4t ky néu trong SEQ ID NO: 11, c6 lién quan dén bénh
hoidc kha ning giy bénh s& 13 cong cu chan doan c6 thé bd sung vao, hoic xic
dinh, su chin doan bénh, tién lugng tién trién bénh, sy x4c dinh tinh trang bénh,
hodc @6 nhay véi bénh, thu dugc tir su bidu hién dudi muc, su biéu hién qua muc
hodc bidu hién bién dbi ciia polynucleotit. Cac sinh vat, dic biét 13 sinh vat bi

nhim, mang dot bién trong polynucleotit niy cé thé dugc phat hién béi mic
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polynucleotit bing nhiéu k¥ thuat, nhu cic k¥ thudt dugc md ta trong ban mo ta
nay.

Céc t& bao cta sinh vat mang dot bién hodc dang da hinh (su bién di alen)
trong polynucleotit va/hodc polypeptit theo sang ché ciing c6 thé dugc phét hién
bdi mirc polynucleotit hodc polypeptit bing nhidu k¥ thuét, cho phép phan loai
typ huyét thanh, chéng han. Vi du, RT-PCR c6 thé dugc st dung dé phét hién dot
bién trong ARN. Dic biét uu tién viéc sir dung RT-PCR cuing v6i hé phat hién tu
dong, nhu GeneScan. ARN, ADN bd tro hosic ADN hé gen ciing c6 thé dugce str
dung cho muc dich twong ty, PCR. Vi du, doan mdi PCR bd sung cho
polynucleotit ma héa polypeptit protein E c6 thé dugc st dung dé xac dinh va
phén tich dot bién.

Sang ché con @& xult doan mdi co 1, 2, 3 hoic 4 nucleotit dugc loai bé
khéi dau 5' vivhoic 3'. Cac doan mdi nay cé thé dugc st dung cho, ngoai cac img
dung khac, khuéch dai protein E ADN va/hosic ARN dugc phén 14p tir cac mau
¢6 ngudn gdc tir ca thé, nhu bd phan co th. Céc doan mdi ciing c6 thé dugc sir
dung dé khuéch dai polynucleotit dugc phan lap tir ca thé bi nhidm, sau d6
polynucleotit c¢6 thé dugc ding trong nhidu k¥ thuét khac nhau dé phan tich trinh
tu polynucleotit. Trong cach nay, dot bién trong trinh tu polynucleotit c6 thé
duogc phat hién va dugce st dung dé chin doan va/hojc tién luong bénh nhiém
trung hodc tinh trang hodc tién trién ctia nd, hodc dé phan loai typ huyét thanh
va/hodc phén loai chét gdy nhiém.

Sang ché con d& cép dén quy trinh dé chin dodn bénh, tét hon d6 1 bénh
nhidm vi khudn, tét hon nita 12 bénh nhidm tring do H. influenzae khong dién
hinh gy ra, bao gdm viéc x4c dinh tir miu cé ngudn gdc tir c4 thé, nhur cac chit
trong co thé, su ting mirc do bidu hién cta polynucleotit c6 trinh tur bat ky néu
trong SEQ ID NO: 11. Sy tang hodc gidm muc 4o biéu hién cia polynucleotit
protein E c6 thé do dugc bang cach sir dung phuong phap bat ky da biét trong
linh vuc d& dinh lugng polynucleotit, nhu phuong phép khuéch dai, phuong
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phap bao vé PCR, RT-PCR, ARNza, phuong phap thdm tach Northern, phuong
phép do phd va cac phuong phép lai khéc.

Ngoai ra, thir nghiém chén doén theo sang ché @& phat hién su biéu hién
qué mirc cta polypeptit protein E so véi cdc miu md d6i chimg binh thudng c6
thé duoc st dung d& phét hién bénh nhiém tring, ching han. Céc k¥ thuft thir
nghiém c6 thé duoc str dung dé xac dinh mirc polypeptit protein E, trong mau c6
nguén géc ttr vat chi, nhu b phén co thé, duogc biét boi nguoi o hiéu biét trung
binh trong linh vyc ndy. Cac phuong phép thir nghi€m nay bao gdm thir nghiém
mién dich phéng xa, thir nghiém gin két canh tranh, phan tich thAm tach
Western, thir nghiém kep khéng thé, thir nghiém ELISA va phét hién khang thé.

Polynucleotit theo sang ché ¢ thé dugc sir dung 1am c4c thanh phan cua
day polynucleotit, tot hon 13 diy hodc mang luéi c6 mat do cao. Cac ddy c
mét d6 cao nay dédc biét co thé dugc sir dung cho muc dich chin doan va tién
lugng. Vi du, bo céac diém, mdi diém bao gém mot gen khac nhau, va con bao
gdm polynucleotit hodc polynucleotit theo séng ché, c6 thé dugc st dung dé
do, nhu sir dung sy lai hodc su khuéch dai axit nucleic, stt dung mau do thu
duoc hodc co ngué)n géc tr mau co thé, d& xac dinh su c6 mit cia trinh tu
polynucleotit cu thé hodc trinh t lién quan trong c4 thé. Su c6 mit nay cé thé
chi su ¢6 mit ciia mam bénh, cu thé 13 H. influenzae khong dién hinh, va c6 thé
str dung trong chan doan va/hoic tién lugng bénh hoic tién trién bénh. Mang
lu6i bao gdm mét sb lugng bién thé cia trinh tu polynucleotit bét ky néu trong
SEQ ID NO: 11 duogc uu tién. Ciling uu tién mot s6 lugng bién thé cia trinh tu
polynucleotit ma hoa trinh tu polypeptit bét ky trong s céc trinh tu SEQ ID
NO: 1-10.

Khang thé
Polypeptit va polynucleotit theo sang ché hoic bién thé cua ching, hoic

cac t& bao biéu hién céc thanh phin ndy c6 thé duoc sir dung 1am chét khéng
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nguyén dé san xuit khang thé twong tmg dic hiéu mién dich d6i véi cac
polypeptit hodc polynucleotit nay. Mt khac, mimotop, dic biét 1a mimotop
peptit, ciia cac epitop trong trinh tir polypeptit cling c6 thé duoc st dung 1am chét
khang nguyén dé san xuit khang thé dic hiéu mién dich ddi véi polypeptit theo
sang ché. Thujt ngit “diic hiéu mién dich” c6 nghia 12 khang thé vé co ban c6 4i
luc dbi véi polypeptit theo sang ché 16n hon so véi 4i luc cia chung d6i véi cac

polypeptit lién quan khac trong tinh trang k¥ thuét.

Theo mét s6 phuong 4n wu tién cla sang ché, sang ché dé xuét khang thé

chéng polypeptit hozic polynucleotit protein E.

Khang thé dugc tao ra chdng polypeptit hogic polynucleotit theo séng ché
c6 thé thu duoc bing cach ding polypeptit va/hodc polynucleotit theo sang ché,
hoZic manh mang epitop ciia mdi chit hodic ca hai, thé twong ddng cia mdi chét
hodc c4 hai, hodc céc té bao bidu hién mdi chét hodc ca hai, cho dong vat, t5t hon
1a d6i tuong khong phai ngudi, bing cach sir dung céc protocol thong thudng.
Déi v6i viée san xut khang thé don dong, c6 thé sir dung k¥ thuat bit ky da biét
trong linh vyc trong do khang thé dugc tao ra bing nuéi cdy lién tuc dong té bao.
Vi du bao gdm cac k§ thuat khac nhau, nhu k¥ thuét néu trong Kohler, G. and
Milstein, C., Nature 256: 495-497 (1975); Kozbor et al., Immunology Today 4:
72 (1983); Cole et al., pg. 77-96 in MONOCLONAL ANTIBODIES AND
CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc. (1985).

Céc k¥ thut dé san xuét khang thé chudi don (patent My s6 4,946,778) c¢6
th8 thich hop d& san xuét khing thé chudi don dbi v6i polypeptit hogic
polynucleotit theo sang ché. Ciing vay, chudt chuyén gen, hoic cac sinh vét hoic
déng vat khac, nhu dong vat c6 v khéc, c6 thé dugc sit dung dé biéu hién khéng
thé dugc 13m gidng nhu cia ngudi dic hiéu mién dich dbi v6i polypeptit hosic

polynucleotit theo sang ché.
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Mit khac, k¥ thuét hién thi thé thuc khuén c6 thé dugc diung dé chon gen
khang thé c6 hoat tinh gén két hudng polypeptit theo sang ché tir kho gen-v
dugc khuéch dai PCR cua té bao limphd cia ngudi duge sang loc vé khéang
protein E hoéc tir thu vién non (McCafferty, et al., (1990), Nature 348, 552-
554; Marks, et al., (1992) Biotechnology 10, 779-783). Al lyc cua céc khang
thé nay ciing c6 thé dugc cai thién bing céach, ching han, sip xép lai chudi

(Clackson et al., (1991) Nature 352: 628).

Khéng thé duoc mé ta & trén cb thd dugc ding dé phan 13p hoic dé x4c
dinh dong vé tinh bidu hién polypeptit hodc polynucleotit theo sang ché dé tinh
ché polypeptit hozc polynucleotit bang, ching han, sic ky 4i luc.

Nhu vy, trong cac khang thé, khang thé chéng polypeptit protein E hoic
polynucleotit protein E c6 thé dugc ding dé diéu tri bénh nhiém tring, dic biét 1a
nhiém vi khuén.

Bién thé polypeptit bao gém cac bién thé tuong duong vé mit khang

nguyén, epitop hodc mién dich cling 12 mot khia canh d3c biét cua sang ché.

Tét hon 13, khéng thé hodc bién thé ciia ching dugc bién dbi ¢ 1am cho
no it tinh khang nguyén hon trong ca thé. Vi dy, néu c4 thé 13 ngudi thi tot hon
14 khang thé dugc "lam gidng nhu cia ngudi", trong d6 ving quyét dinh bd
sung hodc cac ving cia khang thé c6 ngudn gdc tir té bao lai du:qc ciy ghép
vao khang thé nguoi don dong, vi du nhu d3 dugc mo ta trong Jones et al.
(1986), Nature 321, 522-525 hodc Tempest et al., (1991) Biotechnology 9,
266-273.

Chét dbi khang va chét chii van — Thir nghiém va phan tir

Polypeptit va polynucleotit theo sang ché ciing c6 thé duge sir dung dé
danh gia su gén két cua co chit va phdi tir phan tir nho trong, vi du, cac té bao,
ché phém vd bao, thu vién héa hoc, va hon hop san phém tu nhién. Céc co chit

va phai tr ndy c6 the 1a co chat va phoi tir tir nhién hodc c6 thé 1a chat gia vé cau
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tric hodc chirc ning. Xem, vi du, Coligan et al., Current Protocols in

Immunology 1(2): Chapter 5 (1991).

Céc phuong phép sang loc co thé do ludng don gian viéc gin két cua
hop chét dang xét v&i polypeptit hodc polynucleotit, hodc véi t& bao hoic mang
mang polypeptit hodc polynucleotit, hodc protein dung hgp ctia polypeptit bing
cach lién két truc tiép hodc gian tiép chit danh déu véi hop chat dang xét. Mit
khac, phuong phép sang loc ¢ thé bao gbm sy canh tranh véi chit danh dAu
canh tranh. Ngoai ra, cac phuong phép sang loc nay co thé kiém tra xem hop
chét dang xét din dén sy tao tin hiéu bﬁng su hoat héa hay Uc ché cua
polypeptit hodc polynucleotit, ¢ str dung hé phat hién thich hop véi céc t& bao
chira polypeptit hodc polynucleotit. Chét trc ché sy hoat hda thuong dugc thir
nghiém vdi sy c6 mat cla chét chu van di biét va hiéu qua hoat hoa boi chét
chit van thu duge véi su c6 mit cia hop chit dang xét. Polypeptit hoat héa co
ban va/hodc polypeptit va polynucleotit biéu hién co ban cé thé duoc ding
trong phuong phap sang loc chét chi van hodc chét &rc ché nghich dao, véi su
véng mit ciia chit chu van hodc chét trc ché, bang cach kiém tra xem hop chét
dang xét c6 din dén su wc ché hoat héa polypeptit hodc polynucleotit hay
khong, 13 trudng hop c6 thé xay ra. Ngoai ra, phuong phép sang loc don gian
c6 thé bao gdm céc budc tron hop chat dang xét v6i dung dich chira polypeptit
hodc polynucleotit theo sang ché, d& tao thanh hén hop, do ludng hoat tinh
polypeptit protein E vi/hodc polynucleotit trong hdn hgp, va so sénh hoat tinh
cia polypeptit protein E vi/hodc polynucleotit ctia hdn hop véi miu chuén.
Protein dung hop, nhu protein dugc san xuét tir phan Fc va polypeptit protein
E, nhu dugc md ta trén day, ciing c6 thé dugc str dung cho thir nghiém sang loc
hiéu suét cao @ x4c dinh chit dbi khang ciia polypeptit theo séng ché, ciing
nhu polypeptit lién quan dén phat sinh lodi va va/hodc chic ning (xem D.
Bennett et al., J Mol Recognition, 8:52-58 (1995); va K. Johanson et al., J Biol
Chem, 270(16):9459-9471 (1995)).
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Polynucleotit, polypeptit va khang thé gén két véi va/hodc tuong tac véi
polypeptit theo sang ché ciing c6 thé dugc sir dung ¢ dinh hinh phuong phap
sang loc phat hién tac dung ctia hop chait bd sung 1én sy san xudt mARN
va/hodc polypeptit trong t& bao. Vi du, thir nghiém ELISA c6 thé dugc xay
dung d& do ludng muc polypeptit tiét hoic lién quan dén té bao bang cach st
dung khéng th& don dong va da dong bing cac phuong phap chudn di biét
trong linh vuc. Phuong phap nay ciing c6 thé duge ding d& phat hién cac chét

“¢6 thé e ché hojic 1am ting sy san xuét polypeptit (cling dugc goi tuong tmg 13
chét dbi khang hodc chat cha vén) tir cac t& bao hoic md duoc diéu khién thich

hop.

~ Sang ché ciing d& xuét phuong phép sang loc cac hop chit dé xac dinh céc
hop chit ma 1am ting (chit chii vin) hoic ngin can (chét déi khang) hoat tinh
ctia polypeptit hodic polynucleotit protein E, dic biét 1a cac hop chat 13 chit kim
khudn va/hodc chit diét khudn. Phuong phap sang loc c6 thé bao gém cac ky
thuat c6 hiéu suét cao. Vi du, dé sang loc chét chi van hojc chét d6i khang, hon
hop phéan tng téng hop, ngin t& bao, nhu mang, vo t& bao hoic thanh t& bao,
hodc ché phim cia ching, bao gdm polypeptit protein E va co chit hosc phéi tir
danh diu cua polypeptit ndy duogc sir v6i su c6 miat hodc vang mit ciia phan tir
dang xét, phan tir ndy c6 thé 13 chit chi van hodc chét d6i khang Protein E. Kha
ning ciia phén tir dang xét cha van hodic d6i van véi polypeptit protein E dugc
phén 4nh véi sy giam gén két ctia phdi tir danh ddu hozic giam san xuét san phim
tir co chit ndy. Phan tir gin két tr do, #éc la khong giy ra anh hudéng cia
polypeptit protein E 13 thich hop nhét 1am chét d6i khang t5t. Phan tir gén két t6t
va, nhu trudng hop c6 thé xay ra, 1am ting mirc san pham san xuét tir co chét,
lam ting sy tai nap tin hi€u, hodc 1am ting hoat tinh kénh hoa hoc 1a cac chét chu
van. Su phat hién tbc d6 hodc murc do, nhu truong hop cé thé XAy ra, san xuét san
phm tir co chét, sy tai nap tin hiéu, hogic hoat tinh kénh héa hoc c6 thé ting bang

cach sir dung hé bao cao. Hé bao cao c6 thé dugc stir dung veé mit nay bao gom,
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nhung khong chi giéi han 6, thiét bi so mau, co chit dugc danh dAu dugc chuyén
héa thanh san phim, gen bio cdo dip ung véi su thay d6i hoat tinh clia
polynucleotit hodc polypeptit protein E, va thir nghiém gén két di biét trong tinh
trang k¥ thuat.

Vi du khic vé thir nghiém dbi véi chét chi véan protein E 1a thir nghiém
canh tranh m gin két protein E va chét cha vén tiém ning véi phan tir gin két
protein' E, phan tir gén két protein E tai t6 hop, co chét hodc phdi tir tir nhién,
hoiic chit gia co chit hogic phéi ti, trong didu kién thich hop ddi véi thir nghiém
trc ché canh tranh. Protein E c6 thé dugc danh d4u bang, ching han hop chit c6
hoat tinh phéng xa hodc hop chit so mau, nhu vy sd phan tir protein E gin két
v6i phan tr gén két hodc duge chuyén hoa thanh san phém c6 thé duge xac dinh
chinh xéc dé danh gia hidu qua clia chét déi khang tiém ning.

Chit dbi khang tiém ning bao gbm, trong sb céc chét khac, cac phan tir
hitu co nho, peptit, polypeptit va khang thé gin két v6i polynucleotit va/hodc
polypeptit theo sang ché va do d6 trc ché hoiic 1am mat hoat tinh hofic biéu hién
ctia n6. Chét déi khang tiém ning ciing c6 thé 13 phéan t& hitu co nhd, peptit, |
polypeptit nhu protein hodc khang thé lién quan chit ché gin két & cing vi tri
trén phan tir gén két, nhu phén tir gén két, ma khong gy ra hoat tinh cam ng béi
Protein E, tir d6 ngin can hoat tinh hodc biéu hién cia polypeptit protein E
va/hoic polynucleotit bang cach loai trir polypeptit protein E va/hodc
polynucleotit ra khoi gin két.

Chét dbi khang tidm ning bao gdm phan tir nhd gén két véi va giit vi tri
gén két cia polypeptit tir 36 ngan can gén két v6i phéan tir gén két té bao, nhu viu
hoat tinh sinh hoc binh thudng dugc ngén chén. Vi du vé phan tir nh6 bao gdm,
nhung khéng chi giéi han &, phn tir hitu co nhd, peptit hodc phén tir gibng
peptit. Cac chét d6i khang tiém ning khac bao gbm phén tir d6i m3 (xem Okano,
J. Neurochem. 56: 560 (1991); OLIGODEOXYNUCLEOTIDES AS ANTISENSE
INHIBITORS OF GENE EXPRESSION, CRC Press, Boca Raton, FL (1988), mo
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ta cac phan tir ndy). Chét d6i khang tiém ning duoc wu tién bao gdm céc hop

chat lién quan dén va cac bién thé cia protein E.

Theo mot khia canh nita, sang ché d& cap dén protein dung hop hoa tan
duoc xir 1y bang k¥ thuat di truyén bao gdm polypeptit theo sang ché, hosc
manh cia né, va cic phin khéic nhau cia ving cb dinh ciia chudi ning hoic
chudi nhe ctia globulin mién dich thudc cac phan 16p khac nhau (IgG, IgM,
IgA, IgE). Uu tién 1am globulin mién dich 13 phan c6 dinh cta chudi nang IgG
ngudi, dic biét 13 IgGl, tai d6 xay ra su dung hop & ving ban 18. Theo mot
phuong 4n dic biét, phan Fc c6 thé dugc loai bé mét cach don gian bing viée
két hop trinh tur tach, trinh tu ndy c6 thé tach khéi yéu t6 dong mau Xa. Ngoai
ra, sang ché con dé cap dén quy trinh didu ché céc protein dung hop nay bang
cach xir Iy bing k¥ thuat di truyén, va viéc sir dung ching dé sang loc thudc,
chin doan va diéu tri. M6t khia canh khac cua sang ché ciing dé cép dén
polynucleotit ma héa cac protein dung hop nay. Vi du vé k¥ thuat protein dung
hop c6 thé tim thiy trong cong bd don sang ché quéc té cac 56WO94/2945 8 va
W094/22914.

MS3i trinh tu polynucleotit dugc dé xuit trong ban mé ta nay cé thé dugc
sir dung trong nghién ciru va phat trién cac hop chét khang khuan. Protein dugc
m3 héa, vé mit biéu hién, c6 thé duogc st dung 1am dich dé sang loc cac thudc
khang khuin. Ngoai ra, trinh tu polynucleotit md héa ving déu amino cia
protein dugc ma héa hoac Shine-Delgarno hodc trinh tu tao diéu kién dé& dang
cho viéc dich ma khac cia mARN twong tmg c6 thé dugc sir dung dé xay dung

trinh tu d6i ma d€ kiém soat su bi€u hién cua trinh ty ma hoa dang xét.

Sang ché ciing mo ta viéc sir dung polypeptit, polynucleotit, chat chu
vén hodc chét dbi khang theo sang ché dé can trd twong tac vat 1y ban dau giita
mam bénh hodic cdc mim bénh va sinh vat c6 nhan dién hinh, t6t hon 13 dong
vét ¢ vi, vt chi 13 nguyén nhan gy ra di chig nhiém tring. Cu thé, phan tir

theo sang ché co thé sir dung trong: ngén ngura su bam dinh cua vi khuan, cu
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thé 13 vi khuin gram duong va/hodc gram 4m, véi sinh vat ¢é nhan dién hinh,
tt hon 13 dong vét ¢ va, protein co chit ngoai bio trén thiét bi dugc ghép vao
trong co thé hoic véi protein co chét ngoai bao & vét thuong; ngén can sy bam
dinh cta vi khuén giira sinh v4t c6 nhan dién hinh, t6t hon 1a dong vat c6 vu,
protein co chit ngoai bo va protein ctia Ppotein E ciia vi khuén gian tiép pha
hily mé v/hoiic; ngin can su phat trién binh thuong sy phét sinh nhiém tring
nguyén nhén ban diu do ciy ghép thiét bi duoc ghép vao trong co thé hosc do
cac k¥ thuat phau thuat khac.

Theo mdt khia canh khéc nita ctia sang ché, sang ché d& xuét cht chi van
va chét dbi khéng protein E, t6t hon 1a chit chil van va chit d6i khang kim khuén

hodc diét khuén.

Chét d6i khang va chét chi van theo sang ché c6 thé dugc ding dé, ching

han, ngan can, trc ché va/hodc tri bénh.

Theo mét khia canh nita, sang ché d& cap d¢én mimotop ciia polypeptit
theo sang ché. Mimotop 13 trinh tir peptit, dii gidng v6i peptit nguyén thé (vé
mit trinh tu hodic cAu triic), c¢6 kha ning dugc nhan biét béi nhimg khang thé
nhan biét dugc peptit nguyén thé; hodc c6 kha ning lam ting khing thé nhan
biét peptit nguyén thé khi phdi cip vdi chit mang thich hop.

Mimotop peptit c thé dugc tao ra nhdm muc dich dic biét boi su bd
sung, su khuyét doan hoic thay thé cac axit amin dugc chon. Do d6, c4c peptit
c6 thé duge bién dbi nhim muc dich d& dang cho viéc tiép hop véi chit mang
protein. Vi du, mong muén cé mot sb phuong phap tiép hop hoa hoc dé bao
gdm diu xystein. Ngoai ra, c6 thé mong mudn céc peptit duoc tiép hop véi
chit mang protein d& bao gdm céc dau ky nudc & xa dau duoc tiép hop cua
peptit, nhu vy dau tu do khéng dugc tiép hop clia phén con lai ciia peptit dugc
lién két v6i bé mit protein chit mang. Nho d6 viée trinh dién peptit dudi dang

gin gidng nhét so véi dang peptit duge tim thdy trong toan bd phan tir nguyén
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thé. Vi du, cac peptit c6 thé durgc bién ddi dé c6 xystein ddu N va dudi amit
héa ky nuée dau C. Mit khéc, su bd sung hoic thay thé dang déng phan 1ap thé
D cia mdt hodc nhidu axit amin (trinh tw d4o (inverso sequence)) c6 thé dugc
thuc hién dé tao ra chat dan xuét c6 loi, vi du dé tang tinh 4n dinh coa peptit.
Mimotop ciing c¢é thé 13 trinh tu nguoc (retro sequence) cia trinh tu peptit
nguyén thé, trong d6 sy dinh hudng trinh tu bj ddo nguoc. Mimotop ciing ¢6
thé c6 ban chét 1a dao-nguogc. Peptit ngugce, ddo va ddo-ngugc da duge mo ta

trong WO 95/24916 va WO 94/05311.

Mit khéc, mimotop peptit c6 thé dugc xac dinh bing cach st dung
khang thé c6 kha ning tu gin két véi cac polypeptit theo sang ché bing cach sir
dung céc k¥ thudt nhu k§ thuat hién thi thé thyc khudn (EP 0 552 267 B1). Véi
k¥ thuit nay, tao ra mot s luong 16n céc trinh tyr peptit ¢6 ciu triic gibng véi
cAu triic peptit nguyén thé va do do, c6 kha nang gén két voi khang thé khang
peptit nguyén thé, nhung khéng cin chiing phai c6 d6 trong dong trinh tu déng
ké véi polypeptit nguyén thé.

Vacxin

Theo mét khia canh khac ciia sang ché, sang ché mé ta phuong phap gay
dap tng mién dich cho c4 thé, cu thé 13 dong vat co v, t6t hon 14 nguoi, bao
gbm buédc tiém ching cho ca thé polynucleotit va/hodic polypeptit protein E,
hodc méanh hojic bién thé cta ching, du dé tao ra khang thé vi/hodc dap tmg
mién dich qua té bao T dé bao vé c4 thé nay khéi bénh nhiém tring, dic biét 1a
nhi®m vi khuén va dic biét hon 13 nhiém H. influenzae khong dién hinh. Sang
ché ciing d& xuét cac phuong phip ma nhd d6 dap tmg mién dich nay lam
chim su sao chép ctia vi khuén. Mot khia canh khéc nita ciia sang ché dé cép
dén phuong phép giy dap tmg mién dich cho c4 thé bao gdbm budc phan phéi
vao cé thé nay vecto axit nucleic, trinh ty hoéc ribozym dé diéu khién biéu hién
ctia polynucleotit vi/hodc polypeptit protein E, hosic manh hodc bién thé cua

ching, nham biéu hién polynucleotit va/hoic polypeptit protein E, hodc manh
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ho#ic bién thé cta ching in vivo dé giy dap tmg mién dich, nhu, tao khéng thé
va/hodc dap vmg mién dich qua té bao T, bao gbm, ching han, t& bao T sin
xuét cytokin hodc té bao T doc, dé bao vé ca thé nay, t6t hon 1a nguoi, khoi bi
bénh, cho du bénh nay da bi nhiém vao ca thé hay chua. Mot vi du vé viéc
dung gen 13 bang cich diy nhanh gen ndy vao trong té bao mong mudn 1am
mang bao tiéu phan hodc cach khic. Vecto axit nucleic ndy c6 thé bao gdm
ADN, ARN, ribozym, axit nucleic cai bién, thé lai ADN/ARN, phiic hop
ADN-protein hodc phtic hogp ARN-protein.

Mbt khia canh khac cta sang ché d& cap dén ché phdm mién dich ma khi
duge dua vao ca thé, t6t hon 1a ngudi, cé kha ning gy ra dap ung mién dich
cho c4 thé, gy ra ddp tmg mién dich trong cé thé nay véi polynucleotit v/hodc
polypeptit protein E ma hdéa chung, trong do ché phdm niy bao gdm
polynucleotit va/hodc polypeptit protein E tai t6 hop ma hoéa chiing vd/hoic bao
gébm ADN vi/hosic ARN m3 héa va biéu hién khang nguyén cla polynucleotit
protein E, polypeptit ma hoa chung, hodc polypeptit khac theo sang ché. Pap
{mg mién dich c6 thd dugc sir dung didu tri hodc du phong va c6 thé 1a dang
mién dich dich thé vd/hodc mién dich t& bao, nhu mién dich té bao sinh ra tir

céc té bao T CTL hoic CD4+.

Polypeptit protein E hodc manh cta no co6 thé dugc dung hop véi dong
protein hodc gbc hoa hoc c6 thé hodc khong thé ty san xuit khang thé, nhung
c6 kha ning 1am 8n dinh protein d4u tién va tao ra protein dung hop hodc céi
bién c6 cac dic tinh khang nguyén va/hoic mién dich, va tét hon 1a céc dic
tinh bao vé. Nhu véy protein tai t6 hgp dugc dung hop nay, t6t hon 13 con bao
gdm ddng protein c6 tinh khang nguyén, nhu lipoprotein hodc protein D tir
Haemophilus influenzae (EP 594610), Glutathion-S-transferaza (GST) hodc
beta-galactosidaza, hodc ddng protein 1én c6 lién quan khac bét ky hoa tan
protein va tao diéu kién d& dang cho viéc san xuét va tinh ché chiing. Ngoai ra,

ddng protein co thé c6 tac dung 1am ta chét c6 vai trd kich thich rong hé mién
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dich cta sinh vt nhan protein. Pong protein cé thé dugc gan véi dau amino-

hoic carboxy- ciia protein thir nhét.

Trong ché phdm vacxin theo sang ché, polypeptit vi/hodc polynucleotit
protein E, hoac manh, hodc mimotop, hodc bién thé cta ching c6 thé c6 mit

trong vecto, nhu vecto tai to hop song néu trén, vi du, vecto vi khuén song.

Céc vecto khong séng ciing thich hop d6i vé6i polypeptit protein E, vi du,
thi mang ngoai vi khudn hodc “mun nuéc” (bleb). Mun nudc mang ngodi co
ngudn gbc tir mang ngodi cia 16p mang kép cia vi khuin gram 4m va d3 duoc
din chimg trong nhiéu tai liéu vé& vi khudn gram 4m (Zhou, L et al. 1998.
FEMS Microbiol. Lett. 163:223-228) bao gém C. trachomatis va C. psittaci.
Danh séch tiéu biéu cac vi khudn mim bénh da dugc bao cao tao ra mun nudc
bao gdm: Bordetella pertussis, Borrelia burgdorferi, Brucella melitensis,
Brucella ovis, Esherichia coli, Haemophilus influenzae, Legionella
pneumophila, Moraxella catarrhalis, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria

meningitidis, Pseudomonas aeruginosa va Yersinia enterocolitica.

Mun nudc ¢ vu diém 13 cung cp cac protein mang ngoai & ciu dang tir
nhién ciia ching va do d6 dic biét hitu ich 1am vacxin. Mun nuéc ciing c6 thé
dugc cai thién dé st dung lam vacxin béng cach tao ra vi khuén bién dbi su
biéu hién cta mét hoic nhiéu phén t@ & mang ngoai. Nhu vay, chéng han, su
biéu hién cia protein mién dich mong muén & mang ngoai, nhu polypeptit
protein E, c6 thé dugc dua vao hodc didu chinh 1én (vi du, bing cach bién dbi
trinh tu khoi dz‘?lu). Mat khac hodc ngoai ra, su biéu hién cta céc phén tir mang
ngoai khong c6 lién quan (ching han, khang nguyén khong bao vé hodc protein
tr6i mién dich nhung bién d6i duoc) hoic c6 thiét hai (ching han, phén tir giy
d6c nhu LPS, hodc cac chit tiém ning gy ra dap tng tu mién) c6 thé dugc

diéu chinh xuéng. Cac nghién ciru ndy dugc ban luan chi tiét hon dudi day.
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Vung suon khong dugec ma hda cuia gen protein E chira céc yéu td didu
hda quan trong trong sur biéu hién gen. Su didu hoa nay xay ra & ca giai doan
phién ma va dich ma. Trinh tu cia vung nay, theo chiéu phia truéc hozc phia
sau cua khung doc mé cua gen, co thé thu duoc béng cach giai trinh tu ADN.
Thong tin cta trinh tu nay cho phép xac dinh motip diéu hoa tim ning nhur céc
yéu 6 trinh tu khéi dAu khac nhau, trinh ty két thiic, yéu t6 trinh tu cam tng,
trinh tu kim him, yéu t5 dam nhiém viéc bién dbi pha, trinh tu shine-dalgarno,
cac ving c6 cu triic bac hai tiém ning bao gdm trong qua trinh diéu hoa, cling
nhu céc kidu motip hodc trinh ty diéu hoa khéac. Trinh tu nay 13 mot khia canh

khac cua sang che.

Thong tin trinh tir ndy cho phép diéu bién sy biéu hién tu nhién cia gen
protein E. Sy diéu chinh 1én cua biéu hién gen co thé duoc thuc hién béng cach
bién dbi trinh tu khéi dAu, trinh ty shine-dalgarno, trinh tu kim him tiém tang
hodc yéu t6 diéu khién, hoic yéu t6 khac bét ky bao gdm trong d6. Ciing nhu
vay, su diéu chinh xubng cta su bidu hién c6 thé thu dugc bang kiéu didu bién
tuong tw. Mt khéc, bang cach bién dbi trinh tu bién ddi pha, su biéu hi¢n gen
co thé“dét duéi su kiém soat sy bién dbi pha, hoic co thé duoc tach cip khoi sur
diéu hoa ndy. Theo cach tiép can khac, sy biéu hién gen c6 thé dit dudi su
kiém so4t ctia mot hodc nhidu yéu t6 cam tmg cho phép diéu hoa biéu hién. Vi
du vé sy diéu hoa ndy bao gdm, nhung khong chi giéi han &, sy cdm ting boi
sur thay ddi nhiét d6, su bd sung co chét cam tmg nhu hydrat cacbon hodc cac
din xuét cia nd duoc chon, yéu td vi luong, vitamin, yéu t5 bd trg, ion kim

loai, v.v. dugc chon.

Céc cai bién nay nhu dugc mb ta trén dy c6 thé dugc dua vao bang mét
s6 cach khac nhau. Sy cai bién trinh ty bao gdém trong biéu hién gen cé thé
duoc thuc hién in vivo b%lng dot bién ngau nhién sau d6 chon loc kiéu hinh
mong mudn. Mot tiép cap khac bao gdm buéc phan I4p viing quan tim va bién

dbi n6 bing dot bién ngiu nhién, hodc su thay thé truc tiép vi tri, dot bién xen
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doan hoac khuyét doan. Sau d6 vung duoc cai bién c6 thé dugc dua lai vao hé
gen vi khuén bing tai td hop trong ddng, va danh gia hiu qua biéu hién gen.
Theo mdt cach tiép can khac, sy hidu biét vé trinh tu ctia ving quan tim c6 thé
duoc str dung dé thay thé hodc loai bé tit ca hodic mét phan trinh tu diéu hoa tur
nhién. Trong trudng hop ndy, ving didu hoa dich dugc phén 13p va cai bién dé
chira cac yéu t6 didu hoa tir mot gen khac, su tai t5 hop clia cac yéu t didu hoa
tir cac gen khac nhau, ving didu hoa téng hop, hodc ving didu hoa khéc bét ky,
hodc dé loai bo cac phﬁn da chon cua trinh tu didu hoa kiéu dai. Tiép do cac
trinh tu cai bién nay c6 thé dugc dua lai vao vi khuln qua su tai t hop twong
ddng trong hé gen. Danh séich tiéu biéu céc trinh tu khoi dau wu tién c6 thé
duoc sir dung dé didu chinh 1én sy biéu hién gen bao gdm céc trinh tr khéi diu
porA, porB, IbpB, tbpB, pll0, Ist, hpuAB tir N. meningitidis hodac N.
gonorroheae; ompCD, copB, 1bpB, ompE, UspAl; UspA2; TbpB tu M.
Catarrhalis; pl, p2, p4, p5, p6, 1pD, tbpB, D15, Hia, Hmwl, Hmw2 tir H.

influenzae.

Theo mét vi dy, su biéu hién cia gen co thé duoc diéu bién béng cach
trao ddi trinh tu khéi dAu ctia né véi trinh tw khoi dlu manh hon (qua viée phan
18p trinh tu phia trudc cha gen, su cai bién in vitro cia trinh tu ndy, va tai dua
vio hé gen bing su tai td hop tuong ddng). Sy biéu hién diéu chinh 1én c6 thé
thu dugce trong ca vi khudn ciing nhu trong tdi mang ngoai dugc hinh thanh

(hodc tao ra) tir vi khudn.

Theo cac vi du khac, cac cach tiép can duogc md ta c6 thé duge st dung
dé tao ra céc ching vi khuén téi t5 hop c6 céc dic diém duoc cai thién dé tmg
dung 1am vacxin. C4c ching ndy c6 thé 13, nhung khong chi gi6i han &, chiing
duoc giam doc, ching c6 mirc d6 biéu hién cac khang nguyén dugc chon ting,
ching ¢ cc gen can tré dap tng mién dich bj bat hoat (hoic mirc d6 biéu hién
giam), ching c6 mirc d6 biéu hién protein tréi mién dich dugc diéu bién, ching

¢6 su hinh thanh tui mang ngoai dugc diéu bién.
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Tir d6, séng ché ciing d& cép dén ving phia trude cai bién cta gen
protein E, trong d6 ving phia trudc cai bién niy chira yéu t6 didu hoa khéc loai
bién d6i mirc bidu hién cia protein cta protein E nim & mang ngodi. Ving
phia trude theo khia canh ndy ciia séng ché bao gdm trinh ty phia truée ctia gen
protein E. Vung phia truéc khoi d4u ngay tir vi tri phia truéc clia gen protein E
va thuong tiép tuc dén vi trf khong qua 1000 bp phia trude cia gen tir codon khéi
diu ATG. Trong trudng hop gen nim & trinh tur da cistron (operon), viing phia
truéc c6 thé khéi dhu ngay trudc gen quan tim, hodc trudc gen dau tién trong
operon. Tét hon 13, vimg phia trudce cai bién theo khia canh nay cua sang ché
chira trinh tu khéi d4u khac lodi & vi tri ndm gitra 500 va 700 bp phia trudc cia
ATG.

Viéc st dung vung phia trude da duge boc 16 dé diéu chinh 1én su biéu
hién cta gen protein E, quy trinh dé thu dugc né qua sy tai t6 hop tuong ddng
(vi duy, nhu dugc mo ta trong WO 01/09350 dugce két hop vao ban md ta niy
bang cach vién din), vecto chira trinh tu phia truéce thich hgp cho muc dich
ndy, va t& bao vat chi dugc bién dbi nhu vy cling 13 khia canh khéc cia séng

che.

Do vay, sang ché dé xuét polypeptit protein E, trong mun nuéc vi khuén
cai bién. Sang ché con @& xuét té bao vat chii cai bién c6 kha ning san xuat vecto
mun nudc ¢ mang khong séng. Sang ché con dé xuét vecto axit nucleic chira
gen protein E ¢ viing phia truéc cai bién chira yéu t6 diéu hoa khéc loai.

Sang ché con dé xuét quy trinh san xuét t& bao vat chu va mun nude vi
khuén theo séng ché.

Sang ché ciing dé xuit ché phim, dic biét 13 ché phdm vacxin, va
phuong phap bao gdm polypeptit va/hodc polynucleotit theo séng ché va trinh
tw ADN kich thich mién dich, nhu d3 duoc md ta trong Sato, Y. et al. Science
273: 352 (1996).
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Sang ché ciing mo ta phuong phép sir dung polynucleotit d3 mo ta hogic
manh cu thé cia né, duoc cho thdy 1 ma hoa ving khong bién dbi cua protein
bé mat t& bao vi khuén, trong cAu triic polynucleotit dugc st dung trong cac
thich nghiém mién dich di truyén ndy trong cdc miu dong vat bi nhiém H.
influenzae khong dién hinh. CAc thir nghiém ndy dic biét cé thé sit dung dé xéc
dinh épitop protein c6 thé gy ra d4p tmg mién dich du phong hodc didu tri.
Tin tudng ring nghién ciru ndy s& cho phép sin xuét tiép khang thé don dong
¢6 ¥ nghia cu thé, c6 ngudn gbc tir co quan can thiét cua dong vat d3 dugc
khang hoic loai thinh cong bénh nhidm tring, phat trién céc chit du phong
hodic phuong phép tri liéu nhiém vi khuén, dic biét 13 bénh nhiém trung H.

influenzae khong dién hinh, & dong vat c6 v, dic biét 1a nguoi.

Séng ché ciing d& cap dén ché phim vacxin chita polypeptit va/hodc
polynucleotit tai t& hop mién dich theo sang ché cling v6i chit mang thich hop,
nhu chit mang dugc dung. Do polypeptit va polynucleotit c¢6 thé bi phan hay
trong da diy, nén t6t hon 13 mdi chit duoc ding qua dudng ngodi rudt, bao
gém, vi du, duong dung dudi da, trong co, trong tinh mach, hodc trong da. Cac
ché phdm thich hop dé ding qua duong ngoéi rudt bao gébm dung dich tiém
nudc va khong phai nude vo trung co thé chira cac chat chdng oxy hoa, chét
dém, céc hop chét kim khuin va cdc chit hoa tan 1am cho ché phim dang
truong voi dich co thé, t6t hon 13 véi mau, cla ca thé; va huyén phu nudc va
khong phai nudc vo tring cb thé bao gém chit tao huyén ph hogc chét 1am
d3ic. Cac ché phim c6 thé dung trong vit chira & dang don liéu hoic da lidu, vi
duy, 6ng tiém va lo dugc han kin va c6 thé dugc bao quan trong diéu kién dong

kho chi cin bd sung chit mang 1ong vo tring ngay truéc khi sir dung.

Ché phim vacxin theo sang ché ciing c6 thé bao gém hé ta chit dé lam
ting kha ning sinh mién dich cta ché phim. T4t hon 12 hé t4 chat uu tién 1am

tang dap ung typ THI.
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bép ting mién dich c6 thé duge phén biét chung thanh hai loai khéc biét,
1a d4p g mién dich dich thé hoic qua trung gian t& bao (dic trung co ban boi
co ché bao vé kich thich 14n lugt boi khang thé va té bao). Céac loai dap tmg
nay con dugc goi 1a dap tng typ TH1 (dap tng qua trung gian t€ bao), va dap
g mién dich typ TH2 (dép tmg dich thé).

Céac dap tmg mién dich typ TH1 khéc biét ndy c6 thé dugc dic trung bsi
su tao khang nguyén dic hi€u, kiéu don han ché t& bao limphd T ddc, va dap
{mg t& bao giét tu nhién. Pép tmg typ TH1 & chudt thudng dugc dic trung béi
su tao khang thé cua typ phu IgG2a, trong khi d6 & ngudi d4p Gmg niy tuong
tng v6i khang thé typ IgG1. Pap tmg mién dich typ TH2 dugc dic trung boi
su tao & mirc dd 16n isotip globulin mién dich bao gém IgG1, IgA, va IgM &

chudt.

CAn tinh dn ring dong luc déng sau su phat trién ciia hai typ dap tmg
mién dich nay 13 cytokin. Mirc d6 cao cia cytokin typ TH1 huéng wu tién gy
ra dap ung mién dich qua trung gian té bao ddi v6i khang nguyén nhét dinh,
trong khi d6 mirc d9 cao cla cytokin typ TH2 hudéng uvu tién gy ra dap ng

mién dich dich thé déi véi khang nguyén.

Su phan biét gitta dap Umg mién dich typ TH1 va TH2 13 khong hoan
toan. Trén thi;c t&, mot c4 thé s& tao ra dap tmg mién dich dugc mé ta véi THI
14 chi yéu hodc TH2 13 chi yéu. Tuy nhién, dé thuan tién coi nhu 13 céc ho
cytokin trong thuét ngit nay dd dugc mo ta cac dong vo tinh CD4 +ve T cell
cta loai gim nhdm boi Mosmann va Coffman (Mosmann, T.R. va Coffinan,
R.L. (1989) THI va TH2 cells: different patterns of lymphokine secretion lead
to different functional properties. Annual Review of Immunology, 7, trang 145-
173). Theo truyén théng, dép tmg typ THI c6 lién quan dén viéc san xuét
cytokin INF-y va IL-2 bai té bao limpho T. Céc cytokin khac thudng lién quan

truc tiép t4i viée gy ra dép tmg mién dich typ TH1 khong dugc san xuét boi té
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bao T, nhu IL-12. Nguoc lai, dép tmg typ TH2 c6 lién quan dén viéc tiét IL-4, -
IL-5, IL-6 va IL-13.

D3 biét ring mot sd t4 chét vacxin 13 ddc biét thich hop t6i viéc kich
thich dép tmg cytokin typ TH1 hodc TH2. Theo truyén théng, chét chi thj tot
nhit cho sy can bing TH1:TH2 cta d4p tmg mién dich sau khi ching ngira
hoic bénh nhiém tring bao gém cac phép do luong truc tiép sy san xuét
cytokin TH1 hodc TH2 béi t& bao limphd T in vitro sau khi kich thich lai bang
khang nguyén, va/hodc cac phép do luong ty 1€ IgG1:1gG2a cia dap tmg khang

thé dic hiéu vé6i khang nguyén.

Do d6, ta chit typ TH1 13 chét kich thich wu tién tap hop té bao T phan
1ap dé san xuit & mirc cao cytokin typ TH1 khi dugc kich thich lai bang khéng
nguyén in vitro, va thiic diy su phat trién ciia ca té bao limphd T doc CD8+ va
dap tng globulin mién dich dic hiéu véi khang nguyén c6 lién quan dén isotyp

typ TH1.

Céc t4 chét c6 kha ning kich thich wu tién dap tmg t& bao TH1 da dugc
md ta trong cong bd don sang ché qubc té cac s6 WO 94/00153 va WO
95/17209.

Lipit A monophosphoryl da khir axyl tai vi tri O thir 3, hay 3D-MPL la
ot ta chit nhu vay. N6 da duogc biét trong GB 2220211 (Ribi). Vé mit héa
hoc, n6 13 hon hop ctia lipit A monophosphoryl di khir axyl tai vi tri O thit 3
v6i chudi duge axyl héa & vi tri 4, 5 hodc 6 va dugc san xuét boi Ribi
Immunochem, Montana. Dang dugc wu tién cta lipit A monophosphoryl da
khir axyl tai vi tri O thir 3 dugc boc 16 trong patent chau Au sb 0689454 Bl
(SmithKline Beecham Biologicals SA).

Tét hon 14, tiéu phan 3D-MPL du nho dé loc tiét truing dugc qua mang
loc 0,22micron (patent chau Au sb 0689454).
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3D-MPL c6 mit véi luong ndm trong khoang tir 10pug — 100pg, t6t hon
12 25-50pg mdi lidu, trong d6 khang nguyén thuong c6 mit véi lugng niam

trong khoang 2-50pg mébi lidu.

T4 chét dugc wu tién khac bao g<‘3m QS21, mot phén Hplc dugc tinh ché,
khong ddc, c6 ngudn gbc tir vo cay Quillaja Saponaria Molina. Phén nay tiy ¥
c6 thé dugc tron véi 3 De-O-acylated monophosphoryl lipid A (3D-MPL), tuy

y cung v&i chat mang.

Phuong phép san xudt QS21 di dugc bdc 10 trong patent MF s6
5,057,540.

Ché phdm t4 chét khong gdy phan Gng chira QS21 1a di biét (WO
96/33739). Ché phim niy bao gdbm QS21 va cholesterol dugc chi ra 13 ta chét
kich thich TH1 hiéu qua khi duoc bao ché trong ché phdm cling véi khang

nguyén.

Céc ta chat khac 13 cac chét kich thich vu tién clia dép tmg té bao THI1
bao gdm oligonucleotit diéu bién mién dich, vi du trinh tu CpG khéng dugc

metyl hoa nhu d@ dugce boc 16 trong WO 96/02555.

Hn hop ciia céc ta chét kich thich TH1 khac nhau, nhu céc ta chét néu
trén, cling dugc coi 1a mot ta chét, chét kich thich wu tién dap tmg té bao THI.
Vi du, QS21 c6 thé duoc bao ché cing véi 3D-MPL. Ty 1& QS21 : 3D-MPL
thudng ndm trong khoang tir 1:10 dén 10:1; tot hon 1 tir 1:5 dén 5:1 va thudong
1a 1:1. Khoang ty 1€ 3D-MPL: QS21 uu tién cho hiép ddng t6i vu 1a tir 2,5:1
dén 1:1.

Tét hon 13 chit mang ciing c6 trong ché phim vacxin theo sing ché.
Chét mang c6 thé 13 nhii trong dau trong nuéc, hoic mudi nhém, nhu nhom
phosphat hoac nhom hydroxit.

Nhil twong diu trong nuéc uu tién bao gdm déu c6 thé chuyén hoéa dugc,

nhu squalen, alpha tocopherol va Tween 80. Theo mét khia canh dic biét uu

-53-



19877

tién, khang nguyén trong ché phdm vacxin theo sang ché dugc phdi hop véi
QS21 va 3D-MPL trong nhii trong nay. Ngoai ra, nhii trong diu trong nudc c¢b
thé chtra Span 85 va/hodc lexitin va/hodc tricaprylin.

Thuong khi dung cho nguoi, QS21 va 3D-MPL c¢6 mat trong vacxin véi
luong ndm trong khoang 1pg—200pg, nhu 10-100pg, tot hon 13 10pug—50ug
mdi lidu. Thong thudng nhii twong diu trong nudc bao gdm tir 2 dén 10%
squalen, tir 2 &én 10% alpha tocopherol va tir 0,3 dén 3% Tween 80. T4t hon 13
ty 1€ squalen : alpha tocopherol twong duong hoac nhé hon 1 nhu vay s& lam
nhii trong 6n dinh hon. Span 85 ciing c6 thé c6 mit véi lugng 1%. Trong mot
s& trudng hop, c6 thé c6 loi néu vacxin theo sang ché con chira thém chét 1am
6n dinh.

T6t hon 13 nhii twong du trong nude khong doc chira dau khong doc,
nhu squalan hodc squalen, chit nhii hoa, nhu Tween 80, trong chit mang nudc.

Chét mang nuée ¢ thé 13, vi du, dung dich dém phosphat.

Ché phim ta chét dic biét c6 hiéu luc gébm QS21, 3D-MPL va
tocopherol trong nhii trong du trong nude da duge md ta trong WO 95/17210.

Khi sang ché dugc md ta cb lién quan dén mot sé polypeptit va
polynucleotit protein E, cdn hiéu ring diéu ndy bao gdm ca cic manh cua
polypeptit va polynucleotit cé trong tu nhié€n, va polypeptit va polynucleotit
tuong tu ¢6 su bd sung, khuyét doan hoic thay thé vé co ban khéng anh hudng
dén céc dic tinh mién dich cia polypeptit hodc polynucleotit tai t hop. Cac
manh/peptit uu tién dugc mo ta trong vi du 10.

Sang ché con dé xuit ché phdm vacxin da gia chira ché phdm vacxin theo
sang ché phéi hop véi cac khang nguyén khac, cu thé 13 cac khang nguyén cd thé
dugc sir dung dé didu tri bénh viém tai gitta. Ché phAm vacxin da gid nay c6 thé

chira ta chét gy ra TH1 nhu duge mé ta trén day.
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Theo mét phuong 4n uu tién, polypeptit, manh va chét khang nguyén
theo sang ché dugc bio ché v6i mét hoiic nhidu cac nhom khang nguyén sau:
a) mot hodc nhidu polysacarit vo phé ciu khudn (nguyén hoic dugc tiép hop
vé6i protein chit mang); b) mét hodc nhiéu khang nguyén cé thé bao vé vat chu
chbéng nhiém M. catarrhalis; ¢) mot hodc nhiéu khing nguyén protein c6 thé
bao v& vét chii chéng nhim Streptococcus pneumoniae; d) mét hodc nhidu
khang nguyén protein Haemophilus influenzae khong dién hinh nita; ) mot
hojdc nhiéu khang nguyén c6 thé bao vé vat chi chéng RSV; va f) mdt hozc
nhiéu khang nguyén c6 thé bao vé vét chii chéng virut cim. Uu tién phbi hop
cac nhom a) va b); b) va c); b), d), va a) va/hoic c); b), d), e), f), va a) va/hodc
c). Céc vacxin ndy c6 thé c6 loi khi duoc sir dung 1am vacxin viém tai gitra

toan cau.

Khang nguyén polysacarit vo phé cAu khuén t6t hon 14 dugc chon tir cac
typ huyét thanh 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F,
18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F va 33F (tt hon nita 13 tir cac typ huyét thanh 1, 3,
4,5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F va 23F). |

Khang nguyén protein phé ciu khuén 13 cic protein phé ciu khuén duoc
bdc 19 trén bé mit ngoai ciia phé cAu khuén (c6 kha ning duge nhan biét boi hé
mién dich ctia vt chu trong it nhdt mot phin vong doi cia phé cau khuin),
hodic 1a cac protein duoc tiét hodc giai phong béi phé ciu khudn. Tt hon nira
1, protein 13 doc t5, chit bam dinh, chét tai nap tin hiéu hai thanh phan, hoic
lipoprotein cia Streptococcus pneumoniae, hoac manh cia né. Protein dugc
d3ic biét uu tién bao gdm, nhung khéng chi gii han &: pneumolysin (t6t hon 13
dugc loai doc t6 bing cach xir 1y héa hoc hoic gy dot bién) [Mitchell et al.
Nucleic Acids Res. 1990 Jul 11; 18(13): 4010 "Comparison of pneumolysin
genes and proteins from Streptococcus pneumoniae types 1 and 2.", Mitchell et
al. Biochim Biophys Acta 1989 Jan 23; 1007(1): 67-72 "Expression of the

pneumolysin gene in Escherichia coli: rapid purification and biological
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properties.”, WO 96/05859 (A. Cyanamid), WO 90/06951 (Paton va cac ddong
tac gia), WO 99/03884 (NAVA)]; PspA va cac bién thé khuyét doan xuyén
mang cia né (WO 92/14488; WO 99/53940; US 5804193 - Briles va cic dong
tac gia); PspC va cac bién thé khuyét doan xuyén mang ctia né (WO 99/53940;
WO 97/09994 - Briles va cic dong tac gia); PsaA va cac bién thé khuyét doan
xuyén mang cuia né (Berry & Paton, Infect Immun 1996 Dec;64(12):5255-62
"Sequence heterogeneity of PsaA, a 37-kilodalton putative adhesin essential for
virulence of Streptococcus pneumoniae"); cholin phé ciu khuén gén két protein
va céc bién thé khuyét doan xuyén mang cia né; CbpA va céc bién thé khuyét
doan xuyén mang cia n6 (WO 97/41151; WO 99/51266); Glyxeraldehyt—3-
phosphat—dehydrogenaza (Infect. Immun. 1996 64:3544); HSP70 (WO
96/40928); PcpA (Sanchez-Beato et al. FEMS Microbiol Lett 1998, 164:207-
14); M gibng protein, don sang ché SB sb EP 0837130; va chit bam dinh
18627 (Pon sang ché SB sb EP 0834568). Khang nguyén protein phé cau
khuin dugc wu tién khic d3 duge mo ta trong WO 98/18931, déc biét 1a céac
khang nguyén dugc lya chon trong WO 98/18930 va PCT/US99/30390.

Khéng nguyén protein Moraxella catarrhalis wu tién cé thé dugc bao
gbdm trong hdn hop vacxin (dic biét d& ngin ngira bénh viém tai gifra) 1a:
- OMP106 [WO 97/41731 (Antex) & WO 96/34960 (PMC)]; OMP21; LbpA
&/hogc LbpB [WO 98/55606 (PMC)]; TbpA &/hodc TbpB [WO 97/13785 &
WO 97/32980 (PMC)]; CopB [Helminen ME, et al. (1993) Infect. Immun.
61:2003-2010]; UspAl va/hoac UspA2 [WO 93/03761 (University of Texas)];
OmpCD; HasR (PCT/EP99/03824); PilQ (PCT/EP99/03823); OMP85
(PCT/EP00/01468); 1lipo06 (GB 9917977.2); lipo10 (GB 9918208.1); lipol1l
(GB 9918302.2); lipol8 (GB 9918038.2); P6 (PCT/EP99/03038); D15
(PCT/EP99/03822); OmplA1 (PCT/EP99/06781); Hly3 (PCT/EP99/03257); va
OmpE.
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Khang nguyén protein Haemophilus influenzae khong dién hinh khac
duoc uu tién co thé duge bao gdm trong hdn hgp vacxin (dc biét dé ngin ngira
bénh viém tai gifra) bao gdm: Fimbrin protein [(US 5766608 - Ohio State
Research Foundation)] va thé dung hop chura peptit tir d6 [eg LB1(f) peptide
fusions; US 5843464 (OSU) hoic WO 99/64067]; OMP26 [WO 97/01638
(Cortecs)]; P6 [EP 281673 (State University of New York)]; protein D (EP
594610); TbpA va/hoic TbpB; Hia; Hsf; Hin47; Hif; Hmwl; Hmw2; Hmw3;
Hmw4; Hap; D15 (WO 94/12641); P2; P5 (WO 94/26304); NIpC2 (BASB205)
[WO 02/30971]; Slp (BASB203) [WO 02/30960]; va iOMP1681 (BASB210)
[WO 02/34772].

Khang nguyén virut cim uu tién bao gbm virut nguyén ven, song hodc
bi bét hoat, virut cim phén chia, phat trién trong trimg ho#ic t& bao MDCK,
hodc té bao Vero hoic toan bd thé virut cim (nhu d3 duge mo ta bai R. Gluck,
Vaccine, 1992, 10, 915-920) hodc cac protein di dugc tinh ché hoic tai t6 hop
cua ching, nhu pfotein HA, NP, NA, hodc M, hodc hdn hop cia chung,

Khéang nguyén RSV (Respiratory Syncytial Virus — virut hop bao hé
hép) duoc wu tién bao gdm glycoprotein F, glycoprotein G, protein HN, hodc

cac dan xuat cta chung.
Ché pham, kit va sir dung

Theo mét khia canh nira cia sang ché, sang ché @& xuét ché phdm chira
polynucleotit protein E va/hodc polypeptit protein E dé dung cho té bao hozc cho
sinh véat da bao.

Sang ché con dé cap dén céc ché phim chira polynucleotit va/hodc
polypeptit néu trén hbeftc cac chit chi vin hodc chét ddi khéng cia ching.
Polypeptit va polynucleotit theo sang ché c6 thé duoc ding phdi hop véi chit
mang hoac cac chét mang khéng vo tring hodc v tring d8 sir dung cho t& bao,

mo hodc sinh vat, nhu chit mang dugc dung thich hop dé st ding cho ca thé.
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Céc ché phém nay bao gém, chéng han, media additive hoac lugng hiru hiéu diéu
tri polypeptit va/hodc polynucleotit theo sang ché va chit mang hodc ta dugc
dugc dung. Chéit mang nay c6 thé bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, dung
dich nudc mudbi, dung dich nudc mubi dém, dextroza, nudc, glyxerol, etanol va
hén hop ciia ching. Ché phdm cin phai phit hop véi dang ding. Séng ché con dé
cap dén géi va kit duoc phim va chin doan bao gdm mét hodc nhiéu vét chira

dugc nap mét hodc nhiéu thanh ph?m ctia ché phim theo sang ché néu trén.

Polypeptit, polynucleotit va cac hop chét khac theo sang ché c6 thé duoc
dung riéng 1& hodc phéi hop véi cac hop chét khac, nhu cac hop chét tri lidu.

Dugc phdm c6 thé duoc ding theo cach thuén tién, cé hiéu qua bét ky bao
gém, chéng han, dung tai chd, qua duong miéng, hdu moén, am dao, trong tinh
mach, trong mang bung, trong co, dudi da, trong mii hodc trong da ngoai cac

duong khac.

Trong tri liéu hodc du phong, hoat chét c6 thé duoc ding cho ca thé dudi
dang ché phim c6 thé tiém dugc, vi du, huyén phi nudc v6 tring, tot hon 13

déng truong.

Theo mot khia canh nita, sang ché d& xuit dugc phém chira lugng hitu
hiéu diéu tri ciia polypeptit va/hosic polynucleotit, nhu dang hoa tan cia
polypeptit va/hodc polynucieotit theo sang ché, peptit hoic hop chét phan tir nho
cht van hodc dbi khang, phéi hop véi chét mang hodc ta dugc dugc dung. Cac
chét mang nay bao gdm, nhung khong chi giéi han &, dung dich nudc mudi, dung
dich nuéc mudi dém, dextroza, nudc, glyxerol, etanol, va hon hop cia ching.
Séang ché con dé cap dén gbi va kit duge phdm bao gdm mot hodc nhidu vat chira
dugc nap mot hoiic nhidu thanh phan cia ché phim theo sang ché néu trén.
Polypeptit, polynucleotit va cac hop chit khac theo sang ché c6 thé duoc ding
riéng 1& hodc phdi hop véi cac hop chét khéc, nhu hop chét tri liéu.
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Ché phim phai thich hop véi dudng dung, nhu dudng toan than hoic
dudng dung qua miéng. Dang uu tién cua duong dung toan thin bao gbm dang
tiém, thuong 13 tiém tinh mach. Cac dudng tiém khac, nhu dudi da, trong co,
hodc trong mang bung, c6 thé dugc st dung. CAc cich ding toan than khéc bao
gdm dudng ding qua mang nhdy va qua da c6 sir dung chét ting thdm nhu mubi
mat hodc axit fusidic hodc cac chét tdy khac. Ngoai ra, néu polypeptit hodc cac
hop chat khéc theo sang ché c6 thé dugc bao ché thanh ché phim nang hozc tan
trong rudt, thi c6 thé ding duong qua miéng. Viéc ding cic hgp chét nay ciing c6
thé dung tai chd va/hoic dugc khu tri, dudi dang thudc md, bot nhio, gel, dung

dich, bdt va cac dang tuong tu.

Pdi véi viee dung thube cho dbng vat co vu, va dic bi¢t 1a nguoi, mong
mudn ring mirc 1iéu hing ngly cta hoat chét nim trong khoang tir 0,01 mg/kg
dén 10 mg/kg, thuong khoang 1 mg/kg. Bic sy trong mbi trudng hop s& x4c
dinh lidu cu thé thich hop nhit déi véi ca thé va s& thay ddi theo tudi, thé trong
va dép Umg cia riéng mdi ca thé. Cac lidu trén 13 tiéu biéu cho cac trudng hop
trung binh. T4t nhién, c6 thé ding liéu cao hon hozc thdp hon dbi véi nhitng

trudong hop cu thé, va diéu ndy 1a nim trong pham vi cla sang cheé.

Khoang lidu can thiét phu thudc vao su lya chon peptit, duong ding, ban
cht ctia ché phim, ban chét tinh trang ctia d6i tugng, va d4nh gid clia bac sy didu

tri. Tuy nhién, liu thich hop nim trong khoang 0,1-100 pg/kg thé trong c4 thé.

Ché phim vacxin thuin tién 13 & dang c6 thé tiém duge. Cac ta chét
thong thudng c6 thd dugce ding dé 1am ting dap tmg mién dich. Pon vi liéu
thich hop dé chung ngira 12 0,5-5 microgram/kg khéng nguyén, va liéu nay tbt
hon 13 dugc dung 1-3 1An va trong khoang thdi gian 1-3 tudn. Vi khoang liéu
dua ra, khong gay ra tac dung doc bat loi v6i cac hop chét theo sang ché 13 yéu

t6 loai bo viéc dung nay cho cé thé thich hop.
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Tuy nhién, lidu lwong cén thiét dugc bién dbi rong theo nhidu hgp chét co
san va hiéu qua khéc nhau ciia cac duong dung khic nhau. Vi du, ding dudng
qua miéng doi héi lidu cao hon so véi ding dudng tiém tinh mach. Cac bién dbi
vé mirc lidu ndy c6 thé duoc diéu chinh bing cich sir dung cac kinh nghiém tdi

ru héa chudn, 13 d3 biét trong linh vuc nay.
Dit liéu trinh tu, trinh ty ghi trén vat mang tin thuc, va thudt toan

Trinh tu polynucleotit v polypeptit 13 ngudn théng tin cb gia tri d& xac
dinh cAu tric khong gian 2 chidu va 3 chiéu ciia n6 ciing nhu xac dinh céc trinh
tir khac cta thé twong dong tuong tu. Céch thirc dé ép dung nhét 13 lvu trinh tur
trén vét mang tin doc duoc bing mdy tinh va sau do sir dung dit liéu da luu nay
trong chwong trinh céu trac dai phén tir da biét hoc dé tim kiém dit lidu trinh tur

bang cach sir dung cac cong cu tim kiém phé bién, nhur géi chuong trinh GCG.

Sang ché con dé xuét phuong phap phan tinh trinh ty hodc chudi dic
trung, dac bi¢t 14 trinh tu gen hodc trinh tu protein ma hda. Phuong phép phan
tich trinh ty wu tién bao gdm, vi du, phuong phap phan tich d¢ tuong ddng
~ trinh ty, nhu phan tich d déng nhét va tinh tuong tu, phan tich cAu tric ADN,
ARN va protein, su gidi trinh ty, phén tich nhanh, phén tich motip trinh ty, su
xac dinh khung doc md, goi cadp bazo cuia axit nucleic, phan tich viéc sir dung

codon, cat cdp bazo cla axit nucleic, va phan tich pic sac ky giai trinh tu.

Phuong phép dia trén may tinh duoc dé xuit dé xac dinh d6 tuong dong.
Phuong phép ndy bao gém cac budc: cung cip trinh tu polynucleotit thir nhat
bao gdm trinh ty polynucleotit theo sang ché trén vat mang tin doc duoc bing
mAy tinh; va so sanh trinh ty polynucleotit thir nht nay véi it nhat mét trinh tu
polynucleotit hodc polypeptit thir hai d x4ac dinh d6 twong dong.

Phuong phap dya trén may tinh ciing dugc dé xuét dé xac dinh d6 tuong
ddng, phuong phap ndy bao gdm céc budc: cung cip trinh tu polypeptit thir

nhit bao gdém trinh ty cia polypeptit theo sang ché trén vat mang tin doc duoc
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bing mdy tinh; va so sanh trinh tw polypeptit thir nht nay véi it nhat mot trinh
tu polynucleotit hodc polypeptit thir hai dé x4c dinh d6 trong dong.

Tét ca cac cong bd don va tai liéu tham khao, bao gbm nhung khéng chi
giéi han & cac bang sang ché va don sang ché duoc trich dén trong phin mé ta
ndy, duoc két hop toan bd vao ban md ta nay bing cach vién din nhu thé mi
cong bd don hodc tai liéu tham khao cu thé va riéng 1& duge két hop béng cach
vién din vao ban mé ta ndy mdt cach ddy du nhu néu trén. Moi don séng ché
ma don ndy yéu cdu huéng quyén uu tién ciing dugc két hop vao ban mo ta nay
bang cach vién dan toan bd theo cach néu trén d6i vé6i cac cong bb don va tai lidu
tham khao.

Céc dinh nghia

"Po dong nhit," nhur d3 biét trong tinh trang k¥ thuat, 13 mdi quan hé gifta
hai hodc nhidu trinh tir polypeptit hoidic hai hoic nhiéu trinh tir polynucleotit, tiy
trudong hop, dﬁqc x4c dinh bang cach so sanh cac trinh tir ndy. Trong tinh trang
k¥ thuat, "d6 dong nhét" con c6 nghia 13 mirc d6 lién quan trinh tr gifta c4c trinh
tu polypeptit hodc polynucleotit, tity trudng hop, dugc xac dinh bang muc d6
twong hop giita cac chudi clia cac trinh tu nay. "D dong nhat" c6 thé dé dang
tinh dugc bang cac phuong phap di biét, bao gdm nhung khong chi gi6i han &
céc phuong phap d3 md ta trong (Computational Molecular Biology, Lesk,
AM., ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing: Infor-
matics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York,
1993; Computer Analysis of Sequence Data, Part 1, Griffin, AM., va Griffin,
H.G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular
Biology, von Heine, G., Academic Press, 1987; va Sequence Analysis Primer,
Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York, 1991; va
Carillo, H., and Lipman, D., SIAM J. 4pplied Math., 48: 1073 (1988). Cac
phuong phap xac dinh d6 déng nhét dugc thiét k& dé dua ra mirc d6 tuong hop
16n nhét gifra c4c trinh ty dugc danh gis. Hon nita, cic phuong phép dé xac
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dinh d6 ddng nhit dugc mi héa trong cic chuong trinh méay tinh dugc cong bd
rong rii. Phuong phép ding chuong trinh may tinh dé xac dinh d6 déng nhit
giita hai trinh tu bao gdm, nhung khong chi giéi han &, chuong trinh GAP
trong g6i chuong trinh GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research
12(1): 387 (1984)), BLASTP, BLASTN (Altschul, S.F. et al., J. Molec. Biol.
215: 403-410 (1990), va FASTA( Pearson va Lipman Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85; 2444-2448 (1988). Ho chuong trinh BLAST dugc phd bién rong tir
NCBI va cac nguf‘m khac (BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM
NIH Bethesda, MD 20894; Altschul, S., et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410
(1990). Thuét to4n Smith Waterman d3 biét rong rii ciing c6 thé dugc sir dung
dé xac dinh d6 ddng nhét.

Céc thong sb dé so sanh trinh ty polypeptit bao gdm nhu sau:

Thuét toan: Needleman va Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970)

Ma tran so sanh: BLOSSUMBG62 tir Henikoff va Henikoff,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89:10915-10919 (1992)

Diém phat khoang tréng (gap): 8

Piém phat chidu dai khoang tréng: 2

Chuong trinh hitu ich vé6i cic thong sé nay duoc phd bién réng nhu 1a
chuong trinh "gap" tir Genetics Computer Group, Madison WI. Céc thong s6
néu trén 13 cac théng sd mic dinh d& so sanh peptit (ciing véi viéc khong phat

diém d6i v6i cac khoang tréng tin cing).
Céc thong sb dé so sanh polynucleotit bao gdm nhu sau:
Thuét toan: Needleman va Wunsch, J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970)
Ma tran so sanh: tuong hgp = +10, khong tuong hop =0

Diém phat khoang tréng (gap): 50
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Diém phat chiéu dai khoang tréng: 3

San c6 chuong trinh "gap" tir Genetics Computer Group, Madison WL

Pay 1a cac thong so méc dinh d€ so sanh axit nucleic.

Y nghia duoc wu tién déi v6i "dd dong nhit" cta cac polynucleotit va

polypeptit, tiy truong hop, dugce trinh bay trong muc (1) va (2) dudi day.

(1) Phwong 4n polynucleotit con bao gdm polynucleotit phan l4p chira
trinh ty polynucleotit c6 d6 dong nhét 13 it nhat 50, 60, 70, 80, 85, 90, 95, 97
hodc 100% so véi trinh tr so sanh SEQ ID NO: 11, trong d6 trinh tu
polynucleotit nay c6 thé giéng vdi trinh tw so sanh SEQ ID NO: 11 hoic ¢6 thé
bao gdm téi mot sb nguyén nhat dinh cac bién d6i nucleotit so véi trinh ty so
sanh, trong d6 céc bién d6i nay duoc chon tir nhém bao gdm khuyét doan, thay
thé it nhat mot nucleotit, ké ca déng hoan va di hoan, hoac xen doan, va trong
d6 cac bién dbi nay co thé xay ra & vi tri dau 5' hodc 3' cta trinh tu nucleotit so
sanh hodc vi tri bt ky gitta cac vi tri ddu d6, xay ra rai rac trong cic nucleotit
trong trinh tu so sanh hoac trong mét hodc nhiéu nhém lién k& nim trong trinh
tu so sanh, va trong d6 s6 bién dbi nucleotit ndy dugc xac dinh bing cach nhan
tbng s6 nucleotit trong SEQ ID NO: 11 v&i sb nguyén xac dinh phan trim dong
nhét chia cho 100 va sau d6 14y tdng sé nucleotit trong SEQ ID NO: 11 trir di

tich nay, hodc:

np<Xp-Xpey),

trong d6 np 12 s6 bién dbi nucleotit, x, 12 tng sb nucleotit trong SEQ ID
NO: 11, y 14 0,50 dbi v&i 50%, 0,60 db6i véi 60%, 0,70 ddi véi 70%, 0,80 ddi
v6i 80%, 0,85 dbi véi 85%, 0,90 dbi véi 90%, 0,95 dbi véi 95%, 0,97 dbi vai
97% hoic 1,00 dbi véi 100%, va e 13 ky hiéu ciia phép nhén, va trong d6 gi4 tri
bat ky khong nguyén cua xp va y dugce lam tron xuéng dén sb nguyén gr?m nhat
truge khi trir nd tir x. Viée bién di trinh ty polynucleotit ma héa polypeptit

¢é trinh tu néu trong SEQ ID NO:1-10 c6 thé tao ra su khong c6 nghia, nhim
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nghia hodc d6t bién xé dich khung trong trinh ty ma héa ndy va tir 46 thay ddi

polypeptit m3 héa bang polynucleotit sau viéc bién dbi nay.

Vi du, trinh tr polynucleotit theo sang ché c6 thé gidng véi trinh tu so
sanh SEQ ID NO: 11, c¢6 nghia 12 n6 c6 thé giéng 100%, hodc cb thé bao gdm
t6i mot sb nguyén nhét dinh cac bién dbi axit nucleic so véi trinh tir so sanh
sao cho ty 18 dong nhit nhé hon 100%. Céac bién d6i nay dugc chon tir nhém
bao gém khuyét doan, thay thé it nhit mot axit nucleic, bao gdbm dong hoén va
di hoén, hodc xen doan, va trong do cac bién dbi nay c6 thé xay ra & vi tri dau
5' hodc 3' cuia trinh tu polynucleotit so sanh hodc vi tri bt ky giira céc vi tri ddu
d6, xay ra rai rac trong cac axit nucleic trong trinh tu so sdnh hodc trong mat
hoeflc nhiéu nhém lién k& ndm trong trinh tu so sénh. S6 bién d6i axit nucleic &
ty 18 phin trim ddng nhét di dinh dugc xac dinh bang c4ch nhén téng sb axit
nucleic trong SEQ ID NO: 11 véi sb nguyén xac dinh phan trim ddng nhét
chia cho 100 va sau d6 14y tong sb axit nucleic trong SEQ ID NO: 11 trir di tich

nay, hodc:
np Sxp - (xp ®y),

trong d6 np 13 s6 bién dbi axit nucleic, x, 13 tdng sd axit nucleic trong
SEQ ID NO: 11, y 13, ching han 0,70 di véi 70%, 0,80 déi véi 80%, 0,85 dbi
v6i 85% v.v., e la ky hiéu cia phép nhan, va trong d6 gia tri bét ky khong
nguyén clia xp va y dugc lam tron xudng dén sb nguyén gin nhét trude khi trir
no tur xp.

(2) Phuong 4n polypeptit con bao gdm polypeptit phan 1ip chira
polypeptit c6 do ddng nhét 1a it nhat 50, 60, 70, 80, 85, 90, 95, 97 hodc 100%
s0 v&i trinh tu polypeptit so sanh SEQ ID NO:1-10, trong d6 trinh tir polypeptit
nay c6 thé gibng véi trinh tur so sanh SEQ ID NO:1-10 hoic c6 thé bao gom t6i
mdt s& nguyén nhit dinh céc bién dbi axit amin so véi trinh tu so sanh, trong

d6 cac bién ddi nay dugc chon tir nhém bao gém khuyét doan, thay thé it nhét
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mot axit amin, bao gém thay thé, hodc xen doan bao toan va khdng béo toan,
va trong d6 céc bién ddi ndy co thé xay ra & vi tri du amino hogc carboxy cla
trinh tu polypeptit so sanh hodc vi tri bét ky giita cac vi tri ddu d6, xay ra rai
rac trong cac axit amin trong trinh ty so sanh hogc trong mét hodc nhidu nhém
1ién k& ndm trong trinh tir so sanh, va trong d6 s6 bién dbi axit amin nay duoc
xé4c dinh 13n luot bang cach nhén tong sb axit amin trong SEQ ID NO:1-10 véi
s6 nguyén xac dinh phan trim ddng nhét chia cho 100 va sau d6 14y tdng sb
axit amin trong SEQ ID NO:1-10 trir di tich nay, hodc:

nag <Xa-(Xa®Yy)

trong d6 ny 13 s cac bién dbi axit amin, x5 13 tong sb axit amin trong
SEQ ID NO:1-10, y 14 0,50 dbi v6i 50%, 0,60 dbi véi 60%, 0,70 d6i véi 70%,
0,80 dbi véi 80%, 0,85 dbi véi 85%, 0,90 dbi véi 90%, 0,95 d6i véi 95%, 0,97
dbi véi 97% hodic 1,00 d6i véi 100%, va e 13 ky hiéu cia phép nhan, va trong
d6 gia tri bat ky khéng nguyén clia x4 va y dugc 1am tron xudng dén s6 nguyén
gén nhét trude khi trir né tir x,.

Vi du, trinh tu polypeptit theo sang ché c6 thé gibng véi trinh tu so sanh
SEQ ID NO:1-10, c6 nghia 12 n6 c6 thé gibng 100%, hodc ¢6 thé bao gdm t6i
mot sb nguyén nhét dinh céc bién ddi axit amin so véi trinh ty so sanh sao cho
ty 18 ddng nhét nhd hon 100%. Céc bién dbi nay dugc chon tir nhém bao gdm
khuyét doan, thay thé it nhat mét axit amin, bao gbm thay thé, hoic xen doan
bao toan va khong bao toan, va trong d6 cac bién dbi nay c6 thé xay ra & vi tri
d4u amino hoic carboxy cua trinh tu polypeptit so sanh hodc vi tri bat ky gitra
cac vi tri diu d6, xay ra rai rc trong c4c axit amin trong trinh ty so sanh hogic
trong mot hodc nhiéu nhém 1ién k& nim trong trinh tu so sanh. S6 bién dbi axit
amin & ty 18 % déng nhit da dinh duge xac dinh bing cach nhan tdng sb axit
amin trong SEQ ID NO:1-10 véi sb nguyén xac dinh phén trim ddng nhét chia
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cho 100 va sau d6 14y téng sb axit amin trong SEQ ID NO:1-10 trir di tich nay,
hodc:

ng Sxg-(xq ®)),

trong d6 ng 13 s6 bién dbi axit amin, x5 13 tdng s6 axit amin trong SEQ
ID NO:1-10, y 13, ching han 0,70 d6i véi 70%, 0,80 dbi véi 80%, 0,85 dbi véi
85% v.v., va e 1a ky hiéu cuta phép nhan, va trong do6 gia tri khong nguyén bét
ky cla x4 va y dugc lam tron xudng dén s6 nguyén gan nhit trudc khi trir n tir

X3.

"Ca thé&", khi duoc st dung lién quan t&i sinh vat trong ban mo ta ndy c6
nghia 13 sinh vat da bo c6 nhan dién hinh, bao gdm, nhung khéng chi giéi han
& dong vat da bao, dong vat cé va, chim, bo, khi, dong vét linh trudéng, va
nguoi.

"Pugc phén 14p" ¢ nghia 14 duoc bién dbi "bang tay ciia con ngudi" tir
trang thai tg nhién cta no, chéng han, néu no c6 trong tur nhién thi né da duoc
thay dbi hodc duoc 14y ra khoi méi trudng ban dAu ctia n6, hodc ca hai. Vi du,
polynucleotit hodc polypeptit co trong tu nhién trong sinh vt sdng khéng “duoc
phén 18p”, nhung polynucleotit hodc polypeptit gidng nhu vy duoc tach tir cac
nguyén liéu cing ton tai cta trang thai tur nhién clia né "dwgc phan lap", nhu
thuat ngit dugc dung trong ban mé ta nay. Ngoai ra, polynucleotit hodc
polypeptit duoc dua vao trong sinh vat bang bién nap, thao téc di truyén hodc
bing phuong phép t4i tb hop bét ky khac dirqc coi la "dugc phan 1ap" ngay ca khi

né van c6 mit trong sinh vat ndy, sinh vat ndy c6 thé 13 song hodc khong song.

"Polynucleotit" thudng dugc ding dé chi polyribonucleotit hoic
polydeoxyribonucleotit bat k¥, ching c6 thé 12 ARN hoic ADN khong duoc cai

bién hodic ARN hodc ADN dugc cai bién bao gdm ving soi don va kép.
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“Bién th&” dugc ding dé chi polynucleotit hodc polypeptit khac so véi
polynucleotit hodc polypeptit so sanh, nhung van duy tri duge cac dic tinh can
thiét. Bién thé dién hinh cua polynucleotit khic vé trinh tu nucleotit so v&i
polynucleoti khac, polynucleotit so sanh. Su thay d6i v& trinh tur nucleotit ctia
bién thé c6 thé hodc khong thé bién dbi trinh tu axit amin clia polypeptit ma
hoéa béi polynucleotit so sanh. Su thay ddi nucleotit c6 thé din dén su thay thé,
bd sung, khuyét doan, dung hop va cit ngén axit amin trong polypeptit mi hoa
béi trinh tu so sanh, nhu néu dudi day. Bién thé dién hinh ciia polypeptit khac
v& trinh tu axit amin so véi polypeptit khac, polypeptit so sanh. Néi chung, su -
khéc nhau 13 han ché vi vy trinh tur cia polypeptit so sanh va bién thé 13 gin
tuong tu toan bd va, trong nhiéu ving, 13 gibng nhau. Bién thé va polypeptit so
sanh c6 thé khac v& trinh tu axit amin béi mot hodc nhiéu su thay thé, bd sung,
khuyét doan trong sy phdi hop bt ky. Gbc axit amin dugc thay thé hoic xen
vao c6 thd khong hodc 13 gbc duoc md héa béi ma di truyén. Bién thé cia
polynucleotit hozic polypeptit c6 thé cé trong tu nhién nhu bién thé alen, hosc
1n6 c6 thé 12 bién thé khéng duoc biét 13 c6 trong tu nhién. Bién thé khong c6
trong tu nhién ciia polynucleotit va polypeptit c6 thé dugc tao ra bang k¥ thuat
phét sinh d6t bién hosc bang tdng hop truc tiép.

"Bénh" c6 nghia 13 bénh bét ky giy ra boi hodc cb lién quan dén tinh
trang nhiém trung vi khudn, bao gém, vi du, bénh viém tai giita & tré so sinh va
tré em, viém phéi & ngudi cao tudi, bénh viém xoang, bénh nhiém trung bénh
vién va céc bénh xam 14n, bénh viém tai gitra man tinh c6 mit kha ning nghe,
su tich tu dich trong tai gitra, su pha huy than kinh thinh gidc, chim néi, bénh
nhiém tring duong hd hip trén va bénh viém tai giira.

Phén thir nghiém
Céc vi du duédi day dugc thuc hién bing cach st dung céc k¥ thuét

chudn, d3 biét va 1a théng thuong dbi v6i ngudi co hidu biét trung binh trong
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linh vuc ndy, trir khi c6 chi dan chi tiét. Cac vi du nay 13 minh hoa, nhung

khong han ché pham vi ciia sdng ché

Su nghién ctru ndy md ta viéc phan lap, tinh ché, mé ta dic diém, tach
dong va biéu hién cla protein mang ngoai méi c6 tén 13 protein E (pE) cua H.
influenzae va pE(A) tai tb hop dugc cét ngin méi, duge nghién ciru bang cach

stt dung IgD()) huyét thanh u tiy ciia nguoi.
Nguyén liéu va phuong phép
Céc chit phan tmg

Céc ching H. influenzae typ b MinnA va NTHi3655 thu dugc dé dang tir
Robert S. Munson Jr. (Washington University School of Medicine (St. Louis,
Mo). Chiing H. influenzae khong dién hinh NTHi772 13 thé phan 14p 1am sing
tir mdi truong dich miii hiu-hong. Mot chudi cac loai Haemophilus khac nhau
cling dugc phén tich va dugc mo ta trong Bang 1. toan bg IgD(A) huyét thanh u
tiy IgD ngudi duge mua tir The Binding Site (Birmingham, England). P& san
xuét khang huyét thanh khang pE dic hiéu, thé dugc ching nglra tiém bép 200
ug pE22-160 tai tb hop [pE(A)] dugc nhii hoa trong ta chat Freunds hoan chinh
(Difco, Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) hodc peptit pE41-68 dugc
tiép hop voi keyhole limpet hemocyanin (KLH) va tdng cuong vao céc ngay 18
va 36 v6i cing lidu protein trong ta chit Freunds khéng hoan chinh. Liy mau
vio 2 dén 3 tuln sau d6. Khang thé da dong thu dugc dugc phan 1ap bang sic
ky ai luc ¢ sir dung pE(A) hodc peptit pE dic hi¢u (pE41-68) duoc tiép hop
v6i CnBr-Sepharose (11). IgD dé khéng nguoi duge tiép hop véi horseradish
peroxidaza (horseradish peroxidaza - HRP) dugc mua tir Biosource (Camarillo,

CA). pAb IgD tho khang ngudi dugc mua tir Dakopatts (Gentofte, Denmark).

IgD chudt khang ngudi dugc tiép hop véi floresxeinisothioxyanat

(FITC), chudi nhe thé khang ngudi (k va A) dugc tiép hop véi HRP, va
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globulin mién dich da dong lon khang thé duoc tiép hop véi FITC dugc mua tir
Dakopatts.

Chiét va tinh ché protein E

H. influenzae typ b (MinnA) dugc phat trién qua dém trong mdi trudng
canh dich truyén ndo tim (brain heart infusion - BHI) (Difco Laboratories,
Detroit, Mich.) ¢6 bd sung NAD va hemin (Sigma, St. Louis, MO), mbi loai
10pg/ml. Sau hai 13n rira vi khudn duoc chiét trong dung dich dém Tris-HCI
0,05 M (pH=8,8) chira 0,5% Empigen® (Calbiochem Novabiochem, Bedford,
MA). Huyén phi vi khudn duge trdn bang cach khudy tir trong 2 gid & 37°C.
Sau khi 1y tam & 8000 x g trong 20 phut & 4°C, dich ndi duge loc bing may loc
vo tring (0,45 pm; Sterivex-HV, Millipore). Chiét phim H. influenzae trong
0,5% Empigen® dugc cho vao cft Q-sepharose (Amersham. Pharmacia
Biotech) duoc can bing bing dung dich Tris-HC1 0,05 M (pH=8,8) chira dung
dich ﬁre 6 M. Cét nay dugc tach rira béang cach sir dung gradient tuyén tinh cua
dung dich NaCl ndng do tir 0 dén 1 M trong cung dung dich dém. Cac phan
doan dugc phat hién boi IgD(M) huyét thanh u tiy dugc gdp lai, thAm tach
trong dng mang Spectraphor (ngudng khdi lugng phan t& 6-8.000; Spectrum,
Laguna hills, CA) khéng lai dung dich Tris-HC10,05 M, pH=8,8, va dugc cd
dic trén mang dia YM100 (ngudng khéi lugng phan tir 10.000; Amicon,
Beverly, MA).

SDS-PAGE va phét hién protein trén mang (thAm tach Western)

SDS-PAGE dugc chay & dién ap khong dbi 150 c6 sir dung gel Bis-Tris
10% dang chay (MES), miu (LDS), va dung dich dém chuyén ciing nhu dung
cu thdm tir Novex (San Diego, CA). Cac mau dugc 1am néng déu dén 100°C
trong 10 phit. Gel dugc nhuém mau béng Coomassie Brilliant Blue R-250 (13;
- Bio-Rad, Sundbyberg, Sweden). Su chuyén dién di ctia dai protein tir gel dén
mang immobilon-P (Millipore, Bedford, MA) dugc thuc hién & 30 V trong thoi
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gian tir 2 dén 3 gid. Sau khi chuyén, mang immobilon-P duoc cb dinh trong
PBS bing 0,05% Tween 20 (PBS-Tween) chtra 5% bt sira. Sau vai 1an rira
trong PBS-Tween, mang ndy duoc G bing protein u tiy IgD tinh khiét (0,5
pg/ml, IgD(A) u tily cia nguoi; The Bindingsite) trong PBS-Tween bao gém
2% bot sira trong 1 gio & nhiét d6 phong. BS sung IgD dé khang ngudi dugc
tiép hop véi HRP da dugc pha losing 1/1000 sau vai 14n rira trong PBS-Tween.
Sau khi 0 trong 40 phut & nhiét d6 phong va rira thém vai 14n nita trong PBS-

Tween, viéc nghién ciru duoc thuc hién tiép bing cac thudc thir phat hién trong

phuong phdp thdm tich Western ECL (Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Sweden).
Su dién di trén gel SDS-polyacrylamit hai chiéu (2-D PAGE) va thim tach

Western

Sau khi sic ky trao ddi ion, chiét phdm Empigen® cua H. influenzae
(MinnA) dugc dem tap trung ding dién (isoelectric focusing - IEF) bing cach
sit dung IPGphor IEF System (Amersham Pharmacia Biotech) (5,12). Bé
chuin d6 gel, m6t miu chuin dugc sir dung (cat. no. 161-0320; Bio-Rad). Gel
2-D polyacrylamit duoc thdm dién vao mang loc Immobilon-PVDF (0,45 mm,;
Millipore, Bedford, US) & 120 mA qua dém. Sau khi bo hoa, 0, cac budc cb
dinh va rira dugc tién hanh nhu dugc mb ta trén day.

Phan tich trinh tu axit amin

Phan tich trinh tu axit amin ty dong dugc thuc hién béng may phan tich
trinh tu pha rén 16ng-khi 470A cta Applied Biosystems (Foster City, CA).
Chu triic cta thu vién gen H. influenzae

ADN nhiém sic thé dugc iy tir chung 772 bing cach cai bién theo
phuong phap ciia Berns va Thomas (2,13). N6i ngin gon, thu vién gen H.
influenzae 772 dugc ciu tao tir 40 pg ADN duoc tiéu hoa timg phin bing
Sau3 A trong 1 gio. ADN phan chia dugc tach phan doan trén gradient sucroza
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(14). Cac phan doan chira manh ADN c6 kich thuéc thich hop (2 dén 7 kbp)
duogc gop lai, va ADN duoc gén v6i pUCI 8 tiéu hoa béi BamHI, tiép d6 13 bién
nap vao Escherichia coli IM83 bé‘mg xung dién cd sir dung bd tao xung Gene
(Bio-Rad , Richmond CA). Vi khuin duoc dit trén thach agar LB c6 b sung
ampicillin va X-Gal (5-bromo-4-clo-3-indolyl-B-D-galactopyranosit).

Thir nghiém mién dich khun lac, phén 1ap va giai trinh twy ADN

Thé bién nap E. coli, duoc nudi ciy qua dém trén thach agar LB, dugc
chuyén sang mang loc nitroxenluloza (Sartorius, Géttingen, Germany) bing
cach day mang loc kho trén bé mit thach agar. Pia dugc dé trong 15 phut, va
cac té bao bi ly giai bing cach dua vao hoi clorofom bdo hoa trong 20 phit.
Céc vi tri gén két protein du trén mang loc duge cb dinh bang cach i mang loc
trong dung dich nuéc mudi duoc cin bing bing Tris chira albumin trimg (Tris-
hydroclorua 50 mM, NaCl 154 mM, albumin trimg 1,5% [pH=7,4]) trong 30
phut. Sau khi duoc ¢b dinh, mang loc dugc 0 bang IgD(L) ngudi trong 30 phut.
B& sung khang thé da dong IgD khang nguoi dugce tiép hop v4i HRP sau khi
rra va u mang loc trong 30 pht. Tht c4 cac bude G duge thuc hién & nhiét db
phong. Cudi cling, mang loc dugc hién hinh bang cach sir dung 4-clo-1-naphtol
va H,0,. Dong v6 tinh duong tinh dugc lya chon va AND plasmit pUC18 chira
ADN hé gen NTHi772 duogc tinh ché. Poan xen ADN NTHi772 thu dugc duge
giai trinh ty bing cach sir dung doan mdi ndm canh sudn M13+ va M13- va kit
giai trinh ty phan Ung BigDye Terminator Cycle Sequencing v. 2.0 Ready
(Perkin-Elmer, Foster City, Ca). Trinh tu doan xen thu dugc (3,55 kbp) tuong
ung voi doan chita ADN ma héa protein HI0175, HI0176, HI0177, va cubi
cung la HI0178 (15).

T4ch dong ADN va biéu hién protein

Tat ca cac cau truc tao dugc bang cach st dung manh dugc khuéch dai

PCR. pUCI8 chira ADN hé gen NTHi 772 (tir HIO175 dén HI0178) duoc sir
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dung 13m mau. Taq ADN polymeraza tir Roche (Mannheim, Germany) va didu
kién PCR nhu khuyén c4o ctia nha san xuét. Khung doc mé clia bdn protein du
doén trude tir HI0175 dén HI0178 dugc tach dong, nhung chi quy trinh mo ta
viéc tach dong cia HID (HI0178) dugc bao gbm trong nay. pEzZ'160 [PE(A)
dugc chi dinh] khong c6 peptit tin hi¢u ndi sinh chira gbc axit amin glutamin21
va dugc khubch dai bing PCR c6 st dung cac doan mdi 5'-
ctcaggatccaaaggctgaacaaaatgatgtg-3 va 5'-ggtgcagattaagctttittttatcaactg-3” dua
vao céc vi tri enzym gi6i han BamHI va Hindlll. P& dung hop 6 gdc histidin
m3 héa béi vecto bidu hién, codon két thic pE*"% dugc gay dot bién. Khung
doc m& 417 bp thu dugc cia gen pe dugc gén vao pET26(+) (Novagen,
Darmstadt, Germany). D& tranh doc tinh c6 thé c6, plasmit thu dugc dau tién
duge bién nap vio trong vat chu E. coli DH50.. Sau d6, plasmit mé hoa pE va -
pE(A) dugc bién nap vao vat chi biéu hién BL21(DE3). Ngoai pE va pE(A) c6
chiéu dai déy du, mot loat cac bién thé pE duoc cit ngén duoc san xuét. Nét
chinh dugc thé hién & Fig. 8. Cac doan moi chita BamHI va Hindlll dugc sk
dung dbi véi tAt ca cac cAu tric. Cc budc dbi véi cac bién thé duge cit ngén
dugc mé ta nhu trén. TAt ca cic cAu trac duoc giai trinh tu bang cach sir dung
kit giai trinh tu phan tmg BigDye Terminator Cycle Sequencing v. 2.0 Ready
(Perkin-Elmer, Foster City, Ca).

Dé tao ra protein tai td hop, vi khuin duoc phat trién dén pha mid-log
(ODggo ttr 0,6 dén 0,8) tiép d6 gy cam Ung bing 1 mM isopropyl-1-thio-B-D-
galactoside (IPTG) din dén sy bidu hién qua muc cia pE(A). Khi ODgy dat
dén 1,5 dn 1,7, thu 14y vi khudn va thé vii dugc phén 1ap theo quy trinh
chudn. Protein tai t6 hop con c6 thé dugc tinh ché bing sic ky 4i lyc cb sur
dung cot niken. Protein téi td hop da tinh ché sau d6 dugc phén tich bing SDS-
PAGE.
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Tinh ché AND ctia H. influenzae, diéu kién PCR va gii trinh ty

ADN hé gen tir H. influenzae thé phén 1ap 14m sang dugc phan 14p bing
cach st dung kit DNeasy Tissue (Qiagen, Hilden, Germany). Taq ADN
polymeraza tir Roche (Mannheim, Germany) va didu kién PCR nhu khuyén
cdo cua nha san xudt. D& phin lap gen pe, cap doan mdi 5'-
gcatttattaggtcagtttattg-3" va 5’-gaaggattatttctgatgcag-3', gin véi gen ndm canh
sudn HI0177 twong tmg HI0179, duge sir dung. San phim PCR thu dugc (948
bp) dugc giai trinh tu bang gen-walking c6 st dung cic doan mdi néu trén
ngoai doan mdi 5’ -cttgggttacttaccgettg-3” va 5’-gtgttaaacttaacgtatg-3". Dién di
mao quan dugc chay trén Beckman CEQ 2000 c6 st dung dye-terminator cycle
sequencing kit (CEQ DTCS kit, Beckman Coulter, Stockholm, Sweden). Viéc
hiéu dinh va sip hang trinh ty ADN thu dugc dugc thuc hién bing céch st
dung PHRED (CodonCode, Deadham, USA) va SEQUENCHER (MedProbe,
Oslo, Norway).

San xuét H. influenzae khong c6 pE (NTHi 3655 Ape)

ADN hé gen dugc phan 1ap tir NTHi 772 dugc sir dung 1am méu. Céc
diu 5°- va 3'- clia pe bao gom céc phan cia cac gen HI0177 va HI0179 dugc
khuéch dai lam hai bing (lin luot 1a 815 bp va 836 bp) cé s dung
DyNAzy_meTM II ADN polymeraza (Finnzymes, Espoo, Finland) dua vao vi tri
enzym gi6i han Xhol va EcoRI twong g v6i EcoRI va SpEI ngoai trinh ty déc
hiéu trong hai bang (18). Méanh PCR thu dugc dugc tiéu hoa va tach dong trong
pBluescript SK (+/-). Bing gen khéng kanamycin (1282 bp) thu dugc tu
pUC4K béng céach st dung vi tri enzym gi6i han d6i véi EcoRl. Sau khi tiéu
héa, san phim PCR dugc gén vao manh gen pe dugc c4t ngin chira cac phan
ctia cac gen HI0177 va HI0179. Chung H. influenzae Eagan va RM804 dugc
bién nap theo phuong phap M-IV cua Heriott et al. (19). Dot bién thu dugc
dugc kiém tra bang PCR va phén tich su bidu hién pE bang phuong phép thAm

tach Western va mi&n dich dong té bao.
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Céc phan mém sinh hoc phén tir

Trinh tu thu dugc duge so sanh v6i hé gen KW20 H. influenzae cb san
(hitp://www.tigr.org) (15). Peptit tin hiéu dugc suy ra bing cach sir dung
SignalP V1.1 World Wide Web Prediction Server Center d& phan tich trinh tu
sinh hoc (http://www.cbs.dtu.dk/services/ SignalP/) (16). Profin ky nuéc pE
dugc phén tich bing phuong phap cta Kyte va Doolittle (17).

Péng vat, quy trinh phau thuét va miu bénh viém tai gifta ctia chudt

Str dung chudt duc Sprague-Dawley khoe manh, thé trong tir 200-250 g.
T4t ca dong vat khong bi bénh nhiém tring tai gitta nhu x4c dinh bing céach soi
kinh hién vi tai tru6e khi tién hanh. O giai doan can thiép, chuét duoc gy té
bang metohexital (Brietald, Elli Lilly va Company, Indianapolis, IN) tiém tinh
mach ho#c cloral hydrat (apoteksbolaget, Lund, Sweden) tiém mang bung. Vi
khudn dé thir nghiém véi dong vat duoc phat trién nhu dugc mé ta trén day.
Sau khi thu bang ly tAm, vi khuin duoc tao huyén phu lai trong méi trudng
nudi ciy méi dén ndng d6 2x10'° don vi tao khudn lac (cfu) dbi v&i ca NTHi
3655 va thé dot bién pE tuong tmg. San phim duoc giit lanh cho dén khi sir
dung. D& gy bénh viém tai gifra cdp tinh (acute otitis media - AOM), tai gitra
duoc tiép can bang vét rach gitra bung vio trong cd, va khoang 0,05 ml huyén
phu vi khuén duoc nhé vio trong héc tai gitra. Soi kinh hién vi tai duoc tién
hanh vao ngdy 3 va 5 sau phiu thuit. Bénh viém tai gifta c6 chdy mi, vi du,

chay dich duc va thuong gidn mach rd vao ngay 3, 1a chi AOM.
Két qua

Chiét va tach protein (pE) ciia H. influenzae ma dugc phat hién bang IgD(L)
huyét thanh u tiy

Trude kia ngudi ta d3 nghi ring H. influenzae khong dién hinh (NTHi)
khong gin két vai IgD (19), trong khi d6 H. influenzae c6 vé gin két manh véi
IgD. Céc tac gia sang ché d3 phat hién ra ring IgD()\) huyét thanh u tiy ciing
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gin két dic hiéu voi NTHi. Profin mién dich dong t& bio dién hinh cia
NTHi772 dugc chi ra trén Fig. 1. Sy thay d6i manh va huynh quang ting duoc
~ phét hién v6i su cé mit cia protein u tiry IgD(L) khi so sanh v6i miu dbi

chung khong cé IgD.

Pé phan tich chi tiét protein mang ngodi H. influenzae duge phét hién
boi IgD()L) u tiy, mdt phan mang ngoai duoc hoa tan trong chét tdy Empigen®.
Fig. 1B minh hoa hoat tinh gin két v6i IgD rit manh thu dugc béng phuong
phép thim tach Western ddi véi protein c6 khéi lugng phan tir biéu kién xAp xi
16 kDa. Tuy nhién, khong phat hién dugc dai protein rd rét tuong ing véi hoat
tinh gén két véi IgD trén SDS-PAGE duoc nhudém mau Coomassie Brilliant
blue. Sau khi tach trén cdt Q-Sepharose, chiét phdm mang ngoai thu dugc duge
dem dién di trén gel 2 chidu va nhudém mau bac (Fig. 1C). Song song, tién hanh
thiAm tach Western dugc do bang IgD(L) ngudi. Do d6, ving trong d6 pE dugc
dinh vi c6 thé dugc bao quanh. Tuy nhién, khong thu dugc protein hién mau
(Fig. 1C).

Tach dong protein E va san xut thé dot bién khong c6 pE ciia H. influenzae
khong dién hinh

Do khong thé phat hién dugc protein bét ky trong phan tich 2-D sau khi
tach, thu vién ADN H. inﬂuenzaé duge xiy dung bing cich st dung H.
influenzae khéng dién hinh (NTHi) ching 772. ADN hé gen chira cic manh
nim trong khoang tir 2 dén 7 kbp dugc gin vao pUC18 sau d6 bién nap vao E.
coli TM83. Thé bién nap dugc phan tich gén két véi IgD bang cach sir dung thir
nghiém mién dich khuén lac chira IgD(A)ngudi va khang thé da dong IgD
khéng ngudi duge tiép hop véi HRP. Ba khuén lac duong tinh duoc tim thiy
trong 20.000 khuin lac thir nghiém va dwoc dem sang loc vong hai bing
IgD()). Cac tic gia giai trinh tw mét trong cic dong vo tinh duong tinh va thiy
c6 doan xen 3,55 kb chira ADN mi héa cho bdn protein tir HI0175 dén HI0178
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theo so dd vat Iy cua H. influenzae KW20 (15). Pé 1am rd hon tuong tac dic
hiéu véi IgD(M), thé bién nap dugc chon ciing dugc phan tich bang mién dich
dong té bao. Nhu c6 thé thy trén Fig. 2B, E. coli IM83 chira ADN hé gen H.
influenzae 772 twong (mg v&i trinh tu m3 héa tir HI0175 dén HI0178 dugc phat
hién bing IgD(A) so v6i mAu dbi chimg 4m E. coli dugc bién nap chi bing

vecto rong (Fig. 24).

Ngoai phan tich dong vé tinh E. coli IM83, bén protein H. influenzae (tir
HI0175 dén HI0178) dugc tach dong vao vecto biéu hién pET26(+) va dugce
. san xuét trong E. coli BL21DE3. Protein ti t6 hop thu dugc duge phén tich
~ bing IgD(A) trong phuong phédp thdm tich Western va tim thdy HIO178 1a
protein duy nhét phat hién duoc bang IgD(L) (dit liéu khdng dugc chi ra).

H. influenzae khong dién hinh (NTHi 3655) dugc gdy dot bién bang
cach dua biang gen khang kanamycin vao gen ma héa pE. Dot bién thu dugc
dugc xac nhan béi PCR va su Véng mit su biéu hién pE dugc ching minh béng
cach phan tich protein mang ngoai trong phuong phap thAm tach Western c6 st
dung khéng huyét thanh khang pE dic hiéu (dir liéu khong dugc chi ra). Dot
bién NTHi 3655Ape ciing duoc kiém tra bing mién dich dong té bao va thiy
rf?mg huynh quang gidm rd rét bdi dot bién so v6i NTHi 3655 kiéu dai twong
{ng khi phén tich bing khang huyét thanh tho don tri khang pE va pAb thi cép
dé khang tho dugc tiép hop véi FITC (Fig. 2C va D).

Protein E duoc thiy & tit ca cac H. influenzae, trong khi d6 céc phan loai khac
la &m tinh

Pé phan tich sy biéu hién pE cia thé phan l4p 1dm sang va chiing typ cla
NTHIi, céc téc gia da phat trién thir nghiém mién dich dong té bao gan két truc
tiép gém IgD(A) huyét thanh va khang thé thir cip duoc tiép hop véi FITC truc
tiép chdng IgD ngudi. Trong cac thir nghiém ban dau, vi khuan duoc thu & cac

thoi diém khéc nhau dugc dem phan tich sy biéu hién pE. Khéng thu dugc su
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khac nhau lién quan dén su biéu hién pE gitta vi khudn & pha phat trién logarit
hodc vi khudn & pha 6n dinh, cho thdy rang pE bé mit NTHi khong phu thudc
vao pha phét trién. Do d6, vi khuén & pha én dinh duge sir dung trong tht ca
cac phan tich khéc. Phén tich cudng dé huynh quang trung binh (mfi) mdi té
bao vi khuin va téng sb 22 ching NTHi duoc gdm trong nghién ctru ndy.
Cudng d6 huynh quang bién dbi giira cac ching NTHi khic nhau, mac du pE
thiy & phan 16n NTHi trong thir nghiém cu thé nay bang cach sir dung IgD(X)
huyét thanh u tity 1am khéng thé phat hién (Fig. 3).

Trong cac thir nghiém khac, khang thé khang pE dic hiéu ctia thd dugc
st dung d& phat hién pE bé mit. Khing huyét thanh khang pE dic hiéu nhan
' biét dic hiéu pE ciing & trong cic chung c6 vo cua H. influenzae, H.

aegypticus, va H. haemolyticus.(dit 1iéu khong dugc chi ra).

Dé phén tich thém mirc bidu hién pE, chiét pham mang ngoai dugc xir Iy
bing Empigen® cla cic loai haemophilus khic nhau dugc kiém tra trong
phuong phép thAm tach Western c6 sir dung IgD(A) 1am khéng thé phat hién
(Bang 1). Trong cac thir nghiém nay, khong thiy c6 su khac nhau gifta c4c
chung haemophilus bidu hién cao v thip, ching han, trong phuong phap thim
tach Western, tit ca cac chung hién thi pE véi cling cudng d6 va va cung vi tri
tuong ing véi 16 kDa. H. influenzae c6 vo (typ tir a dén ) cﬁng biéu hién pE
nhu duge thiy bang phuong phép thim tach Weétern (Béang 1). Vi du, su biéu
hién pE trong bdn vé H. influenzae typ b (Hib) dugc so sanh véi NTHi trén
Fig. 4. H. aegypticus, va H. haemolyticus biéu hién pE (Bang 1), trong khi d6
ddi véi cac lodi haemophilus 1ién quan khéc, 13 4m tinh trong thir nghiém mién
dich dong té bao (Fig. 3), khong phat hién thdy pE trong phan tich thim tach
Western. Khang huyét thanh khéng pE dc hiéu nhan biét dic hiéu pE ciing c6

trong cac chung c6 vo (dit liéu khong duge chi ra).
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Béang 1

C6 vo hoic khong dién hinh Phén tich thim tich Western

(NT) (duong tinh/ 4m tinh; 0)
556 H. influenzae CCUG EF 6881 I Caps.typ a duong
557 H. influenzae CCUG EF 73151 Caps.typ a duong
94 Hi typa duong
479 H. influenzae Minn A typ b duong
547 H. influenzae Eagan typ b duong
485 H. influenzae 85 05 30 b duong
539 H. influenzae D-22 Caps.typ b duong
541 H. influenzae HK 695 Caps.typ b duong
54é H. influenzae HK 691 Caps.typ b duong
577 H. influenzae HK 713 Caps.typ b duong
578 H. influenzae HK 714 Caps.typ b duong
582 H. influenzae HK 83458 caps typ b duong
581 H. influenzae HK 163 caps typ b duong
580 H. influenzae HK 729 caps typ b duong
569 H. influenzae 17 B Dallas caps typ b duong
568 H. influenzae DL 42/2F4 caps typ b duong
579 H. influenzae HK 720 caps typ b duong
477 H. influenzae 6-460 caps typ b duong
570 H. influenzae DL 42 caps typ b duong

H. influenzae RM 804 no caps typ b duong
583 H. influenzae HK 705 no caps typ b duong
551 H. influenzae CCUG EF 4851 II Caps.typ c duong
552 H. influenzae CCUG EF 4852 II Caps.typ c duong
95 Hi.typc duong
555 H. influenzae CCUG EF 6878 IV Caps.typ d duong
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560 H. influenzae CCUG EF NCTC 8470 Caps.typ d duong
96 Hi typd duong
554 H. influenzae CCUG EF 6877 IV Caps.typ e duong
88 H.i. typ e A11/01 duong
89 H.i. typ e A76/01 duong
90 H.i. typ e A77/99 duong
559 H. influenzae CCUG EF 15519 II Caps.typ f duong
78 H.i. CCUG 15435 Caps.typ f duong
91 H.i. typ fA1/01 duong
92 H.i. typ f A58/01 duong
93 H.i. typ £ A91/01 duong
67" H.i. NT 6-9547 b.typ I duong
478 H. influenzae 6-601 NT duong
484 H. influenzae 6-6200 NT NT duong
507 H. influenzae 6-102 NT NT duong
65 H.i.NT 7-68/99 Claren. lavage duong
68 H.i. NT 7-758 duong
546 H. influenzae 6-9547 NT duong
480 H. influenzae 772 NT duong
476 H. influenzae 6-115 NT duong
481 H. influenzae 6-504 NT duong
482 H. influenzae 6-7702 NT duong
483 H. influenzae 82 10 23 NT duong
486 H. influenzae 6-121 NT duong
506 H. influenzae 6-6267 NT duong
540 H. influenzae D-26 NT duong
543 H. influenzae Buffalo 1479 NT duong
544 H. influenzae Buffalo C 7961 NT duong
64 - | H.i. 56-2934 000428 NT duong
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69 H.i. 7-120/99 bronch NT duong
70 H.i. 7-161/99 bronch NT duong
66 H.i. S6-2952 000428 NT duong
105 H.i. RM 3655 NT duong
531 H. aegypticus EF 628 NT,no b duong
73 H.aegypticus CCUG 25716 duong
74 H.aegypticus CCUG 26840 duong
76 H.aegypticus CCUG 39154 duong
79 H.aegypticus HK 1247 duong
80 H.aegypticus HK 1229 duong
81 H.aegypticus HK 1242 duong
82 H.i. biovar aegypticus HK 865 duong
83 H.i. biovar aegypticus HK 871 duong
84 H.i. biovar aegypticus HK 1222 duong
85 H.i. biovar aegypticus HK 1239 duong
86 BPF-like disease HK 1212 duong
87 BPF-like disease HK 1213 duong
72 H.haemolyticus CCUG 15642 duong
101 H.haemolyticus 34669/83 duong
102 H.haemolyticus 47802/88 duong
103 H.haemolyticus 937016 duong
104 H.haemolyticus 74108/81 duong
520 H. parainfluenzae Biotype I HK 409 0

521 H. parainfluenzae Biotype II HK 23 0

58 59004 H.parainfl.biov.III 0

59 75834 H.parainfl.biov.III 0

60 78909 H.parainfl.biov.III 0

97 H. parainfluenzae 947172 0

98 H. parainfluenzae 59257/91 0
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99 H. parainfluenzae 59004/91 0
100 H. parainfluenzae 977101 0
545 H.parainfluenzae Buffalo 3198 NT 0
75 H.somnus CCUG 37617 0
512 H. parasuis 9918 0
516 H. parasuis 99 19 - 10
527 H. parasuis EF 3712 0
524 H. paraphrophilus HK 319 0
525 H. paraphrophilus HK 415 0
517 H. paraphrophilus 12894 0
71 H.segnis CCUG 14834 0
526 H. aphrophilus HK 327 0
529 H. aphrophilus 11832 A 0
532 H. pleurapneumoniae EF 9917 0
61 39612 Eikenella corrodens 0
62 49064 Eikenella corrodens 0
[63 959074 Eikenella corrodens 0
537 Actinobacillus actinomyc. HK 666 0
P.mu1£.78908/90 0

pE22-160 [pE(A)] duoc tao ra bing cach tai tb hop dugc phét hién bai IgD(A)

Trong céc thir nghiém ban dAu, cac tac gia sang ché da nd luc tao ra pE
bing céch tai tb hop, nhung chi thu dwoc cic ndng d6 nh. Pé ting cuc dai
hiéu suét, manh pE cit ngin gdm cac gdc axit amin tir lysin22 dén lysin160
duogc tao ra. Peptit tin hi¢u c6 dau N bao gém axit amin glutamin21 do d6 duogc
loai bé va thay thé bing peptit dAn ngoai chin gbc c6 ngudn gbc tir vecto
pET26(+) (Fig. 5A). pE22-160 cét ngén 1a pE(A) di dugc du dinh (Fig. 5B).
Pé khing dinh ring san phim protein tai tb hop twong tmg véi pE ‘kiéu dai’,
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pE(A) biéu hién tai t6 hop cing v6i pE phén 1ap tir NTHi 772 dugc phan tich
bang SDS-PAGE va phuohg phap thdm tach Western c6 sir dung IgD()) lam
mAu do. Nhu thé hién trén Fig. 5D, pE tai td hop(A) twong tng déng ké véi pE
kiéu dai trong SDS-PAGE. Ngoai ra, pE(A) dugc tao ra trong E. coli c6 thé
duge phat hién & ndng d6 thép t6i 0,01 microg bang khang huyét thanh IgD())
(Fig. SE).

pE(A) duoc sir dung dé gay mién dich thé va sau khi hoan thanh viéc
phac d6 mién dich nhu duoc md ta chi tiét trong phin Nguyén liéu va phuong
phép, khang huyét thanh khéng pE dugc tinh ché trén cot chita peptit trdi mién
dich do dugc (axit amin pE41-68). Khang thé thu duoc phét hién rd pE & ca bé
mat vi khuén (Fig. 2C) va trong phén tich thAm tich Western (dir liéu khong

duogc chi ra).
Trinh ty ADN cua gen protein E va khung doc mé

Trinh ty axit amin va AND cta pE1-160 tir chung NTHi 772 dugc minh
hoa trén Fig. 6. Khung doc mé (ORF) dai 160 axit amin va peptit tin hiéu du
doan dai 20 axit amin. Phén tich may tinh cho thy ring peptidaza tin hiéu
nhan biét cic gbc axit amin tir alaninl8 dén lysin22 va tach gitra gbc
isoleuxin20 va glutamin21 (38). Pdng thoi, profin hydropathy HID (39) chi ra
rang pE c6 mot peptit tin hiéu ky nuédc, trohg khi d6 phan con lai ctia phén tir

phan 16n 13 wa nudc (Fig. 7).

Pé xé4c dinh chi tiét vi tri tich peptidaza tin hiéu, pE tai t6 hop c6 chiéu
dai diy du duoc tién hanh phan hiy Edman. Tuy nhién, diu amino cta chudi
polypeptit pE c6 thé bi ngin can. C6 thé giai thich cho su thit bai nay ring axit
amin dau tién 13 gbc pyroglutamyl nhur dugc mé ta tir trude ddi véi ho protein
UspA M. catarrhalis (11). Tuy nhién, cac nd luc dé loai bd gbc gia dinh nay
bang pyroglutamat aminopeptidaza bi that bai. Ngugc véi pE1-160 c6 chiéu
dai diy du, trinh tu ddu N d6i véi pE(A) (pE22-160) khong cb peptit tin hidu
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ndi sinh cua H. influenzae (Fig. 5), dugc mé ta dac diém thanh cong bdi phan
hiy Edman va thiy chita trinh ty vecto dy doén, chéng han, peptidaza tin higu

trong E. coli bi phan cit & dung vi tri (Fig. SA).

Protein E duoc giai trinh ty trong mot loat cac loai Haemophilus khac
nhau ké ca NTHi va H. influenzae c6 vo (Bang 1). Thu vi 13, pE duge bao toan
dic biét. Chi mot sd it axit amin dugc giy dot bién diém va ching dugc giy

d6t bién trong hiu hét cac ching theo mét kiéu dic biét (Fig. 6 va bang 2).

Bang 2. Dot bién diém trong gen pe & cac lodi Haemophilus khic nhau

so v6i H. influenzae, Rd 13 chiing so sanh®.

S8 chung dot bién diém véi (%) dot bién S6 dugc phan tich
T1e20 > Thr20 18 (58 %) 31
Ala23 > Val23 15 (16 %) 31
Glu24 > Lys24 17 (3,2%) 31
Val28 > Met28 2 (6,5%) 31
Ala31 > Thr31 19 (61%) 31
Pro32 > Val32 3 (9,7%) 31
Pro32 > Ala32 5 (16%) 31
Tle41 > Val4l 8 (26%) 31
Val47 > Alad7 3 (10%) 30
Arg76 > Lys76 2(7,7%) 26
Ile107 > Vall07 16 (62 %) 26
Lys153 > Glul53 17 (3,2%) 13
Alal54 > Vall54 2 (15%) 13
Pau C dugce kéo dai

(3 aa thém)

SVDKK két thiic (=Rd)® | 11 (85%) 13
SVDKKSAP kétthic |2 (15%) 13
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a) Gen pe dugc giai trinh ty trong H. influenzae ¢ vo typ a (n=2), b
(0=2), ¢ (n=2), d (n=1), e (n=2), va f (n=3), NTHi (n=8), H. influenzae biovar
aegypticus (n=6) va H. aegypticus (n=5), c6 su dung doan mdi nim canh suon.

b) NTHi 772 (SEQ ID No:1)

¢) Rd chi H. influenzae ching Rd.

Céc manh pE khac nhau c6 thé dugc tao ra d€ dang trong E. coli

T4m trinh tu ADN bb trg c6 ngudn gbc tir pE c6 chidu dai day du duoc
tach dong trong pET26b(+) va biéu hién trong E. coli. Céc protein thu dugc
duoc tinh ché trén nhua niken bing 4i ltc di v6i histidin danh déu (Fig. 8).
Protein tai t hop che gidu toan bo san phim protein pE truéng thanh va chidu
dai va vi tri riéng ciia chiing duoc minh hoa trén Fig. 8A vi san phém tinh ché
dugc phac hoa trén Fig. 8B.
pE 13 yéu t6 c6 doc luc quan trong trong bénh viém tai giita cap tinh & chudt
(AOM)

Pé xem xét vai trd ciia pE nhu 1a métnyéu t§ c6 doc luc d6i vi NTHI,
chuét duoc giy nhidm & tai gitta bing tir 10° dén 10° NTHi 3655 Ape hodc kiéu
dai NTHi 3655 tuong tmg (Fig. 9). Thi vi 13, cAn c6 NTHi 3655 Ape nhiéu gip
tir 100 dén 1.000 14n dé giy ra AOM tuong tu so véi vi khuén kiéu dai. Do 4o,
pE la mot yéu t6 c6 ddc luc quan trong d6i véi AOM gay ra bsi NTHi.
pE c6 tinh mién dich cao trong mot qun thé x4c dinh

Dé do mirc khang thé & tré em va ngudi cho méu, pE tai t6 hop(A) duge
tinh ché tir E. coli (Fig.5B) va dugc st dung trong thir nghiém ELISA. Cac két
qua phén tich ELISA cua khang thé chéng pE(A) dugc chi ra trén Fig. 9. Tré
em nho hon 6 thang tudi c6 IgG va IgA c6 thé phét hién dugc chéng pE(A).
Khéng thé IgG thé hién muc pic & tré em tir 5 dén 10 tudi. Nguoc lai, khing
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thé IgA ting dan cung véi su ting theo tudi va gia tri cao nhét phat hién duoc &
nhém tudi tir 70 &n 80.

Epitop hiru ich

Epitop té bao B clia protein nim chi yéu & bé mit cia né. Pé du doan
epitop t& bao B clia polypeptit protein E, hai phuong phép dugc phéi hop lai:
du doan céu tric 2 chiéu va du doan sy sép xép khang nguyén. Dy doan chu
truc 2 chidu dugc thuc hién bing cach st dung chuong trinh PSIPRED (tir David
Jones, Brunel Bioinformatics Group, Dept. Biological Sciences, Brunel
University, Uxbridge UB8 3PH, UK). Su sép xép khang nguyén dugc tinh toan
trén co s& phuong phap dugc mo ta boi Jameson va Wolf (CABIOS 4:181-186
[1988]). Cac thong s dugc st dung trong chwong trinh nay 1a su sip xép
khang nguyén va chidu dai t8i thidu dbi véi peptit sinh mién dich. Sy sép xép
- khang nguyén 1a 0,9 d6i véi toi thiéu 5 axit amin lién tuc duge st dung 1am
ngudng trong chuong trinh. Cac peptit chira cic epitop té bao B tbt, tiém ning
duoc liét ké trong bang 3. Chung c6 thé 13 hiru ich (tSt hon 13 dugc tiép hop
hotic lién két tai t6 hop véi protein 16n hon) trong ché phém vacxin dé ngin
ngira nhiém ntHi, nhu céc peptit twong tur chira cac dot bién bao toan (t6t hon
12 70, 80, 85, 95, 99 hodc 100% gibng véi trinh tu ciia bang 3) hodc thé cét
ngén chira 5 hoac nhiéu (chéng han 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 20 hodc 25) axit
amin tir d6 hodc thé kéo dai chira, chéng han 1, 2, 3, 5, 10 axit amin khac & dau
N- va/hodc C-cta peptit tir trang thai ty nhién cta protein E (SEQ ID NO: 1
hoic thé twong ddng tu nhién ctia ching nhu chi ra trong Bang 2 & trén)
polypeptit bao toan epitop hiéu qua coé thé gay ra dap tmg mién dich trong vét

cha chéng protein E polypeptit.
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Bang 3: Epitop té bao B tiém ning tir SEQ ID NO:1 (hozc thé twong

ddng tu nhién cta nd)
Vi tri Trinh tu
21 QKAKQND
21 QKVKQND
21 QKAQQND
21 QKVQQND
59 DNQEPQ
82 PEPKRYARSVRQ
106 QIRTDFYDEFWGQG
106 QVRTDFYDEFWGQG
123 APKKQKKH
136 PDTTL
Két luan

Protein b& mit mang ngodi pE ctua Haemophilus 13 mot yéu td c6 doc luc
quan trong d6i véi AOM cam tmg béi NTHi, dugc mién dich cao trong mét

quin thé x4c dinh va do d6 1 vacxin rat thich hop cho nhiéu bénh & ngudi.
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YEU CAU BAO HQ
1. Ché pham sinh mién dich chita protein bé mit, duoc thdy & Haemophilus
influenzae, co trinh Atu axit amin néu trong SEQ ID No. 1, hodc manh cua no,
“trong d6 manh nay bao gém céc axit amin & vi trf 22-160 (SEQ ID NO: 2), 22-
95 (SEQ ID NO: 5), 22-125 (SEQ ID NO: 6), 56-125 (SEQ ID NO: 7), 56-160
(SEQ ID NO: 8) hodc 86-160 (SEQ ID NO: 9) cuia trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 1, manh nay (néu can thiét duoc phdi cip voi chat mang) c6 kha
nang lam xuat hién dap tng mién dich nhan biét polypeptit cé trinh tu néu

trong SEQ ID NO: 1.

2. Ché phém sinh mién dich chira manh sinh mién dich cia protein bé mat nhu
dugc xac dinh & diém 1, trong d6 méanh nay duoc thdy & Haemophilus

influenzae.

3. Ché pham sinh mién dich theo diém 1 hodc 2, trong d6 ché pham nay con
chira m6t hodc nhiéu t4 chat, chat dan, ta duoc, chat két dinh, chit mang, chét
bao quan, chit dém, chét nhii héa, chét thAm uét, hodc hop chét lam d& chuyén
nhiém.

4. Ché pham sinh mién dich theo diém bt ky trong s cac diém tir 1 dén 3,
trong d6 ché phim nay chira it nhit mdt vacxin nita.

5. Ché phdm sinh mién dich theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4,
trong d6 ché phdm nay chira phan sinh mién dich cta mot phan ti khac.

6. Ché phém sinh mién dich theo diém 5, trong do phﬁn sinh mién dich cua mot
phan tir khac ndy dugc chon tir nhém bao gém protein D cua H. influenzae,
MID cua Moraxella catarrhalis, UspAl hoac UspA2 cua Moraxella

catarrhalis, va protein mang ngoai cia mam giy bénh duong hé hap bét ky.

7. Ché phém sinh mién dich chira trinh tu axit nucleic ma héa protein, manh

hodc peptit nhu duoc x4c dinh ¢ diém 1 hodc 2.
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8. Ché phém sinh mién dich chua trinh tu axit nucleic tai td hop chtra trinh tu
axit nucleic nhu duge xac dinh ¢ diém 7, trong d6 trinh ty nay duoc dung hop

v3i it nhat mot gen khac.

9. Ché phém sinh mién dich chta plasmit hoac thé thuc khuén chira trinh tu

axit nucleic nhu dugc xac dinh & diém 7 hodc 8.

10. Ché pham sinh mién dich chira vét chi khong phai 1a nguoi chia it nhat
mot plasmit nhur duoce xac dinh & diém 9 va c6 kha nang séan sinh protein, manh
hodc peptit nhu dugc xac dinh & diém 1 hoic 2, trong dé vat chu nay dugc

chon trong s6 vi khudn, ndm men va thuc vat.
11. Ché pham sinh mién dich theo diém 10, trong do vat chu nay la E. coli.

12. Ché pham sinh mién dich chira protein hodc polypeptit dung hop, trong do
protein, manh hodc peptit nhu dugc xac diﬁh & diém 1 hodc 2 dugc két hop véi
it nhat mot protein khac bang céach su dung trinh tu axit nucleic ti td hop nhu

duoc xac dinh & diém 8.

13. Ché pham sinh mién dich chta polypeptit phan 1ap cé trinh tu axit amin

néu trong SEQ ID NO. 1.

14. Ché pham sinh mién dich theo diém 13, trong do polypeptit nay khéng c6
peptit tin hiéu (céc axit amin 1-20) ctia SEQ ID NO: 1.

15. Ché phdm sinh mién dich theo diém 13 hodc 14, trong dd polypeptit nay co
Thr thay cho Ile ¢ vi tri 20 cia SEQ ID NO: 1.

16. Ché pham sinh mién dich theo diém 14 hosc 15, trong do polypeptit nay co
Val thay cho Ala & vi tri 23 cia SEQ ID NO: 1.

17. Ché pham sinh mién dich theo diém bét ky trong s cac diém tir 14 dén 16,
trong do polypeptit nay cé Gln thay cho Lys & vi tri 24 cia SEQ ID NO: 1.

18. Ché pham sinh mién dich theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 14 dén 17,
trong do polypeptit nay c6 Met thay cho Val ¢ vi tri 28 ctia SEQ ID NO: 1.
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19. Ché phim sinh min dich theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 14 dén 18,
trong d6 polypeptit nay c6 Thr thay cho Ala & vi tri 31 cia SEQ ID NO: 1.

20. Ché phdm sinh mién dich theo diém bét ky trong s cac diém tir 14 dén 19,
trong do polypeptit nay c6 Val thay cho Ile & vi tri 41 cua SEQ ID NO: 1.

21. Ché phdm sinh mién dich theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 14 dén 20,
trong do polypeptit nay c6 Ala thay cho Val & vi tri 47 cua SEQ ID NO: 1.

22. Ché phim sinh mién dich theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 14 dén 21,
trong do polypeptit nay cé Lys thay cho Arg & vi tri 76 cua SEQ ID NO: 1.

23. Ché pham sinh mién dich theo diém bat ky trong s6 céc diém tir 14 dén 22,
trong do6 polypeptit nay c6 Val thay cho Ile ¢ vi tri 107 cua SEQ ID NO: 1.

24. Ché phdm sinh mién dich theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 14 dén 23,
trong do polypeptit nay cd Lys thay cho Gly & vi tri 152 ciia SEQ ID NO: 1.

25. Ché pham sinh mién dich theo diém bat ky trong s cac diém tir 14 dén 24,
trong do polypeptit nay c6 Val thay cho Ala ¢ vi tri 154 cua SEQ ID NO: 1.

26. Ché pham sinh mién dich theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 14 dén 25,
trong d6 polypeptit nay c6 trinh ty axit amin bd sung Ser Ala Pro ¢ dau C cua
trinh tu néu trong SEQ ID NO:1.

27. Ché pham sinh mién dich theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 14 dén 26,
trong d6 polypeptit nay c6 Val thay cho Pro & vi tri 32 cua SEQ ID NO: 1.

28. Ché pham sinh mién dich theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 14 dén 27,
trong do polypeptit nay c6 Ala thay cho Pro & vi tri 32 cua SEQ ID NO: 1.

29. Ché pham sinh mién dich chira polypeptit nhu dugc xéac dinh ¢ diém bat ky
trong sb cac diém tir 14 dén 28, trong d6 polypeptit néu trén 1a mot phan cia
protein dung hgp 16n hon.

30. Ché pham sinh mién dich ch@a polynucleotit phan 14p ma hoéa polypeptit

nhu duoc xac dinh & diém bét ky trong sb cac diém tir 14 dén 29.
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31. Ché phdm sinh mién dich chira polynucleotit phan lap chua trinh tu
nucleotit md héa polypeptit néu trong SEQ ID NO:1, ¢6 thé thu duoc bang
cach sang loc thu vién thich hop & diéu kién lai nghiém ngat v6i mau do danh

diu c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 11 hodc manh cuia no.

32. Ché phém sinh mién dich chtta vecto biéu hién hodc vi sinh vit séng tai to

hop chira polynucleotit phan 14p nhu dugc xac dinh & diém 30,

33. Ché phim sinh mién dich chira vi sinh vat sdng tai to hop chira vecto biéu

hién nhu duoc xac dinh & diém 32.

34. Ché phdm sinh mién dich chira té bao vat chu chira vecto biéu hién nhu

duoc xac dinh & diém 32.

35. Quy trinh san xuét polypeptit nhu dugc xac dinh ¢ diém bét ky trong sb
cac diém tir 14 dén 29 bao gdm budc nudi cy té bao vét chii nhu duge xéc
dinh ¢ diém 34 ¢ diéu kién di dé san sinh polypeptit néu trén va thu hoi

polypeptit nay tir moi trudng nudi cay.

36. Quy trinh dé biéu hién polynucleotit nhu dugc xac dinh ¢ diém 30, trong
d6 quy trinh nay bao gdm budc bién nap té bao vat chil bang vecto biéu hién
chtra it nhat mot trong s6 cac polynucleotit néu trén va nudi cy té bao vat cha
nay & diéu kién du dé biéu hién polynucleotit bét ky trong s6 cac polynucleotit

néu trén.

37. Ché pham sinh mién dich chira polypeptit nhu dugc xac dinh & diém bét ky

trong 36 cac diém tir 14 dén 29 véi luong hitu hiéu va ta dugc dugc dung.

38. Ché phim sinh mién dich chira polynucleotit nhu duge xac dinh & diém bat

ky trong s6 cac diém tlir 30 dén 31 vdi luong hitu hidu va ta dugc dugc dung.

39. Ché pham sinh mién dich theo diém 37 hodc 38, trong d6 ché pham nay

chtra it nhat mot khang nguyén Haemophilus influenzae khéc.
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40. Ché phadm sinh mién dich theo diém bAt ky trong sb cac diém tir 1 dén 31,
trong d6 ché phidm nay duoc bao ché véi pneumolysin tu Streptococcus
pneumoniae.

© 41. Ché phém sinh mién dich theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 31,
trong d6 ché phdm nay dugc bao ché véi Omp106 tir Moraxella catarrhalis.

42. Ché pham sinh mién dich theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 31,
trong d6 ché phdm nay dugc bao ché véi UspAl va/hoac UspA2 tor Moraxella
catarrhalis.

43. Ché pham sinh mién dich theo diém bt ky trong sd cac diém tir 1 dén 31,
trong d6 ché pham nay duoc bao ché véi Hly 3 tt Moraxella catarrhalis.

44. Ché pham sinh mién dich theo diém bt ky trong sé cc diém tir 1 dén 31,
trong d6 ché pham nay duoc bao ché véi OmpCD tu Moraxella catarrhalis.

45. Ché pham sinh mién dich theo diém bt ky trong sb cac diém tr 1 dén 31,
trong d6 ché phim nay dugc bao ché véi D15 tt Moraxella catarrhalis.

46. Ché pham sinh mién dich theo diém bt ky trong s cac diém tir 1 dén 31,

trong d6 ché phim nay duoc bao ché véi Omp 26 tor Haemophilus influenzae.

47. Ché pham sinh mién dich theo diém bt ky trong sb cac diém tr 1 dén 31,

trong d6 ché phim nay duoc bao ché véi P6 tir Haemophilus influenzae.

48. Ché pham sinh mién dich theo diém bAt ky trong s cac diém tir 1 dén 31,

trong d6 ché phim nay duoc bao ché véi protein D tir Haemophilus influenzae.

49. Ché pham sinh mién dich theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 31,

trong d6 ché pham nay duoc bao ché véi NlpC2 tr Haemophilus influenzae.

50. Ché pham sinh mién dich theo diém bAt ky trong sb cac diém tir 1 dén 31,

trong d6 ché phdm nay duoc bao ché véi Slp tor Haemophilus influenzae.

51. Thubc chira it nhét maot protein, manh hoac peptit nhu duoc xac dinh &

diém 1 hoidc 2 va mot hodc nhiéu ta chat, chit dan, ta duoc, chét két dinh, chét
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mang, chét bao quan, chat dém, chit nhii hoa, chat thAm udt, hodc hop chét lam

dé chuyén nhiém.

52. Phuong phap phan 14p protein, manh hoac peptit nhu duoc xac dinh ¢ diém

1 hodc 2, trong d6 phuong phap nay bao gbm cac budc:

a) nudi cdy Haemophilus influenzae hodc E. coli chira ADN ma hoa
protein, manh hodc peptit néu trén, thu vi khudn va phan 1ap thé mang ngoai

hogc thé vui;
b) hoa tan thé vui bang chit solvat héa manh;
¢) bd sung chét hdi tinh; va

d) thdm tach huyén phu thu dugc bang dung dich dém c6 d6 pH nam
trong khoang tir 8 dén 10.

53. Phuong phap theo diém 52, trong d6 chat solvat héa la guanidin
hydrochlorua.

54. Phuong phap theo diém 52 hoic 53, trong d6 chét hoi tinh 1a arginin.

55. Phuong phép san xuét ché pham sinh mién dich bao gdém cac budc nhu
duoc xac dinh ¢ diém bat ky trong sd céac diém tir 52 dén 54, trong do6 protein,

manh hodac peptit nay duoc bao ché voi ta dugc.

56. Ché pham sinh mién dich chtra polypeptit, trong d6 polypeptit nay chira
trinh tu axit amin thay ddi so véi SEQ ID NO: 1 & mot hodc nhiéu vi tri, trong
d6 (c4c) thay d6i nay duoc chon tir nhém bao gdm khuyét doan peptit tin higu
(cac axit amin 1-20) cia SEQ ID NO: I; thay thé Ile bang Thr & vi tri 20 cta
SEQ ID NO: 1, thay thé Ala bang Val & vi tri 23 cta SEQ ID NO:1, thay thé
Lys bang Glu & vi tri 24 clia SEQ ID NO: 1, thay thé Val bang Met & vi trf 28
ctia SEQ ID NO: 1, thay thé Ala bang Thr & vi tri 31 ctiia SEQ ID NO: 1, thay
thé Tle bang Val & vi tri 41 cia SEQ ID NO: 1, thay thé Val bang Ala 6 vi tri
47 ctia SEQ ID NO: 1, thay thé Gly bang Lys & vi tri 152 cua SEQ ID NO: 1,
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thay thé Ala bang Val & vi tri 154 ctia SEQ ID NO: 1, bo sung Ser-Ala-Pro &
dau C ctiia SEQ ID NO: 1, thay thé Pro bang Val & vi tri 32 ctia SEQ ID NO: 1,
va thay thé Pro bang Ala ¢ vi tri 32 ctia SEQ ID NO: 1.

57. Ché pham sinh mién dich chra polypeptit, trong dé polypeptit nay chaa
trinh tu axit amin thay d6i so v6i SEQ ID NO: 1 & it nhét ba vi tri, trong do
(c4c) thay d6i duoc chon tir nhdm bao gdm khuyét doan peptit tin hiéu (cac
axit amin 1-20) cia SEQ ID NO: 1; thay thé Ile bang Thr & vi tri 20 ciia SEQ
ID NO: 1, thay thé Ala bang Val ¢ vi tri 23 cia SEQ ID NO:1, thay thé Lys
bang Glu & vi tri 24 ctia SEQ ID NO. 1, thay thé Val bang Met & vi tri 28 cta
SEQ ID NO: 1, thay thé Ala bang Thr & vi tri 31 cta SEQ ID NO: 1, thay thé
Ile bang Val & vi tri 41 ctia SEQ ID NO: 1, thay thé Val bang Ala & vi trf 47
ctiia SEQ ID NO: 1, thay thé Arg bang Lys & vi tri 76 ctia SEQ ID NO: 1, thay
thé Ile bang Val & vi tri 107 caa SEQ ID NO: 1, thay thé Gly bang Lys & vi tri
152 ctia SEQ ID NO: 1, thay thé Ala bang Val & vi tri 154 ctia SEQ ID NO: 1,
b6 sung Ser-Ala-Pro & dau C ctia SEQ ID NO: 1, thay thé Pro bang Val & vi tri
32 cua SEQ ID NO: 1, va thay thé Pro bang Ala & vi tri 32 ctia SEQ ID NO: 1.
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DANH MUC TRINH TU
<110> Arne Forsgren
<120> CHE PHAM FSINH MIEN DICH VA PHUONG PHAP SAN XUAT CHE PHAM NAY
<130> 21030217
<160> 11

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1
<211> 160
<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae (pE)
<400> 1
Met Lys Lys Ile Ile Leu Thr Leu Ser Leu Gly Leu Leu Thr Ala Cys

1 5 10 15

Ser Ala Gln Ile Gln Lys Ala Lys Gln Asn Asp Val Lys Leu Ala Pro
20 25 30

Pro Thr Asp Val Arg Ser Gly Tyr Ile Arg Leu Val Lys Asn Val Asn
35 40 45

Tyr Tyr Ile Asp Ser Glu Ser Ile Trp Val Asp Asn Gln Glu Pro Gln
50 55 60

Ile Val His Phe Asp Ala Val Val Asn Leu Asp Arg Gly Leu Tyr Val
65 70 75 80

Tyr Pro Glu Pro Lys Arg Tyr Ala Arg Ser Val Arg Gln Tyr Lys Ile
85 90 95

Leu Asn Cys Ala Asn Tyr His Leu Thr Gln Ile Arg Thr Asp Phe Tyr
100 105 110

Asp Glu Phe Trp Gly Gln Gly Leu Arg Ala Ala Pro Lys Lys Gln Lys
115 120 125

Lys His Thr Leu Ser Leu Thr Pro Asp Thr Thr Leu Tyr Asn Ala Ala
130 "135 140

Gln Ile Ile Cys Ala Asn Tyr Gly Glu Ala Phe Ser Val Asp Lys Lys

145 lSQ 155 160
<210> 2
<211> 139

<212> PRT
<213> Manh protein tl Haemophilus influenzae hodc protein tdng hop (pE(A))
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<400> 2

Lys Ala Lys Gln Asn Asp Val Lys Leu Ala Pro Pro Thr Asp Val Arg
1 5 10 15

Ser Gly Tyr Ile Arg Leu Val Lys Asn Val Asn Tyr Tyr Ile Asp Ser
20 25 30

Glu Ser Ile Trp Val Asp Asn Gln Glu Pro Gln Ile Val His Phe Asp
35 40 45

Ala Val vVal Asn Leu Asp Arg Gly Leu Tyr Val Tyr Pro Glu Pro Lys
50 55 60

Arg Tyr Ala Arg Ser Val Arg Gln Tyr Lys Ile Leu Asn Cys Ala Asn
65 70 75 80

Tyr His Leu Thr Gln Ile Arg Thr Asp Phe Tyr Asp Glu Phe Trp Gly
85 90 95

Gln Gly Leu Arg Ala Ala Pro Lys Lys Gln Lys Lys His Thr Leu Ser
100 105 110

Leu Thr Pro Asp Thr Thr Leu Tyr Asn Ala Ala Gln Ile Ile Cys Ala
115 120 125

Asn Tyr Gly Glu Ala Phe Ser Val Asp Lys Lys

130 135
<210> 3
<211> 28
<212> PRT

<213> Manh protein tu Haemophilus influenzae hodc peptit tdng hop (pE41-
68)

<400> 3
Ile Arg Leu Val Lys Asn Val Asn Tyr Tyr Ile Asp Ser Glu Ser Ile

1 5 10 15

Trp Val Asp Asn Gln Glu Pro Gln Ile Val His Phe
20 25

<210> 4
<211l> 39
<212> PRT

<213> Manh protein ti Haemophilus influenzae hoic peptit tdng hop (pE22-
60)

<400> 4
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Lys Ala Lys
1

Ser Gly Tyr

Glu Ser Ile
35
<210> 5
<211> 74
<212> PRT

<213> Manh
95)

<400> 5
Lys Ala Lys

1

Ser Gly Tyr

Glu Ser 1Ile
35

Ala Vval val
50

Arg Tyr Ala
65

<210> 6
<211> 104
<212> PRT

<213> Méanh
125)

<400> 6
Lys Ala Lys

1

Ser Gly Tyr

Glu Ser Ile
35

Ala Vval val
50

Gln Asn
5

Ile Arg
20

Trp Val

protein

Gln Asn
5

Ile Arg
20

Trp Val

Asn Leu

Arg Ser

protein

Gln Asn
5

Ile Arg
20

Trp Val

Asn Leu

19877

Asp Val Lys Leu Ala Pro Pro Thr Asp Val Arg
10 15

Leu Val Lys Asn Val Asn Tyr Tyr Ile Asp Ser
25 30

Asp Asn

t Haemophilus influenzae hoic peptit tdng hop (pE22-
Asp Val Lys Leu Ala Pro Pro Thr Asp Val Arg
10 15

Leu Val Lys Asn Val Asn Tyr Tyr Ile Asp Ser
25 30

Asp Asn Gln Glu Pro Gln Ile Val His Phe Asp
40 45

Asp Arg Gly Leu Tyr Val Tyr Pro Glu Pro Lys
55 60

Val Arg Gln Tyr Lys
70

tl Haemophilus influenzae ho3ic peptit tdng hop (pE22-
Asp Val Lys Leu Ala Pro Pro Thr Asp Val Arg
10 15

Leu Val Lys Asn Val Asn Tyr Tyr Ile Asp Ser
25 30

Asp Asn Gln Glu Pro Gln Ile Val His Phe Asp
40 45

Asp Arg Gly Leu Tyr Val Tyr Pro Glu Pro Lys
55 60
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Arg Tyr Ala Arg Ser Val Arg Gln Tyr Lys Ile Leu Asn Cys Ala Asn
65 70 75 80

Tyr His Leu Thr Gln Ile Arg Thr Asp Phe Tyr Asp Glu Phe Trp Gly
85 90 95

Gln Gly Leu Arg Ala Ala Pro Lys
100

<210> 7
<211> 70
<212> PRT

<213> Manh protein tu Haemophilus influenzae hoidc peptit téng hop (pE56-
125)

<400> 7

Ile Trp Val Asp Asn Gln Glu Pro Gln Ile Val His Phe Asp Ala Val
1 5 10 15

Val Asn Leu Asp Arg Gly Leu Tyr Val Tyr Pro Glu Pro Lys Arg Tyr
20 25 30

Ala Arg Ser Val Arg Gln Tyr Lys Ile Leu Asn Cys Ala Asn Tyr His
35 . 40 45

Leu Thr Gln Ile Arg Thr Asp Phe Tyr Asp Glu Phe Trp Gly Gln Gly
50 55 60

Leu Arg Ala Ala Pro Lys

65 70
<210> &

<211l> 105

<212> PRT

<213> Manh protein tu Haemophilus influenzae hoic peptit tdng hop (pE56-
160)

<400> 8
Ile Trp Val Asp Asn Gln Glu Pro Gln Ile Val His Phe Asp Ala Val

1 5 10 15

Val Asn Leu Asp Arg Gly Leu Tyr Val Tyr Pro Glu Pro Lys Arg Tyr
20 25 30

Ala Arg Ser Val Arg Gln Tyr Lys Ile Leu Asn Cys Ala Asn Tyr His
35 40 45

Leu Thr Gln Ile Arg Thr Asp Phe Tyr Asp Glu Phe Trp Gly Gln Gly
50 55 60
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Leu Arg Ala
65

Pro Asp Thr

Gly Glu Ala

<210> 9
<211l> 75
<212> PRT

<213> Manh
160)

<400> 9
Arg Tyr Ala

1

Tyr His Leu

Gln Gly Leu
35

Leu Thr Pro
50

Asn Tyr Gly
65

<210> 10
<21l1l> 46
<212> PRT

<213> Manh
160)

<400> 10
Phe Trp Gly

1

Thr Leu Ser

Ile Cys Ala
35
<210> 11

Ala Pro

Thr Leu
85

Phe Ser
100

protein

Arg Ser
5

Thr Gln
20

Arg Ala

Asp Thr

Glu Ala

protein

Gln Gly

5

Leu Thr
20

Asn Tyr

19877

Lys Lys Gln Lys Lys His Thr Leu Ser Leu Thr

70

75

80

Tyr Asn Ala Ala Gln Ile Ile Cys Ala Asn Tyr

Val Asp Lys Lys

105

90

95

tr Haemophilus influenzae hoic peptit téng hop (pE86-

Val

Ile

Ala

Thr

Phe
70

Arg

Arg

Pro

Leu

55

Ser

Gln

Thr

Lys.

40

Tyr

vVal

Tyr

Asp

25

Lys

Asn

Asp

Lys

10

Phe

Gln

Ala

Lys

Ile Leu Asn

Tyr Asp Glu

Lys Lys His
45

Ala Gln Ile
60

Lys
75

Cys

Phe

30

Thr

Ile

Ala Asn

15

Trp Gly

Leu Ser

Cys Ala

tu Haemophilus influenzae hodc peptit téng hop (pE115-

Leu Arg Ala Ala Pro Lys Lys Gln Lys Lys His

10

15

Pro Asp Thr Thr Leu Tyr Asn Ala Ala Gln Ile

25

30

Gly Glu Ala Phe Ser Val Asp Lys Lys

40
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<211>
<212>
<213>

483
ADN

<400> 11
atgaaaaaaa
caaaaggcta
atacgtttgg
caagagccac
tatcctgagce
aattatcatt
cgggcagcac
tataatgctg

taa

ttattttaac
aacaaaatga
taaagaatgt
aaattgtaca
ctaaacgtta
taactcaaat
ctaaaaagca

ctcagattat

19877

Haemophilus influenzae

attatcactt
tgtgaagctg
gaattattac
ttttgatgca
tgcacgttct
acgaactgat
aaagaaacat

ttgtgcgaac

gggttactta
gcaccgccga
atcgatagtg
gtggtgaatt
gttcgtcagt
ttctatgatg
acgttaagtt

tatggtgaag

-101-

ctgcctgttce
ctgatgtacg
aatcgatctg
tagatagggg
ataagatctt
aattttgggg
taacacctga

cattttcagt

tgctcaaatc
aagcggatat
ggtggataac
attgtatgtt
gaattgtgca
acagggtttg
tacaacgcectt

tgataaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

483
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Fig. 2
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H. influenzae non-typable (n=22)
H. parainfluenzae (n=10)

H. parasuis (n=3)

H. paraphrophilus (n=3)

H. segnis (n=1)

H. somnus (n=1)

H. aphrophilus (n=2)

H. pleurapneumoniae (n=1)
Eikenella corrodens (n=3)
Actinobacillus actinomyces (n=1)

Pasteurella multocida (n=2)
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Fig. 3
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11
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