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Linh vye ki thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén cac khang thé ctia ngudi va cac doan lién két khang nguyén
clia cac khang thé ctia ngudi ma lién két dic hiéu v6i protein F clia virut hgp bao ho hip

(respiratory syncytial virus F protein-RSV-F), ché pham chira c4c khang thé nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Virut hgp bao hd hip (respiratory syncytial virus -RSV) 1a virut ARN mach don
c6 chidu am, 12 nguyén nhén hang du gdy ra cc bénh lay nhiém dudng hd hép nghiém
trong & tré so sinh va tré em, trong d6 tinh trang liy nhiém khdi phat xuét hién & tré em
tir 6 tudn dén 2 tudi va khong phd bién & 4 tudn tudi du tién trong sudt thoi gian xay ra
cac bénh dich & bénh vién (Hall ez al., 1979, New Engl. J. Med. 300:393-396). (Feigen
et al..eds., 1987, trong tai liéu: Textbook of Pediatric Infectious Diseases, W B
Saunders, Philadelphia & cdc trang 1653-1675; New Vaccine Development, Establishing
Priorities, Vol. 1, 1985, National Academy Press, Washington D.C. ¢ cac trang 397-409;
Ruuskanen et al., 1993, Curr. Probl. Pediatr. 23:50-79; Hall et al., 1979, New Engl. J.
Med. 300:393-396). Mot s6 nhém tré em nhét dinh c6 nguy co phat trién tinh trang lay
nhi€ém RSV va cdc nhém ndy bao gdm tré so sinh sinh non (Hall et al., 1979, New Engl.
J. Med. 300:393-396), tré em c6 di tit bAm sinh khi dao, tré em c6 bénh loan san phé
quéan-phdi (Groothuis ef al., 1988, Pediatrics 82:199-203), tré em ¢6 bénh tim bim sinh
(MacDonald et al., New Engl. J. Med. 307:397-400), va tré em ¢6 chitng suy giam mién
dich bam sinh hodc chung suy giam mién dich mic phai (Ogra ef al., 1988, Pediatr.
Infect. Dis. J. 7:246-249; va Pohl et al., 1992, J. Infect. Dis. 165:166-169), va xo nang
(Abman et al., 1988, J. Pediatr. 113:826-830).

RSV ciing ¢6 thé 1ay nhiém cong ddng ngudi 16n nita. Trong cong ddng nay,
RSV chit yéu gdy ra bénh dudng ho hép trén, mic di cdc bénh nhan cao tudi c6 thé c6
nguy co cao hon ddi véi 1y nhim nghiém trong va viém phdi (Evans, A. S., eds., 1989,

Viral Infections of Humans. Epidemiology and Control, 3™ ed., Plenum Medical Book,
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New York 6 céc trang 525-544), cling nhu ngudi 16n ma bj e ché mién dich, cu thé 1a
bénh nhén cdy ghép tay xuong (Hertz et al., 1989, Medicine 68:269-281). Cac bénh
nhan c6 nguy co khic bao gdm nhing ngudi mic bénh suy tim sung huyét va nhimng
ngudi méc bénh phdi tc nghén man tinh (tirc 14 COPD). Ciing d3 c6 cac bao céo vé cac
bénh dich trong s6 cac bénh nhén tai vién dudng 130 va nguoi 16n tré tudi séng & co so
tr thién (Falsey, A. R., 1991, Infect. Control Hosp. Epidemiol. 12:602-608; va Garvie et
al., 1980, Br. Med. J. 281:1253-1254).

Trong khi c4c tity chon diéu tri d6i v6i bénh RSV da dugc x4c 14p thi han ché, thi
céc dang bénh dudng hd hip dudi trim trong hon thuong doi hoi bién phép chim séc hd
trg dang ké, bao gdm ca phuong phép cho ding oxy dugc 1am 4m va bién phép trg gitp
ho hép (Fields et al., eds, 1990, Fields Virology, nd ed., Vol. 1, Raven Press, New York
O cac trang 1045-1072).

Ribavirin, ddy 1a thudc duy nhét dugc phé duyét ding cho viéc didu tri tinh trang
ldy nhiém, d4 thé hién 1a hitu hidu trong viéc diéu tri viém phdi va viém tidu phé quan
gén lién véi tinh trang lay nhiém RSV, va d4 thé hién cai bién duogc tién trinh cia bénh
RSV trim trong & tré em c6 kha ning mién dich binh thuong (Smith ef al,, 1991, New
Engl. J. Med. 325:24-29). Viéc st dung ribavirin thi han ché do cac quan ngai xung
quanh nguy co tiém tang coa n6 dbi véi phy nit c6 thai ma c6 thé tiép xtc véi thube
dugce sol khi héa trong khi ho dugc didu tri trong moi trudng bénh vién.

Tuwong tu, trong khi vacxin ¢6 thé 13 hiru ich, nhung, cho dén nay, van chua phat
trién dugc mot vacxin thvong mai ndo. Mot vai ing vién vacxin di bj bo va sb khac thi
dang dugc phat trién (Murphy et al., 1994, Virus Res. 32:13-36). Tinh hinh phét trién
vacxin d4 cho thiy 13 c6 vin dé. Cu thé 13, doi hoi phai sinh mién dich trong giai doan
so sinh tirc thi vi ty 1¢ méc phai dinh ciia bénh dwdng hd hdp duéi xay ra & thei diém 2
dén 5 thang tudi. Tuy nhién, da biét duogc ring dap tmg mién dich so sinh thi chua thanh
thuc & thoi diém d6. Ngoai ra, tré so sinh vao thdi diém d6 van c6 hiéu gia khing thé
RSV ¢6 duge tir me cao, diéu nay c6 thé lam giam tinh sinh mién dich cua vacxin
(Murphy et al., 1988, J. Virol. 62:3907-3910; va Murphy et al., 1991, Vaccine 9:185-
189).

Hai glycoprotein, d6 1a F va G, trén bé mit cia RSV d4 thé hién 13 cac dich cia

céc khang thé trung hoa (Fields ef al., 1990, trén day; va Murphy et al., 1994, trén day).



26475

Hai protein nay ciing chiu trich nhiém chinh v& viéc nhan biét virut va viéc virut XAm
nhdp vao cac té bao dich; protein G lién két véi thy thé té bao déc hiéu va protein F thuc
day qua trinh dung hop virut véi té bao. Protein F ciing dugc biéu hién trén bé magt clia
céc t€ bao bi nhiém va chju trach nhiém v& qua trinh dung hop ké tip véi céc t& bao
khac din dén hién tugng tao hgp bao va hién twgng 1y lan virut tir té bao nay sang té
bao khéc.

Hién nay, phuong phap duy nhit dugc chip nhan cho viéc phong bénh RSV 1a
tao mién dich thu déng. Vi du, khang thé dugc 1am cho gidng clia ngudi, palivizumab
(SYNAGIS®), khang thé nay dic hiéu véi epitop trén protein F, dugc phé duyét dbi véi
phuong thirc ding thudc vao trong co cho céc bénh nhi dé phong ngira bénh dudong ho
hép dudi nghiém trong do RSV gdy ra & mirc lidu ding hing thang dugc dé nghi 1a
15mg/kg thé trong sudt mua RSV (thang 11 dén thang 4 & ban cu bic). SYNAGIS® 1a
dang da hop ciia trinh ty khang thé ctia ngudi (95%) va trinh tu khang thé chudt (5%).
(Johnson et al., (1997), J. Infect. Diseases 176:1215-1224 va U.S. Pat. No. 5,824,307).

Méc du SYNAGIS® dé dugc str dung mot cach thanh cong cho viéc phong ngira
tinh trang 14y nhiém RSV & c4c bénh nhi, nhiéu lidu ding vao trong co 1a 15mg/kg ciia
SYNAGIS® la cén thiét dé thu dugc tac dung phong bénh. Sy cin thiét phai ding nhidu
lidu diing vao trong co cia khang thé doi hoi phai dén phong kham béc si nhiéu l4n, diéu
ndy khong chi 1 bat tién déi v6i bénh nhan ma con ¢6 thé gy ra tinh trang bo 15 lidu.

D4 ¢6 nhiéu nd lyc nhim cai thién dic tinh trj liéu cia khéng thé khang RSV-F,
va diéu nay din dén viéc nhan dién va phét trién motavizumab, con duge goi 1a
NUMAX™, Tuy nhién, thir nghiém 14m sang da cho thiy c4c bénh nhén cy thé dugc
cho ding motavizumab d& c6 cdc phan ng qué man trim trong. Nén da ngung vi€c phat
trién tiép khang thé khéng RSV-F dugc lam cho gidng ctia ngudi nay.

Céc khang thé khac khang protein RSV-F di duge mé ta va c6 thé dugc tim thay
trong US6656467; US5824307, US 7786273; US 7670600; US 7083784; US6818216;
US7700735; US7553489; US7323172; US7229619; US7425618; US7740851;
US7658921; US7704505; US7635558; US6855493; US6565849; US7582297;
US7208162; US7700720; US6413771; US5811524; US6537809; US5762905;
US7070786; US7364742; US7879329; US7488477;, US7867497; US5534411;
US6835372; US7482024; US7691603; US8562996; US8564726; US20100015596;
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W02009088159A1. Cho dén nay, khong mdt co quan quan Iy nao phé duyét chit bét ky
ngodi SYNAGIS® dé sir dung trong viéc phong ngira tinh trang 1ay nhidm RSV.

Vi vay, vin con c¢6 nhu ciu vé cic khang thé ma lién két dic hiéu véi khang
nguyén RSV, nhu RSV-F, khang thé nay c6 d6 hiéu nghiém cao va khang thé nay khong
gy ra tdc dung phu c6 hai ma s&€ ngin can sy phé duyét cho viéc st dung trong 14m

sang.
Ban chit k§ thuat ciia sang ché

Sang ché dé xuét cac khang thé don dong (mAb) dd dugce phén 1ap hoan toan cua
ngudi va cac doan lién két khang nguyén ciia ching ma lién két dic hiéu véi protein F
clia virut hgp bao hd hip (RSV-F). Gia dinh ring protein F d6ng vai trd nhét dinh trong
qué trinh dung hop virut véi t& bao va trong qua trinh truyén virut tir té bao ndy sang té
bao khéc, cac khang thé dugc mé ta trong tai liéu nay dem lai phuong phap e ché qua
trinh d6 va nhu vay, c6 thé dugc sir dung dé phong ngira tinh trang 1y nhiém cta bénh
nhén tiép xtic vdi, hodic c6 nguy co méc phai tinh trang 14y nhiém RSV, hoic dé didu trj
va/hogic gidm b6t mdt hodc nhiéu triéu ching gén lién véi tinh trang 14y nhiém RSV &
bénh nhan tiép xtic véi, hodic c6 nguy co mic phai tinh trang 14y nhiém RSV, hodc méc
tinh trang 14y nhi€m RSV. Cac khéng thé dwgc mé ta trong tai lidu nay ciing c6 thé dugc
sit dung dé phong ngira hoic @& didu trj tinh trang 1ay nhiém RSV & bénh nhan ma c6
thé trai qua dang lay nhiém RSV trim trong hon do mdt tinh trang y 1y tiém 4n hoic c6
trude. Bénh nhan ma c6 thé dugc loi tir phuong phap trj lidu bang khéang thé theo sang
ché c6 thé 1a tré so sinh sinh non, tré so sinh da thang sinh ra trong suét mia RSV (gin
cudi miia thu (thang 11) dén ddu mua xuan (thang 4)) ma c6 nguy co vi céc tinh trang y
1y ¢6 trude hodc tiém 4n khac bao gém ca bénh tim bam sinh hodc bénh phéi man tinh,
tré em 16n hon mot tudi c6 hoic khong c6 tinh trang y 1y tiém 4n, bénh nhén sbng & co
s& tir thién hodc bénh nhan nhép vién, hoic ngudi 16n cao tubi (> 65 tubi) c6 hodc khong
c6 tinh trang y 1y tiém &n, nhu bénh suy tim sung huyét (congestive heart failure-CHF),
hogc bénh phdi téc ngh&n man tinh (COPD). Bénh nhan ma c6 thé dugc loi tir lidu phap
ndy c6 thé mic tinh trang y 1y 1a két qua ctia tinh trang hé hé hip, hétim mach, hé thdn
kinh-co, hogc hé mién dich bi suy gidm. Vi dy, bénh nhan c6 thé mic tinh trang bét
thuong khi dao, hodc suy chirc ning khi dao, bénh phéi man tinh, bénh tim man tinh
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hoic bénh tim bam sinh, bénh than kinh-co ma gy hai cho qua trinh kiém soat dich tiét
h6 hip, hoic bénh nhan c6 thé bi trc ché mién dich do bénh suy giam mién dich thé két
hop trim trong hodic bénh suy gidm mién dich méc phai trAm trong, hodc méc bénh
truyén nhiém hoic tinh trang ung thu tiém 4n bét ky khac ma giy ra hién twong trc ché
mién dich, hoc bénh nhan c6 thé bi &rc ché mién dich do phuong phép trj lidu bing
thudc &rc ché mién dich (vi du, thudc bt ky dugc sir dung dé diéu tri bénh nhan dugc
ciy ghép) hoic lidu phap phong xa. Bénh nhan ma c6 thé dugce loi tir cac khang thé theo
sang ché c6 thé 12 bénh nhan ma méc bénh phdi tic nghén man tinh (COPD), xo nang

(CF), loan san phé quan-phdi, bénh suy tim sung huyét (CHF), hoic bénh tim bim sinh.

Vi céc khang thé theo sang ché thi hitu hidu hon trong viéc trung hoa RSV so véi
cac khéng thé da biét, nén c6 thé sir dung lidu lugng khéng thé hodc doan khang thé thép
hon dé thu dugc mirc bao vé cao hon dbi véi tinh trang 1ay nhiém RSV, va phuong phép
tri liéu va/hodc gidm bét cac triéu chiing gén lién véi tinh trang 1ay nhiém RSV hitu hiéu
hon. Do vy, viéc sit dung lidu lugng chia cac khang thé hodc cac doan cua chung ma
lién két dic hiéu mién dich v6i khang nguyén RSV-F thip hon c6 thé gy ra it phan tng
¢6 hai hon hosc phan tng c6 hai d& trim trong hon. Ciing vay, viéc sir dung céc khang
thé trung hoa hiru hiéu hon c6 thé 1am giam nhu cau vé viéc cho diing thudng xuyén cac
khang thé hodc cac doan khang thé so v6i mirc duge du lidu truée d6 13 cin thiét cho
viéc phong ngura lay nhiém, hoic cho viéc trung hoa virut, hodc cho viéc didu tri hodc
giam b6t mot hoic nhiéu triéu chimg gin lién véi tinh trang 1ay nhiém RSV. Céc triéu
chimg cua tinh trang 14y nhiém RSV c6 thé bao gdbm mau da hoi xanh do thiéu oxy
(chtng giam oxy-huyét), kho thé (thé gip hodc thé hut hoi), ho, ho do viém thanh-khi-
phé quan (ho nhu “hai cdu sua”), sbt, canh miii phap phdng, nghet miii (tit miii), ching

ngung thd, chan an, mit nude, kén an, trang thai tm than bi thay ddi, hodc tha kho khe.

Céc khéng thé nay c6 thé hitu ich khi dwgc cho diing v6i muc dich phong bénh
(trude khi tiép xtc véi virut va 1ay nhiém virut) dé gidm b6t tinh trdm trong, hodic
khoéng thoi gian 14y nhidm so cdp véi RSV, hojic gidm bét it nhit mét tridu chimg gén
lién véi tinh trang 14y nhidm nay. Céc khang thé nay c6 thé dwoc sir dung mot minh
hodc cung v&i mot chét thir hai hitu ich d6i v6i viée didu trj tinh trang 1ay nhiém RSV.

Theo cac phuong 4n cu thé, ¢6 thé cho ding céc khang thé nay véi muc dich trj lidu (sau
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khi tiép xtc véi virut va lay nhiém virut) hodic mot minh, hodc cling véi mot chét thir hai
d& giam b6t mirc d6 trAm trong hoic khoéng thoi gian 1ay nhidm so cép, hodc dé giam
bt it nhit mot triéu chimg gin lién véi tinh trang ldy nhim nay. Theo cic phuong 4n
cu thé, cac khang thé c6 thé duoc sir dung v6i muc dich phong bénh trong vai trod 14 lidu
phap doc 1ap dé bao vé bénh nhan c6 nguy co mic tinh trang 1ay nhiém RSV, nhu cic
bénh nhan dugc md ta trén ddy. Bénh nhan bét ky trong s6 céc cong d6ng bénh nhan nay
¢6 thé dugc loi tir phuong phép tri lidu bang céc khang thé theo sédng ché, khi dugc cho
dung mot minh hodc cing véi mot chét thit hai, bao gém ca, vi duy, li€u phép khang

virut, nhu ribavirin, hodc vacxin khang virut khac.

Cac khang thé theo sang ché c6 thé 1a khang thé c6 do dai ddy da (vi du, khang
th8 IgG1 hodic IgG4) hodc c6 thé chi 12 phan lién két khang nguyén (vi du, doan Fab,
doan F(ab’), hodc doan scFv), va c6 thé dugc cai bién dé tac dong dén tinh nang, vi du,
dé loai bd céc chirc ning kich dong du (Reddy et al., (2000), J. Immunol. 164:1925-
1933).

Do vy, theo khia canh thu nhét, sang ché dé cap dén khéng thé dugc phén lap
hogic doan lién két khang nguyén cta n6 ma lién két ddc hiéu véi protein F clia virut hop
bao hd hip (RSV-F).

Theo mdt phwong 4n, sang ché dé cap dén khang thé dwoc phan 1ap hoic doan
lién két khang nguyén cta né ma lién két dic hiéu véi protein F ciia virut hgp bao hd
hép (RSV-F), trong d6 khang thé nay c6 mdt hogc nhiéu dic diém duéi day:
(a) 1a khang thé don dong hoan toan ciia ngudi;
(b) twong tac véi trinh tu axit amin chira cac gbc axit amin nim trong khoang tir
vi tri 161 dén vi tri 188 ctia SEQ ID NO: 354;

(¢) twong tac véi hodc serin ¢ vi tri 173 ciia SEQ ID NO: 354, hodc threonin & vi
tri 174 cia SEQ ID NO: 354, hodc ca serin & vi tri 173 cua SEQ ID NO:
354 va threonin & vi tri 174 cua SEQ ID NO: 354;

(d) c6 kha ning trung hoa chung phan nhém A va phén nhém B cuta virut hop

bao hd hap in vitro;

(¢) thé hién kha nang 1am giam mot cdch dang ké tdng lwong virut & miii va/hosic
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& phdi in vivo & md hinh ddng vat cua tinh trang 1y nhiém RSV; hoic

(f) tc ché qua trinh dung hop virut véi té bao.

Theo mt phuong 4n, sing ché dé cip dén khang thé dugc phan 18p hodc doan
lién két khang nguyén ctia n6 ma lién két dic hiéu véi protein F cua virut hgp bao ho
hip (RSV-F), trong d6 khang thé nay twong tic véi trinh tu axit amin chira céc gdc axit
amin nim trong khoang tir vi tri 161 dén vi tri 188 ciia SEQ ID NO: 354.

Theo mot phuong 4n, khang thé nay 1a khang thé don dong hoan toan ctia nguoi
hodc doan lién két khang nguyén cta n6 ma lién két ddc hi€u véi protein F ciia virut hgp
bao hd hip (RSV-F), trong d6 khéng thé nay hoic doan lién két khang nguyén ciia n6
twong téc v6i trinh tyr axit amin chtra cac gde axit amin ndm trong khoang tir vi tri 161
dén vi tri 188 ciia SEQ ID NO: 354, va trong d6 khang thé nay trung hoa ching phéan

nhom A va/hodc phan nhém B cua virut hgp bao hd hap in vitro va in vivo.

Theo mdt phuong 4n, séng ché dé cip dén khang thé dugc phéan 14p hodc doan
lién két khang nguyén cia né ma lién két dic hiéu véi protein F cua Virut.hqp bao ho
hép (RSV-F), trong d6 khéng thé nay hodc doan lién két khéng nguyén cia né thé hién
kha ning lam gidm mot cach déng ké tdng lugng virut & phdi & md hinh chudt cia tinh
trang 1dy nhiém RSV khi dugc cho dung & muc liéu nim trong khoang tir 0,05mg/kg
dén 0,15mg/kg.

Theo mdt phuong 4n, séng ché d& cap dén khang thé dugc phan 1ap hodc doan
lién két khang nguyén cia n6é ma lién két ddc hi€u voéi protein F cia virut hgp bao hd
hap (RSV-F), trong d6 khang thé nay hoic doan lién két khéng nguyén ctia n6 thé hién
mirc gidm hiéu gi4 virut & mili va/hogic hiéu gia virut & phdi 16n hon tir 1 dn 2 13n ham
logarit so véi palivizumab & md hinh chudt bong ctia tinh trang 14y nhiém RSV khi duoc

cho dung & mirc lidu ndm trong khoang tir 0,62mg/kg dén 5,0mg/kg.

Theo mét phuong 4n, sang ché dé cip dén khang thé dugc phan 1ap hodc doan
lién két khang nguyén cta n6 ma lién két ddc hi€u v6i protein F cua virut hop bao ho
hép (RSV-F), trong d6 khéng thé nay hoic doan lién két khang nguyén ctia né thé hién
EDqyy 12 0,15mg/kg hoic thip hon khi dwgc cho dung & md hinh chudt cda tinh trang 14y
nhiém phan nhém A cia RSV.
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Theo mdt phwong 4n, sang ché d& cap dén khang thé dugc phan 1ap hodic doan
lién két khang nguyén ctia n6 ma lién két dic hidu véi protein F cia virut hop bao hd
hip (RSV-F), trong d6 khang thé nay hoic doan lién két khang nguyén cia n6 thé hién
EDy 12 0,62mg/kg hoidc thip hon khi dugc cho ding & m6 hinh chudt bong cia tinh
trang 14y nhiém phan nhém A ctia RSV.

Theo mdt phuong 4n, sang ché @& cap dén khang thé duoc phén 1ap hodc doan
lién két khang nguyén clia n6 ma lién két ddc hidu véi protein F cia virut hop bao ho
hip (RSV-F), trong d6 khang thé nay hodc doan lién két khang nguyén ciia n6 thé hién
EDy 12 2,5mg/kg hodc thép hon khi dugce cho dung & mo6 hinh chudt bong cia tinh trang
1y nhiém phan nhém B ciia RSV.

Theo mét phurong 4n, khang thé dwoc phéan 14p hodic doan lién két khang nguyén
ctia n6 ma lién két dic hidu véi protein F ciia virut hgp bao hd hip (RSV-F), thé hién

EDyy thz"lp hon 2 dén 3 14n so v&i EDg ctia palivizumab hodc motavizumab.

Theo mét phurong 4n, khang thé dwoc phan 1ap hodc doan lién két khang nguyén
clia n6 ma lién két ddc hiéu véi protein F cuia virut hgp bao hd hip (RSV-F), thé hién
ndng d6 e ché mot nira mirc tdi da (ICsy) 12 2pM dén 600pM trong thir nghiém trung
hoa vi lugng dic hi€u véi chung RSV phan nhém A cia RSV.

Theo mét phurong 4n, khang thé dwoc phan 14p hodc doan lién két khang nguyén
clia n6 ma lién két ddc hiéu véi protein F cua virut hop bao hd hip (RSV-F), thé hién
ndng d6 trc ché mot nira mirc t6i da (ICs,) 14 tir 6pM dén 100pM trong thir nghiém trung
hoa vi lugng déc hi€u vdi ching RSV phan nhém B cua RSV.

Theo mét phuong an, khang thé dwoc phan 14p hodc doan lién két khang nguyén
clia n6 ma lién két ddc hiéu véi protein RSV-F thé hién d hiéu nghiém trung hoa dbi
v6i mdt hodc nhiéu ching phong thi nghiém phan nhém A ciia RSV ma c6 muc cai
thién tir 15 dén 17 14n so véi palivizumab, hogc thé hién d¢ hiéu nghiém trung hoa dbi
v6i mdt hodc nhiéu ching 14m sang phan nhém A ciia RSV ma c¢6 mirc cai thién tir 10

deén 22 lan so vdi palivizumab.

Theo mét phuong 4n, khang thé dugc phan 1ap hodc doan lién két khang nguyén

ctia n6 ma lién két diic hiéu véi protein F clia virut hop bao hd hip (RSV-F), thé hién do
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hiéu nghiém trung hoa d6i véi mot hodic nhidu ching phong thi nghiém phin nhém B

cua RSV ma c6 mirc cai thién tir 2 dén 5 14n so v6i palivizumab.

Theo mét phuong 4n, khing thé dugc phéan 14p hodc doan lién két khang nguyén
ciia n6 ma lién két dc hiéu véi protein F cia virut hop bao hd hép (RSV-F), thé hién d¢
hiéu nghiém trung hoa d6i véi mot hodc nhidu ching phong thi nghi€ém phin nhém A
hogc chiing 14m sang phan nhém A cia RSV ma c6 muc cai thién tir 0,5 dén 2 13n so véi
AM-22.

Theo mdt phuong 4an, khang thé dwoc phan 14p hodc doan lién két khang nguyén
ciia n6 ma lién két dc hiéu véi protein F ciia virut hop bao hé hdp (RSV-F), thé hién do
hiéu nghiém trung hoa d6i véi mot hodc nhidu ching phong thi nghiém phin nhém B

ctia RSV ma c6 mirc cai thién tir 2,5 dén 17 13n so v6i AM-22.

Theo mdt phwong 4n, khang thé dugc phén 18p clia nguoi hodc doan lién két
khang nguyén cta ching ma lién két dic hiéu voi protein F cuia virut hop bao hod hip
(RSV-F), thé hién Kp ndm trong khoang tir 1 X 10’M dén 6 X 10"°M, nhu dwgc do

bing phuong phap cdng huéng plasmon bé mit.

Theo mét phuong 4n, khéng thé dugce phan 1ap cua ngudi hojic doan lién két
khang nguyén cta ching ma lién két dic hiéu véi protein F cia virut hop bao hd hip
(RSV-F), thé hién Kp ndm trong khoang tir 1 X 10”M dén 9 X 10”M, nhu dugc do bing

phuong phap cong hudng plasmon bé mit.

Theo mdt phuong 4n, khang thé dugc phén 18p cta ngudi hodc doan lién két
khéng nguyén ctia n6 ma lién két dic hiéu véi protein F cua virut hgp bao h6 hip (RSV-
F), chita ba CDR chudi ning (HCDR1, HCDR2 va HCDR3) nim trong trinh ty axit
amin cia HCVR duoc chon tir nhdm bao gém cac SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98,
114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258, 274, 290, 306, 322 va 338; va ba CDR
chudi nhe (LCDR1, LCDR2 va LCDR3) nim trong trinh ty axit amin cia LCVR dugc
chon tr nhém bao gdm cic SEQ ID NO : 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154, 170,
186, 202, 218, 234, 250, 266, 282, 298, 314, 330 va 346.

Céac phuong phap va cac k¥ thuat ding d& nhan dién cac CDR trong trinh tu axit
amin cia HCVR va trinh tu axit amin cia LCVR thi da biét 1o trong linh vuc k¥ thuat
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ndy va c6 thé dugc str dung dé nhan dién cdc CDR trong trinh ty axit amin cia HCVR
va/hodc trinh ty axit amin cia LCVR @3 dugc chi ra duge bdc 19 trong tai liéu nay. Cac
quy uéc tidu biéu ma c6 thé duoe sir dung d& nhan dién ranh giéi ciia cac CDR bao gdm,
vi dy, dinh nghia Kabat, dinh nghia Chothia va dinh nghia AbM. Nhin chung, dinh
nghia Kabat 13 trén co s& murc bién ddi trinh ty, dinh nghia Chothia 13 trén co s& vi tri
clia viing vong céu tric, va dinh nghia AbM 1a dang chiét trung gitta phuong phép Kabat
va phuong phép Chothia. Vi du, xem tai li¢u: Kabat, “Sequences of protein of
Immunological Interest,” National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991); Al-
Lazikani et al., (1997), J. Mol. Biol. 273:927-948; va Martin et al., (1989), Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86:9268-9272. Co s& dit liéu cong cdng cling sin c¢6 dé nhan dién céac
trinh tw CDR trong khang thé.

Theo mot phuong 4n, khang thé dugc phén l4p ciia ngudi hodc doan lién két
khéng nguyén ctia né ma lién két dic hiéu véi protein F cua virut hop bao hd hip (RSV-
F), chira viing bién ddi cta chudi ndng (HCVR) ¢4 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém
bao gdm cac SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98, 114, 130, 146, 162, 178, 194, 210,
226, 242, 258, 274, 290, 306, 322 va 338.

Theo mdt phuong 4n, khéng thé dugc phan 1ap clia ngudi hodic doan lién két
khéng nguyén ctia né ma lién két dic higu véi protein F cia virut hgp bao ho hép (RSV-
F), chira viing bién dbi cta chudi nhe (LCVR) ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhom
bao gbm cac SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154, 170, 186, 202, 218,
234, 250, 266, 282, 298, 314, 330 va 346.

Theo mdt phuong 4n, khing thé dwoc phan 14p ciia ngudi hodc doan lién két
khéng nguyén ctia né ma lién két dic hiéu véi protein F ca virut hop bao hd hép (RSV-
F), chira viing bién ddi cua chudi nang (HCVR) ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhom
bao gdm cac SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98, 114, 130, 146, 162, 178, 194, 210,
226, 242, 258, 274, 290, 306, 322 va 338; va ving bién dbi cta chudi nhe (LCVR) ¢6
trinh ty axit amin duogc chon tir nhém bao g6m cac SEQ ID NO : 10, 26, 42, 58, 74, 90,
106, 122, 138, 154, 170, 186, 202, 218, 234, 250, 266, 282, 298, 314, 330 va 346.

Theo mdt phuong 4n, khang thé dwoc phan 14p cia ngudi hodc doan lién két

khéng nguyén clia né ma lién két dic hiéu véi protein F ctia virut hop bao hd hip (RSV-
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F), chira trinh ty axit amin chudi ning c¢6 SEQ ID NO: 363 va trinh ty axit amin chudi
nhe c6 SEQ ID NO: 364.

Theo mot phuong 4n, khang thé dugc phan 1ap cta ngudi hodc doan lién két
khang nguyén ctia né ma lién két ddc hiéu véi protein F cia virut hop bao hd hép (RSV-
F), chira cgp trinh tu axit amin cia HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao gém céc SEQ
ID NO: SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138,
146/154, 162/170, 178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/282,
290/298, 306/314, 322/330 va 338/346.

Theo mot phuong 4n, khang thé dugc phan 1ap ctia ngudi hodc doan lién két
khang nguyén ctia né6 ma lién két dic hiéu vdi protein F cua virut hop bao ho hip (RSV-
F), chtra cdp trinh ty axit amin cia HCVR/LCVR duoc chon tir nhém bao gém cac SEQ
ID NO: 274/282 va 338/346.

Theo mot phuong 4n, khang thé dugc phan 1ap cia ngudi hodc doan lién két
khang nguyén ctia né6 ma lién két diic hiéu véi protein F cua virut hop bao ho hip (RSV-

F), bao gém:

(a) mién HCDR3 c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gdm cac SEQ ID
NO: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 200, 216, 232, 248, 264, 280,
296, 312, 328, va 344; va

(b) mién LCDR3 c6 trinh ty axit amin dwgc chon tir nhém bao gdm cac SEQ
ID NO: 16, 32, 48, 64, 80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 192, 208, 224, 240, 256, 272,
288, 304, 320, 336 va 352.

Theo mdt phwong 4n, khang thé dugc phén l4p cia ngudi hodc doan lién két
khéng nguyén ciia né6 ma lién két dic hiéu véi protein F ctia virut hop bao hd hép (RSV-
F), con bao gdm:

(c) mién HCDRI c6 trinh tw axit amin dugc chon tir nhém bao gbm cac SEQ

ID NO: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 116, 132, 148, 164, 180, 196, 212, 228, 244, 260, 276,
292, 308, 324 va 340;
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(d)  mién HCDR2 c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gébm cac SEQ
ID NO: 6, 22, 38, 54, 70, 86, 102, 118, 134, 150, 166, 182, 198, 214, 230, 246, 262, 278,
294,310, 326 va 342;

(¢) mién LCDRI c6 trinh tu axit amin dugc chon tr nhém bao gdm cac SEQ
ID NO: 12, 28, 44, 60, 76, 92, 108, 124, 140, 156, 172, 188, 204, 220, 236, 252, 268,
284,300, 316, 332 va 348; va

()  mién LCDR2 c6 trinh ty axit amin dugc chon tr nhém bao gdm cac SEQ
ID NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 126, 142, 158, 174, 190, 206, 222, 238, 254, 270,
286, 302, 318, 334 va 350.

Theo mdt phwong 4n, khang thé dugc phan lap cua nguoi hodc doan lién két
khéng nguyén cia n6 ma lién két dic hiéu véi protein F cia virut hop bao ho hip (RSV-

F) bao gdm:

(a) mién HCDRI c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém cac SEQ
ID NO: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 116, 132, 148, 164, 180, 196, 212, 228, 244,
260, 276, 292, 308, 324 va 340;

(b) mién HCDR2 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém cac SEQ ID
NO: 6, 22, 38, 54, 70, 86, 102, 118, 134, 150, 166, 182, 198, 214, 230, 246, 262,
278,294, 310, 326 va 342;

(¢) mién HCDR3 c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gdm cic SEQ
ID NO: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 200, 216, 232, 248,
264, 280, 296, 312, 328, va 344,

(d) mién LCDRI c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gdm cac SEQ
ID NO: 12, 28, 44, 60, 76, 92, 108, 124, 140, 156, 172, 188, 204, 220, 236, 252,
268, 284, 300, 316, 332 va 348;

(¢) mién LCDR2 c6 trinh ty axit amin duge chon tir nhém bao gdém cac SEQ
ID NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 126, 142, 158, 174, 190, 206, 222, 238, 254,
270, 286, 302, 318, 334 va 350; va

® mién LCDR3 ¢ trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gdm cic SEQ
ID NO: 16, 32, 48, 64, 80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 192, 208, 224, 240, 256,
272,288, 304, 320, 336 va 352.
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Theo mét phuong 4n, khang thé dwgc phén 1ap cia ngudi hoic doan lién két
khéng nguyén clia né ma lién két dic hidu vé6i protein F cua virut hop bio hd hip (RSV-
F) bao gbm:

(@ mién HCDR1 c6 trinh ty axit amin dugc chon tlir nhém bao gdm cac SEQ
ID NO: 276 va 340;

(b) mién HCDR2 c6 trinh t axit amin dugc chon tir nhém bao gdm cac SEQ ID
NO: 278 va 342,

(c)  mién HCDR3 c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gbém céc SEQ
ID NO: 280 va 344;

(d) mién LCDRI ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gém cac SEQ
ID NO: 284 va 348,;

(¢) mién LCDR2 ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gdm cac SEQ
ID NO: 286 va 350; va

(f) mién LCDR3 c6 trinh tu axit amin dwgc chon tir nhém bao gém cac SEQ ID
NO: 288 va 352.

Theo mdt phuong 4n, khang thé dugc phéan lap cua ngudi hoic doan lién két
khéang nguyén cta né ma lién két dic hiéu voi RSV-F chia céc trinh ty axit amin cua
HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan lugt ciia cac SEQ ID NO: 276, 278 va 280 va céc trinh
ty axit amin ciia LCDR1, LCDR2 va LCDR3 14n luot cta céc SEQ ID NO: 284, 286 va
288.

Theo mdt phuong 4n, khang thé dugc phén 18p cla nguoi hodc doan lién két
khang nguyén ctia né ma lién két dic hi€u véi RSV-F chira céc trinh ty axit amin cta
HCDR1, HCDR2 va HCDR3 lan lugt ctia cac SEQ ID NO: 340, 342 va 344 va cac trinh
tw axit amin cia LCDR1, LCDR2 va LCDR3 lan luot cia cac SEQ ID NO: 348, 350 va
352.

Theo mét phuong 4n, khéng thé dugc phan 18p cla ngudi hodic doan lién két
khang nguyén ciia né ma lién két diic hiéu véi protein F cta virut hop bao hd hip (RSV-
F) canh tranh v6i khang thé hodic doan lién két khang nguyén chira ciip trinh tu chudi
ning va chudi nhe dwgc chon tir nhém bao gém cac SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42,
50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138, 146/154, 162/170, 178/186, 194/202,
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210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/282, 290/298, 306/314, 322/330 va 338/346
dé lién két dic hiéu véi RSV-F.

Theo mdt phuong 4n, khang thé dugc phén 18p ctia nguoi hodc doan lién két
khéng nguyén ctia n6, phan nay chtra cdp trinh ty chudi ning va chudi nhe duge chon tir
nhém bao gdm ciac SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106,
114/122, 130/138, 146/154, 162/170, 178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250,
258/266, 274/282, 290/298, 306/314, 322/330 va 338/346, va phan nay lién két dic hiéu
v6i protein F cuia virut hgp bao hd hép (RSV-F), khong canh tranh véi palivizumab,
motavizumab, hodc AM-22 d lién két dic hiéu véi RSV-F.

Theo moét phwong 4n, khang thé duoc phan 14p cua ngudi hoic doan lién két
khéng nguyén clia né ma lién két dic hiéu véi protein F cua virut hop bao hd hép (RSV-
F) lién két véi cung mdt epitop trén RSV-F ma dugc nhan biét boi khéng thé chua cap
trinh ty chudi ning va chudi nhe dugc chon tir nhém bao gdm céc SEQ ID NO: 2/10,
18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138, 146/154, 162/170,
178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/282, 290/298, 306/314,
322/330 va 338/346.

Theo mdt phuong 4n, khang thé duoc phan lap cia nguoi hodc doan lién két
khang nguyén ctia no, phén ndy chira cip trinh ty chudi ning va chudi nhe dugc chon tir
nhém bao gébm céac SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106,
114/122, 130/138, 146/154, 162/170, 178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250,
258/266, 274/282, 290/298, 306/314, 322/330 va 338/346, va phan nay lién két dic hidu
v6i protein F cua virut hgp bao hdé hip (RSV-F), khong lién két cung mot epitop trén

RSV-F véi palivizumab hodc motavizumab.

Theo mét phuong 4n, sang ché @& cap dén khang thé don dong hoan toan cua
ngudi hodc doan lién két khéng nguyén ctia né ma lién két dic hiéu véi RSV-F, trong d6
khéng thé nay hogc doan ciia n6 thé hién mot hoac nhidu dic diém duéi day: (i) chira
HCVR c¢6 trinh ty axit amin dugce chon tir nhém bao gém cac SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50,
66, 82, 98, 114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258, 274, 290, 306, 322 va 338,
hodc mot trinh ty vé co ban tuong ddng ciia né c6 muc ddng nhét trinh tu it nhét 90%, it

nhét 95%, it nhit 98% hogc it nhit 99%; (ii) chira LCVR ¢6 trinh tu axit amin dugc
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chon tir nhém bao gém cac SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154, 170,
186, 202, 218, 234, 250, 266, 282, 298, 314, 330 va 346, hoic mdt trinh tu v& co ban
tuong d(‘“)ng cia no ¢6 mirc déng nhét trinh ty it nhat 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hoic
it nhat 99%; (iii) chira mién HCDR3 ¢6 trinh tur axit amin dugc chon tir nhém bao gdm
cac SEQ ID NO: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 200, 216, 232, 248,
264, 280, 296, 312, 328, va 344, hoic mot trinh tw vé co ban trong ddng ciia né c6 mirc
ddng nhét trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99%: va mién
LCDR3 c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhdm bao gém SEQ ID NO: 16, 32, 48, 64,
80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 192, 208, 224, 240, 256, 272, 288, 304, 320, 336 va
352, hodic mét trinh ty vé& co ban tuong df“mg ctia n6 ¢c6 muc déng nhét trinh ty it nhit
90%, it nhat 95%, it nhat 98% hodc it nhit 99%; (iv) chira midn HCDRI1 c6 trinh ty axit
amin dugc chon tir nhém bao gém cac SEQ ID NO: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 116, 132,
148, 164, 180, 196, 212, 228, 244, 260, 276, 292, 308, 324 va 340, hoic mot trinh tu v&
co ban twong ddng ciia né c6 mirc dén_g nhét trinh ty it nhit 90%, it nhét 95%, it nhit
98% hoic it nhit 99%; (v) mién HCDR2 ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhom bao
gdm cac SEQ ID NO: 6, 22, 38, 54, 70, 86, 102, 118, 134, 150, 166, 182, 198, 214, 230,
246, 262, 278, 294, 310, 326 va 342, hogc mot trinh tu vé co ban turong ddng cia né cb
mirc ddng nhat trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhét 99%; (vi) mién
LCDRI c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém cac SEQ ID NO: 12, 28, 44,
60, 76, 92, 108, 124, 140, 156, 172, 188, 204, 220, 236, 252, 268, 284, 300, 316, 332 va
348, hodc mét trinh tu vé co ban tuong d@)ng cua nd c6 mirc déng nhét trinh tu it nhit
90%, it nhat 95%, it nhit 98% hoic it nhit 99%; (vii) va mién LCDR2 c6 trinh tu axit
amin dugc chon tir nh6m bao gém cac SEQ ID NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 126,
142, 158, 174, 190, 206, 222, 238, 254, 270, 286, 302, 318, 334 va 350, hoic mot trinh
tu vé& co ban twong ddng cia né c6 mic ddng nhat trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it
nhét 98% hodc it nhit 99%; (viii) thé hién Kp nim trong khoang tir 1 X 10™M dén 6 X
10°M nhu duge do bang phuong phép cong hudng plasmon bé mit; (ix) c6 kha nang
trung hoa chiing phén nhom A vé/hodc phan nhém B ciia virut hgp bao ho hip in vitro;
(x) thé hién kha ning 1am giam mot cach dang ké téng lwgng virut & md hinh chudt cuia
tinh trang 18y nhiém RSV khi dwgc cho ding & muc lidu nim trong khoang tir

0,05mg/kg dén 0,15mg/kg; (xi) thé hién mirc giam hiéu gia virut & mili va/hodc hiéu gia
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virut & phdi & md hinh chugt bong cua tinh trang 14y nhifm RSV & muc lidu ndm trong
khoang tir 0,62mg/kg dén 5,0mg/kg 16n hon tir 1 dén 2 14n ham logarit so véi
palivizumab; (xii) thé hién liéu luong hiru hiéu 99 (EDyy) ndm trong khodng tir
0,15mg/kg dén 2,5mg/kg khi dugc cho ding & md hinh dong vét cla tinh trang lay
nhiém RSV (vi du, md hinh chudt nhit hogc md hinh chudt bdng); hogc (xiii) thé hién
ndng dd wrc ché mot nira mirc t6i da (ICso) 1a tir 2pM dén 15pM trong thir nghi€ém trung
hoa vi lugng ddc hi€u vdi ching RSV phin nhém A cia RSV va néng dd e ché mot

nira mirc t&i da (ICso) 1a tir 6pM dén 100pM trong thir nghiém trung hoa vi lugng.

Theo mdt phuong 4n, sing ché dé cip dén khang thé don dong hoan toan cua
ngudi hodc doan lién két khang nguyén cia né ma lién két dic hiéu véi RSV-F, trong do6
khéng thé ndy hoic doan ciia n6 thé hién mot hodc nhidu dic diém dudi day: (i) chta
HCVR c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gém cac SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50,
66, 82, 98, 114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258, 274, 290, 306, 322 va 338,
hodc mot trinh t vé co ban twong ddng cia né c6 muc dong nhét trinh ty it nhat 90%, it
nhét 95%, it nhit 98% hodc it nhét 99%; (ii) chita LCVR ¢6 trinh ty axit amin dugc
chon tir nhém bao gdm cac SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154, 170,
186, 202, 218, 234, 250, 266, 282, 298, 314, 330 va 346, hosic mdt trinh tr v& co ban
twong ddng ctia n6 c6 mirc ddng nhét trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc
it nhat 99%; (iii) chira mién HCDR3 c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhom bao gém
cac SEQ ID NO: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 200, 216, 232, 248,
264, 280, 296, 312, 328, va 344, hodic mot trinh tu vé& co ban tuong df?mg cta né c6é mic
ddng nhét trinh tw it nhét 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hogc it nhat 99%; v mién
LCDR3 c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhom bao g(“)m SEQ ID NO: 16, 32, 48, 64,
80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 192, 208, 224, 240, 256, 272, 288, 304, 320, 336 va
352, hodc mdt trinh tr v& co ban tuong ddng ctia n6 c6 mirc déng nhét trinh tu it nhit
90%, it nhat 95%, it nhit 98% hoic it nhit 99%; (iv) chira mién HCDRI1 c6 trinh tu axit
amin dugc chon tir nhém bao gém cac SEQ ID NO: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 116, 132,
148, 164, 180, 196, 212, 228, 244, 260, 276, 292, 308, 324 va 340, hodc mot trinh ty vé
co ban tuong ddng ctia né c¢6 mirc ddng nhét trinh tw it nhit 90%, it nht 95%, it nhit
98% hoic it nhat 99%; (v) mién HCDR?2 c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhom bao
gdm c4c SEQ ID NO: 6, 22, 38, 54, 70, 86, 102, 118, 134, 150, 166, 182, 198, 214, 230,
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246, 262, 278, 294, 310, 326 va 342, hoic mdt trinh ty vé& co ban tuong dﬁ‘)ng cia no cb
mirc ddng nhét trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99%; (vi) mién
LCDRI1 c¢6 trinh ty axit amin duoc chon tir nhdm bao gém cac SEQ ID NO: 12, 28, 44,
60, 76, 92, 108, 124, 140, 156, 172, 188, 204, 220, 236, 252, 268, 284, 300, 316, 332 va
348, hoic mdt trinh tw vé co ban tuong déng cua né ¢6 muc déng nhét trinh tu it nhit
90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99%; (vii) va mién LCDR2 c6 trinh tur axit
amin dugc chon tir nhém bao gdm cac SEQ ID NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 126,
142, 158, 174, 190, 206, 222, 238, 254, 270, 286, 302, 318, 334 va 350, hoic mdt trinh
tu vé co ban tuong déng ctia n6 c6 mirc dong nhét trinh tu it nhit 90%, it nhat 95%, it
nhit 98% hoic it nhit 99%; (viii) thé hién Kp nim trong khoang tir 1 X 10™M dén 6 X
107°M; (ix) c6 kha nédng trung hoa ching phan nhém A va/hoic phan nhém B ctia virut
hop bao ho hép in vitro; (x) thé hién kha ning lam giam mdt cach déng ké tong luong
virut & mé hinh dong vét cta tinh trang 1y nhiém RSV (vi du, mé hinh chudt nhit) khi
dugc cho ding & mirc liéu ndm trong khoang tir 0,05mg/kg dén 0,15mg/kg; (xi) thé hién
mrc gidm hi¢u gid virut & miii va/hogc hidu gia virut & phdi & mé hinh dong vat cua tinh
trang 1ay nhiém RSV (vi du, md hinh chudt bdng) & muc liéu nim trong khoang tir
0,62mg/kg dén 5,0mg/kg 16n hon tir 1 dén 2 1An ham logarit so véi palivizumab; (xii) thé
hié¢n lidu luong hitu hiéu 99 (EDgg) ndm trong khoang tir 0,05mg/kg dén 2,5mg/ke khi
dugc cho ding & md hinh dng vét cua tinh trang 1ay nhiém RSV (vi du, mé hinh chudt
nhit hogc md hinh chudt bong); (xiii) thd hién EDyy thip hon 2 dén 3 13n so v6i EDy
ctia palivizumab hodc motavizumab; (xiv) thé hién do hiéu nghiém trung hoa d6i voi
mdt hodc nhiéu chiing phong thi nghiém phén nhém A ciia RSV ma c¢é murc cai thién tir
15 dn 17 14n so véi palivizumab, hodc thé hién do hiéu nghiém trung hoa db6i véi mot
ho#c nhiéu ching 14m sang phan nhom A cta RSV ma ¢é mirc cai thién tir 10 dén 22 14n
so vé6i palivizumab; (xv) thé hién do hiéu nghiém trung hoa d6i véi mot hoic nhiéu
chung phong thi nghiém phan nhém B ctia RSV ma cé mirc cai thién tir 2 dén 5 13n so
v6i palivizumab; (xvi) thé hién do hiéu nghiém trung hoa d6i véi mot hodc nhidu ching
phong thi nghi¢ém phan nhém A hodc ching 14m sang phan nhém A ciua RSV ma ¢6
murc cai thién tir 0,5 dén 2 14n so véi AM-22; (xvii) thé hién d6 hiéu nghiém trung hoa
d6i v6i mot hodc nhidu ching phong thi nghiém phin nhém B cua RSV ma c6 muc cai

thién tr 2,5 dén 17 1an so v6i AM-22.
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Theo mét phuong 4n, sang ché dé cap dén khéng thé don dong hoan toan cia
ngudi hodc doan lién két khang nguyén ciia né ma lién két ddc hiéu véi RSV-F, trong do
khéng thé ndy hodc doan ciia n6 thé hién mot hodc nhiéu dic diém dudi day: (i) chira
HCVR c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhdm bao gém cac SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50,
66, 82, 98, 114, 130, 146, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258, 274, 290, 306, 322 va 338,
hodc mét trinh ty v& co ban tuong déng cua né cé mac d(‘")ng nhét trinh tu it nhit 90%, it
nhit 95%, it nhét 98% hodc it nhit 99%; (ii) chita LCVR c6 trinh ty axit amin duoc
chon tir nh6m bao gém cac SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154, 170,
186, 202, 218, 234, 250, 266, 282, 298, 314, 330 va 346, hoiic mdt trinh tu v& co ban
twong dong clia n6 ¢ mirc ddng nhét trinh tur it nhét 90%, it nhét 95%, it nhét 98% holc
it nhat 99%; (iii) chira mién HCDR3 ¢6 trinh tur axit amin dugc chon tir nhém bao gdm
cac SEQ ID NO: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 136, 152, 168, 184, 200, 216, 232, 248,
264, 280, 296, 312, 328, va 344, hoic mot trinh tu vé co ban tuong déng cla nd c6 mirc
ddng nhét trinh ty it nhdt 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99%; va mién
LCDR3 ¢4 trinh ty axit amin dugc chon tir nhom bao g6m SEQ ID NO: 16, 32, 48, 64,
80, 96, 112, 128, 144, 160, 176, 192, 208, 224, 240, 256, 272, 288, 304, 320, 336 va
352, hodc mdt trinh tu vé co ban tuong ddng ciia né co6 muc ddng nhét trinh tu it nhit
90%, it nhat 95%, it nhit 98% hodc it nhét 99%; (iv) chira midén HCDR1 c6 trinh tr axit
amin dugc chon tir nhom bao gém cac SEQ ID NO: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 116, 132,
148, 164, 180, 196, 212, 228, 244, 260, 276, 292, 308, 324 va 340, hoic mot trinh ty vé
co ban trong ddng clia né c6 mirc ddng nhit trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it nhét
98% hoic it nhat 99%; (v) mién HCDR2 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao
génlcécSEKQI[)PH):6,22,38,54,70,86,102,118,134,150,166,182,198,214,230,
246, 262, 278, 294, 310, 326 va 342, hoic mot trinh tu v& co ban tuong déng cua no co
murc d(‘“)ng nhét trinh tu it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hoic it nht 99%; (vi) mién
LCDRI1 c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gf‘)m cac SEQ 1D NO: 12, 28, 44,
60, 76, 92, 108, 124, 140, 156, 172, 188, 204, 220, 236, 252, 268, 284, 300, 316, 332 va
348, hodc mdt trinh tu vé co ban tuong déng cua nd c6 muac déng nhét trinh ty it nhét
90%, it nhat 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99%; (vii) va midn LCDR2 c6 trinh tir axit
amin dugc chon tir nhém bao gém cac SEQ ID NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 126,
142, 158, 174, 190, 206, 222, 238, 254, 270, 286, 302, 318, 334 va 350, hoic mét trinh
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tu vé& co ban trong ddng cia né c6 mirc ddng nhit trinh tu it nhat 90%, it nhat 95%, it
nht 98% hodc it nhit 99%; (viii) thé hién Kp nim trong khoang tir 1 X 107M dén 6 X
101%M; (ix) c6 kha ning trung hoa ching phan nhém A va/hodc phan nhém B cua virut
hop bio ho hap in vitro; (x) thé hién kha ning 1am gidm mot cach déng ké tdng lrong
virut & dong vat c6 vi c6 tinh trang 1y nhiém RSV; (xi) tuong tac véi trinh tu axit amin
chira céc gbc axit amin nim trong khoang tir vi tri 161 dén vi tri 188 cua SEQ ID NO:
354; (xii) twong tac v6i hodc serin & vi tri 173 ctia SEQ ID O: 354, hoic threonin & vi tri
174 cia SEQ ID NO: 354, hodc ca serin & vi tri 173 cia SEQ ID O: 354, va threonin &
vi tri 174 ciia SEQ ID NO: 354; (xiii) (rc ché qua trinh dung hop RSV véi té bao chi;
(xiv) khong canh tranh chéo vé6i palivizumab hodc AM-22 dé lién két véi RSV-F.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& cép dén khang thé don dong dugc phéan 14p cia
ngudi ma lién két dic hiéu véi protein F cta virut hgp bao hod hép (RSV-F), hoic doan
lién két khang nguyén cua né, trong d6 khang thé nay hodc doan lién két khang nguyén
clia né twong tac véi trinh tu axit amin chira cic gbc axit amin ndm trong khoang tir vi
tri 161 dén vi tri 188 cia SEQ ID NO: 354.

Theo mdt phuong 4n, séng ché dé cap dén khang thé don dong dugc phén 14p cua
ngudi ma lién két dic hidu voi RSV-F, hoic doan lién két khéng nguyén cta no, trong
d6 khang thé nay hoic doan lién két khang nguyén ctia n6 twong tac voi it nhit mot trinh

tu axit amin dugc chon tir nhém bao g?)m SEQ ID NO: 355 va 356.

Theo mt phuong én, sang ché dé cap dén khang thé don dong dugc phén lép cua
ngudi ma lién két dic hidu véi RSV-F, hodc doan lién két khang nguyén cua no, trong
d6 khang thé nay hodc doan lién két khéng nguyén cia né twong tac véi it nhit mot gbe
axit amin trong cic gdc 161 dén 188 cia SEQ ID NO: 354.

Theo mdt phuong 4n, séng ché dé cap dén khang th8 don dong dugc phén 1ap cua
ngudi ma lién két dic hidu v6i RSV-F, hodc doan lién két khang nguyén cua né, trong
d6 khang thé nay hoic doan lién két khang nguyén ciia no twong téc véi it nhat mot gbc

axit amin trong SEQ ID NO: 355 hoidc SEQ ID NO:356.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé don dong dugc phén lap cia
ngudi ma lién két dic hitu véi RSV-F, hoic doan lién két khéng nguyén cia no, trong

d6 khang the nay hodc doan lién két khang nguyén ctia n6 tuong tac véi hoic serin & vi
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tri 173 cua SEQ ID NO: 354, hogc threonin & vi tri 174 ctia SEQ ID NO: 354, hoic ca
serin ¢ vi tri 173 ciia SEQ ID NO: 354 va threonin & vi tri 174 ctia SEQ ID NO: 354.

Theo mdt phuong 4n, sdng ché d& cap dén khéng thé don dong dugc phén 1ap cta
ngudi hodc doan lién két khang nguyén cia né ma lién két dic hi¢u vdi protein F cia
virut hgp bao hé hip (RSV-F), trong d6 khang thé nay hodc doan lién két khang nguyén
clia n6 tuong tac voi trinh tu axit amin chira cac gbc axit amin nim trong khoang tir vi
trf 161 dén vi trf 188 ctia SEQ ID NO: 354, va trong d6 khang thé nay hoic doan lién két
khéng nguyén cia n6 chira ba CDR chudi ning (HCDR1, HCDR2 va HCDR3) nim
trong trinh ty axit amin viing bién déi chudi nidng (HCVR) cia SEQ ID NO: 274; va ba
CDR chudi nhe (LCDRI1, LCDR2 va LCDR3) nim trong trinh tu axit amin ving bién
d6i chudi nhe (LCVR) ctia SEQ ID NO: 282.

Theo mdt phuong 4n, sdng ché d& cap dén khéng thé don dong dugc phén lap cua
ngudi hodc doan lién két khang nguyén cia né ma lién két ddc hi¢u véi protein F cua
virut hgp bao h6 hip (RSV-F), trong d6 khang thé nay hodc doan lién két khang nguyén

cta n6 bao gom:

(a)  mién HCDRI chra trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 276;
(b)  mién HCDR2 chta trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 278;
(¢)  mién HCDR3 chira trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 280;
(d) mién LCDRI chtta trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 284;
(¢) mién LCDR2 chra trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 286; va
()  mién LCDR3 chira trinh ty axit amin ca SEQ ID NO: 288.

Theo mdt phuong 4n, sdng ché d& cap dén khang thé don dong dugc phan 14p cua
ngudi, hodc doan lién két khang nguyén ctia né, ma lién két ddc hiéu v6i RSV-F, trong
d6 khang thé nay chira ba HCDR nim trong trinh ty axit amin ving bién ddi chudi nang
(HCVR) ctiia SEQ ID NO: 274; va ba CDR chudi nhe (LCDR1, LCDR2 va LCDR3)
nim trong trinh ty axit amin ving bién dbi chudi nhe (LCVR) cia SEQ ID NO: 282 va
trong d6 khang thé nay hodc doan lién két khang nguyén cua né tuong tac véi it nhét

mot trinh tu axit amin dugc chon tir nhdm bao gém SEQ ID NO: 355 va 356.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén khéng thé don dong dugc phén 14p cia

ngudi, hodc doan lién két khang nguyén ciia né, ma lién két dic hiéu véi RSV-F, trong
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d6 khang thé nay chira ba HCDR nim trong trinh ty axit amin ving bién ddi chudi ning
(HCVR) cia SEQ ID NO: 274; va ba CDR chudi nhe (LCDR1, LCDR2 va LCDR3)
nam trong trinh ty axit amin ving bién d6i chudi nhe (LCVR) cua SEQ ID NO: 282 va
trong d6 khang thé nay hodc doan lién két khéng nguyén ctia né twong tic véi it nhit

mdt gdc axit amin trong céc gbc 161 dén 188 cia SEQ ID NO: 354.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& cap dén khang thé don dong dugc phan 1ap ciia
nguoi, hodc doan lién Kkét khéng nguyén cia nd, ma lién két dac hi¢u véi RSV-F, trong
d6 khang thé nay chira ba HCDR nim trong trinh tu axit amin viing bién d6i chudi ning
(HCVR) ctiia SEQ ID NO: 274; va ba CDR chudi nhe (LCDR1, LCDR2 va LCDR3)
nim trong trinh ty axit amin viing bién ddi chudi nhe (LCVR) cua SEQ ID NO: 282 va
trong d6 khang thé nay hodc doan lién két khang nguyén ciia né tuong tic véi it nhit

mot géc axit amin trong SEQ ID NO: 355 hoic SEQ ID NO:356.

Theo mot phuong 4n, séng ché d& cap dén khang thé don dong dugc phan 1ap ciia
ngudi, hodc doan lién két khang nguyén cua nd, ma lién két dic hiéu véi RSV-F, trong
d6 khang thé nay chira ba HCDR nim trong trinh ty axit amin viing bién d6i chudi ning
(HCVR) cia SEQ ID NO: 274; va ba CDR chudi nhe (LCDR1, LCDR2 va LCDR3)
nam trong trinh ty axit amin viing bién d6i chudi nhe (LCVR) ctia SEQ ID NO: 282,
trong d6 khang thé nay hodc doan lién két khéng nguyén cta n6 twong tac véi hodc serin
¢ vitri 173 cia SEQ ID NO: 354, hodc threonin & vi tri 174 cua SEQ ID NO: 354, hoic
ca serin & vi tri 173 cua SEQ ID NO: 354 va threonin & vi tri 174 ciia SEQ ID NO: 354.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé dugc phén lap cla nguoi,
hoic doan lién két khang nguyén cia né ma khong canh tranh chéo véi palivizumab
hogc motavizumab d¢ lién két véi RSV-F.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& cap dén khang thé dugc phén lép clia nguoi,
hoic doan lién két khang nguyén cta né ma khong canh tranh chéo véi AM-22 @ lién
két véi RSV-F.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé dugc phén 18p cla nguoi,
hoic doan lién két khang nguyén ctia n6 ma khong lién két cing mot epitop trén RSV-F

véi palivizumab.
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Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé dugc phan 18p cua nguoi,
hodc doan lién két khang nguyén ciia n6 ma khong lién két ciing mot epitop trén RSV-F

v&i motavizumab.

Theo mét phuong 4n, sang ché d& cap dén khang thé don dong dugc phén 1ap cla
ngudi, hoic doan lién két khang nguyén ciia né ma khong lién két véi epitop trén RSV-F

nim trong khoang tir gbc axit amin 255 dén gdc axit amin 276 cia SEQ ID NO: 354.

Theo mt phuong 4n, khang thé don dong dugc phan 1ap cua ngudi, hodc doan
lién két khang nguyén cla chiung khong lién két vao cing mot epitop trén RSV-F véi
palivizumab, trong d6 epitop nim trong khoéng tir gbc axit amin 255 dén gbc axit amin
276 cua SEQ ID NO: 354.

Theo khia canh thir hai, sang ché dé cap dén cac phén tir axit nucleic ma hoa cac
khang thé hoiic cac doan cia ching ma lién Kkét ddc hiéu véi RSV-F. Céc vecto biéu hién
tai td hop mang axit nucleic theo sang ché, va cac té bao chi ma céc vecto nay da dugc
dwa vao trong d9, thi ciing thudc pham vi sang ché, nhu 1a dbi véi cac phuong phap san
xut khang thé bang cach nudi cdy té bao chu trong céc diéu kién cho phép san xuit

khang thé, va thu hdi cac khang thé dugc san xuét.

Theo mdt phuong 4n, séng ché dé cip dén khéng thé hoic doan cua né chira
HCVR dugc mé héa béi trinh ty axit nucleic dugce chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:
1, 17, 33, 49, 65, 81, 97, 113, 129, 145, 161, 177, 193, 209, 225, 241, 257, 273, 289,
305, 321, va 337 hofc trinh tw vé& co ban ddng nhit c6 mirc twong ddng ciia né it nhit
90%, it nhat 95%, it nhat 98%, hodc it nhit 99%.

Theo mét phuong 4n, HCVR dugc ma hoa béi trinh ty axit nucleic dugc chon tir
nh6ém bao gdbm SEQ ID NO: 273 va 337.

Theo mét phuong an, khang thé hodc doan ctia n6 con chira LCVR dugc ma hoa
bdi trinh ty axit nucleic dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 9, 25, 41, 57, 73, 89,
105, 121, 137, 153, 169, 185, 201, 217, 233, 249, 265, 281, 297, 313, 329, va 345, hoic
trinh tu vé co ban d(‘“)ng nhét c6 mirc tuong déng ctia né it nhét 90%, it nhat 95%, it nhét
98%, hogc it nhit 99%.

Theo m¢t phuong an, LCVR dugc ma héa bai trinh ty axit nucleic dugc chon tir
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nhém bao gdm SEQ ID NO: 281 va 345.

Theo mdt phuong 4n, sang ché con dé xuit khang thé hoic doan lién két khang
nguyén ctia khang thé chira mién HCDR3 dugc md hda bdi trinh ty nucleotit dugce chon
tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 7, 23, 39, 55, 71, 87, 103, 119, 135, 151, 167, 183, 199,
215, 231, 247, 263, 279, 295, 311, 327, va 343 hoic mt trinh ti v& co ban twong ddng
cia nd c6 mirc d@)ng nhét trinh tu it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhét
99%; va mién LCDR3 dugc ma hoéa boi trinh ty nucleotit dugc chon tir nhém bao gém
SEQ ID NO: 15, 31, 47, 63, 79, 95, 111, 127, 143, 159, 175, 191, 207, 223, 239, 255,
271, 287, 303, 319, 335, va 351, hoic mot trinh tu v& co ban tuong déng cua nd c¢6 mic
ddng nhét trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hoic it nhit 99%.

Theo mdt phuong 4n, sang ché @& cap dén khéng thé hodc doan cuiia n6 con chira
mién HCDR1 dugc ma héa béi trinh tu nucleotit dugc chon tir nhom bao gém SEQ ID
NO: 3, 19, 35, 51, 67, 83, 99, 115, 131, 147, 163, 179, 195, 211, 227, 243, 259, 275,
291, 307, 323, va 339, hogc mot trinh ty vé co ban tuong ddng clia n6 c6 mirc ddng nhat
trinh ty it nhét 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hoic it nhét 99%; mién HCDR2 dugc mi
héa bdi trinh ty nucleotit duge chon tir nhém bao g?)m SEQ ID NO: 5, 21, 37, 53, 69,
85, 101, 117, 133, 149, 165, 181, 197, 213, 229, 245, 261, 277, 293, 309, 325, va 341,
hozic mét trinh ty vé co ban tuong ddng ciia nd c6 mirc ddng nhét trinh ty it nhét 90%, it
nhét 95%, it nhit 98% hojc it nhét 99%; mién LCDRI1 dugc mi héa béi trinh tu
nucleotit dugc chon tir nhém bao g(‘“)m SEQ ID NO: 11, 27, 43, 59, 75, 91, 107, 123,
139, 155, 171, 187, 203, 219, 235, 251, 267, 283, 299, 315, 331, va 347, hoic mot trinh
tyr vé co ban tuong déng cua nd c¢6 muc déng nhét trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it
nhét 98% hogc it nhét 99%; va mién LCDR2 dugc ma héa béi trinh ty nucleotit dugc
chon tir nhém bao g(“)m SEQ ID NO: 13, 29, 45, 61, 77, 93, 109, 125, 141, 157, 173,
189, 205, 221, 237, 253, 269, 285, 301, 317, 333, va 349, hoic mdt trinh ty v& co ban
tuong déng cua né c6 mirc d@)ng nhét trinh ty it nhit 90%, it nht 95%, it nhat 98% hodc
it nhat 99%.

Theo khia canh thit ba, séng ché d& cap dén khang thé cua nguoi hoac doan lién
Kkét khéang nguyén déc hiéu v6i RSV-F chira HCVR dugc ma hoa béi cac doan trinh ty

nucleotit dugc tao ra tir cac trinh ty dong mam Vg, Dy va Jy, va LCVR duoc ma hda boi
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céc doan trinh ty nucleotit dugc tao ra tir c4c trinh ty dong mim Vi va Ji.

Séng ché dé xuit cac khang thé c6 mau hinh glycosyl héa dugc cai bién. Trong
mdt s& img dung, viéc cai bién dé loai b céc vi tri glycosyl héa khong mong mudn c6
thé 13 hitu ich, hodc, vi du, viéc loai bd gbc fucoza dé lam tdng chirc ning gay doc té bao
phu thudc khang thé (antibody dependent cellular cytotoxicity -~-ADCC) (xem tai liéu:
Shield ez al. (2002) JBC 277:26733). Trong c4c tmg dung khéc, c6 thé tién hanh viéc cai
bién qua trinh galactosyl héa dé cai bién tinh gdy doc té bao phy thudc bd thé
(complement dependent cytotoxicity-CDC).

Theo khia canh thit tu, sing ché dé& cap dén dugc phdm chira it nhét mot khang
thé dwoc phén 14p don dong hoan toan cta ngudi hogc doan lién két khang nguyén cua
n6 ma lién két véi RSV-F va chét mang dugc dung hodc chéit pha lodng. Theo mot
phuong 4n, sang ché d& cap dén duoc phim chira hai khéng thé don dong hoan toan cta
ngudi hodc cac doan lién két khang nguyén cia ching, phin nay lién két véi cung mot
epitop hoic lién két v6i hai epitop khéc nhau trén RSV-F va chit mang dugc dung hoic
chit pha loang. Cén phai hiéu ring dang két hop bét ky ctia cac khang thé nhu duge mo
ta trong tai liéu nay c6 thé duoc sir dung trong dugc phdm dé dat dwoc két qua mong
mudn & cong ddng bénh nhén cin dén lidu phap nay. Vi du, hai khang th& ma nhan biét
va/hoic lién két RSV-F c6 thé duoc st dung trong ché phim. Theo cach khéc, hai khang
thé, mot nhan biét va/hodc lién két RSV-F va khéng thé thtr hai lién két v6i mot khang
nguyén khéc trén RSV (vi dy, RSV-G) c6 thé dugc st dung trong ché phdm. Theo mot
phuong 4n, hai khang thé, mot nhan biét vi/hodc lién két RSV-F va khéng thé thtr hai
ma lién két voi khang nguyén metapneumovirut c6 thé dugc sir dung trong ché phim.
Theo cach khac, tir hai khéng thé tr& 16n c6 thé dugc sit dung trong ché phdm, mot nhan
biét va/hodc lién két v6i RSV-F, mot lién két v6i khang nguyén metapneumovirut va
mdt lién két véi khang nguyén virut cam hogc véi virut bat ky khac ma gdy ra cac bénh
h6 hip.

Theo mét phuong an, dugc phim nay chtra khang thé ma lién két RSV-F va c6
cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao gém cac SEQ ID NO:
274/282 va 338/346.

Theo mét phuong 4n, duge phdm nay chira khang thé ma lién két RSV-F va c6
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cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR bao gdm cac SEQ ID NO: 274/282.

Theo mét phuong 4n, dugc phim nay chira khang thé ma lién két RSV-F va ¢6
cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR bao gdm cac SEQ ID NO: 338/346.

Theo mdt phuong 4n, dugc phim nay chira it nhit mot khang thé ma lién két
RSV-F, trong d6 khang thé nay chura ba ving quyét dinh tinh bd trg chudi nang
(HCDR1, HCDR2 va HCDR3) nidm trong mt trinh tyr bt ky trong s cac trinh tyr axit
amin viing bién dbi chudi ning (HCVR) dugc chon tit nhém bao gbm cac SEQ ID NO:
274 va 338; va ba ving quyét dinh tinh bd trg chudi nhe¢ (LCDR1, LCDR2 va LCDR3)
nim trong mot trinh tu bét ky trong sb céc trinh tu axit amin vung bién d6i chudi nhe

(LCVR) dugc chon tr nhém bao gdm cac SEQ ID NO: 282 va 346.

Theo mot phuong 4n, céc khang thé theo sang ché, hojc ché phdm chtra mot hosic
nhiéu khang thé theo sang ché c6 thé duoc st dung dé trung hoa RSV tir chung phan
nhém A hogc phan nhém B bét ky ciia RSV.

Theo mot phuong 4n, sing ché dé cap dén ché phdm, ché phim ndy 13 dang két
hop clia khang thé hoic doan lién két khéng nguyén cta khéng thé theo sang ché, va

chét trj liéu th hai.

Chét trj lidu thir hai c6 thé 1a thudc phén tr nhd, protein/polypeptit, khang thé,
phén tir axit nucleic, nhu phan tir d6i nghia, hodc ARN can thiép kich thuéc nhé. Chét

tri lidu th hai c6 thé 1a téng hop hodc dugc tao ra tir tu nhién.

Chit trj liéu thtr hai c6 thé 1a chét bdt ky ma dugc két hop mdt cach thudn loi véi
khéng thé hodc doan cia né theo sang ché, vi du, chit khéang virut (vi dy, ribavirin),
vacxin ddc hiu véi RSV, hodc vacxin dic hiéu véi virut cim, hodc vacxin dic hidu véi
metapneumovirut (MPV), ARN can thiép kich thuéc nhé dic hiéu véi khang nguyén
RSV, ARN can thi¢p kich thuéc nhé dic hiéu véi khang nguyén virut cim, ARN can
thiép kich thudc nhé dédc hiu véi khang nguyén metapneumovirut (MPV), khéng thé
thir hai ddc hi€u v6i khang nguyén RSV, hodc khdng nguyén metapneumovirut (MPV),
ho3c khang nguyén virut cim, khéng thé khang IL4R, khéng thé khang RSV-G hodc
NSAID. Theo céc phwong 4n cu thé, chit trj liéu th hai c6 thé 1a chdt ma gitip v hiéu

héa hogc 1am giam (c4c) tic dung phu c6 thé c6 bat ky gin lién véi khang thé hoic doan
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lién két khang nguyén cua khang thé theo sang ché, néu (céc) tac dung phu nay xay ra.

Ciing s& dwoc nhin nhén ring céc khang thé va ché phdm dugc dung theo sang
ché ¢6 thé duoc sir dung trong céc liéu phap két hop, d6 13, cac khang thé va ché phim
dugc dung co thé dugc cho dung d@)ng thoi véi, trude, hodc tiép sau, mOt hodc nhiéu
phuong phép tri liéu hodc cic quy trinh y khoa mong mudn khac. Dang két hop cu thé
ctia cic liéu phéap (cac phuong phép tri liéu hogic cac quy trinh) dé st dung trong ché do
dung thubc két hop s& chu y dén tinh twong hgp cua cdc phuong phap tri liéu va/hoidc
c4c quy trinh mong mudn va tic dung tri lidu mong mudn cin dat dwoc. Ciing s& dugc
nhin nhan ring cac liéu phap dugc st dung c6 thé dat dugc tac dung mong mubn déi véi
cliing mdt ri loan (vi du, khang thé c6 thé dugc cho ding dong thoi véi mot chét khac
duge st dung dé didu tri cung mot rdi loan), hodc ching c6 thé dat dugc cac tac dung
khac nhau (vi du, kiém soat cac tac dung phu c6 hai bét ky). Nhu dugc str dung trong tai
liéu nay, céc cht trj liéu bd sung ma thudng duoc cho ding dé didu tri hodc phong ngira
mot bénh hodc tinh trang cu thé, 1a thich hop cho bénh hodc tinh trang dang duogc diéu

tri.

Khi nhiéu phwong phép tri liéu dugc cho ding ddng thdi, thi c6 thé didu chinh
liéu lwgng theo d6, nhu dwgc cong nhén trong linh vuc k¥ thuat thich hop.

Khia canh thit nim ciia sang ché d& xuit phuong phap ding dé phong ngira 13y
nhiém virut hgp bao hd hép & bénh nhan cin dén liéu phap niy, hodc ding dé didu trj
bénh nhan mic tinh trang 1iy nhiém RSV, hoic ding dé giam b6t it nhdt mot tricu
ching hoic bién chimg gén lién véi tinh trang 14y nhiém RSV, phwong phap niy bao
gdm viéc cho bénh nhén cin dén Iiéu phap ndy ding mdt hodc nhiéu khéng thé hodc céc
doan lién két khang nguyén cia ching nhu duge md ta trong tai li€u nay, hodc dugc
phdm chira mdt hodc nhidu khang thé theo sang ché hogic cac doan cia chung, nhu dugc
mo0 ta trong tai li€u nay, sao cho phong nglra dugc tinh trang 1dy nhiém RSV, hoic it
nhit mot triéu ching hodc bién chiing gin lién véi tinh trang 14y nhim nay dugc giam

bét, 1am diu hodc lam gidm v& mirc d6 trAm trong va/hodc khoang thoi gian.

Theo mot phuong 4n c6 lién quan, sang ché dé cap dén dugc phdm chia mot
hodc nhidu khang thé theo sang ché, mot minh hodc két hop véi chat tri lidu thit hai, dé

st dung trong viéc phong nglra tinh trang 14y nhiém virut hop bao ho hip (RSV) & bénh
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nhén can dén liéu phdp ndy, hogc ding dé diéu trj bénh nhan méc tinh trang I4y nhiém
RSV, hodc dung dé giam bét it nhit mot tridu chimg hoic bién chimg gén lién véi tinh
trang 14y nhiém nay, trong d6 tinh trang 14y nhiém nay hogc dugc phong ngura, hodc it
nhit mot triéu chimg hoic bién ching gin lién véi tinh trang lay nhiém nay dugc phong

ngira, gidm nhe, hodc giam bét v& mirc do trdm trong va/hodc khoang thoi gian.

Theo mdt phuong 4n, sing ché @& cdp dén duoc phdm chira mot hogic nhidu
khang thé theo sang ché, mot minh hodc két hop véi chét tri liéu thi hai trong san xuét
dugc phdm ding dé phong ngira tinh trang 1y nhiém virut hop bao hd hép (RSV) &
bénh nhén cin dén liéu phap ndy, hoic ding dé diéu tri bénh nhin méc tinh trang 1ay
nhiém RSV, hogc ding dé giam bét it nhit mot triéu chimg hodc bién chimg ghn lidn
Vi tinh trang 13y nhiém ndy, trong d6 tinh trang 14y nhi€ém nay hoic dugc phong ngira,
hoic it nhit mét triéu chimg hoic bién chimg gin lién véi tinh trang 14y nhiém nay dugc

phong ngira, gidm nhe, hodc giam bét v& mirc do trAm trong va/hodc khoang thoi gian.

Theo mdt phuong 4n, bénh nhan cin dén phuong phap didu tri bing khéng thé
theo sang ché, hoic doan lién két khang nguyén ctia né 12 bénh nhan ma c6 thé méc phai
dang 1y nhiém RSV trim trong hon do tinh trang y 1y tiém 4n hoic c6 trudc. Theo mét
phuong 4n, phwong phap dem lai cach phong ngira sy phat trién cia tinh trang 1ay nhiém
RSV & bénh nhan c6 nguy co mic bénh nay, phuong phap nay bao gdm viéc cho bénh
nhén ding lugng hitu hiéu ctia khang thé hodc doan lién két khang nguyén ctia n6é ma
lién két véi protein F cua RSV, hodc duoc phém chira lugng hiru hiéu ciia khang thé
hodc doan lién két khang nguyén ctia n6 ma lién két voi protein F cia RSV sao cho tinh
trang 1y nhiém nay hoic dugc phong ngira, gidm nhe hodc gidm b6t v& mirc d trdm
trong va/hodc khoang thoi gian, hoic it nhét m(f)t.triéu chimg hoic bién chung gén lién
Vv6i tinh trang 18y nhiém ndy dugc phong ngira hojic giam nhe hogc giam b6t vé& mirc do
trdm trong hodc khoang thoi gian. Theo mot phuwong én, viéc cho dung khang thé RSV-F
dugc phén 14p ciia ngudi hodc doan lién két khang nguyén cia n6 dem lai tac dung
phong ngira bénh tho kho khé ti phat & bénh nhan. Theo mét phwong 4n, viéc cho dung
khang thé RSV-F dugc phan 18p clia ngudi hodc doan lién két khang nguyén cia né dem
lai tic dung phong nglra bénh hen gin lién v&i RSV & tré em. Theo mdt phuong an, viéc
cho dung khang thé RSV-F dugc phan lap cta nguoi hodc doan lién két khang nguyén
cta né dem lai tic dyng phong ngira tinh trang 1ay nhiém RSV do virut hop bao hd hip
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phén nhém A hodc phdn nhom B giy ra.

[0001] Theo mdt phuong 4n, it nhit mot triéu chimg hoic bién chiing gén 1ién v&i tinh
trang 14y nhiém RSV ma c6 thé diéu tri dugc bing khéng thé theo sang ché, hoic doan
lién két khang nguyén clia né, c6 thé dugc chon tir nhém bao gbm ching gidm oxy-
huyét, mau da hoi xanh do thiéu oxy, khé thé (vi du, thé gdp hodc thé hut hoi), ho, ho
do viém thanh-khi-phé quan (ho nhu “hai cAu sua”), sét, canh mii phap phdng, tit mii,
thd kho khe, viém phéi, chiig ngung thg, mét nudec, kén &n, trang thai tdm than bi thay

dodi, chén &n, hodc viém ti€u phé quan.

Theo mot phwong 4n, bénh nhén c¢6 nguy co phat trién tinh trang l1dy nhiém
RSV, bénh nhin ma c6 thé dugce loi tir phuong phép trj lidu bing céac khang thé theo
sang ché, hoac b%mg ché phém chtra mét hodc nhiéu khang thé theo séng ché, co thé
dugc chon tir nhém bao gdm tré so sinh sinh non, tré so sinh du thang ma bi gy hai do
mdt sb tinh trang y 1y tidm &n khac va/hodc bi phoi nhiém trong subt mua cao diém cia
RSV, tré em 16n hon hoic bing mot tudi c6 hogic khong c6 tinh trang y 1y tiém 4n (vi dy,
bénh tim bdm sinh, bénh phdi man tinh, xo nang, ching suy gidm mién dich, rdi loan
thin kinh-co), bénh nhan séng 0 co so tir thién hogc bénh nhan nhap vién, bénh nhan
cao tudi (> 65 tudi) c6 hoic khong c6 tinh trang y 1y tiém 4n nhu bénh suy tim sung
huyét hogc bénh phdi tic nghén man tinh), bénh nhan bj suy giam mién dich do bénh
tiém 4n hodc do viéc cho ding cac phuong phép tri liéu trc ché mién dich, bénh nhan c6
mot sb tinh trang y 1y tiém 4n ma c6 thé 1am cho ho mic tinh trang 1ay nhiém RSV, vi
dy, bénh phdi tic nghén man tinh (COPD), suy tim sung huyét, xo nang, loan san phé
quén-phéi, suy chirc ndng khi dao, bénh phéi man tinh, bénh nhan ung thu, hodc bénh

nhén dugc cdy ghép dang ding liéu phép trc ché mién dich.

Theo mdt phuong 4n, bénh nhén 13 g vién cho liéu phép khéng thé theo sang
ché c6 thé mic mot tinh trang 13 két qua cua tinh trang hé ho hép, hé tim mach, hé thin
kinh-co hogc hé mién dich bi suy giam. Tinh trang nay c6 thé dugc chon tir nhém bao
gém tinh trang bét thudng cia khi dao, bénh phéi man tinh, bénh tim man tinh, bénh
than kinh-co ma géy hai cho qué trinh kiém so4t dich tiét ho hap va hién tuong uc ché
mién dich. Bénh phéi man tinh c6 thé 12 bénh phéi tic nghén man tinh (COPD), xo

nang, hoic loan san phé quan-phdi. Bénh tim man tinh c6 thé 13 bénh suy tim sung huyét
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(CHF), hogc bénh tim bim sinh. Tinh trang hodc bénh thin kinh-co ¢6 thé 12 bénh thoai
hoéa than kinh, hoic tinh trang khong kiém soat va/hodc loai bo dugc dich tiét hod hép do
tén thuong hodc tai bién hé thin kinh, vi dy, dot quy, hodc tdn thwong tiy séng. Hién
tirgng trc ché mién dich c6 thé 12 két qua ciia bénh suy giam mién dich thé két hop trdm
trong hodc bénh suy gidm mién dich mic phai trAim trong, hodc c6 thé 1a két qua cda
bénh truyén nhiém hogc tinh trang ung thu bit ky khac ma din dén hién tuong trc ché
mién dich, hoic 13 két qua ctia phuwong phap diéu tri bang liéu phap thudc &rc ché mién

dich hodc liéu phap phéng xa.

Theo mot phuong 4n, khang thé duge cho dung v6i muc dich phong bénh (duoc
cho dung trude khi phét trién tinh trang 12y nhiém) cho bénh nhan c6 nguy co phat trién
tinh trang 1ay nhiém RSV, hoic c6 nguy co phat trién it nhat mot triéu ching hodc bién
chimg gin lién véi tinh trang 14y nhiém RSV. C4c bénh nhan 1a ung vién cho phuong
phap diéu tri bang cac khang thé theo sang ché c6 thé dugc cho dung ché phdm chira
mdt hodc nhidu khang thé bing duong phan phdi bét ky thich hop cho viée ding thudc,
bao gém, nhung khdng chi giéi han 6, tiém vao tinh mach, tiém vao trong co, hoic tiém

dudi da.

Theo mdt phuong 4n, khang thé dugc cho dung véi muc dich tri liéu (dugce cho
diing sau khi phét trién tinh trang 1y nhiém) cho bénh nhan dé gidm nhe hodc lam giam
muc d trim trong va/hodc khoang thoi gian cia it nhit mot triéu chiing hoic bién

chimng gén lién véi tinh trang lay nhiém RSV.

Theo mdt phuong 4n, c6 thé cho bénh nhan dung cac khang thé theo sang ché két
hop v6i mot hogic nhidu chét trj liéu hitu ich dbi v6i viéc didu tri tinh trang 1y nhiém
RSV. Mot hodc nhiéu chét tri liéu c6 thé duge chon tir nhém bao gdm chét chéng virut;
vacxin ddc hi€u véi RSV, vacxin ddc hiéu véi virut cim, ho#ic vacxin dic hidu véi
metapneumovirut (MPV); ARN can thiép kich thuéc nho dic hiéu véi khang nguyén
RSV hodc khang nguyén metapneumovirut (MPV); khang thé thtr hai dic hiéu véi
khang nguyén RSV hoic khang nguyén metapneumovirut (MPV); khéng thé khang
IL4R, khéng thé dic hiéu véi khang nguyén virut ciim, khéng thé khang RSV-G va
NSAID.

Khia canh thir sdu ctia sang ché dé cip dén ché pham sinh mién dich, hoic
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vacxin, ma khi cho ca thé ding, t6t hon, néu 1a ngudi, giy ra dap tmg mién dich ddi véi

khang nguyén virut hop bao hd hip (RSV) & ca thé do.

Theo mt phuong 4n, ché phim sinh mién dich, hodc vacxin, chira khang nguyén
RSV, vi dy, protein RSV-F, polypeptit, hodc mdt doan sinh mién dich cia né, hodc
epitop nim trong va/hodc thu duge tir khang nguyén cia polypeptit RSV-F hoiic mot
doan cia nd, va/hodc chira ADN va/hodc ARN c6 chirc nang m3 hoa va biéu hién epitop

tlr khang nguyén cta polypeptit RSV-F, hodc cac polypeptit khéc theo séang ché.

Theo mt phuong 4n ctia sang ché, ché phém sinh mién dich, hodc vacxin, c6 thé
chira protein RSV-F nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 354. Theo mdt phuong an
cta sang ché, ché phim sinh mi&n dich, hogic vacxin, c6 thé chira doan polypeptit RSV-
F bao gdm cac gbc 161 dén 188 cua SEQ ID NO: 354. Theo mét phwong 4n cia sdng
ché, ché phdm sinh mién dich, hodc vacxin, c6 thé bao gdbm mdt hodc nhiéu gbc axit
amin ndm trong SEQ ID NO: 355 va/hodc SEQ ID NO: 356. Theo m{t phuwong 4n clia
sang ché, ché phim sinh mién dich, hodc vacxin, c¢6 thé bao gdm SEQ ID NO: 355
va/hodc SEQ ID NO: 356.

Theo mdt khia canh ¢6 lién quan, sing ché dé xuit phuong phép giy dap g
mién dich & mét c4 thé nao do, cu thé 1a dong vat c6 va, tét hon, néu 1a ngudi, béng cach
cho c4 thé dung ché phém sinh mién dich, hodc vacxin, chtra protein RSV-F, hoic mot
doan sinh mién dich ctia né, hodc khang nguyén RSV-F hodc mot doan sinh mién dich
clia né bao gdm mdt hodic nhidu epitop ndm trong khéng nguyén RSV-F hoic doan cia
nd, thich hgp @ tao ra khang thé va/hojic dép tmg mién dich té bao T dé bao vé ca thé
nay khoi 14y nhiém, cu thé 1a 13y nhidm virut hgp bao hd hip (RSV).

Theo mt phuong 4n, sang ché d& xuit cac phuong phép st dung cac ché phim
sinh mién dich, hoic cic vacxin theo sang ché dé gay dap tmg mién dich dem lai tac
dung e ché, hoic 1am cham qua trinh tién trién cua tinh trang lay lan tir té bao nay sang
té bao khac. Sang ché con dé xuét cac phuong phép diing @& giam bét it nhit mot tricu
chimg gén lién véi tinh trang 18y nhidm RSV béng céch cho ding ché phdm sinh min
dich, ho#ic vacxin, chtra it nhat mot khang nguyén RSV-F, hoiic mdt hodc nhiéu epitop
nam trong khang nguyén RSV-F, ma khi duoc cho ding thi s& gdy ddp (g mién dich &

ca thé.
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Vi dy, theo mdt phuong 4n, séng ché @& xuét phuong phap giy d4p ing mién
dich & mét c4 thé nao d6 bao gdm viéc cho cé thé ndy ding ché phdm sinh mién dich,
hodc vacxin chira khang nguyén RSV-F (vi du, trinh tir axit amin dugc thé hién. trong
SEQ ID NO: 354), hodc doan khang nguyén cta né, (vi dy, polypeptit bao gdm cac gbc
161 dén 188 cua SEQ ID NO: 354), ho#c vecto axit nucleic chira trinh tw nucleotit dé
dan dit qua trinh biéu hién cua polypeptit virut ndy, hosic doan hoic bién thé cua no, in

vivo dé gy dap tmg mién dich.

Theo mot phuong 4n ciia sang ché, polypeptit dé sir dung trong ché phdm sinh
mién dich hogc trong vacxin dé gy d4ap tmg mién dich & mot c4 thé nao d6 bao gbm céc
gbc 161 dén 188 ciia SEQ ID NO: 354. Theo mot phuong 4n ciia séng ché, polypeptit dé
sir dung trong ché phdm sinh mién djch hoic trong vacxin dé giy dap tmg mién dich &
mdt ca thé nao d6 bao gbm mot hodic nhidu gbc axit amin nim trong SEQ ID NO: 355
va/hodc SEQ ID NO: 356. Theo mdt phuong 4n ctia sang ché, polypeptit dé sir dung
trong ché pham sinh mi&n dich hoc trong vacxin dé gy dap tng mién dich & mot c4 thé
nao d6 bao gdm SEQ ID NO: 355 va/hodc SEQ ID NO: 356. Theo mot phuong an cia
sang ché, ché phim sinh mién dich, hogc vacxin, ¢6 thé gay ra d4p ung khang thé hoic
dap tmg té bao T dic hiéu vé6i khang nguyén RSV-F cua RSV, trong d6 c4c khang thé
dugc tao ra twong tac véi hodc serin ¢ vi tri 173 cia SEQ ID NO: 354, hoic threonin &
vi tri 354, hodc ca serin & vi tri 173 cia SEQ ID NO: 354 va threonin & vi tri 174 cuia
SEQ ID NO: 354.

Theo cic phuong 4n cu thé cuia sang ché, ché phim sinh mién dich, hodc vacxin
c6 thé chira polynucleotit va/hodc polypeptit sinh mién dich theo séng ché, hoic dang
két hop clia chiing, cing v6i ta dugce/chit mang thich hgp, nhu t4 dugc/chit mang dugce
dung. Ché phim sinh mién dich, hodc vacxin theo sang ché c6 thé con chitra céc chit phu

trg dung dé 1am ting tinh sinh mién dich cia dang ché phim.

Theo c4c phuong 4n cu thé, that 13 thuén loi khi bao ché cac khéng nguyén RSV-
F hodc cac doan cua ching thanh cac ché phém sinh mién dich, hodc cac vacxin ma
chita lugng sinh mién djch, tt hon, néu 1a lwgng hitu hiéu v& phwong dién mién dich
hoc cia céc khang nguyén bd sung dé gay ra hién tugng mién dich dbi véi cac mim

bénh khac, tot hon, n€u 1a cac virut va’hodc vi khuan. Céc khang nguyén b6 sung nay cé
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thé bao gbm khang nguyén virut cim, khang nguyén tr metapneumovirut hodc tir
coronavirut, khang nguyén tir Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumonia, hodc
Bordetella pertussis. Cac khang nguyén RSV khac c6 thé dugc dua vao cic ché phim
sinh mién dich, hodic vacxin, nhu glycoprotein RSV-G, hodc cac doan sinh mién dich

cua nd, protein HN, hodc céc dan xuat ciia né.
MG ta van tit cac hinh vé

Hinh 1. Biéu db dang so db cua protein RSV-F.
Hinh 2A va 2B. Thé hién raing HIH3592P3 phong bé qua trinh xAm nhap ctia virut

bang céach trc ché qua trinh dung hop clia virut va mang té bao.
M0 ta chi tiét sang ché

Trude khi cac phuwong phap ndy dwgc mé ta, cin phai hidu rang séng ché nay
khong bj gi¢i han & cac phuong phap va didu kién thir nghiém cu thé dugc mo ta, nhu
vdy cac phuong phép va diéu kién nay c6 thé thay di. Ciing can phai hiéu ring thuat
ngit dugc st dung trong tai liéu ndy chi nhdm muc dich mé ta cac phuong 4n cu thé ma
thoi, va khong duogc dy dinh 1a 1am giéi han pham vi cta séng ché, vi pham vi cta sang
ché chi bi gi6i han & yéu ciu bao hd di kem.

Trir khi dugc quy dinh khéc, tit ca cac thuat ngit khoa hoc va k¥ thuit duoc st
dung trong tai liéu nay c6 nghia nhu thudng dugc hiéu bsi chuyén gia trong linh vyuc k¥
thuat ma sang ché nay thudc vé. Nhu dugc st dung trong tai li€u nay, thuit ngit
“khoang”, khi dugc st dung lién quan dén gia trj bang s§ dugc trich din cu thé, c6 nghia
12 trj s6 nay c6 thé thay di khong qué 1% so véi tri sé dugc trich din. Vi du, nhw duoc
st dung trong tai liéu nay, thuat ngit “khoang 100” bao gdm ca 99 va 101 va tit ca cac

tri s§ ndm trong khoadng nay (vi dy, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, v.v.).

Mic du c6 thé sir dung céac phuong phap va chit lidu tuong ddng hoic tuong
duong bat ky véi phuong phap va chét liéu dugc mé ta trong tai liéu nay dé thuc hién
hogc thir nghiém sang ché, nhung bay gid, md ta cac phuong phap va chét liéu duge wu
tién.

Cic dinh nghia
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“Protein F ctia virut hgp bao hd hip”, con duoc goi 12 “RSV-F” 14 protein bé mit
xuyén mang kiéu I, protein nay c6 peptit tin hiéu dugc phan cit & dau cudi N va phén
neo mang gan déu cudi C (Collins, P.L. ef al., (1984), PNAS (USA) 81:7683-7687).
Protein RSV-F dugc téng hop dudi dang chét tién than 67KDa khéng c6 hoat tinh dugc
goi tén 1a FO (Calder, L.J.; et al., Virology (2000), 271,122-131. Protein FO dugc hoat
héa bing cach phan hiy protein trong phitc hop Golgi bang proteaza tuong tu furin &
hai vi tri, thu dugc hai polypeptit dugc lién két bang disulfua, F2 va F1, 14n luot tir diu
cudi N va dau cudi C. C6 peptit 27 axit amin dugc giai phong dugc goi 1a “pep27”. Co6
céc vi tri phan cét furin (furin cleavage site-FCS) & mot trong hai bén cua pep27
(Collins, P.L.; Mottet, G. (1991), J.Gen.Virol., 72: 3095-3101; Sugrue, R.J , et al.
(2001), J..Gen.Virol., 82,1375-1386). C4u triic siéu phan tir F2 bao gdm don vi lap lai
Heptad C (Heptad repeat C-HRC), trong khi F1 chtra polypeptit dung hop (fusion
polypeptit-FP), don vi 13p lai heptad A (heptad repeat A-HRA), mién I, mién II, don vj
1ap lai heptad B (heptad repeat B-HRB), mién xuyén mang (transmembrane-TM) va
mién t€ bao chit (cytoplasmic domain-CP) (xem tai liéu: Sun, Z. et al. Viruses (2013),
5:211-225). Protein RSV-F déng vai trd nhét dinh trong qua trinh dung hop hat virut véi
mang té bao, va dugc biéu hién trén bé mit cua cac té bao bi nhiém, vi thé ma, dong vai
trd nhét dinh trong qué trinh truyén virut tir t& bao nay sang té bao khac va qua trinh tao
hop tt. Trinh ty axit amin ciia protein RSV-F dugc dua ra trong GenBank duéi dang s6
truy cap AAX23994 va trong tai liéu nay con dugc goi 1a SEQ ID NO: 354.

CAu triic duge thao tac gen cia protein RSV-F dugc thé hién trong tai lidu nay la

¢0 trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 353.

Thuat ngir “ching phong thi nghiém” nhu dugc st dung trong tai liéu nay dugc
ding dé chi ching ctia RSV (phén nhém A hodc B) ma da dugc cdy truyén nhidu 1dn
trong mdi trudng nudi cdy té bao in vitro. “Chuing phong thi nghiém” c6 thé c6 cac dot
bién thich tmg ma c6 thé anh huéng dén cac thudc tinh sinh hoc clia ching. “Chung 1am
sang” nhu dugc sir dung trong tai liéu nay duge ding dé chi san p_hém phén lép RSV
(phén nhém A hodc B), ma thu dugc tir c4 thé bi lay nhiém va d3 duogc phan 18p va nudi

cdy trong mdi tredng nudi cdy md & mirc cdy truyén thap.
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Thuft ngit “liéu lwong hitu higu 997 hay “ED99” dugc ding dé chi lidu lugng ciia
mdt cht ma tao ra tac dung mong muén 12 murc giam 99% cua mang tao virut so voi dbi
chimg kiéu twong duong (Am tinh). Trong sang ché nay, ED99 dugc ding dé chi liu
lugng clia cac khang thé khang RSV-F ma s& trung hoa tinh trang 1ay nhiém virut (vi duy,

1am giam 99% tbng luong virut) in vivo, nhu dugc md ta trong vi du 5.

Thuét ngit “IC50” dugc ding dé chi “ndng dd e ché mot nira muc tdi da”, trj sb
ndy do tinh hiéu qué cla tinh trang ttc ché bang hop chét (vi du, khang thé khang RSV-
F) d6i v6i cong dung sinh hoc hodc héa sinh. S6 do dinh lugng nay thé hién s luong

can thiét dé mot chét &rc ché cu thé rc che mdt qua trinh sinh hoc da cho 13 mét nira.

“Palivizumab”, con dugc goi 1a “SYNAGIS®”, 1 khang thé khang RSV-F dugc
1am cho gidng ciia ngudi ¢6 cac mién bién ddi chudi ndng va chudi nhe cé trinh ty axit
amin nhu dugce néu ra trong US7635568 va 5824307 (trong tai liéu nay con duoc thé
hi¢n 14 SEQ ID NO: 361 d6i véi chudi niing ctia khang thé va SEQ ID NO: 362 dbi véi
chudi nhe ctia khéng thé). Khang thé nay, dy 1a khang thé lién két ddc hiéu mién dich
voi protein RSV-F, hién dugc FDA phé duyét dung cho phuong phép phong bénh mién
dich thu déng dbi v6i bénh RSV nghiém trong & tré em c6 nguy co cao va duge cho
dung vao trong co & liéu hing thang dugc khuyén nghi 1a 15mg/kg thé trong sudt mua
RSV (thing 11 dén thang 4 & béan ciu bic). SYNAGIS® chira 95% trinh ty khang thé
cla nguoi va 5% trinh ty khang thé cua chut. Xem thém tai li¢u: Johnson et al., (1997),
J. Infect. Diseases 176:1215-1224.

“Motavizumab”, con duge goi 1a “NUMAX™, 13 khang thé don dong dugc lam
cho giéng cia ngudi dac higu véi RSV-F ¢ d6 hiéu nghiém duge 1am ting duoc tao ra
bing phuong phép lam truéng thanh 4i lyc in vitro cac viing quyét dinh tinh b trg cia
chudi ning va chudi nhe cua palivizumab. Nhim muc dich tham chiéu, trinh tu axit
amin ciia khang thé NUMAX™ dugc boc 16 trong cong bd don yéu ciu cép patent My
2003/0091584 va trong My s6 6,818,216 va trong tai liéu: Wu et al., (2005) J. Mol. Bio.
350(1):126-144 va trong tai liéu: Wu, et al. (2007) J. Mol. Biol. 368:652-665. Con dugc
thé hién trong tai liéu nay 1a SEQ ID NO: 359 di véi chudi nang va la SEQ ID NO: 360

d6i vé6i chudi nhe ciia khang thé.
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Nhu dugc sir dung trong tai liéu nay, cdc thuat ngit “diéu tri”, “su diéu tri” va
“dang diéu tri” dugc dung dé chi sy 1am gidm hoic giam bét qué trinh tién trién, tinh
trAm trong, va/hodic khoang thoi gian 18y nhiém RSV dudng hd hip trén va/hoic lay
nhiém RSV duong hd hip dudi, viém tai giita, hodc triéu chimg hogc tinh trang h6 hép
lién quan dén n6 (nhu bénh hen, thé kho khe, hogic dang két hop cia ching) 1a két qua
cua vi¢c cho dung mét hoac nhiéu liéu phép (bao gém, nhung khong chi gidi han ¢, viéc
cho dung mét hodic nhiéu chat phong bénh hogic chét trj liéu). Theo cac phuong an cu
thé, cac thuat ngit nay dugc ding dé chi sy lam giam hoic e ché qu4 trinh sao chép cia
RSV, su trc ché hogc 1am giam qué trinh 1ay lan ctia RSV sang mé khac hoic dbi tugng
khéc (vi du, 14y lan sang dudng ho hip duéi), su tc ché hoic lam gidm qua trinh 14y
nhiém té bao bing RSV, hoic su giam bét mot hodc nhidu tridu chirng gin lién véi tinh
trang 18y nhiém RSV duong hd hép trén va/hodc I4y nhidm RSV dwong ho hép dudi
hodc viém tai giita.

Nhu dugc sir dyng trong tai li¢u nay, cdc thuat ngit “phong nglra”, “dang phong
nglra”, va “sy phong ngira” dugc ding dé chi sy phong nglra hoic trc ché qua trinh phat
trién hodic khoi phat cua tinh trang 14y nhiém RSV duong hd hép trén va/hoic 1ay nhiém
RSV dudng hd hdp dudi, viém tai gitta hodc mot tinh trang ho hép lién quan dén né &
ddi twong, sy phong ngira hoic trc ché qua trinh tién trién cua tinh trang 1ay nhiém RSV
dudng ho hép trén thanh tinh trang 1dy nhiém RSV dudng hd hép dudi, viém tai giira
hogc tinh trang hd hip lién quan dén né 1a két qua cta vi¢c cho dung mdt liéu phap (vi
du, chit phong bénh hodc chét tri li€u), sy phong ngira triéu ching cuia tinh trang lay
nhiém RSV dudng hd hép trén va/hodc tinh trang I4y nhiém RSV dudng ho hip dudi,
viém tai gifta hodc mét tinh trang h6 hép lién quan dén n6, hoic viéc cho dung dang két

hop ciia cac liéu phép (vi dy, dang két hop cua chét phong bénh hoic chét tri liéu).

Thuat ngit “khang thé”, nhu duge st dung trong tai li¢u ndy, 13 c6 y chi c4c phan
tir globulin mién dich bao gdm bén chudi polypeptit, hai chudi ning (H) va hai chudi
nhe (L) duoc két ndi v6i nhau bing lién két disulfua (tirc 13, “cac phan tir khang thé diy
du”), cling nhu cac multime cta ching (vi du, IgM) ho#ic cic doan lién két khang
nguyén cla ching. M&i chudi ning bao gdm viing bién dbi cta chudi ning (“HCVR”
hay “VH”) va ving 6n dinh chudi ning (bao gbm cac mién CH1, CH2 va CH3). M&i

chudi nh¢ bao gdm ving bién ddi cta chudi nhe (‘LCVR” hay “VL”) va viing én dinh
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ctia chudi nhe (CL). Ving VH va VL c¢6 thé con dugc chia nhé thanh cic ving ¢6 tinh
siéu bién, dwoc goi 1a viing quyét dinh tinh bd trg (complementarity determining region
- CDR), ndm xen k& véi cac ving ma dugc bao toan nhiéu hon, dugc goi l1a vung khung
lam vigc (framework-FR). Mi VH va VL bao gdm ba CDR va bén F R, dugc sép xép tir
du cubi amin dén ddu cudi carboxy theo trit tur sau day: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FR4. Theo céc phuong 4n cu thé cia sang ché, cac FR cia khéng thé (hoic doan
lién két khang nguyén cua né) c6 thé 1a ddng nhit voi cac trinh tu dong mam clia ngudi,
hoic c6 thé duoc cai bién b?mg cach nhan tao hodc ty nhién. Trinh ty lién ung axit amin
c6 thé dugc xé4c dinh trén co s6 phép phén tich timg bén mot ctia hai hodic nhiéu CDR

hon nira.

Vigc thay thé mot hogc nhiu gbc CDR hoic luge bd mot hoic nhidu CDR thi
cling c6 thé dugc. Cac khang thé da dugc mo ta trong tai li€éu khoa hoc ma trong d6 mot
hogc hai CDR c6 thé duge bd qua vi kha ning lién két. Padlan et al. (1995 FASEB J.
9:133-139) da phan tich cac ving tiép xuc gifra céc khang thé va cac khang nguyén cua
chiing, trén co s& cac cu trac tinh thé da dugc cong bd, va da két luan réng chi tir mot
phén nam dén mot phan ba sb gbc CDR thuc su tiép xuc vé6i khang nguyén. Padlan ciing
da phét hién ra nhiéu khéng thé ma trong d6 mot hodc hai CDR khong c6 axit amin ndo
tiép xuc voi khéng nguyén (xem thém tai liéu: Vajdos et al. 2002 J Mol Biol 320:415-
428).

Céc gbc CDR khéng tiép xtic khéng nguyén c6 thé dugc nhan dién trén co sé cac
nghién ctru trude d6 (vi du, cac goe H60-H65 & CDRH2 thi thuong khong cin thiét), tir
céc ving ciia cic CDR theo Kabat nim bén ngoai cac CDR theo Chothia, bang céach 1ap
mo hinh phén tir vi/hodc béng thuc nghiém. Néu CDR hoic (céc) gbe ciia né duge luge
bo, thi né thudng dugce thé bing axit amin chiém vi tri twong Gng trong mot trinh tu
khang thé ciia ngudi khéc hodc phan lién Ung cia céc trinh ty ndy. Céc vi tri ding cho
viéc thay thé trong cac CDR va céc axit amin dé thay thé ciing c6 thé dugc lya chon
bang thwc nghiém. Céc doan thay thé thuc nghiém c6 thé 1a doan thay thé kiéu bao toan

hogc doan thay thé khéng theo kiéu bao toan.

Céc khang thé don dong hoan toan clia ngudi dugc bc 19 trong tai lidu nay c6

thé bao gém mdt hodc nhidu doan thay thé, chén va/hodc x6a bd axit amin trong ving
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khung va/hogc ving CDR ciia mién bién dbi chudi nhe va mién bién di chudi ning so
v6i cac trinh ty dong mim twong tng. C6 thé d& dang x4ac nhén cac dot bién nay bing
céch so sanh trinh tu axit amin dugc boc 16 trong tai lidu nay véi céc trinh ty dong mam
san c6 tir, vi dy, co s¢ dit li¢u trinh ty khang thé cong cong. Sang ché dé cap dén cac
khang thé, va cac doan lién két khang nguyén cta chling, phin nay dugc tao ra tir trinh
tu axit amin bat ky trong s6 cac trinh ty axit amin dugc bdc 19 trong tai liéu nay, trong
d6 mot hodc nhidu axit amin trong mot hodic nhiéu vung khung va/hodc viing CDR dugc
1am dot bién thanh (céc) gbc trong g cuia trinh ty dong mim ma khang thé duoc tao ra
tir d6, hodc thanh (c4c) gbc twong g ciia mot trinh tu dong mim ciia ngudi khic, hodc
thanh doan thay thé axit amin kiéu bao toan ctia (cac) gbe dong mim tuong Ung (cac
thay di trinh tu ndy trong tai li¢u ndy dwoc goi chung la “cac dot bién dong mam”).
Chuyén gia trong linh vyc k§ thuat nay, bit ddu voi cac trinh tu ving bién dbi chudi
ngng va ving bién déi chudi nhe duge boc 16 trong tai liéu ndy, c6 thé da dang tao ra
nhiéu khéng thé va c4c doan lién két khang nguyén khac nhau ma c6 mét hoic nhidu dot
bién dong mim riéng biét hodc cac dang két hop cia chiing. Theo cac phuong 4n cuy thé,
tAt ca cac gbc vung khung va/hoic gbc CDR trong cic mién VH vi/hodc VL dugc 1am
dot bién nguoc thanh cac gbc duge tim thiy trong trinh tu dong mdm gbc ma khang thé
dugce tao ra tir d6. Theo cic phuong 4n khéc, chi cac gbc nhit dinh dugc 1am d6t bién
ngugc thanh trinh tu dong mim gbc, vi du, chi cac géc dugc 1am dot bién dugc tim théy
trong 8 axit amin dau tién cia FR1 hoic trong 8 axit amin cudi cung cua FR4, hoidc chi
cac géc duoc 1am ddt bién duge tim théy trong CDR1, CDR2 hodc CDR3. Theo cac
phuong 4n khac, mot hogc nhiéu gbc trong s (c4c) gbc ving khung va/hoic (c4c) gbc
CDR dugc 1am d6t bién thanh (c4c) gée twong tng caa trinh ty dong mam khéc (tic 1a,
trinh tu dong mam ma khéc véi trinh tu dong mam ma khang thé ban diu duogc tao ra tur
d6). Ngoai ra, cac khang thé theo sang ché c6 thé chua dang két hop bt ky cua tir hai
dot bién dong mam tr& 1én trong vung khung va/hogc viing CDR, vi dy, trong d6 cac gbc
riéng biét nhét dinh dugc 1am dot bién thanh gbc tuong ng clia mot trinh ty dong mim
cu thé trong khi cac gbc nhét dinh khac ma khéc véi trinh tu dong mim gbc duge duy tri
hogc dugc lam dot bién thanh géc twong tng cta trinh tw dong mim khac. Mot khi da
thu dugc, cac khang thé va cac doan lién két khang nguyén ma chira mot hoic nhidu dot

bién dong mim c6 thé d& dang dugc thir nghiém vé mét hodc nhiéu thudc tinh mong
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mudn nhu, tinh dic hiéu lién két &t hon, 4i luc lién két cao hon, cac thudc tinh sinh hoc
cht van hoic d6i khéng t6t hon hodc manh hon (tiry theo timg trudng hop), muc sinh
mién dich giam, v.v. Céc khang thé va cac doan lién két khang nguyén thu dugc theo

phuong thiee tdng quat nay nim trong pham vi sang ché.

Sang ché con dé cép dén cac khang thé hoan toan don dong chira c4c bién thé cia
trinh tu axit amin bat ky trong s6 céc trinh ty axit amin cdia HCVR, LCVR va/hoic CDR
dugc boc 19 trong tai liéu nay c6 mot hodc nhidu doan thay thé kiéu bao toan. Vi du,
sang ché @& cap dén cac khéng thé c6 céc trinh ty axit amin cia HCVR, LCVR va/hoic
CDR véi, vi dy, 10 doan thay thé axit amin kiéu bao toan trd xuéng, 8 doan thay thé axit
amin kiéu bao toan try xudng, 6 doan thay thé axit amin kidu bao toan tro xudng, 4 doan
thay thé axit amin kiéu béo toan tro xudng, v.v. so v&i trinh ty axit amin bét ky trong sb

céc trinh ty axit amin cia HCVR, LCVR va/hosic CDR dugc boc 16 trong tai liéu nay.

Thuét ngit “khang thé ctia ngudi”, nhu duge sir dung trong tai liéu nay, 1a ¢6 y
bao gdm cac khéng thé c6 ving bién ddi va ving én dinh duoc tao ra tir trinh tu globulin
mién dich dong mim cua ngudi. Chit mAb cia ngudi theo sang ché ¢ thé chua cac gbe
axit amin khong dugc ma hoéa bdi céc trinh ty globulin mién dich dong mam cta nguoi
(vi dy, cac dot bién dugc dua vao bing phwong phép gay dot bién ngiu nhién hoic
phuong phép gy dot bién dic hidu vi tri in vitro hogc bang dot bién té bao sinh dudng
in vivo), vi du, & cac CDR va cu thé 14 CDR3. Tuy nhién, thuét ngit “khang thé cia
nguoi”, nhu duge sir dung trong tai liéu nay, 1a khong c6 y bao gdm mAb ma trong do
céc trinh ty CDR duogc tao ra tir dong mam cua loai dong vat c6 vu khac (vi du, chudt

nhit), da duoc ghép Ién trinh tu FR cla ngudi.

Thuét ngit “tai t hop” thuong duge dung dé chi protein, polypeptit hoic t& bao
bét ky biéu hién gen dang dugc quan tm ma dugc san xult bing phuong phép thao tac
gen. Thuét ngit “tai t6 hop” khi dugc sit dung lién quan dén protein hoic polypeptit, c6
nghia 13 polypeptit duoc san xuét bing qué trinh biéu hién polynucleotit tai t& hop.
Protein dugc sir dung trong ché phdm sinh mién dich theo sang ché c6 thé duoc phan lap

tir ngudn tw nhién hodc duge san xuét bang phuong phap thao tac gen.

Theo mét sb phwong 4n, cac khéng thé theo sang ché c6 thé 1a khang thé tai td

hop clia ngudi. Thudt ngit “khang thé tai t hop ciia ngudi”, nhu dugc st dung trong tai

-30-



26475

liéu ndy, 1a c6 y bao gdm tit ca cac khang thé cua ngudi ma duge didu ché, biéu hién,
tao ra hogic phan 1ap bang phwong tién téi td hgp, nhu cac khang thé duoc biéu hién bing
cach st dung vecto biéu hién tai td hop dugc chuyén nhiém vao té bao chu (dugc mo ta
thém dudi déy), cac khang thé dugc phan 1ap tir thu vién khang thé t3 hop, téi t& hop
clia ngudi (dwgc mo ta thém dudi ddy), cac khang thé duge phén 18p tir dong vat (vi dy,
chudt nhit), dong vat nay 1a chuyén gen d6i véi cac gen globulin mién dich cta ngudi
(vi du, xem tai li¢u: Taylor et al. (1992) Nucl. Acids Res. 20:6287-6295) hodc cac khang
thé dugc diéu ché, bidu hién, tao ra hoic phan I4p bing phuong tién bit ky khic ma c6
lién quan dén viéc cit ghép intron ctia céc trinh tw gen globulin mién dich cta ngudi véi
céc trinh tr ADN khéc. Céc khang thé ti t6 hop cua ngudi nhu vy c6 ving bién dbi va
ving 6n dinh dugc tao ra tir trinh tu globulin mién dich dong mim cua nguoi. Tuy
nhién, theo cdc phuong an cuy thé, cic khang thé tai td hop clia nguoi nhu vy duge gay
dot bién in vitro (hodc, khi dong vat chuyén gen dbi véi cac trinh tu Ig cua ngudi duoc
sit dung, dot bién té bao sinh dudng in vivo) va vi vdy, trinh tu axit amin cia ving VH
va VL cua céc khang thé tai td hop 1a céc trinh tu ma, trong khi duoc tao ra tir va lién
quan dén cac trinh ty VH va VL dong mam ciia ngudi, c6 thé khong t6n tai theo cach tu

nhién trong kho dong mam khang thé ctia ngudi in vivo.

Thuat ngir “lién két dic hidu”, hogc “lién két dic hiéu v6i”, hodc cc thudt ngit
tuong ty, ¢6 nghia 1a khang thé hodc doan lién két khang nguyén clia né tao phic hgp
v6i khang nguyén ma twong d6i 6n dinh trong céc diéu kién sinh ly. Tinh trang lién két
ddc hiéu c6 thé dic trung boi hing s6 phan ly can bang 1 it nhét bang 1x10-6M hoic
nhé hon (vi dy, KD nhé hon biéu dat tinh trang lién két chat hon). Céc phuong phap x4c
dinh xem liéu hai phan tir c6 lién két ddc hiéu hay khong thi da biét rd trong linh vyc ky
thudt ndy va bao gdm, vi duy, phuong phap thdm tach can bing, phuong phap cong
huéng plasmon bé mit va cac phuong phép tuong tu. Nhu dugc md ta trong tai lidu nay,
céc khang thé da dugc nhén dién bang phwong phép cong hudng plasmon bé mit, vi du,
BIACORE™, phin nay lién két dic hiéu véi RSV-F. Ngoai ra, c4c khang thé da dic
hiéu ma lién két v6i protein RSV-F va mot hodc nhiéu khang nguyén bd sung hoic
khéng thé dic hidu kép ma lién két v6i hai vung khac nhau ctia RSV-F thi du sao ciing

dugc xem la cac khang thé “lién két ddc hidu”, nhu dugc sir dung trong tai lidu nay.
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Thuat ngit khang thé “ai lyc cao” dugc ding dé chi cdc mADb ¢6 i luc lién két véi
RSV-F, dugc biéu dat & dang KD, 1a it nht 10-9M; cang tét hon, néu 13 10-10M, cang
t6t hon, néu 1a 10-11M, cang t6t hon, néu 13 10-12M nhu dugc do bing phuong phép
cOng hudng plasmon bé mit, vi dy, BIACORE™ hodc ELISA ai lyc-dung dich.

Véi thust ngit “téc d phén ly chdm”, “Koff” hay “kd” c6 nghia 1a khang thé ma
phan ly khoi RSV-F, v6i hing sé tdc d¢ 12 1 x 10-3 s-1 hodc nhé hon, tét hon, néu 14 1 x
10-4 s-1 ho#c nhé hon, nhu dugc x4c dinh bing phuong phap cdng hudng plasmon bé
mit, vi duy, BIACORE™,

Céc thuat ngir “phn lién két khang nguyén” ctia khang thé, “doan lién két khéng
nguyén” ciia khang thé, va cac thuat ngit trong tw, nhu duoc sir dung trong tai liéu nay,
bao gdm polypeptit hoic glycoprotein c6 trong ty nhién, thu dugc bing phan ing
enzym, tdng hop hodc dugc thao tac gen ma lién két dic hiéu véi khéng nguyén dé tao
phtic hop. Céc thuat ngit “phin lién két khang nguyén” cua khéng thé, hoic “doan
khéng thé”, nhu duoc sit dung trong tai liéu nay, dugc ding dé chi mot hoc nhiéu doan
ctia khang thé ma gt lai kha ning lién két véi RSV-F.

Céc phuong 4n cu thé, khang thé hodc céc doan khang thé theo sang ché co thé
dugc tiép hop véi mot gbe tri lidu (“thé tiép hop mién dich”), nhu chét khang sinh,
khéng thé khang RSV-7 thit hai, vacxin, hosic bién doc t6, hodc géc tri liéu bAt ky khac

hitu ich d6i véi viéc didu tri tinh trang 1ay nhiZm RSV.

“Khéng thé dwoc phan 18p”, nhu dugc sir dung trong tai liéu ndy, 13 ¢6 § chi
khang thé ma v& co ban khong c6 céc khang thé (Ab) khac ¢6 tinh ddc hi¢u khang
nguyén khic nhau (vi dy, khang thé dugc phan 13p ma lién két dic hiéu v6i RSV-F, hoic
mdt doan cia nd, vé& co ban khong c6 Ab ma lién két dic hiéu véi cac khéng nguyén
khong phai 1a RSV-F.

“Khéng thé phong b&” hoic “khéng thé trung hoa”, nhu dwoc st dung trong tai
liéu ndy (ho#c “khang thé c6 chic nang trung hoa hoat tinh RSV-F”), 1a ¢6 y chi khang
thé ma sy lién két cia né véi RSV-F dem lai tac dung {rc ché it nhat mot hoat tinh sinh
hoc ctia RSV-F. Vi du, khang thé theo sang ché c6 thé trg giup trong viéc phong bé qua
trinh dung hop RSV véi té bao chu, hoic phong nglra qua trinh tao hop ttr, hoic phong
ngira bénh nguyén phit do RSV gy ra. Theo céch khéc, khang thé theo sang ché co thé
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thé hién kha ning giam bét it nht mot tricu chimg ctia tinh trang 1dy nhiém RSV. Mirc
trc ché nay dbi v6i hoat tinh sinh hoc ciia RSV-F ¢6 thé dugc danh gia bang cach do mot
hoic nhiéu chét chi thi v& hoat tinh sinh hoc cia RSV-F b?lng mot hodc nhiéu thir
nghiém trong s6 vai thir nghiém in vitro tiéu chuin (nhu tht nghiém trung hoa, nhu
duoc md ta trong tai liéu ndy) hodic cic thir nghiém in vivo da biét trong linh vuc k§
thuat ndy (vi dy, cic mo hinh dong vat dé kiém tra murc bao vé dbi véi phuong phép thir

bing RSV sau khi cho diing mdt hodic nhiéu khang thé dugc mé ta trong tai lidu niy).

Thuét ngit “cong hudng plasmon bé mit”, nhu duogc st dung trong tai li€u nay,
dugc ding dé chi hién twong quang hoc ma cho phép phén tich c4c tuong tac phan tir
sinh hoc thoi gian thye bing cach phat hién nhitng thay dbi vé ndng do protein trong co
chit cam bién sinh hoc, vi du, béng cach st dung hé théng BIACORE™ (Pharmacia
Biosensor AB, Uppsala, Sweden and Piscataway, N.J.).

Thuat ngtr “KD”, nhu dugc st dung trong tai liéu ndy, 14 ¢6 ¥ chi hing sb phan

ly can bang ctia mot tuong tac khang thé-khang nguyén cu thé.

Thuat ngit “epitop” duoc ding dé chi quyét dinh tb khéng nguyén ma tuong tac
vé6i vi tri lién két khang nguyén dic hiéu trong ving bién ddi ciia phan ti khang thé
duoc biét dén véi tén goi 1a paratop. Mot khang nguyén c6 thé c6 nhiéu epitop. Vi vay,
c4c khang thé khac nhau c6 thé lién két véi cac vung khac nhau trén khang nguyén va c6
thé c6 cac tac dung sinh hoc khac nhau. Thuat ngit “epitop” cling dugc ding dé chi vj tri
trén khédng nguyén ma té bao B va/hodc té bao T dap ung v6i vi tri nay. Thuit ngit nay
cling dugc ding dé chi ving khang nguyén ma dugc lién két boi khang thé. Céc epitop
c6 thé duge dinh nghia theo cAu triic hodc chirc ndng. Cac epitop chirc ning thuong 1a
phan nhém cia céc epitop cu triic va c6 cac gbc ma g6p phan truc tiép vao 4i luc tuong
tac. Cac epitop ciing c6 thé 1a theo hinh thé, d6 13, bao gdm céc axit amin khong tuyén
tinh. Theo cdc phuong 4n cu thé, cac epitop c6 thé bao gdm cac quyét dinh t6 1a céc
nh6ém bé mit ¢ hoat tinh hoa hoc cia cac phan tir nhu axit amin, mach bén bang duodng,
nhom phosphoryl hodc nhém sulfonyl, va, theo cic phuong an cu thé, c6 thé c6 dic

diém céu tric khong gian ba chiéu dic trung va/hodc dic diém mang dién ddc trung.

Thuat ngt “mirc dong nhat co ban” hodc “vé co ban dong nhat”, khi néi dén axit

nucleic hodc doan clia nd, bi€u dat rang, khi dugc x€p thiang hang t6i wu véi cac doan
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chén hodc cac doan xdéa bd nucleotit thich hop bﬁng mat axit nucleic khac (hodc mach
bd trg cua no), thi cé mirc déng nhét trinh tu nucleotit & it nhit 13 90%, va cang tt hon,
néu 1 it nhét 95%, 96%, 97%, 98% holic 99% sé bazo nucleotit, nhu duge do bing thuat
todn da biét rd bt ky vé mirc ddng nht trinh tw, nhu FASTA, BLAST hodic GAP, nhu
dugc ban dudi ddy. Phén tir axit nucleic c6 mic ddng nhit co ban véi phén t axit
nucleic tham chiéu c6 thé, trong cac trudng hop nhét dinh, ma hoa polypeptit c6 clng
mot trinh ty axit amin hodc ¢6 trinh ty axit amin vé co ban tuong ddng vai polypeptit

dugc ma hda bdi phan tir axit nucleic tham chiéu.

Khi dp dung cho céc polypeptit, thuat ngit “mirc twong ddng co ban” hoic “vé co
ban twong dong” c6 nghia 14 hai trinh tw peptit, khi dugc xp thing hang t4i wu, nhu
bing cach chuong trinh GAP hodc BESTFIT ¢6 sir dung d¢ 16n khoang tréng mic dinh,
c¢6 chung it nhit 90% mirc dong nhét trinh tu, thdm chi cang t&t hon, néu it nhit 95%,
98% hodc 99% mirc ddng nhit trinh tu. Tt hon, néu céc vi tri gdc, cac vi tri nay la
khong ddng nhit, khac nhau béi cac doan thay thé axit amin kiu bao toan. “Thay thé
axit amin kiéu bao toan” 1a kiéu thay thé ma trong d6 gdc axit amin dugc thé bang mot
gdc axit amin khéc c6 mach bén (nhém R) ¢6 céc thude tinh héa hoc twong dong (vi dy,
dién tich hogc tinh ky nudc). Nhin chung, su thay thé axit amin kiéu bao toan v& co ban
s& khong 1am thay ddi cac thudc tinh chirc nang cua protein. Trong cac truong hgp ma
hai trinh ty axit amin tré 1én khéc biét v6i nhau bdi cac doan thay thé kiéu bao toan,
phan trim twong ddng hodc do tuong ddng c6 thé dugc didu chinh ting 1&n dé phu hop
v6i ban chét bao toan cta viée thay thé. Phuong tién dé thyc hién viéc didu chinh nay thi
chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nay da biét 5. (Vi du, xem tai lidu: Pearson (1994)
Methods Mol. Biol. 24: 307-331). Cac vi du v& nhém axit amin ma c6 mach bén co cac
thudc tinh héa hoc trong ddng bao gdm 1) cdc mach bén béo: glyxin, alanin, valin,
leuxin va isoleuxin; 2) c4dc mach bén hydroxyl-béo: serin va threonin; 3) cdc mach bén
chira amit: asparagin va glutamin; 4) cidc mach bén thom: phenylalanin, tyrosin va
tryptophan; 5) cdc mach bén bazo: lysin, arginin va histidin; 6) c4c mach bén axit:
aspartat va glutamat, va 7) cdc mach bén chira lvu huynh: xystein va metionin. Céc
nhém doan thay thé axit amin kiéu bao toan dugc uu tién 1a: valin-leuxin-isoleuxin,
phenylalanin-tyrosin, lysin-arginin, alanin-valin, glutamat-aspartat, va asparagin-

glutamin. Theo cach khac, thay thé kiéu bao toan 12 sy thay dbi bat ky c6 tri sb duong
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trong ma tran logarit hgp ly PAM250 dugc boc 10 trong tai liéu: Gonnet et al. (1992)
Science 256: 1443 45. Thay thé “kidu bao toan vira phai” 12 sy thay ddi bét ky c6 tri sb
khdng 4m trong ma trén logarit hop Iy PAM250.

Mirc twong ddng trinh ty cla cac polypeptit thuong duge do bang cach sir dung
phan mém phén tich trinh tw. Phin mém phén tich protein so khép céc trinh tu twong
dong bang cach sir dung cac s6 do mirc tuong ddng duoc gén cho céc doan thay thé, cac
doan x6a bd khac nhau va céc doan cai bién khac, bao gdm c4 doan thay thé axit amin
kidu bao toan. Vi dy, phin mém GCG chira cac chuong trinh nhu GAP va BESTFIT ma
co thé dugc st dung véi cac thong sb mic dinh dé xac dinh mirc tvong déng trinh tu
hoic mirc ddng nhét trinh ty gifta cic polypeptit c6 quan hé gin, nhu céc polypeptit
tuong ddng tir cac loai sinh vét khic nhau hogc gifta protein kiéu hoang dai va dang dot
bién coa no. Vi dy, xem tai li¢u: GCG phién ban 6.1. Ciing c6 thé so séanh cic trinh tu
polypeptit bang céch sir dung FASTA ¢6 c4c théng sé mic dinh hoic dugc khuyén nghi;
chuong trinh trong GCG phién bén 6.1. FASTA (vi du, FASTA2 va FASTA3) cung cip
céc phép xép thing hang va phin tram mirc ddng nhét trinh tu cua cac vung clia mirc
chdng 14n nhiéu nhét giita trinh tu truy van va trinh ty tra ciru (Pearson (2000) trén day).
Mot thuat toan dugce vu tién khéc khi so sénh trinh tu theo séng ché véi co so dir liéu
chita s§ lwong 16n céc trinh tu tr cac sinh vat khéc nhau 13 chwong trinh may vi tinh
BLAST, dic biét 14 BLASTP hodc TBLASTN, c6 sit dung céc théng sb mic dinh. (vi
dy, xem tai liéu: Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403 410 va (1997) Nucleic
Acids Res. 25:3389 402).

Theo cdc phuong 4n cu thé, khang thd hoic doan khang thé dé sur dung trong
phuong phép theo sdng ché c6 thé 1a dic hiéu don, dic hi¢u kép hodc da dic hiéu. Cac
khang thé da dic hidu c6 thé 1a dac hi€u véi cc epitop khac nhau cua mot polypeptit
dich hoic c6 thé chira cic mién lién két khang nguyén déc hiéu vdi cic epitop ciia nhiéu
polypeptit dich. Dang thitc khang thé dic hiéu kép tiéu biéu ma c6 thé duogc sir dung
theo van canh ciia sang ché lién quan dén viéc sir dung mién CH3 cua globulin mién
dich (Ig) thr nh4t va mién CH3 ciia Ig thir hai, trong d6 cic mién CH3 cia Ig thtr nhét
va thir hai khdc biét v6i nhau béi it nhat mot axit amin, va trong d6 su khéc biét it nhét
mot axit amin 1am giam mirc lién két khang thé dac hiéu kép véi protein A so v6i khang

thé dic hiéu kép thiéu sy khac bit axit amin. Theo mdt phuong 4n, mién CH3 clia Ig
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thtr nhét lién két protein A va mién CH3 ciia Ig thtr hai chira dot bién ma lam giam hodic
1am mét kha niing lién két protein A nhu c4i bién HO5R (theo cch danh sb exon IMGT;
H435R theo cach ddnh sé EU). CH3 thtr hai c6 thé con ¢6 céi bién Y96F (theo IMGT;
Y436F theo EU). Céc céi bién khac nita ma c6 thé dugc tim thy trong CH3 thir hai bao
gbm: DI6E, L18M, N44S, K52N, V57M, va V82I (theo IMGT; D356E, L358M.,
N3848, K392N, V397M, va V422 theo EU) trong trudng hgp mAb IgGl; N44S,
K52N, va V82I (IMGT; N384S, K392N, va V4221 theo EU) trong truong hgp mAb
IgG2; va QI5R, N44S, K52N, V57M, R69K, E79Q, va V82I (theo IMGT; Q355R,
N384S, K392N, V397M, R409K, E419Q, va V4221 theo EU) trong trudng hop mAb
IgG4. Céc thay dbi cua dang thirc khéng thé dic hiéu kép dugc mo ta trén day duogc dy
liéu trong pham vi ctia sang ché.

A

Vo6i cum tir “lugng hitu higu tri 1iéu” c¢6 nghia 13 lugng dem lai tic dung mong
muébn ma lugng nay duge cho dung vi tdc dung nhu vay. Luong chinh x4c s& phu thudc
vao muc dich cua viéc diéu tri, va s& c6 thé xac dinh dugc bai chuyén gia trong linh vyc
nay bang cach st dung céc k¥ thuat da biét (vi dy, xem tai liéu: Lloyd (1999) The Art,

Science and Technology of Pharmaceutical Compounding).

“Ché phdm sinh mién dich” lién quan dén ché phim chira khang nguyén/chét sinh
mién dich, vi dy, vi sinh vat, nhu virut hodc vi khuén, hodc thanh ph?m cua ching,
protein, polypeptit, doan cua protein hoic polypeptit, t& bao nguyén bi bét hoat, cdu trac
siéu phén t hodc virut duge 1am yéu, hodc polysacarit, hodc dang két hgp cla ching,
dugc cho dung d kich thich hé min dich dich thé va/hodc hé midn dich té bao cua dbi
tugng tiép nhén d6i véi mot hodc nhidu khéang nguyén/chét sinh mién dich ¢6 mdt trong
ché phim sinh mién dich. Ché phdm sinh mién dich theo séng ché c6 thé dugc sir dung
dé diéu tri nguoi d& méc tinh trang 14y nhiém RSV, bing cach cho dung ché phdm sinh
mién dich thong qua dudng dung toan than. Cac phuong thirc ding thudc nay c6 thé bao
gbm tiém thong qua dudng dung vao trong co (i.m.), trong chéan bi (i.d.), vao trong miii
hodc dudng dung x6ng xit, hodc dudng ding dudi da (s.c.); img dung bing miéng dén
hogc thiét bi phan phéi qua chan bi khac. Theo mdt phuong 4n, ché phdm sinh mién dich
c6 thé duge st dung trong san xuit vacxin hodc trong viéc tao khang thé da dong hoac
khang thé don dong ma c6 thé duge st dung dé bao vé hodc diéu tri dong vat ¢6 vi mot

cach thy dong.
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Cac thuét nglt “vacxin” hodc “ché pham vacxin”, cdc thuat ngit nay dugc sit dung
thay the cho nhau, dugc ding d€ chi ché phdm chira it nhit mét ché phdm sinh mién

dich ma géy ra dap ing mién dich & dong vit.

Theo mét phuong 4n cia sang ché, protein dang dugc quan tdm chia khang
nguyén. Céc thuft ngit “khang nguyén”, “chit sinh mién dich,” “cé tinh khang nguyén”,
“sinh mién dich”, “c6 hoat tinh khdng nguyén” va “c6 hoat tinh midn dich” khi dwoc
dua ra lién quan dén phan tir, dugc dung dé chi chit bat ky ma c6 kha nang gay ra dap
ing mién dich dich thé va/hoic dap ng mién dich qua trung gian té bao dic hi¢u. Theo

mot phuong an, khang nguyén chira epitop, nhu dugc dinh nghia trén day.

“Lugng bao vé mién dich”, nhu duoc st dung trong tai li€u nay, 1a lugng khang
nguyén hitu hiéu dé gay ra dap ung sinh mién dich & dbi twong tiép nhan ma thich hop
dé phong ngira hodc giam nhe cac ddu hiéu hodc céc tridu ching ctia bénh, bao gdm ca
céc tic dung c6 hai cho strc khde hoic cac bién chimg cta ching. C6 thé giy ra hién
twong mién dich dich thé hoic hién twgng mién dich qua trung gian té bao hojc ca hai.
C6 thé danh gia dap Umg sinh mién dich ctia dong vét d6i véi ché phdm, vi dy, mot cach
gian tiép thong qua viéc do hicu gi4 khang thé, thir nghiém tdng sinh bach huyét bao,
hodc mdt céch truc tiép thong qua viéc theo dsi cac diu hi€u va céc triéu chirng sau khi
thir nghiém béng vi sinh vat. C6 thé danh gi4 hién tuong mién dich bao vé do ché pham
sinh mién dich hodc vacxin dem lai béng cach do, vi dy, mirc giam cua tinh trang loai
thai sinh vat thir nghiém, muc giam cac ddu hiéu 1am sang nhu ty I tir vong, ty 1€ bénh,
nhiét dj, va tinh trang thé 1y tdng quat, sitc khde va thé trang ctia ddi 'tuqng. Pép tng
mién dich c6 thé bao gdm, ma khéng gi6i han &, gdy ra hién twong min dich t& bao
va/hodc hién tugng mién dich dich thé. Luong ctia ché phém hodc vacxin ma hitu hiéu
tri lidu c6 thé thay dbi, tiy thudc vao sinh vat cu thé duge st dung, hodc tinh trang &

dong vat dang duoc diéu tri hodc chung ngtra.

“Pép ung mién dich”, hodc “dap ting mién dich hoc” nhu dugc sir dung trong tai
lidu nay, & dbi tugng dugce ding dé chi su phét trién cua dép ang mién dich dich thé, dap
ting mién dich t€ bao, hogc d4p g mi&n dich dich thé va dap tmg mién dich té bao dbi
v6i khéng nguyén/chéit sinh mién dich. Thuét ngir “dap ing mién dich dich th&” dugc

dung dé chi déap tng ma it nhat 12 mot phin do céc khéng thé gay ra. “Dép g mién
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dich t& bao” 1a dap ung do bach huyét bao T hoic céc té bao bach huyét khac hodc ca
hai gay ra, va bao gdm qué trinh san xuét xytokin, chemokin va céc phén tir twong dong
doté bao T dugc hoat héa, té bao bach huyét, hodc ca hai tao ra. C6 thé xéc dinh cac dap
ng mién dich bang cach sir dung cac thir nghiém mién dich va cac thi nghiém trung
hoa tiéu chudn, thir nghiém nay thi da biét trong linh vuc k§ thuét nay. “Tinh sinh mién
dich”, nhu dugc s dung trong tai liéu nay, dugc dung dé chi kha nang protein hodc
polypeptit tao ra dap (tng mién dich dic hiéu dbi véi vi khuin hodc virut ma gy ra bénh

da dugc nhan dién.
M6 ta téng quat

Virut hop bao hd hép (RSV) 1a virut ARN dai don c6 chidu am, day la nguyén
nhan hang du cia cac lay nhiém dudng ho hép nghiém trong & tré so sinh va tré em, ma
hién tuong 1ay nhiém so cip xay ra & tré em tir 6 tudn dén 2 tudi va khong phé bién ¢ 4
tudn tudi diu tién trong sudt thoi gian xay ra cic bénh dich & bénh vién (Hall et al.,
1979, New Engl. J. Med. 300:393-396). (Feigen et al..eds., 1987, trong tai liéu:
Textbook of Pediatric Infectious Diseases, W B Saunders, Philadelphia & cac trang
1653-1675; New Vaccine Development, Establishing Priorities, Vol. 1, 1985, National
Academy Press, Washington D.C. & cic trang 397-409; Ruuskanen et al., 1993, Curr.
Probl. Pediatr. 23:50-79; Hall et al., 1979, New Engl. J. Med. 300:393-396). Cac cong
dong tré em nht dinh thi c6 nguy co phat trién tinh trang 1y nhiém RSV va cong ddng
nay bao gém tré so sinh sinh non (Hall et al., 1979, New Engl. J. Med. 300:393-396), tré
em c6 dj tit bAm sinh khi dao, tré em c6 bénh loan san phé quén-phéi (Groothuis et al.,
1988, Pediatrics 82:199-203), tré em c6 bénh tim bim sinh (MacDonald et al., New
Engl. J. Med. 307:397-400), va tré em c6 ching suy giam mién dich bdm sinh hozc
ching suy giam mién dich mic phai (Ogra et al., 1988, Pediatr. Infect. Dis. J. 7:246-
249; va Pohl et al., 1992, J. Infect. Dis. 165:166-169), va xo nang (Abman et al., 1988,
J. Pediatr. 113:826-830).

RSV ciing c6 thé lay nhiém cong ddng ngudi 16n nita. Trong cong ddng nay,
RSV chii yéu gay ra bénh dudng ho hip trén, mic di cac bénh nhén cao tudi c6 thé ¢6
nguy co cao hon déi véi lay nhiém nghiém trong va viém phdi (Evans, A. S., eds., 1989,

Viral Infections of Humans. Epidemiology and Control, 3rd ed., Plenum Medical Book,
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New York & céc trang 525-544), cling nhu ngudi 16n ma bi tc ché mién dich, cu thé 1a
bénh nhén cdy ghép tdy xuong (Hertz et al., 1989, Medicine 68:269-281). Cac bénh
nhin ¢6 nguy co khic bao gdm nhitng ngudi méc bénh suy tim sung huyét va nhiing
ngudi mic bénh phdi tic nghé&n man tinh (ttc 12 COPD). Ciing d4 c6 cac bao cdo vé cac
bénh dich trong s6 cac bénh nhan tai vién dudng 130 va ngudi 16n tré tudi sdng & co s&
tir thién (Falsey, A. R., 1991, Infect. Control Hosp. Epidemiol. 12:602-608; va Garvie et
al., 1980, Br. Med. J. 281:1253-1254).

Trong khi c4c tily chon diéu tri dbi v6i bénh RSV d duogc x4c 1ap thi han ché, thi
cac dang bénh duong hé hip duéi trAm trong hon thuong doi héi bién phap chim séc hd
trg déng ké, bao gdm ca phuong phap cho ding oxy duoc 1am 4m va bién phép trg gitp
ho hép (Fields et al., eds, 1990, Fields Virology, 2nd ed., Vol. 1, Raven Press, New
York & céc trang 1045-1072).

Ribavirin, day Ia thudc duy nhit duge phé duyét dung cho viéc didu tri lay
nhiém, d4 thé hién 1a hitu hiéu trong viéc didu tri viém phdi va viém tiéu phé quan gin
lién v6i tinh trang 1ay nhidm RSV, va da thé hién 1a cai bién tién trinh ctia bénh RSV
trAm trong & tré em c6 kha ning mién dich binh thudng (Smith et al., 1991, New Engl. J.
Med. 325:24-29). Tuy nhién, viéc st dung ribavirin bi han ché do cic quan ngai xung
quanh nguy co tiém tang cia n6 dbi véi phu nit ¢6 thai ma c6 thé tiép xic véi thube
duoc sol khi hoa trong khi ho dugc diéu tri trong moi truong bénh vién. Viée st dung no

cling bi han ché do gia thanh tuong d6i cao cta no.

Céc chét trc ché peptit khac dbi véi tinh trang lay nhiém RSV da dugc nhan dién,
chét nay trc ché qud trinh sinh truéng cta virut in vitro, nhung da thét bai khi dugc thir
nghiém in vivo, chic chén hon ca 1a do thiéu tinh kha dung dudong miéng va thoi gian
ban huy twong ddi thép trong hé tudn hoan (Lambert, D.M., et al. (1996), PNAS (USA)
93:2186-2191; Magro, M. et al., (2010), J. Virol. 84:7970-7982; Park, M. et al. (2011),
Anal. Biochem. 409:195-201).

Céc chét trc ché phan tir nh6 khac d6i véi tinh trang 18y nhiém RSV ciing d3 duoc
nhén dién, nhung d3 bi ngling vi céc 1y do khac nhau, mot s6 bao gém ca thé 1a do cac

tac dung phu doc hai (Wyde, P.R. et al. (1998), Antiviral Res. 38:31-42; Nikitenko,
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A.A. etal. (2001), Bioorg Med Chem Lett 11:1041-1044; Douglas, J.L., et al. (2003), J.
Virol 77:5054-5064; Bonfanti, J.F. et al, (2008), J. Med Chem 51:875-896).

Tuong ty, trong khi vacxin c¢6 thé 13 hitu ich, nhung, cho dén nay, vin chua phét
trién duge mot vacxin thuong mai nao. Mot vai (g vién vacxin d& bj bo va sé khac thi
dang trong qué trinh phat trién (Murphy et al., 1994, Virus Res. 32:13-36). Su phat trién
clia vacxin da bdc 10 1a c6 van dé. Cu thé 13, viéc gy mién dich 13 cén thiét trong giai
doan so' sinh tirc thi vi ty 1¢ méc phai dinh ciia bénh duong hé hép duéi xay ra & thoi
diém tir 2 dén 5 thang tudi. Tuy nhién, da biét dugc rﬁng dép ung mién dich so sinh 12
chua thanh thyc ¢ thoi diém do. Ngoai ra, tré so sinh & thoi diém d6 vAn c6 hidu gid
khéng thé RSV cao c6 dugc tir me, didu ndy c6 thé lam giam tinh sinh midn dich ciia
vacxin (Murphy et al., 1988, J. Virol. 62:3907-3910; va Murphy et al., 1991, Vaccine
9:185-189).

Hién nay, phuong phap gdy mién dich thy dong dudng nhu 1 phuong phép dugc
phé duyét duy nhét cho viéc phong bénh RSV. Bing ching ban diu ma da cho thy vai
tro bao v¢ cta IgG 1a thu dugce tir cic nghién ciru ching minh khang thé tir me & chdn
suong (Prince, G. A., Ph.D. diss., University of California, Los Angeles, 1975) va nguoi
(Lambrecht et al, 1976, J. Infect. Dis. 134:211-217; va Glezen et al., 1981, J. Pediatr.
98:708-715).

Hemming et al. (Morell et al., eds., 1986, Clinical Use of Intravenous
Immunoglobulins, Academic Press, London & céc trang 285-294) da nhén ra céng dung
c6 thé c6 cua khéng thé RSV trong viéc diéu tri hodc phong ngira tinh trang 14y nhiém
RSV trong subt cac nghién ciru lién quan dén tinh dugc dong cia globulin mién dich
dung vao tinh mach (intravenous immune globulin-IVIG) & tré méi sinh bi nghi c6 tinh
trang nhiém khuén so sinh. Sau dé, cung mot nhém nha nghién ctru ndy d4 kiém tra kha
néng cia huyét thanh tdng mién dich hoic globulin mién dich, dugc lam gidu vé khang
thé trung hoa RSV, dé bao v€ chudt bong va linh trudng chdng lai tinh trang 14y nhiém
RSV (Prince et al., 1985, Virus Res. 3:193-206; Prince et al., 1990, J. Virol. 64:3091-
3092; Hemming et al., 1985, J. Infect. Dis. 152:1083-1087; Prince et al., 1983, Infect.
Immun. 42:81-87; va Prince et al., 1985, J. Virol. 55:517-520). Céc két qua cua cac

nghién ctru ndy cho thiy rang khang thé trung hoa RSV dugc cho dung véi muc dich
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phong bénh da e ché qua trinh sao chép ¢ dudng ho hép ciia RSV & chuét bong. Khi
dugc cho dung v6i muc dich tri liéu, khang thé RSV d3 1am gidm muc sao chép virut &
phdi ¢4 & md hinh chudt bdng va & m6 hinh linh trudng khong phai 1a ngudi.

Céc nghién ctru gin ddy hon da tdp trung vao vai tro cua hai glycoprotein, dugc
dit tén 12 F va G, chét nay dugc tim théy trén bé mit cia RSV, trong vai tro 1a dich cua
céc khang thé trung hoa, do vai trd clia céc glycoprotein ndy trong qua trinh gin két va
dung hop virut véi té bao chu (Fields et al., 1990, trén day; va Murphy et al., 1994, trén
day). Protein G lién két v6i thu thé té bao cy thé va protein F thiic ddy qua trinh dung
hop virut véi t& bao. Protein F cling duoc biéu hién trén bé miit ciia cic t& bao bi nhiém
va chiu trach nhiém vé& qua trinh dung hop ké tiép véi cac té bao khac din dén qua trinh
tao hop tir. Vi vay, c4c khang thé cua protein F c6 thé tryc tiép trung hoa virut, hodc
phong bé qua trinh dung hop virut véi té bao, hoic phong ngira tinh trang 14y lan tir té

bao nay sang té bao khac bang cach phong ngira qué trinh tao hop tir.

Khang thé dugc lam cho gidng cia nguoi thir nht dugc phé duyét dé sir dung &
cac bénh nhi ding dé phong ngilra bénh dudng hd hép duéi nghiém trong do RSV giy ra
12 palivizumab (SYNAGIS®), day 1a khang thé lién két dic hiéu mién dich v&i protein F
va duge cho dung vao trong co & liéu hing thang dugc khuyén nghi 13 15mg/kg thé
trong suét mia RSV (thdng 11 dén thang 4 & ban ciu bic). SYNAGIS® bao gbm 95%
trinh tu khang thé clia ngudi va 5% trinh tu khéng thé ctia chudt. (xem tai lidu: Johnson
etal., 1997, J. Infect. Diseases 176:1215-1224 va Patent My sb 5,824,307).

Trong khi SYNAGIS® da dugc sir dung mdt cach thanh cong cho viéc phong
ngira tinh trang 1ay nhiém RSV & c4c bénh nhi, nhu ciu phai dén phong khédm béc si
nhidu 14n vi nhidu 1dn dung liéu luong vao trong co 1a 15mg/kg cia SYNAGIS® thi
khong chi bt tién cho bénh nhan, ma con c6 thé gdy ra tinh trang bo 1 liéu. Vi vay, c¢6
nhu cdu v& viéc phat trién céc khang thé ma giit lai duoc tinh dic hiéu mién dich déi véi
khang nguyén RSV, nhung khéng thé nay thi hiéu nghiém hon, véi dic tinh dugc dong
t6t hon, va vi vy ma c6 dic tinh tri liéu tong thé t6t hon. Khang thé nay dugc mo ta
trong cong bb don yéu ciu cép patent M§ 2003/0091584 va dugc biét dén voi tén goi la
motavizumab (NUMAX™). Mic du NUMAX™ c§ cac dic tinh lién két t&t hon ma c6

thé khdc phuc céc yéu cau vé liu ding cao hon dugc md ta trén day déi véi

-50-



26475

SYNAGIS®, nhung ciing d& c6 murc ting tir 3 dén 5 1dn v& tAn sudt va muc d6 trdm
trong cua cdc phan (mg qua mén so véi SYNAGIS®. Sau d6, NUMAX™ bi rat khoi

chuong trinh phat trién trong trong lai.

Do vy, van ¢6 nhu ciu v& céc liéu phap hitu higu chdng lai tinh trang 14y nhiém
RSV, va cu thé 13, ¢6 nhu ciu nhin dién khang thé hi¢u nghi¢ém hon ding dé phong
ngira va diéu trj tinh trang lay nhiém RSV, nhung khong ¢6 cac tac dung phu c6 hai gén
lién véi nhitng loai dwgc mo ta trén ddy. Céc khang thé dwgc mo ta trong tai li¢u nay,
trong khi thé hién 4i luc lién két thép hon déi véi RSV-F (tirc 1 cc khang thé theo sang
ché khong lién két chit vao RSV-F béng palivizumab) so véi 4i lyc lién két duge mo ta
ddi vai palivizumab hodc motavizumab dudng nhu thé hién kha ning trung hoa t6t hon
va gidi quyét cac nhu clu do.

Theo cac phuong 4n cu thé, cac khang thé theo sang ché 13 thu dugc tir céc con
chudt duoc gdy mién dich bang chét sinh mi&n dich so cip, nhw hat RSV nguyén, hoic
la séng, dugc lam yéu, hoic bi bét hoat, hoac b%lng dang virut tai tb hop, hoac bﬁng
protein F dd dugc tinh ché (xem sb truy cdp GenBank AAX23994.1 (SEQ ID NO:
354)), hodc protein F dugc san xuit theo cach tai td hop (xem SEQ ID NO: 353), sau d6
1a gay mién dich bing chét sinh min dich thir cip (virut nguyén, hodc protein F d3 dugc

tinh ché), hoic béng doan c6 hoat tinh sinh mién dich ciia protein F.

Chét sinh mién dich c6 thé la ADN ma héa protein F hodic mot doan c6 hoat tinh
cua no.

Chét sinh mién dich c6 thé dwoc tao ra tir mién dau cudi N hodc du cudi C cia
chét tién than 67KDa (F0), hodc tir mot trong hai doan dugc tao ra tir chét tién than b?mg
proteaza tuong ty furin thu dugc hai polypeptit dugc lién két bang disulfua, dugc goi tén
12 F2 va F1, 14n luot tir dAu cudi N va ddu cudi C. Doan nay c6 thé dugc tao ra tir ving
bat ky trong sb cac ving d4 biét ctia protein RSV-F (xem tai liéu: Sun, Z. et al. (2013),
Viruses 5:211-225).

Trinh ty axit amin c6 do dai déy du ciia RSV-F dugc thé hién 1a SEQ ID NO: 354
va cling dugc thé hién trong s6 truy cdp GenBank AAX23994.1.

Chu triic gen chira protein F clia RSV dugc thé hién 13 SEQ ID NO: 353.
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Theo céc phuong 4n cu thé, cac khang thé ma lién két diic hiéu véi RSV-F c6 thé
duge didu ché b%mg cach st dung céc doan cla cic vung dugc néu trén day, hoidc cac
peptit ma kéo dai vugt qua cdc ving da dugc dit tén 13 5 dén 20 gbc axit amin tinh tr
mot trong hai ddu cubi N hodc C, hoic ca hai diu cubi N hodc C cuda céac viung dugec mo
ta trong tai liéu ndy. Theo céc phuong 4n cu thé, dang két hop bt ky ctia cac ving duoc
néu trén day hodc cac doan cia chung c6 thé dugc st dung trong viéc didu ché cac
khéng thé dic hiéu véi RSV-F. Theo cac phuong 4n cu thé, mot hodc nhidu ving bét ky
trong s cac ving dugc néu trén day ctua RSV-F, hodc cac doan clia chiing c6 thé dugc

stt dung dé diéu ché c4c khang thé dic hiéu don, dic hidu kép, hoic da dic hidu.

Cic doan lién két khing nguyén ciia cac khing thé

Trur khi duge quy dinh cy thé khéc, thuét ngit “khang thé,” nhu duge st dung
trong tai liéu ndy, s& dugc hiéu 1a bao ham céc phan tir khang thé chira hai chudi ndng
cta globulin mién dich va hai chudi nhe ciia globulin mi&n dich (tirc 13, “phan ti khéng
thé diy du”) ciing nhu cac doan lién két khéang nguyén cua chiing. Céc thuat ngit “phan
lién két khang nguyén” cua khang thé, “doan lién két khang nguyén” ciia khang thé, va
cac thuat ngit twong ty, nhu duge st dung trong tai liéu nay, bao gdm polypeptit hodc
glycoprotein c6 trong tw nhién, thu dwgc bing phan (mg enzym, tbng hop hodc duge
thao tdc gen ma lién két dic hidu vé6i khang nguyén dé tao phirc hop. Céc thuat ngit
“phén lién két khang nguyén” cua khang thé, hodc “doan khang th&”, nhu duoc sit dung
trong tai liéu ndy, dugc ding dé chi mét hodic nhiéu doan cua khang thé ma giir lai kha
nang lién két dic hiéu véi RSV-F. Doan khang thé c6 thé bao gém doan Fab, doan
F(ab'),, doan Fv, doan dAb, doan chira CDR, hoic CDR dd dugc phan 1ap. Cac doan
lién két khang nguyén cla khang thé c6 thé dugc tao ra, vi dy, tir cac phan tir khang thé
dy du bang cach sir dung céc ky thuft tiéu chuén thich hop bat ky nhu k¥ thuat phan cét
bang thity phan protein hoic k¥ thuit thao tac gen t4i t6 hop c6 lién quan dén viéc thao
tic va biéu hién ADN ma héa mién 6n dinh va mién bién déi ciia khang thé (thy ).
ADN nay thi d4 biét va/hodc d& tim tir, vi duy, cac nguén thuwong mai, thu vién ADN (bao
gdm, vi dy, thu vién thé thyc khudn-khang thé), hodc c6 thé dugc tdng hop. ADN c6 thé
duoc giai trinh ty va duge xtt Iy héa hoc hodc biang cach st dung céc k¥ thuét sinh hoc
phén tr, vi dy, dé sép xép mot hodc nhiéu mién bién dbi va/hodic mién dn dinh thanh ciu

hinh thich hop, hodc dé dua codon vao, tao ra goc xystein, cai bién, thém hoic x6a bod
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céc axit amin, v.v.

Céc vi du khong han ché v& cac doan lién két khéng nguyén bao gdm: (i) doan
Fab; (ii) doan F(ab’)2; (iii) doan Fd; (iv) doan Fv; (v) phé4n tir Fv mach don (scFv); (vi)
doan dAb; va (vii) cdc don vi nhan biét tdi thidu bao gém cac géc axit amin bit chudc
vung siéu bién cua khang thé (vi dy, ving quyét dinh tinh bb trg (CDR) da dugc phén
@pdmp@ﬂ(DR%Jm@p@mFR}GﬁB$R4MgwﬂmmC@pMnmdmmmm
tac gen khac, nhu khang thé dic hiéu mién, khang thé mot mién, khang thé bi x6a bd
mién, khang thé thé kham, khang thé duoc ghép CDR, song thé, thé ba, thé bén, tidu
khéng thé, khéng thé nano (vi dy, khang thé nano héa tri mot, khang thé nano hoa tri hai,
v.v.), duoc chit mién dich cdu kién nhé (small modular immunopharmaceutical-SMIP),
va mién IgNAR bién ddi cta ca mdp, cling dugc bao gdm trong thuat ngit “doan lién két
khang nguyén”, nhu dugc st dung trong tai liéu nay.

Doan lién két khang nguyén cua khang thé thudng chira it nhét mot mién bién
doi. Mién bién ddi c6 thé c6 kich thude hogc thanh phin axit amin bat ky va thuong
chira it nhdt mot CDR lién ké véi hodc nim trong khung v6i mot hozc nhiéu trinh ty
khung. Trong céc doan lién két khang nguyén c6 mién Vi gén lién v6i midn Vi, thi cac
mién Vg va Vi ¢6 thé nim céan xtng v6i nhau theo cach sip xép thich hop bt ky. Vi du,
vung bién dbi c6 thé 1a dang dime va chira cac dime Vy - Vi, Vg - Vi hodic Vi - Vi.
Theo cach khac, doan lién két khang nguyén cta khang thé c6 thé chira midn Vg hodc
Vi, dang monome.

Theo c4c phuong 4n cy thé, doan lién két khang nguyén ctia khang thé c6 thé
chtra it nhit mot mién bién déi duoc lién két cOng hoa tri v6i it nhat mot mién én dinh.
Céac cu hinh khong han ché tiéu biéu ctia mién bién dbi va mién én dinh ma c6 thé dugc
tim thdy trong doan lién két khéang nguyén ciia khang thé theo sang ché bao gbm: (1) Vu
-Cul; (i) Vi -Cy2; (iii) Vi -Cy3; (iv) Vi -Cyl-Cy2; (v) Vi -Cyl-Cy2-Cy3; (vi) Vi -
Cu2-Cy3; (vii) Vg -Cy; (viii) Vi -Cyl; (ix) VL -C2; (X) Vi -Cy3; (xi) Vi, -Cy1-Ci2;
(xii) Vi -Cyl-Cy2-Cy3; (xiii) Vi -Cy2-Cy3; va (xiv) Vi -Cy. Theo cdu hinh bét ky cta
mién bién dbi va mién 8n dinh, k& ca cAu hinh bét ky trong s6 céc chu hinh tiéu bidu
dugc ligt ké trén ddy, mién bién d6i va mién bn dinh c6 thé duoc lién két mot céch truc
tiép v6i nhau hodc c6 thé duoc lién két bing viing lién két hodc viing ban 18 mot phin

hogc toan bg. Vung ban 18 c6 thé bao gdm it nhét 2 (vi dy, 5, 10, 15, 20, 40, 60 hoic
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nhiéu hon) axit amin ma tao ra lién két linh dong hogc ban linh dong giita cdc mién bién
dbi va/hogic én dinh lién ké trong mot phan tir polypeptit don 1. Ngoai ra, doan lién két
khang nguyén cta khang thé theo sang ché c6 thé bao gbém dime cung loai hodc dime
khéc loai (hodc multime khac) ctia ciu hinh bt ky trong s cac cdu hinh mién bién dbi
va mién én dinh duoc liét ké trén day duoc lién két khdng cong hoa tri v6i nhau va/hoic

v6i mot hodc nhiéu mién Vi hodc VL monome (vi dy, bang (c4c) lién két disulfua).

Péi voi phan tir khang thé ddy du, cac doan lién két khéng nguyén c6 thé c6 tinh
déc hi¢u don hodc da dc hiéu (vi dy, dic hidu kép). DPoan lién két khéang nguyén da dic
hiéu cua khang thé thudng chtra it nhat hai mién bién ddi khac nhau, trong d6 mdi mién
bién dbi c6 kha nang lién két dic hiéu v6i mot khéng nguyén riéng r& hodc véi epitop
khac trén cung mot khang nguyén. Dang thirc khang thé da dic hiéu bt ky, ké ca cac
dang thirc khang thé dic hiéu kép tiéu biéu dugc bdc 10 trong tai liéu nay, c6 thé duoc
diéu chinh dé st dung trong pham vi doan lién két khang nguyén cta khang thé theo
sang ché bang cach st dung cac ky thut thong thuong sin c6 trong linh vuc k¥ thuat
nay.

Piéu ché cac khang thé cia nguwoi

Céac phuong phép tao cac khang thé cia ngudi & chudt chuyén gen thi da biét
trong linh vuc k¥ thudt nay. C6 thé st dung céc phuong phép nhu vay da biét bat ky
theo van canh cta sang ché dé tao cac khéng thé cua ngudi ma lién két dic hidu véi
RSV-F.

St dung cdng nghé VELOCIMMUNE® (vi du, xem, US 6,596,541, Regeneron
Pharmaceuticals, VELOCIMMUNE®) hoic phuong phép da biét bat ky khac ding dé
tao cac khang thé don dong, cac khang thé thd kham 4i luc cao déi véi RSV-F duoc
phan 13p d4u tién co ving bién ddi cua ngudi va ving 6n dinh cia chuot. Cong nghé
VELOCIMMUNER® lién quan dn viéc tao chuot chuyén gen c6 hé gen chira cac ving
bién di ctia chudi nhe va chudi ning ctia ngudi dugc lién kit theo cach c6 thé chi huy
Va0 voi b gen ving 6n dinh ndi sinh ctia chudt sao cho chudt tao ra duge khang thé chira
ving bién ddi cua ngudi va ving dn dinh ciia chuot khi dap ung lai tinh trang kich thich
khang nguyén. ADN ma hoa cac ving bién dbi cta chudi ndng va chudi nhe cua khang

thé dugc phan 18p va duoc lién két theo cach cé thé chi huy vao véi ADN ma héa ving
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on dinh cia chudi nhe va ving n dinh ciia chudi ning ciia ngudi. Sau d6, ADN dugc

biéu hi¢n trong t€ bao c6 kha ning biéu hién khang thé hoan toan ctia ngudi.

Nhin chung, chugt VELOCIMMUNE® dugc thir bing khang nguyén dang dugc
quan tdm, va cic t& bao bach huyét (nhu té bao B) dugc thu hdi tir chudt biéu hién cac
khang thé. Céc té bao bach huyét c6 thé dugc dung hop véi dong té bao u tiy dé diéu
ché cac dong té bao lai sinh san vo han dinh, va cic dong té bao lai nay dugc sang loc va
Ira chon dé nhin dién céc dong té bao lai ma tao ra cac khang thé ddc hi€u véi khang
nguyén dang dugc quan tim. ADN ma héa cic ving bién ddi cia chudi nang va chudi
nhe c6 thé dugc phan 1ap va dwoc lién két v6i cac ving én dinh kidu twong duong thich
hop cita chudi ning va chudi nhe. C6 thé san xut protein khang thé ny trong té bao,
nhu té bao CHO. Theo céch khéc, c6 thé phén 14p ADN ma héa khang thé thé kham dic
hiéu v6i khang nguyén hofic cdc mién bién ddi ciia chudi nhe va chudi ning mét cach

truc tiép tir bach huyét bao dic hiéu véi khéng nguyén.

Ban dau, cic khang thé thé kham 4i Iyc cao dugc phan 13p c6 ving bién dbi cia
ngudi va chudt ving 6n dinh. Nhu trong phan thir nghiém duéi day, cac khang thé dugc
x4c dinh dic diém va dugc Iwa chon vé dic tinh mong mudn, bao gdm ca ai luc, tinh
chon loc, epitop, v.v. C4c viing 6n dinh cia chudt dugc thay thé béng ving 6n dinh
mong muén cia ngudi dé tao ra khang thé hoan toan cua ngudi theo sang ché, vi dy,
IgG1 hoic IgG4 kiéu hoang dai hoic di dugc cai bién. Trong khi viing én dinh duogc lua
chon c6 thé thay dbi theo muc dich sir dung cu thé, thi dic tinh lién két khang nguyén ai

lyc cao va déc tinh dédc hiu dich nam & ving bién ddi.

Theo cac phuong 4n cy thé, cac khang thé theo sang ché nay c6 4i luc (Kp) ndm
trong khoang tir 1,0 x 10 ™ dén 1,0 x 10'12M, khi dugc do theo muc lién két vé6i khang
nguyén dugc lam bt dong trén pha rin hoic trong pha dung dich. Theo cac phuong an
cu thé, cac khéng thé theo sang ché ¢ 4i lyc (Kp) nam trong khoang tir 1 x 107M dén 6
x107'°M, khi dugc do theo murc lién két v6i khang nguyén duge lam bit dong trén pha
rin hojc trong pha dung dich. Theo cac phwong 4n cu thé, cac khang thé theo sang ché
c6 4i lyc (Kp) ndm trong khoang tir 1 x 10"M dén 9 x107%M, khi dugc do theo mirc lién
két voi khang nguyén dugc 1am bt dong trén pha rin hodc trong pha dung dich. Céac

viing én dinh cta chudt dugc thay thé bing cac ving 8n dinh mong mudn cia ngudi dé
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tao ra cac khang thé hoan toan cia ngudi theo sang ché. Trong khi ving 6n dinh dugc
Iuva chon c6 thé thay dbi theo muc dich st dung cu thé, thi dic tinh lién két khang
nguyeén ai luc cao va dic tinh diic hiéu dich ndm & viing bién déi. Théat ngac nhién 13, cac
khang thé nhét dinh theo sang ché, trong khi thd hién & luc thdp hon so véi

motavizumab, thi lai hiéu nghiém hon vé phuong dién trung hoa virut.
Twong dwong sinh hoc

Céac khéng thé khang RSV-F va cac doan khang thé theo sang ché bao ham
protein c6 cac trinh ty axit amin ma thay ddi so véi cé4c trinh tu axit amin cta khang thé
dd dugc mo ta, nhung giir lai kha ning lién két RSV-F. Céc khéng thé bién thé va doan
khéng thé nhu véy chira mdt hodc nhidu doan thém, doan x6a bo hodc doan thay thé axit
amin so v6i trinh tur cha me, nhung thé hién hoat tinh sinh hoc vé co ban teong duong
v6i hoat tinh sinh hoc cua khéang thé da dugc mo ta. Ciing vay, céc trinh ty ADN m4 héa
khéng thé theo sang ché bao ham c4c trinh ty ma chira mot hodc nhidu doan thém, doan
x6a bo hodc doan thay thé nucleotit so v6i trinh tu duge boc 19, nhung mé hoa khéng thé
hodc doan khang thé ma v& co ban twong duong sinh hoc véi khang thé hoic doan
khang thé theo sang ché.

Hai protein lién két khang nguyén, hodc khang thé, duoc coi 1a teong duong sinh
hoc néu, vi du, chung 1a dwong lugng duge phim hodc lya chon thay thé dugc phim ma
tbc d6 va mirc do hép thu cuia chung khong thé hién sy chénh 1éch dang ké khi duoc cho
ding & cing mdt mirc lidu theo mol trong céc diéu kién thir nghiém tuong tu, & dang
lidu don hoic liéu da. Mot s6 khang thé s& dugc coi la cac duong lugng hoic lva chon
thay thé dugc phidm néu chung twong duong vé muc do hép thu nhung khong tuong
duong vé tdc do hdp thu va vin c6 thé dugc coi 12 trong duong sinh hoc bdi vi cac khac
biét vé tdc do hip thu nay 1a c6 chi dich va dugc phan 4nh & nhan, khong thiét yéu dé
dat dugc ndng do thude trong co thé c6 hiéu qua dbi véi viée sir dung kinh nién ching
han, va dugc coi 1a khong dang ké vé mit y hoc dbi véi san phim thudc cy thé dugc
nghién ciru.

Theo mdt phwong 4n, hai protein lién két khéng nguyén 13 twong dwong sinh hoc
néu do an toan, d tinh khiét va do hiéu nghiém ciia ching khéng ¢6 sy chénh léch c6 y
nghia vé mit lam sang.

Theo mot phuong 4n, hai protein lién két khéng nguyén 1a twong duong sinh hoc
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néu bénh nhan c6 thé duge chuyén mot hodc nhidu 1an gifta san phém tham chiéu va san
phim sinh hoc ma khong lam tang nguy co gip phéi cac tic dung phuy c6 hai, ké ci thay
ddi vé tinh giy mién dich c6 ¥ nghia v& miat lam sang, hodc hiéu qua giam, so véi liéu
phap diéu tri lién tuc khong dbi thudc.

Theo mdt phwong an, hai protein lién két khang nguyén la twong duong sinh hoc
néu ching déu c6 tac dung thong qua mdt hoic nhiéu co ché tic dung chung d6i voi mot
hoic nhiéu tinh trang bénh, dén mirc ma céc co ché nay thi da biét.

Dic tinh twong dwong sinh hoc ¢6 thé dwgc chimg minh bing cac phuong phap in
vivo va/hodc in vitro. Cac phuong phap do dic tinh twong dwong sinh hoc bao gdm, vi
dy, (a) thir nghiém in vivo & ngudi hodc cac dong vat c6 v khac, ma trong d6 néng do
ctia khang thé hoic céc san phdm chuyén héa cua né dugc do trong mau, huyét twong,
huyét thanh, hogc dich sinh hoc khic & dang ham sb thdi gian; (b) thir nghiém in vitro
ma da trong quan v&i va c6 tinh du bao hop Iy vé dir liéu sinh kha dung in vivo & nguoi;
(¢) thit nghiém in vivo & ngudi hodc dong vét c6 vii khac ma trong d6 tac dung dugc ly
tirc thoi thich hgp cia khang thé (hodc dich ciia nd) dugc do & dang ham sb thoi gian; va
(d) trong thir nghiém 1am sang duoc kiém soat t&t ma x4c 1ap dugc @6 an toan, tinh hiéu

qué, hodc d6 sinh kha dung hodc dic tinh twong duong sinh hoc cia khéng thé.

Cac bién thé twong duong sinh hoc cia céc khéng thé theo sang ché c6 thé dugc
kién tao bang cach, vi du, tao ra céc doan thay thé khac nhau cia cac gbc hodc c4c trinh
tu hodc x6a bd céc trinh tu hoic géc & dau cubi hoic bén trong khong can thiét cho hoat
tinh sinh hoc. Vi du, cac géc xystein khong thiét yéu cho hoat tinh sinh hoc c6 thé duoc
x6a bo hodc dugc thay thé bing cac axit amin khac dé ngin ngira hién tugng tao thanh
céc cau disulfua ndi phén tir khong dung hodc khong cin thiét sau qua trinh hdi tinh.
Trong céc trudng hop khéc, cac khang thé twong dwong sinh hoc c6 thé bao gdm cac
bién thé cua khang thé c6 cac thay d6i axit amin ma cai bién cac ddc tinh glycosyl hoa

ctia khang thé, vi du, cac d6t bién ma 1am mét hodc loai bé qua trinh glycosyl hoa.
Cic djc tinh sinh hgc ciia khang thé

Nhin chung, cic khang thé theo sang ché c6 thé thyuc hién chic ning bang cach
lién két v6i RSV-F va hoat dong nhu vay dé phong bé qua trinh dung hop mang virut

v6i mang té bao chi. Céc khang thé theo sang ché ciing c6 thé thuc hién chirc ning bing
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cach lién két v6i RSV-F va lam nhu vay dé phong bé tinh trang lay lan tir t& bao nay
sang té bao khic cia virut va phong bé qua trinh tao hop it gin lién véi tinh trang lay

nhiém RSV cua té bao.

Theo céc phuong 4n cu thé, cac khang thé theo sang ché c6 thé thuc hién chirc
ning bang cach phong bé hoic trc ché qué trinh dung hop RSV véi mang té bao bang
céch lién két voi doan hodc viing bét ky khac cua protein F nguyén thé c6 chiéu dai day
du, trinh ty axit amin cta protein nay duogc thé hién trong SEQ ID NO: 354, con duge
thé hién 1a sb truy cdp GenBank AAX23994.1. Céc khéng thé ciing c6 thé lién két voi
ving bt ky ma duge tim thdy trong SEQ ID NO: 353, hodc véi doan dugc tim thiy
trong SEQ ID NO: 353.

Theo mét phuong 4n, sang ché d& cap dén khéang thé don dong hoan toan cta
ngudi hodc doan lién két khang nguyén ciia n6 ma lién két véi protein F ciia phan nhém
A hodc B ctia RSV, trong d6 khang thé nay hoic doan cia no thé hién mot hodic nhiu
dic diém dudi ddy: (a) 1a khang thé don dong hoan toan cia ngudi; (b) thé hién Kp ndm
trong khoang tir 1 X 107M dén 6 x 10710M; (¢) c6 kha ning trung hoa chiing phan nhém
A va phan nhém B ctia virut hop bao hd hép in vitro; (d) thé hién kha ndng lam giam
mdt cach dang ké téng lugng virut & mo hinh dong vat cua tinh trang 1ay nhidm RSV (e)
thé hién muc giam hi€u gid virut & miii va/hodc hi€u gi4 virut & phdi 16n hon tir 1 dén 2
lan ham logarit so voi palivizumab; (f) thé hién liéu luong hiru hi€u 99 (EDy) 12
0,15mg/kg hozc thap hon khi dugc cho dung theo phuong thirc duéi da & mo hinh chudt
cua tinh trang 1ay nhiém phin nhém A ciia RSV, hoiic EDy, 12 0,62mg/kg hoic thép hon
khi dugc cho ding & m6 hinh chudt bong cta tinh trang 14y nhiém phan nhém A cia
RSV, hodc EDy 14 2,5mg/kg hogc thip hon khi dugc cho dung & md hinh chudt bong
clia tinh trang 18y nhiém phan nhém B cia RSV; (g) thé hién EDy, thép hon 2 dén 3 14n
s0 v6i EDyg ctia palivizumab ho#c motavizumab; (h) thé hién do hi¢u nghi¢m trung hoa
d6i v6i mot hoge nhidu chiing phong thi nghiém phan nhém A ctia RSV ma cé mitc cdi
thién tr 15 dn 17 13n so véi palivizumab, hoic thé hién d6 hiéu nghiém trung hoa ddi
v6i mot hodc nhiéu ching 1am sang phin nhém A ctia RSV ma ¢6 murc cai thién tir 10
dén 22 14n so véi palivizumab; (i) thé hién do hiéu nghiém trung hoa déi véi chiing
phong thi nghiém phin nhém B cia RSV ma c6 mirc cai thién tir 2 dén 5 13n so véi

palivizumab (j) thé hién do hiéu nghiém trung hoa dbi véi ching phong thi nghiém hoic
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ching 14m sang phén nhém A ciia RSV ma cé mirc cai thién tir 0,5 dén 2 13n so v6i AM-
22; (k) thé hién do hidu nghiém trung hoa déi véi mot hosic nhidu chiing phong thi
nghiém phén nhém B ctia RSV ma c6 mirc cai thién tir 2,5 dén 17 13n so véi AM-22; ()
chira HCVR c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhom bao gém SEQ ID NO: 2, 18, 34,
50,66,82,98,114,130,146,162,178,194,210,226,242,258,274,290,306,322'vé
338, hodc mot trinh tu vé co ban tuong déng cua nd cdé mic dé)ng nhét trinh ty it nht
90%, it nhét 95%, it nhit 98% hoic it nhit 99%; (m) chira LCVR ¢6 trinh tur axit amin
dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 122, 138, 154,
170,186,202,218,234,250,266,282,298,314,1%)vé346,hoécrn@tnhﬂlurvéco
ban tuong dong ciia n6 ¢6 mirc ddng nhét trinh tyr it nhit 90%, it nhit 95%, it nhét 98%
hoic it nhit 99%: (n) chira mién HCDR3 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao
génlsEKQI[)PK):8,24,40,56,72,88,104,120,136,152,168,184,200,216,232,
248, 264, 280, 296, 312, 328, va 344, hofic mét trinh tu vé& co ban twong ddng cia né c6
mac dong nhat trinh ty it nhét 90%, it nhét 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99% va midn
LCDR3 c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 16, 32, 48, 64,
80,96,112,128,144,160,176,192,208,224,240,256,272,288,304,320,336'Va
352, hodc mot trinh ty v& co ban tuong déng clia nd c6 muirc déng nhét trinh ty it nhét
90%, it nhat 95%, it nhét 98% hodc it nhit 99%; (o) chita midn HCDRI ¢6 trinh ty axit
amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 116, 132,
148,164,180,196,212,228,244,260,276,292,308,324~vé340,hoacrnétuhﬂlurvé
co ban tuong ddng ciia né c¢6 mirc dong nhét trinh tu it nhét 90%, it nhat 95%, it nhAt
98% hoic it nhit 99%; mién HCDR2 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhdém bao gém
SEKQI[)PH):6,22,38,54,70,86,102,118,134,150,166,182,198,214,230,246,
262, 278, 294, 310, 326 va 342, hofic mdt trinh tw v& co ban twong ddng clia né ¢6 mic
dOng nhét trinh tu it nh&t 90%, it nhit 95%, it nhat 98% hodc it nhét 99%; mién LCDR1
¢0 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 12, 28, 44, 60, 76, 92,
108,124,140,156,172,188,204,220,236,252,268,284,300,316,332vé348,hoac
mdt trinh tu vé co ban tuong ddng ctia nd c6 mirc ddng nhét trinh tu it nhat 90%, it nhAt
95%, it nhat 98% hoic it nhit 99%; va mién LCDR2 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir
nhém bao gdm SEQ ID NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 126, 142, 158, 174, 190, 206,
222, 238, 254, 270, 286, 302, 318, 334 va 350, hogc mdt trinh ty vé co ban twong ddng
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ciia n6 ¢6 mic ddng nhét trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hoic it nhit
99%; (p) tuong tac véi trinh ty axit amin chira cic gdc ndm trong khoang tir vi tri 161
dén vi tri 188 cua SEQ ID NO: 354; (q) trong tic véi hodc serin & vi tri 173 ctia SEQ ID
NO: 354, hodc threonin & vi tri 174 ctia SEQ ID NO: 354, hoic ca serin & vitri 173 cua
SEQ ID NO: 354 va threonin & vi tri 174 cua SEQ ID NO: 354; (r) khong canh tranh
chéo véi palivizumab hodc motavizumab dé lién két vé6i protein RSV-F; (s) e ché qua

trinh dung hop virut véi té bao.

Céc khang thé khang RSV-F nht dinh theo sang ché 6 thé lién két véi protein F
ciia RSV va trung hoa kha nidng gy nhiém ciia ca phin nhom A va phén nhém B cia
RSV nhu duge xé4c dinh bing thir nghiém in vitro. C6 thé do kha ning ciia cac khang thé
theo séng ché trong viéc lién két véi va trung hoa kha ning gy nhiém ctia cic phan
nhém ctia RSV bang cach sir dung phuong phép tiéu chuin bit ky ma chuyén gia trong
linh vyc ndy di biét, bao gdm ca céc thir nghiém lién két, hodc cac thu nghiém trung

hoa, hodc céc thir nghiém bao vé in vivo, nhu duge md ta trong tai li¢u nay.

Céc thir nghi€m in vitro va in vivo tiéu biéu, khong han ché ding dé do hoat tinh
lién két va muc trung hoa in vitro va tinh hiéu qua in vivo duge minh hoa trong céc vi du
3,4,5,7,8,9,10, 11 va 12 trong tai liéu nay. Trong vi du 3, 4i lyc lién két va c4c hing
s6 dong hoc cua cac khang thé khang RSV-F cua ngudi dugc xac dinh bing phuong
phép cdng hudng plasmon bé mit va céc phép do dugc thuc hién trén céng cu Biacore
4000 hodc T200. Trong vi du 4, dd hiéu nghiém cua cac khang thé duoc kidm tra trong
thir nghiém trung hoa vi lugng RSV. Vi dy 5 thé hién kha ning ciia céc khang thé theo
sang ché trong viéc trung hoa tinh trang 1y nhiém RSV in vivo & hai mé hinh dong vat
khéc nhau. Cac vi dy 7 va 8 thé hién su twong tac clia cac khéng thé theo sang ché véi vi
tri lién két cu thé trén protein RSV-F. Céc vi du 9 va 10 thé hién kha nang trung hoa cia
cac khéng thé véi mot vai ching phong thi nghi¢ém va chung 1am sang cla cic phan
nhom A va B ciia RSV. Vi du 11 thé hién kha ning cla cc khang thé theo sang ché
trong viéc trc ché qua trinh dung hop virut véi té bao. Vi du 12 th8 hién tinh trang canh

tranh chéo clia cdc khéng thé khac nhau dé lién két véi RSV-F.
Lap ban d6 epitop va cac cong nghé c6 lién quan

C6 thé str dung céc k¥ thudt khac nhau ma chuyén gia trong linh vire nay da biét
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dé x4c dinh xem liéu mot khang thé nao d6 c6 “twong tac véi mot hodc nhiéu axit amin”
trong polypeptit hodc protein hay khong. Cac ky thuat tiéu biéu bao gbm, vi dy, thir
nghiém phong bé chéo thong thudong nhu thir nghiém dugc mod ta trong tai lidu:
Antibodies, Harlow and Lane (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harb., NY) c6 thé
dugc thuc hién. Cac phuong phap khac bao gdm phép phan tich ddt bién quét alanin,
phan tich thAm tach peptit (Reineke (2004) Methods Mol Biol 248:443-63), c4c nghién
ctu tinh thé hoc vé& phép phén tich phéan cét peptit va phép phéan tich NMR. Ngoai ra,
cling c6 thé st dung cac phuong phap nhur cit epitop, chiét epitop va cai bién hoa hoc
khang nguyén (Tomer (2000) Protein Science 9: 487-496). Mot phuong phap khac ma
c6 thé duoc sir dung @ nhén dién céc axit amin trong polypeptit ma tuwong tac voi khang
thé 14 trao dbi hydro/doteri dugc phét hién biang phép do phd khéi. Nhin chung, phuong
phép trao dbi hydro/doteri ¢6 lién quan dén viéc danh déu doteri protein dang dugc quan
tam, sau d6 1a lién két khang thé véi protein da danh ddu doteri. Tiép theo, phirc hop
protein/khang thé dugc chuyén vao nuéc va proton c6 thé trao dbi dugc trong céc axit
amin ma dugc bao vé boi phirc hgp khang thé trai qua qua trinh trao ddi ngugc doteri
v6i hydro & tbc d6 chdm hon so véi proton c6 thé trao d6i dugc trong cac axit amin ma
khong phai 1 mot phin cia mat phan cach. Két qua 13, cac axit amin ma tao thanh mot
phan clia mit phan cach protein/khéng thé c6 thé giit lai doteri va do d6, thé hién khéi
lugng twong ddi cao hon so véi cac axit amin khong nim & mit phén céch. Sau khi phan
tach khang thé, protein dich duoc phan cét bing proteaza va phan tich do phé khéi, nho
d6 boc 16 cac gbe duge danh diu doteri ma trong ung vdi cac axit amin dic hiéu twong
tac v6i khang thé. Vi dy, xem tai licu: Ehring (1999) Analytical Biochemistry
267(2):252-259; Engen and Smith (2001) Arnal. Chem. 73:256A-265A.

Thudt ngit “epitop” dugc ding dé chi vi tri trén khang nguyén ma té bao B
va/hoidc té bao T dap ung véi vi tri nay. Céc epitop té bao B ¢6 thé duoc tao ra ca tlr cac
axit amin lién tiép hodic cdc axit amin khong lién tiép duoc dat lidn ké béng qu4 trinh
glp cudn bac ba cia protein. Céc epitop dugc tao ra tir cic axit amin lién tiép thuong
dugc giit lai khi tiép xuc véi cac dung moi gy bién tinh, trong khi d6 cac epitop duoc
tao ra bing qu4 trinh glp cudn bic ba thudng bi mit khi xt Iy bang céc dung mdi gay
bién tinh. Epitop thudng bao gdm it nhét 3, va thong thuéng hon 13, it nhit 5 hoic 8-10

axit amin theo hinh thé khéng gian doc d4o.
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Phuong phép xac dinh ddc tinh c6 su trg gip cla qua trinh cai bién
(Modification-Assisted Profiling-MAP), con dugc goi 13 phuong phéap x4c dinh dic tinh
khang thé trén co s& chu truc khiang nguyén (Antigen Structure-based Antibody
Profiling ASAP) 14 phuong phap c6 téc dung phan loai sé lwong 16n cac khang thé don
dong (mAb) nhim chdng lai cing mot khang nguyén theo mirc trong ddng cua dic tinh
lién két ctia mbi khang thé dbi véi bé mit khang nguyén dugc cai bién bang enzym hoic
héa chét (US 2004/0101920). Mbi loai c6 thé phan 4nh mot epitop ddc déo hodic khac
biét rd rét vdi hodc chéng 14n mot phén véi epitop dugc trinh bay bﬁng mot loai khac.
Cong nghé nay cho phép loc nhanh céc khang thé ddng nhét v& gen, sao cho viéc x4c
dinh dic diém c6 thé tap trung vao céc khang thé khac biét vé gen. Khi dugc dp dung
cho viéc sang loc té bao lai, MAP c6 thé tao thuén loi cho qud trinh nhén dién cac dong
thudn t& bao lai hiém ma tao ra mAb c6 dic tinh mong mubn. MAP c6 thé duoc st dung
dé phan loai c4c khang thé theo sang ché thanh cac nhém khang thé lién két c4c epitop

khac nhau.

Theo cac phuong 4n cu thé, cac khang thé hodc cac doan lién két khang nguyén
clia sang ché tuong tac véi trinh tw axit amin chira cac gbc axit amin nim trong khoang
tir vi tri 161 dén vi tri 188 ciia SEQ ID NO: 354. Theo céc phuong 4n cu thé, cac khang
thé theo sang ché c6 thé twong tac véi céc gbc axit amin ma kéo dai vuot qua vung dugc
nhan dién trén day 1a 5 dén 10 géc axit amin, hodc 10 dén 15 gbc axit amin, hoic 15 dén

20 gbc axit amin v€ phia dau cudi amin hodc dau cudi carboxy cua protein RSV-F.

Theo mét phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé don dong dugc phan 14p cua
ngudi ma lién két ddc hiéu véi RSV-F, hoic doan lién két khang nguyén ciia né, trong
d6 khang thé nay hoic doan lién két khéng nguyén clia né twong tac véi it nhit mot trinh
tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 355 va 356.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén khang thé don dong dugc phéan 14p cua
ngudi ma li€n két dic hiéu v6i RSV-F, hoic doan lién két khang nguyén cua nd, trong
d6 khang thé nay hoic doan lién két khang nguyén ctia n6 twong tac v6i it nhit mot gbe
axit amin trong cc gdc 161 dén 188 cua SEQ ID NO: 354.

Theo mdt phuong 4n, sdng ché dé cap dén khang thé don dong dugc phan 1ap cua

ngudi ma lién két dic hiéu RSV-F, hozic doan lién két khéng nguyén cia no, trong dé
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khang thé nay hodc doan lién két khéng nguyén ctia n6 twong tac véi it nhat mot gbe axit

amin trong SEQ ID NO: 355 hoic SEQ ID NO:356.

Theo m{t phuong 4n, séng ché dé cap dén khang thé don dong duoc phan 14p cua
ngudi ma lién két dic hiéu voi RSV-F, hoic doan lién két khang nguyén cia no, trong
d6 khang thé nay hodc doan lién két khang nguyén clia né twong tic véi hoic serin & vi
tri 173 ciia SEQ ID NO: 354, hoic threonin & vi tri 174 cta SEQ ID NO: 354, hoic ca
serin & vi tri 173 ctia SEQ ID NO: 354 va threonin & vi tri 174 ctia SEQ ID NO: 354,

Sang ché dé cap dén cac khang thé khang RSV-F ma lién két v6i cung mot epitop
v6i khang thé bét ky trong sb cac khang thé dic hiéu tidu biéu dugc mo ta trong tai lidu
ndy trong bang 1. Ciing vay, sang ché con d& cap dén cac khang thé khang RSV-F ma
canh tranh véi khang thé bat ky trong sb cac khéang thé dic hiéu tiéu biéu dugc mo ta

trong tai liéu nay trong bang 1 dé lién két v6i doan RSV-F.

Theo cac phuong 4n cu thé, cac khang thé theo séng ché khong canh tranh chéo

Vv0i palivizumab, motavizumab, hoic AM-22 dé lién két v6i RSV-F.

Theo céc phuong 4n cu thé, cac khang thé theo sang ché khong lién két véi cling

mot epitop trén protein RSV-F véi palivizumab hodc motavizumab.

Theo cac phuong 4n cu thé, cac khéng thé theo sang ché khong lién két véi epitop
trén RSV-F nim trong khoéng tir gbc axit amin 255 dén gdc axit amin 276 cia SEQ ID
NO: 354,

Ta c6 thé d€ dang xac dinh liéu mot khang thé ndo d6 c6 lién két véi cling mot
epitop v6i, hodc canh tranh dé lién két vei, khéng thé khang RSV-F tham chiéu hay
khong bang cach sir dung cac phuong phép thong thuong da biét trong linh vuc k¥ thuét
ndy. Vi du, dé xéc dinh xem liéu mot khang thé thir nghiém nao dé c6 lien két voi cling
mdt epitop v6i khang thé RSV-F tham chiéu theo sang ché hay khong, khang thé tham
chiéu nay duoc phép lién két v6i protein RSV-F hoc peptit trong cac diéu kién 1am bao
hoa. Tiép theo, kha ning cua khang thé thir nghiém trong viéc lién két v6i phan tir RSV-
F dugc danh gia. Néu khéng thé thir nghiém c6 kha nang lién két véi RSV-F sau khi lien
két bao hoa voi khang thé khang RSV-F tham chiéu, thi c6 thé két luan ring khang thé
thir nghiém lién két v6i epitop khac voi khang thé khang RSV-F tham chiéu. Mt khac,
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néu khéng thé thir nghiém khong c6 kha nang lién két voi phan tir RSV-F sau khi lién
két bao hoa v6i khang thé khang RSV-F tham chiéu, thi c6 thé két lugn ring khang thé
thir nghi¢m c6 thé lién két véi cing mot epitop véi epitop duoc lidn két béi khang thé
khéng RSV-F tham chiéu theo sang ché.

Dé xéc dinh liéu mot khang thé nao d6 c6 canh tranh d& lién két véi khang thé
khang RSV-F tham chiéu hay khong, phuong phap lién két dugc mo ta trén day duoc
tién hanh theo hai huéng: Theo hudng thir nhét, khang thé tham chiéu dugc phép lién
két v6i phan tr RSV-F trong c4c didu kién 1am béo hoa, sau d6 13 danh gid kha néng lién
két cua khang thé thir nghiém véi phén tir RSV-F. Theo huéng thir hai, khang thé thi
nghiém dugc phép lién két véi phan tir RSV-F trong cac diéu kién 1am bao hoa, sau d6
14 danh gid kha nang lién két ciia khang thé tham chiéu v6i phan tir RSV-F. Néu, theo ca
hai huéng, chi khang thé thir nhét (bdo hoa) ¢6 kha ning lién két véi phan tr RSV-F, thi
két luan rr?mg khang thé thu nghiém va khang thé tham chiéu canh tranh dé lién két véi
RSV-F. Theo dénh gia cia chuyén gia trong linh vy k§ thuat nay, khang thé ma canh
tranh dé lién két voi khéng thé tham chiéu c6 thé khéng can lién két véi epitop dong
nhét véi khang thé tham chiéu, nhung c6 thé phong bé kha nang lién két cua khang thé

tham chiéu trong khong gian bang cach lién két véi epitop chdng 14n hoc lidn ké.

Hai khéng thé lién két voi cung mdt epitop hodc epitop chdng l4n néu mai khang
thé wc ché theo cach canh tranh (phong bé) kha ning lién két cua khang thé kia véi
khang nguyén. D6 13, lugng du gép 1, 5, 10, 20 hosc 100 I3n cia mot khéng thé wrc ché
kha nang lién két ciia khang thé kia I it nhit 50% nhung tét hon, néu 1a 75%, 90% hoic
thdm chi 1a 99% nhu dugc do trong thir nghiém lién két canh tranh (vi dy, xem tai liéu:
Junghans et al., Cancer Res. 1990 50:1495-1502). Theo cach khéc, hai khang thé co
cing mét epitop néu v& co ban tit ca cac dot bién axit amin trong khang nguyén ma lam
gidm hodc 1am mét kha ning lién két cia mot khéng thé 1am giam hogic 1am mét kha
ning lién két cua khéng thé kia. Hai khang thé c6 cac epitop chdng 14n néu mot sé dot
bién axit amin ma lam giam hogc 1am mét kha ning lién két ctia mdt khéng thé 1am giam

hodc 1am mét kha ning lién két cia khang thé kia.

Sau d6, c6 thé thuc hién thir nghiém thong thuong bd sung (vi dy, cac phan tich

lién két va dot bién peptit) & x4c nhan licu nguyén nhan din dén viéc khang thé thu
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nghiém khong c6 kha ning lién két thyc té c6 phai la do lién két v6i cing epitop nhu
khang thé tham chiéu hay khong hay 1a do sy phong bé trong khong gian (hoZc hién
twgng khéc) din dén viéc khang thé thir nghiém khong c6 kha ning lién két. Cac thir
nghiém kiéu nay c6 thé dugc thyc hién bang cach sir dung ELISA, RIA, phuong phap
cdng hudng plasmon bé mat, dém té bao theo dong chay hogc thir nghiém lién két khang

thé dinh tinh hodc dinh lugng bit ky khac sn c6 trong linh vuc k§ thuat nay.
Thé tiép hop mién dich

Sang ché @& xuét khang thé RSV-F don dong cua ngudi duge tiép hop véi mot
gbc tri liéu (“thé tiép hop mién dich”), nhu chit ma c6 kha ning lam giam mirc d6 trim
trong cta tinh trang 14y nhiém RSV so cip, hodic giam bét it nhét mot tri€u ching gin
lién véi tinh trang 18y nhiém RSV, bao gdm ca tinh trang ho, sét, viém phdi, hodc mirc
do trAm trong cua chiing. Chét nay c6 thé 1a khéng thé tht hai khac cia RSV-F, hodc
vacxin. Loai gbc tri liéu ma c6 thé duge tiép hop voi khéng thé khang RSV-F va s& chd
y dén tinh trang dugc diéu tri va tac dung tri liéu mong mudn cén dat dugce. Theo cach
khac, néu tic dung tri li€u mong mudn 12 dé didu tri cac di chirng hodc triéu ching gén
lién véi tinh trang 14y nhiém RSV, hodc tinh trang bét ky khac 1a két qua cua tinh trang
ldy nhiém nay, nhu, nhung khong chi gi6i han &, viém phdi, thi c6 thé 1a thuan loi khi
tiép hop mot chét thich hop dé didu tri cac di chirng hodc tri€u ching cta tinh trang nay,
hodc giam nhe céc tdc dung phu bét ky cua cac khang thé theo sang ché. Cac vi du vé
céc chét thich hop dung @& tao thé tiép hop mién dich thi da biét trong linh vuc k§ thuat
nay, vi du, xem WO 05/103081.

Cic khang thé da dic hiéu

Céac khang thé theo séng ché c6 thé 1a dac hiéu don, dic hiéu kép hodc da dic
hi¢u. Céc khéang thé da dic hiéu c6 thé 1a dic hiéu véi cac epitop khac nhau cua mot
polypeptit dich hozc c6 thé chtra cac mién lién két khang nguyén dic hiéu véi nhiéu
polypeptit dich. Vi du, xem tai liéu: Tutt et al., 1991, J. Immunol. 147:60-69; Kufer et
al., 2004, Trends Biotechnol. 22:238-244. C4c khang thé theo sang ché c6 thé duoc lién
két véi hodc dugce ddng biéu hién véi phén tir chirc néng khac, vi dy, peptit hoic protein
khac. Vi du, khang thé hodc doan ctia né c6 thé duge lién két chirc nang (vi duy, b%mg

lién hop héa hoc, dung hop gen, lién két khong cong héa tri hodc lién két khéc) véi mot
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hogc nhiéu thuc thé phan tir khac, nhw khang thé hojc doan khéng thé khac dé tao ra

khéng thé dic higu kép hodic da dic hiéu c6 tinh ddc hicu lién két thir hai.

Dang thic khang thé dic hiéu kép tidu biéu ma c6 thé duogc st dung theo vin
canh ctia séang ché lién quan dén viée st dung mién Cy; ciia globulin mién dich (Ig) thu
nht va mién Cy; cla Ig th hai, trong d6 cic mién Cys cta Ig thir nhit va thi hai khac
biét véi nhau bai it nhit mot axit amin, va trong d6 su khac biét it nhit mot axit amin
ndy lam gidm mtrc lién két khang thé dic hiéu kép véi protein A so véi khang thé dic
hiéu kép thiéu sy khac biét axit amin. Theo mot phuong 4n, mién Cy; cia Ig thir nhit
lién két protein A va mién Cy; cia Ig thit hai chira dot bién ma 1am giam hodc 1am mAt
kha nang lién két protein A nhu cai bién H95R (theo c4ch dénh s exon IMGT; H435R
theo céch danh s§ EU). Cy; tht hai c¢6 thé con bao gbm cai bién Y96F (theo IMGT;
Y436F theo EU). Céc cai bién khéac nita ma c6 thé dugc tim thy trong Cy; thit hai bao
gdm: DI16E, L18M, N44S, K52N, V57M, va V82I (theo IMGT; D356E, L358M,
N384S, K392N, V397M, va V422I theo EU) trong trudng hop khang thé IgG1; N44S,
K52N, va V82I (IMGT; N3848S, K392N, va V422I theo EU) trong truong hop khang thé
IgG2; va QISR, N44S, K52N, V57M, R69K, E79Q, va V82I (theo IMGT; Q355R,
N384S, K392N, V397M, R409K, E419Q, va V422I theo EU) trong truong hop khang
thé IgG4. Cac thay dbi ctia dang thirc khéng thé dic hiéu kép duge mod ta trén day dugc

du liéu trong pham vi clia sang ché.
Dang ché phim trj lidu va phwong thirc cho ding

Sang ché dé cap dén ché pham trj liéu chira céc khéng thé khéang RSV-F hoic cic
doan lién két khang nguyén cua chiing theo sang ché. Ché phim trj liéu theo sang ché s&
dugc cho dung voi chit mang, t4 dugc, va cac chit thich hop khac ma dugc sat nhap vao
cac dang ché phdm dé gitp cai thién kha ning van chuyén, phan phdi, dung nap va cac
khd ning twong tw. Nhiéu dang ché phim thich hop c6 thé duge tim thiy trong cong
thitc ma cic nha héa dugc da biét: Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Company, Easton, PA. Céac dang ché phém nay bao gf‘)m, vi duy, bdt, bot
nhdo, thuéc md, gel, sap, dau, lipit, tai chira lipit (cation hodc anion) (nhu
LIPOFECTIN™), thé tiép hop ADN, b6t nhdo hip thu khan, nhii twong déu trong nudc

va nude trong du, nhii tuong carbowax (polyetylen glycol c6 trong lugng phan tir khac
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nhau), gel ban rin, va hdn hop bén rin chtra carbowax. Xem thém tai liéu: Powell et al.
“Compendium of excipients for parenteral formulations” PDA (1998) J Pharm Sci
Technol 52:238-311.

Lidu ciia m&i khang thé trong s cac khang thé theo sang ché c6 thé thay dbi tuy
thudc vao do tudi va thé trong cla dbi tugng dugc cho dung dung thudc, bénh dich, tinh
trang bénh, dudng dung thubc, va cac yéu t6 khac. Khi cac khang thé theo sang ché
duge sir dung dé diéu tri tinh trang 14y nhiém RSV & bénh nhén, hodc ding dé didu tri
mdt hodc nhidu triéu ching gén lién voi tinh trang 14y nhifm RSV, nhu ho hodc viém
phdi gén lién v6i tinh trang 1ay nhiém RSV & bénh nhan, hodc d& giam bét muc do trdm
trong clia bénh, that 1a thuén loi khi cho diing mdi khang thé trong sb cac khang thé theo
séng ché theo phuong thirc vao tinh mach hodc dudi da binh thudng & muc lidu don 1a
tir 0,01 dén 30mg/kg thé trong, cang tdt hon, néu 12 0,1 dén 20mg/kg thé trong, hoic 0,1
dén 15mg/kg thé trong, hodc 0,02 dén 7mg/kg thé trong, 0,03 dén Smg/kg thé trong,
hodc 0,05 dén 3mg/kg thé trong, hodc 1mg/kg thé trong, hodc 3,0mg/kg thé trong, hodic
10mg/kg thé trong, hogic 20mg/kg thé trong. C6 thé cho ding lidu da khi cin thiét. Ty
thudc vao mirc do trAm trong cua tinh trang, c6 thé didu chinh tan suét va khoang thoi
gian diéu tri. Theo céc phuong én cu thé, cac khang thé hoic cac doan lién két khéng
nguyén ciia chiing theo sang ché c¢6 thé duoc cho ding dudi dang liéu ban diu 1a it nhit
biang 0,1mg dén 800mg, 1 dén 600mg, 5 dén 300mg, hodc 10 dén 150mg, dén 100mg,
hodc dén 50mg. Theo cic phuong 4n cu thé, c6 thé theo sau lidu ban diu 1a cho dung
liéu thir hai hodc nhiéu lidu ké tiép cua cac khang thé hodc cac doan lién két khéng
nguyén ciia chiing theo lwgng ma c6 thé bing hoic thip hon luong cia lidu ban diu,
trong d6 céc liéu ké tiép cach nhau 12 it nhit 1 ngay dén 3 ngay; it nhit mot tudn, it nhit
2 tudn; it nhit 3 tudn; it nhit 4 tuln; it nhit 5 tudn; it nhét 6 tuln; it nhit 7 tuln; it nhét 8

tudn; it nhat 9 tudn; it nhét 10 tudn; it nhit 12 tudn; hodc it nhét 14 tuln.

Cac hé théng phan phdi khac nhau thi da biét va c6 thé dwoc sir dung d& cho ding
duoc phém theo séng ché, vi dy, bao nang trong liposom, vi hat, vi nang, cac té bao tai
tb hop ¢6 kha ning biéu hién virut dot bién, nhép bio qua trung gian thu thé (vi dy, xem
tai liéu: Wu et al. (1987) J. Biol. Chem. 262:4429-4432). Cé4c phuong phéap dwa thudc
vao co thé bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, dudng dung trong chan bi, qua chin

bi, vao trong co, vao trong mang bung, vao tinh mach, dudi da, vao trong miii, trén
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mang cling va qua dudng miéng. C6 thé cho dung ché phdm bing duong ding thuan
tién bt ky, vi dy, bing cach truyén hodc tiém tinh mach nhanh, bang cach hép thu qua
biéu md hoic 16p niém mac (vi dy, niém mac miéng, niém mac miii, ni€m mac truc
trang va niém mac rudt, v.v.) va c6 thé dugc cho ding ciing v6i hoat chét sinh hoc khac.
Phuong thitc cho ding c6 thé 14 toan than hoic khu tra. C6 thé phan phdi ché phim &
dang ché phém dugc sol khi héa (xem US2011/0311515 va US2012/0128669). Phuong
thirc phan phéi cac chat hiru ich d6i v6i viéc diéu tri cac bénh ho hip bang cach x0ng xit
dang tré nén dugce chép nhan rdng rdi hon (xem tai li€u: A. J. Bitonti and J. A. Dumont,
(2006), Adv. Drug Deliv. Rev, 58:1106-1118). Ngoai dic diém hiru hiéu trong viéc didu
tri bénh phdi cuc bd ra, co ché phan phdi nay ciing c6 thé hiru ich cho phuong thirc phan
phdi toan than cic khang thé (xem tai liéu: Maillet et al. (2008), Pharmaceutical

Research, Vol. 25, No. 6, 2008).

Dugc phim ciing ¢ thé dugc phén phbi trong tii, cu thé 1 liposom (vi dy, xem

tai liéu: Langer (1990) Science 249:1527-1533).

Trong mot s6 tinh hudng cu thé, ¢6 thé phan phéi dugc phdm trong hé théng giai
phéng c6 kiém soat. Theo mdt phuong 4n, c6 thé sit dung bom. Theo phwong 4n khac,
c6 thé sir dung céc chét lidu polyme. Theo phwong an khéc nita, hé théng giai phéng ¢6
kiém soét c6 thé duoc dit gin véi dich cia ché phim, vi thé ma, doi hoi chi mot phin

cua liéu toan than.

Céc ché phim tiém c6 thé bao gdm dang liéu dé tiém tinh mach, dudi da, trong
da va tiém bép, truyén nho giot, v.v. Céc ché phim tiém nay c6 thé dwoc bao ché bang
cac phuong phap da biét rong rai. Vi dy, cac ché phém tiém c6 thé dugc bao ché, vi dy,
b:?mg cach hoa tan, tao huyén phu hodc nhii h6éa khéng thé hodic mudi cua né duge mo ta
trén ddy trong méi trudng chira nude hoic méi trudng chira dau vo tring thuong duge
dung dé tiém. Mdi trudng chira nudc ding cho thude tiém bao gdm, vi du, dung dich
nudc mudi sinh ly, dung dich déng truong chira glucoza va chét phu trg khéc, v.v., ma
c6 thé dugce sir dung Két hop véi chit hoa tan thich hop nhu rugu (vi dy, etanol), rugu da
chirc (vi du, propylen glycol, polyetylen glycol), chét hoat dong bé mit khong ion [vi
du, polysorbat 80, HCO-50 (polyoxyetylen (50mol) san phidm cdng cia diu thau diu

duoc hydro héa)], v.v. Moi truong chira du duoc st dung bao gdm, vi du, dau ving,
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diu dau twong, v.v., ma c6 thé dugc s dung két hop véi chét hoa tan nhu benzyl
benzoat, rugu benzylic, v.v.. Tot hon, néu thube tiém dugce bao ché nhu vay dwoc dung

trong 6ng thudc tiém thich hop.

Dugc phidm theo sang ché c6 thé duge phan phéi theo phuong thirc duéi da hoiic
vao tinh mach bing kim va bom tiém tiéu chuln. Ngoai ra, lién quan dén phwong thirc
phan phéi dudi da, thiét bi phan phdi dang but d& dang phan phéi dugc phdm theo sang
ché. Thiét bi phan phdi dang but nay c6 thé 1a dang tai sir dung hoic str dung mét 1an.
Thiét bi phan phdi dang but tai sir dung thudng sir dung hdp c6 thé thay thé ma chira
dugc phdm. Mot khi toan bd lwong dugc phdm trong hdp duoc st dung va hop nay rdng,
thi hop rdng ndy dé dang dugc 1iy ra va thay biang hop méi chira dugc phim. Thiét bi
phan phdi dang but sau d6 c6 thé dugc tai sir dung. Trong thiét bi phan phéi dang but st
dung mét 1an, khong c6 hop co thé thay thé. Pung hon 13, thiét b phan phdi dang but st
dung mot 14n dugc nap trude dugce phim va dugc giit trong khoang chtra trong thiét bj

nay. Mot khi khoang chira khong con dugc phim, thi toan bo thiét bj ndy duge bo di.

Nhiéu thiét bj phan phéi thuéc dang but tai st dung va tiém ty dong c6 thé duoc
sir dung dé phan phdi dugc phim theo sang ché dudi da. Cac vi du v& thiét bi ndy bao
gdm, nhung khéng chi giéi han & AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock,
UK), bat DISETRONIC™ (Disetronic Medical Systems, Burghdorf, Thuy Si), but
HUMALOG MIX 75/25™, bat HUMALOG™, bt HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly and
Co., Indianapolis, IN), NOVOPEN™ [, II va III (Novo Nordisk, Copenhagen, Dan
Mach), NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhagen, Pan Mach), bit BD™
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN
STARLET™, va OPTICLIK™ (sanofi-aventis, Frankfurt, Dirc), trong sb rat nhiéu san
phim khéc. Céc vi du v& thiét bj phan phdi dang bt sir dung mot 1an c6 tng dung trong
phuong thirc phan phdi dudi da dwoc phim theo sang ché bao gdm, nhung khong chi
giéi han & but SOLOSTAR™ (sanofi-aventis), FLEXPEN™ (Novo Nordisk), va
KWIKPEN™ (Eli Lilly), dung cu tiém ty dong SURECLICK ™ (Amgen, Thousands
Oaks, CA), PENLET ™ (Haselmeier, Stuttgart, Ptcc), EPIPEN (Dey, L.P.) va but
HUMIRA ™ (Abbott Labs, Abbott Park, IL), trong sb rit nhidu san phim khéc.

Pé thuén loi, cac dugc phim dé sir dung qua dudng miéng hodc ngoai dudng tiéu
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héa duge mb ta trén ddy dwgc diéu ché thanh cac dang lidu dung & dang lidu don vi
dugc 1am phu hop véi lidu cia cac hoat chét. Cac dang lidu ding & dang liéu don vi nay
bao gdm, vi duy, vién nén, vién tron, vién nang, thudc tiém (6ng thubc tiém), vién thudc
dan, v.v. Lugng khang thé néi trén thuong nim trong khoang tir 5 dén 500mg trong mbi
dang lidu & dang liéu don vi; dic biét 1a & dang thudc tiém, tét hon 1a luong khang thé
no6i trén thuong nim trong khoang tir 5 dén 100mg va nim trong khoang tir 10 dén

250mg dbi voi dang lidu khéc.
Ché ¢ dung thudc

Theo cac phwong 4n cu thé cia sang ché, c6 thé cho ddi tuong ding dang da lidu
ctia khang thé khang RSV-F trong mot khoang thoi gian xac dinh. Cac phuong phap
theo khia canh ndy clia sang ché bao gdm viéc cho ddi twong ding mét cach lién tiép

dang da lidu cua khang thé khang RSV-F. Nhu dugc sir dung trong tai liéu ndy, “cho
ding mot cach lién tiép” c6 nghia 1a cho dbi twong diing mdi liéu khang thé khang RSV-
F & thoi diém khac nhau, vi du, vao cic ngay khic nhau phan cach v&i nhau béi mot
khoang thoi gian gian cach dinh truée (vi dy, tinh bing gid, ngdy, tudn hoic thang).
Séang ché @& cap dén phuong phap ma bao gdm viéc cho bénh nhan ding lién tiép mot
lidu ban diu cta khang thé khang RSV-F, sau d6 13 mot hoic nhiéu liéu thir hai cia
khang thé khang RSV-F va tlly y sau d6 13 mdt hodc nhidu lidu thir ba ciia khang thé

khéng RSV-F .

Céc thuat ngit “liéu ban du,” “lidu thr hai”, va “liéu thir ba”, dugc dung dé chi
trinh ty thoi gian cta viéc cho ding khang thé khang RSV-F. Vi vy, “lidu ban diu” 1a
lidu lugng ma dugc cho ding & thoi diém bit dau ché do diéu tri (con duge goi 1a “lidu
dudng chuin”); “liéu thir hai” 13 cac lidu lugng ma duogc cho dung sau lidu ban diu; va
“lidu thir ba” 1 c4c lidu lwong ma dugce cho dung sau lidu thi hai. Liu ban dau, thir hai
va thtr ba c¢6 thé déu chira cling mot lugng khang thé khang RSV-F, nhung thuong c6
thé khac biét v4i nhau vé tan suét cho dung. Tuy nhién, theo cic phuong én cu thé,
luong khang thé khang RSV-F dugc chira trong liéu ban diu, thir hai va/hodc thir ba
thay d6i khac v6i nhau (vi du, duoc didu chinh 1én hoic xudng khi cén) trong subt thoi

gian diéu tri. Theo céc phuong an cu thé, hai hodc nhiéu liéu hon nira (viduy, 2, 3, 4,
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hoic 5) duge cho ding & thoi diém bit diu ché d6 diéu tri trong vai tro 12 “liéu nap” sau

d6 1a céc liéu ké tiép ma duoc cho ding véi tin sudt thua hon (vi du, “lidu duy tri”).

Theo mdt phuong 4n tiéu biéu ctia sang ché, mdi lidu thir hai va/hoic lidu thi ba
dugc cho diing tir 1 dén 26 tuln (vi dy, 1, 1%, 2, 2%, 3, 3%, 4, 4%, 5, 5%, 6, 6%, 7, T%,
8,8'%,9, 9%, 10, 10'%, 11, 11%, 12, 12\, 13, 13'%, 14, 144, 15, 15'%, 16, 16'%, 17, 17'%,
18, 18'%, 19, 19'%, 20, 20, 21, 21'%, 22, 22%, 23, 23, 24, 24'4, 25, 25'%, 26, 26,
hodc nhiéu hon) sau liéu ngay tru6c. Thuat ngit “lidu ngay truéc”, nhu dugc sir dung
trong tai lidu nay, c6 nghia 13, theo trinh ty sir dung nhiéu liéu, liéu lwong khang thé
khéang RSV-F ma cho bénh nhén ding trude khi cho ding liéu tiép theo theo trinh tu sir

dung ma khong c6 li€u ndo xen vao.

Céc phuong phép theo khia canh nay cia séng ché c6 thé bao gdm viéc ho bénh
nhan ding mét sb liéu thir hai va/hoic lidu thir ba bit ky ctia khang thé khang RSV-F.
Vi dy, theo c4c phwong 4n cu thé, cho bénh nhan ding chi duy nhit mét liéu thi hai.
Theo cac phuong an khéc, cho bénh nhén dung hai hodc nhiéu lidu tht hai hon nita (vi
du, 2,3,4,5,6, 7, 8, hoac nhiéu hon). Ciing vay, theo cac phuong 4n cu thé, cho bénh
nhan ding chi duy nhit mdt liu thi ba. Theo cac phuong 4n khac, cho bénh nhan ding

hai hogic nhidu liéu thir ba hon nita (vi dy, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, hoic nhiéu hon).

Theo cac phuong 4n lién quan dén nhiéu liéu thir hai, ¢6 thé cho dung méi lidu
thir hai & cing mot tin sudt véi cac liéu thir hai khac. Vi du, ¢6 thé cho bénh nhan ding
mdi lidu thtr hai 1 dén 2 tudn sau lidu ngay truée. Tuong tu, theo cac phuong 4n lién
quan dén nhiéu liéu thir ba, c6 thé cho ding mbi liéu thit ba & ciing mdt tin suét véi cic
lidu thtr ba khéc. Vi du, c6 thé cho bénh nhan diing mdi liéu thi ba 2 dén 4 tuin sau lidu
ngay trude. Theo cach khac, tin sut cho bénh nhan ding liéu thir hai va/hodc lidu thir
ba c6 thé thay ddi trong khoang thoi gian ctia ché d diéu tri. Tan suét ding thudc ciing
¢6 thé dugc bac sT didu chinh trong sudt thoi gian didu tri tuy thudc vao nhu cdu cia

ting bénh nhan sau kham 1am sang.
Cic cong dung trj lidu ciia khang thé

Nho kha ning lién két/trong tac ctia chiing véi protein dung hgp RSV (RSV-F),
cac khang thé theo sang ché 12 hiru ich dbi v6i viéc phong ngira qua trinh dung hop virut

v6i mang té bao cha, viéc phong ngira tinh trang 1ay lan virut tir té bao nay sang té bao
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khac, va dbi véi viée tre ché qua trinh tao hop tir. Nhu vay, céc khang thé theo sang ché
1a hitu ich ddi véi viéc phong ngira tinh trang l4y nhiém RSV ciia dbi twgng khi dugc
cho dung véi muc dich phong bénh. Theo cach khac, cac khang thé theo sang ché co thé
1a hitu ich @i véi viéc giam bét it nhAt mdt triéu ching gin lién véi tinh trang lay
nhiém, nhu tinh trang ho, sbt, viém phéi, hodc vi€c giam bét tinh trAm trong, khodng
thoi gian, va/hoic tin suét ciia tinh trang 14y nhiém. Cac khang thé theo sang ché con
dugc du liéu cho muc dich sir dung dé phong bénh & cac bénh nhén c6 nguy co phat
trién hodc méc phai tinh trang liy nhiém RSV. Cac bénh nhén nay bao gom tré so sinh
sinh non, tré so sinh du thang sinh ra trong su6t miia RSV (cubi mia thu dén déu mua
xuén), cao tudi (vi dy, & nguoi 65 tudi trd 1én), hodc cac bénh nhan bi suy giam mién
dich do bénh hozic phwong phép diéu tri bing cac phuong phap tri liéu trc ché mién dich,
hodc cac bénh nhan ma c6 thé c6 tinh trang y ly tiém 4n lam cho ho d& b lay nhiém
RSV (vi dy, bénh nhén xo nang, bénh nhan c6 bénh suy tim sung huyét hoac céac tinh
trang tim khac, bénh nhén c¢ tinh trang suy nhugc khi dao, bénh nhan c6 COPD). Buogc
du lidu ring cac khang thé theo sang ché c6 thé dugc st dung mdt minh, hodc ciing véi
mot chét thir hai, hodc chét tht ba dung dé didu tri tinh trang 1dy nhiém RSV, hoic ding
dé giam bét it nhat mot triéu chimg hodc bién chimg gin lién véi tinh trang 1y nhidm
RSV, nhu sbt, tinh trang ho, viém tiéu phé quan, hodc viém phéi gén lién véi, hodc 1a
két qua cua tinh trang 14y nhidm nay. Chét thir hai hodc chét thir ba c6 thé dwoc phan
phdi ddng thoi vai cac khang thé theo sang ché, hodc chiing c6 thé duge cho ding mét
cach tach biét, hoic trudce hodc sau cac khang thé theo séng ché. Chét tht hai hodc chét
thtr ba c6 thé 1a mot chét khéng virut nhu ribavirin, NSAID hoéc cac chit khac dé 1am
giam tinh trang st hoic dau, mot khang thé thir hai khac nhung khac biét ma lién két
dac hidu véi RSV-F, mot chét (vi dy, khang thé) ma lién két v6i mot khang nguyén RSV
khac, nhu RSV-G, vacxin chéng RSV, ARN can thi€p kich thudc nhé dic hi¢u véi
khéng nguyén RSV.

Theo phuong 4n khac nita cia sang ché, cac khang thé theo sang ché duoc st
dung cho viéc didu ché duoc phém ding dé didu tri cac bénh nhan mic tinh trang lay
nhiém RSV. Theo phuong 4n khéc nita clia sang ché, cac khang thé theo sdng ché dugc
str dung cho viéc diéu ché dugc phdm ding dé 1am gidm muc d6 trAm trong cua tinh

trang 1y nhiém RSV so cép, hogic ding dé 1am giam khoang thoi gian 13y nhiém, hogic
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ding dé 1am giam it nh4t mot tridu chimg gén lién v6i tinh trang 14y nhiém RSV. Theo
phwong 4n khac nita ctia sang ché, cac khang thé theo sang ché dugc sir dung lam liéu
phép phu trg véi chét bét ky khéc hitu ich d6i v6i viée diéu trj tinh trang 1y nhiém RSV,
bao gdm ca chét chéng virut, bién doc td, vacxin, khang thé RSV-F thir hai, hoic khang
thé bAt ky khac dic hi€u véi khang nguyén RSV, bao gém ca khang thé RSV-G, hoic
lidu phap giam nhe bét ky khac ma chuyén gia trong linh vuc nay da biét.

Cic li¢u phap két hop

Nhu da néu trén ddy, cac phwong phép theo sang ché, theo cac phuong an cu thé,
bao gdm viéc cho dbi trgng ding mét hoic nhiéu chét tri lidéu bd sung két hop v6i khang
thé khang RSV-F. Nhu duoc str dung trong tai liéu nay, cach dién dat “két hop véi” co
nghia 1a céac chét tri lidu bd sung dugc cho dung trude, sau hodc df“)ng thoi v6i dugce
phdm chira khang thé khang RSV-F. Thuat ngit “két hop v6i” con bao gbm phuong thirc
cho diing lién tiép hodc ddng thoi khang thé khang RSV-F va chét tri liéu thir hai.

Vi dy, khi duge cho ding “trude” duge phidm chira khang thé khang RSV-F, chét
trj liéu bd sung c6 thé duge cho ding vao thoi diém 72 giv, 60 gio, 48 giv, 36 giv, 24
gio, 12 gio, 10 gio, 8 gid, 6 gio, 4 gio, 2 gid, 1 gid, 30 phut, 15 phut hodc 10 phut trude
khi cho ding dwgc phim chira khang thé khang RSV-F. Khi dugc cho ding “sau” duoc
phdm chira khang thé khang RSV-F, chét trj liéu bd sung c¢6 thé dugc cho ding vao thoi
diém 10 phut, 15 phit, 30 phat, 1 gio, 2 gio, 4 gio, 6 gio, 8 giv, 10 giv, 12 giv, 24 giv,
36 gio, 48 gid, 60 gid hodc 72 gidr sau khi cho ding dwgc phidm chira cac khang thé
khéng RSV-F. Phuong thirc cho ding “ddng thoi” hodc véi duge phdm chira khang thé
khéng RSV-F c6 nghia 13 cho d6i tuong ding chét trj liéu bd sung & dang liéu ding tach
biét trong vong it hon 5 phut (trudc, sau hodc cung mot thdi diém) tir thoi diém cho
ding dugc phdm chira khang thé khang RSV-F, hoic cho dbi twong ding & dang ché
phim lidu diing két hop don 1& chira ca chét tri liéu bd sung va khang thé khang RSV-F.

Céc liéu phap két hop c6 thé bao gdm khang thé khang RSV-F theo sang ché va
chit tri liéu bd sung bt ky ma c6 thé duoc két hgp mot cach thuén loi véi khang thé
theo séng ché, hoic vé6i doan c6 hoat tinh sinh hoc cua khéng thé theo séng ché.

Vi du, c6 thé sir dung chét trj liéu thi hai hodc thir ba dé trg giup trong viéc lam

giam téng lugng virut & phdi, nhu chét chéng virut, vi du, ribavirin. Ciing c6 thé st
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dung cac khang thé ciing véi cac liéu phép khac, nhu di néu trén day, bao gdm ca bién
doc t6, vacxin dic hidu véi RSV, khang thé thir hai dic hiéu v6i RSV-F, hodc khang thé
ddc hi¢u véi mot khang nguyén RSV khac, nhu RSV-G.

Cong dung chin doan ciia khang thé

Ciing c6 thé st dung cdc khang thé khang RSV theo sing ché dé& phét hién
va/hodic do RSV trong mau, vi dy, nhim muc dich chdn doan. Ciing dugc du liéu 1a c6
thé thyc hién viéc xac nhén tinh trang lay nhiém dugc cho 1a do RSV géy ra bing cach
do mirc c6 m3t cua virut thong qua viéc sir dung mot hodc nhiéu kha’lng thé bat ky trong
s6 cac khang thé theo sang ché. Céc thir nghiém chin doan tiéu biéu dung cho RSV ¢6
thé bao gbm, vi dy, cho mAu thu dugc tir bénh nhan tiép xtic voi khang thé khang RSV-
F theo sang ché, trong d6 khang thé khdng RSV-F dugc danh diu bang chét danh déu c6
thé phat hién dugc hogc phan tir thong béo hodc dwgc sir dung lam phdi tir bat gitr dé
phan 1ap mdt cach chon loc virut chira protein F tir cdc mAu cia bénh nhan. Theo céch
khac, c6 thé sir dung khang thé khang RSV-F khéng dugc d4anh déu trong cac ung dung
chin doan két hop v6i khang thé tha cép ma ban than khang thé nay dugc danh du dé
phat hién. Phan tir danh déu hodc phan tir thong bio d& phat hién ¢6 thé 1a chit ddng vi
phéng xa, nhu *H, *C, *’P, %S, hogc '*°I; gbc huynh quang hoic phat quang hoéa hoc
nhu floresxein isothioxyanat, hodc rodamin; hoic enzym nhu phosphataza kiém, p-
galactosidaza, peroxidaza cu cai ngya, hodc luxiferaza. Cac thir nghiém tiéu biéu cy thé
ma c6 thé dugc sir dung dé phat hién hodc do RSV chira protein F trong miu bao gdm
thir nghiém hip thy mién dich lién két enzym (enzyme-linked immunosorbent assay-
ELISA), thir nghiém mién dich phéng xa (radioimmunoassay-RIA), va thir nghiém phéan
loai t& bao c¢6 hoat hoa hién tuong huynh quang (fluorescence-activated cell sorting-
FACS).

Céc miu ma c6 thé dugc sir dung trong cac thir nghiém chan doan RSV theo sang
ché bao g?)m mau md hoic dich bét ky c6 thé thu dwgc tir bénh nhan, ma chira lugng
protein RSV-F dé& phat hién, hodic cac doan ciia no, trong cac diéu kién binh thudng hodc
bénh ly. Nhin chung, mitc RSV-F trong mdt miu cu thé thu duge tir bénh nhan khoe
manh (vi dy, bénh nhan khong bi bénh hoic tinh trang gén lién véi sy ¢6 mat cia RSV-

F) s& dugc do d€ ban dau xac lap mic dudng chuan hodc muc tiéu chuan cia protein F
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tir RSV. Sau d6, c6 thé so sanh mirc dudng chudn nay cua RSV-F véi mic RSV-F duoc
do trong cac mau thu duge tir céc ca thé bj nghi c6 tinh trang 1y nhidm RSV, hoic cac

triéu chimg gan lién v6i tinh trang 1ay nhiém nay.
. \ . A R . X .
Vacxin va cac ché pham sinh mién dich

Mot khia canh cua sang ché @ cap dén ché phém sinh mién dich, hodc vacxin,
ma khi cho c4 thé dung, t6t hon, néu 1a ngudi, gy ra dép tng mién dich ddi véi khang
nguyén virut hop bao ho hip (RSV) & ca thé do, vi du, polypeptit RSV-F, trong d6 ché
phdm c6 thé bao gdm protein RSV-F t4i td hop, hodc doan polypeptit ciia protein RSV-
F, hoic epitop ndm trong va thu dugc tir khéng nguyén cia polypeptit RSV-F hodc mot
doan clia n6, va/hodc chira ADN va/hodc ARN c6 chirc ning mi héa va biéu hién epitop
tir khang nguyén cua polypeptit RSV-F, hodc céc polypeptit khac theo sang ché. Ché
phém sinh mién dich hodc vacxin c6 thé dugc sir dung v6i muc dich tri liéu hodc voi
muyc dich phong bénh va c6 thé duoc sir dung d& gay ra hién twong mién dich khang thé
va/hodc hién tuong mién dich té bao, nhu hién twong mién dich té bao phat sinh tir té
bao T CTL hoic té bao T CD4+.

Theo mot phuong 4n cta sang ché, ché phém sinh mién dich, hodc vacxin, c6 thé
chtra protein RSV-F nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 354. Theo mdt phuong én
clia sang ché, ché phadm sinh mién dich, hodc vacxin, c6 thé chira doan polypeptit RSV-
F bao gdm céc gbc 161 dén 188 ciia SEQ ID NO: 354. Theo mot phuong 4n cua sang
ché, ché phém sinh mién dich, hoic vacxin, c6 thé bao gém mot hodic nhiéu géc axit
amin nim trong SEQ ID NO: 355 va/hodc SEQ ID NO: 356. Theo mdt phuong an cta
sang ché, ché phdm sinh mién dich, hodc vacxin, c6 thé bao gdm SEQ ID NO: 355
va/hodc SEQ ID NO: 356.

Theo mot khia canh c6 lién quan, sang ché d& xuét phuong phap gy dép ing
mién dich & mot c4 thé ndo d6, cy thé 1a dong vat c6 va, tét hon, néu 1a ngudi, bing cach
cho c4 thé dung ché phém sinh mién dich, hodc vacxin, chira protein RSV-F, hoic mot
doan sinh mién dich ctia né, hoic khang nguyén RSV-F hodic mot doan sinh mién dich
clia n6 bao gdbm mot hodc nhidu epitop nim trong khang nguyén RSV-F hodc doan cia
no, thich hop dé tao ra khang thé va/hoic d4p tng mién dich té bao T dé bao vé cé thé

nay khoi 4y nhiém, cu thé 1 14y nhiém virut hop bao hd hip (RSV). Séng ché con dé
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xuét cac phuong phap sir dung cac ché phdm sinh mién dich, hoic cac vacxin theo séng
ché @& gay dap tng mién dich ma dem lai tdc dung trc ché, hoic 1am chim qua trinh tién
trién cua tinh trang 1ay lan tir t& bao nay sang té bao khac. Sang ché con dé xuit cac
phuong phép ding dé giam bét it nhat mot triéu chimg gin lién vdi tinh trang 14y nhiém
RSV bang cach cho ding ché phdm sinh mién dich, hoic vacxin, chira it nhét mot khang
nguyén RSV-F, hodc mot hodc nhiéu epitop ndm trong khang nguyén RSV-F, ma khi

duge cho ding thi s& giy dap (ng mién dich & c4 thé.

Vi du, theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuit phuong phap gy dap tmg mién
dich & mot c4 thé ndo d6 bao gdm viéc cho ca thé nay ding ché phdm sinh mién dich,
hodc vacxin chira khang nguyén RSV-F (vi dy, trinh ty axit amin dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 354), hodc doan khang nguyén cua no, (vi dy, polypeptit bao gdm cac gbc
161 dén 188 cia SEQ ID NO: 354), hoic vecto axit nucleic chira trinh tu nucleotit dé
dan dat qua trinh biéu hién cua polypeptit virut nay, hodc doan hodc bién thé cua no, in

vivo dé gy dap tmg mién dich.

Theo mdt phuong 4n cia séang ché, polypeptit dé sir dung trong ché phdm sinh
mién dich hodc trong vacxin dé giy dap ng mién dich & mot c4 thé nao d6 bao gdm cac
gbc 161 dén 188 ciia SEQ ID NO: 354. Theo mdt phurong 4n ciia sdng ché, polypeptit dé
str dung trong ché phdm sinh mién dich hoic trong vacxin dé gy dap img mién dich &
mot ca thé nao d6 bao gc“)m mot hodc nhidu gc")c axit amin nam trong SEQ ID NO: 355
va/hoic SEQ ID NO: 356. Theo mdt phuong 4an ciia sang ché, polypeptit d sir dung
trong ché phadm sinh mién dich hodc trong vacxin dé gay dap tmg mién dich & mét c4 thé
nao d6 bao gdm SEQ ID NO: 355 va/hosic SEQ ID NO: 356. Theo mdt phurong 4n cia
sang ché, ché phdm sinh mién dich, hodc vacxin, c6 thé gy ra dép ung khang thé dic
hiéu véi khang nguyén RSV-F ciia RSV, trong d6 cac khang thé dugc tao ra twong tac
v6i hodc serin ¢ vi tri 173 ctiia SEQ ID NO: 354, hodc threonin & vi tri 354, hodc ca serin

& vitri 173 cia SEQ ID NO: 354 va threonin ¢ vi tri 174 cia SEQ ID NO: 354.

Theo cac phuong an cu thé, that 12 thuan loi khi bao ché cac khéng nguyén RSV-
F hodc céc doan cua chung thanh cac ché phém sinh mién dich, hodic cac vacxin ma
chira luong sinh mién dich, t6t hon, néu 14 lugng hiru hidu vé phuong dién mién dich

hoc ctia cac khang nguyén bd sung dé giy ra hién twong mién dich ddi v6i cdc mam
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bénh khac, t6t hon, néu 1a cac virut va/hodc vi khudn. Cac khang nguyén bd sung nay c6
thé bao gbm khang nguyén virut cim, khang nguyén tir metapneumovirut hodc tir
coronavirut, khang nguyén tir Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumonia, hoic
Bordetella pertussis. Cac khang nguyén RSV khéc c6 thé dugc dwa vao cac ché phim
sinh mién dich, hodc vacxin, nhu glycoprotein RSV-G, hodc cic doan sinh mién dich
ctia no, protein HN, ho#ic cac din xuét cia nd. Theo cic phuong 4n cu thé, cac khang
nguyén virut cam dé dua vao trong ché phim sinh mién dich hodc c4c vacxin theo sang
ché c6 thé bao gdm virut sbng, nguyén hodc virut bi bt hoat, virut cim dang manh,
dugc nudi cdy trong tring hoic cac t& bao MDCK, hodc céc té bao Vero hodc virosom
cim nguyén, hodc protein duge tinh ché hoic protein tai td hop ctia ching, nhu céac

protein HA, NP, NA, ho#c M, hodc cac dang két hop cua ching.

Theo c4c phuong 4n cu thé clia sang ché, ché phdm sinh mién dich, hodc vacxin
dang ché phidm c6 thé bao gdm polypeptit va/hoic polynucleotit tai t& hop sinh mién
dich theo sang ché, hoic dang két hop cua chiing, cling v6i ta dugc/chit mang thich hop,
nhu t& dugc/chdt mang duge dung. Tt hon, néu cho ding ché phdm sinh mién dich
va/hodc vacxin theo phuong thitc ngoai dudng tiéu hoa, bao gém ca, vi du, phuong thirc
cho ding dudi da, vao trong co, vao tinh mach, hodc trong chan bi. Cac dang ché phim
thich hop d6i véi viée ding thubc ngoai dudng tidu héa bao gdm nudc va dung dich
tiém vo trung khong chira nuéc ma c6 thé chira chit chdng oxy hoa, cac chit dém, hop
chit kim ham vi khuln va c4c chét tan ma dem lai dang ché phim ding trwong véi dich
thé, tot hon, néu 12 mau cua c4 thé; va cac huyén phit v tring chita nudc va khong chira
nude ma c6 thé chira chét tao huyén phil hoic chit 1am dic. Cac dang ché phém c6 thé
dugce trinh bay trong vat chira liéu don vi hodc vit chira da lidu, vi du, lo va 6ng thube
tiém dugc bit kin va c6 thé dugc bao quan trong diéu kién dong kho chi can b sung

chit mang 16ng vo tring ngay trude khi st dung.

Ché phdm sinh mién dich, hojc vacxin dang ché phim cia sang ché c6 thé con
chira cc chét phu trg ding dé 1am ting tinh sinh mién dich cta dang ché phim. O thoi
diém nay, chit phu trg duy nhit duoc st dung rong rdi & ngudi 1a phén (nhdm phosphat
hogc nhdm hydroxit) va gel canxi phosphat. Chét phu trg Freund hoan chinh va céc chét
phy trg khac duogc st dung trong nghién ciru va cac tng dung nganh tha y c6 doc tinh,

di€u nay han ch¢ cong dung tiém tang cia chung trong vacxin cho nguoi. Tuy nhién, cac
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ché phém da dugc xé4c dinh vé mat hoa hoc nhu nhil twong déu va céc dang ché phém
trén co s& chit hoat dong bé mit, vi du, MF59 (nhii tuong dau trong nuéc duge lam bn
dinh bang thudc tiy di duoc héa long kich thude micro), QS21 (saponin dd dugc tinh
ché), AS02 [SBAS2] (nhii tvong ddu trong nuéc + MPL + QS-21), Montanide ISA-51
va ISA-720 (nhii trong nudc trong diu dugc 1am on dinh), ciing dang trong qué trinh
phat trién. Ngoai ra, céc dAn xuét vi sinh vat (tu nhién va téng hop), vi dy, muramyl
dipeptit, monophosphoryl lipit A (vi du, monophosphoryl lipit A dugc khir axyl & 3-O,
con duge goi 1a 3D-MPL, chét ndy dugc san xuit béi Ribi Immunochem, Montana),
Detox (MPL + khung xuwong thanh t& bao M. Phlei), AGP [RC-529] (monosacarit dugc
axyl hoa tdng hop), DCChol (chit kich thich mi&n dich dang lipit c6 kha ning ty t6 chirc
thanh liposom), OM-174 (din xuét lipit A), motif CpG (cac oligonucleotit tdng hop
chira motif CpG kich thich min dich), CT va LT dugc cai bién (ddc t& vi khuin dugc
cai bién gen dé dem lai tac dung phu trg khong doc), va QS21, phén khong doc da dugce
tinh ché bang HPLC dugc tao ra tir vo ctia Quillaja Saponaria Molina, déu dang trong

qua trinh phat trién @ str dung cho ngudi.

Mot dang dugc uu tién cua monophosphoryl lipit A duge khir axyl & 3-O dugce
boc 16 trong bing sang ché Chau Au 0 689 454 B1 (SmithKline Beecham Biologicals
SA).

Céac chét phu tr¢g dang hat khéc bao gf‘)m, vi du, cac virosom (cac chit din dang
liposom mdt ban sat nhdp khang nguyén virut), AS04 ([SBAS4] mudi Al véi MPL),
ISCOMS (phirc hop dugc kién tao cta saponin va lipit), polylactit co-glycolit
(polylactide co-glycolide-PLG).

Céc chit phu tro thich hgp khéc bao gi‘)m tat ca cac hop chét kich thich mién dich
c6 thé chép nhén dugc, nhu xytokin, chemokin, hodc yéu t6 kich thich khuin lac. Vi du,
cac chét ndy c6 thé bao gdm céc intolokin IL-1, IL-2, IL-4, IL-7, IL-12, interferon gama,
va hGM-CSF.

Cén phai hiéu ring chit phu trg va/hoic hop cht kich thich mién dich dé st dung
s€ phu thudc vao d6i trong ma dugc cho ding vacxin hosic ché phém sinh mién dich,

duong tiém va so lan tiém dugc thuc hién.
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Trong khi séng ché da dwoc mo ta lién quan dén céc polypeptit RSV-F nhit dinh,
cin phai hiéu ring sang ché bao ham cac doan ctia cac polypeptit c6 trong tu nhién, va
céc polypeptit trong ddng c6 céc doan thém, doan x6a bd hoic doan thay thé ma vé co
ban khong anh hudng dén cac thudc tinh sinh mién dich cia cic polypeptit hoic

polynucleotit ti t5 hop.
Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du dudi ddy duoc dua ra nhim cung cip cho chuyén gia trong linh vuc k§
thudt ndy mét ban mo ta va bdc 19 hoan chinh vé cich tao ra va str dung phuong phap va
ché phdm theo sang ché, va khong c6 ¥ 1am giéi han nhitng gi ma téc gia séng ché cho 1a
thudc pham vi cla sang ché ctia minh. P ¢6 c4c nd lyc nhidm dam bao dd chinh x4c cua
cac con s st dung (vi dy, lugng, nhiét d9, v.v.), tuy nhi€én mdt vai sai s6 va do 1éch thir
nghiém can phai dugc giai thich. Trir khi duge quy dinh khac, céc phan 14 phan khéi
luong, khéi lugng phén tir 1a khéi lurgng phén tir trung binh, nhiét d¢ la theo 4o C, va ap

suét 12 bing hodc gin 4p suit khi quyén.
Vi du 1. Tao khang thé ciia ngwoi khing protein RSV-F

Chét sinh mién dich bao gdm mdt chit bat ky trong s6 cac chit dudi day co thé
duoc st dung dé tao ra cac khang thé khang protein RSV-F. Theo céc phuong 4n cu thé,
céc khang thé theo sang ché 13 thu duoc tir cac con chudt duge giy mién dich béng chét
sinh mién dich so cip, nhu san phim phan 1ap cta virut hgp bao ho hép nguyén, hoic 1a
séng, duge 1am yéu hodc bi giét chét/bi bét hoat. C6 thé tiém cho cac con chudt mot
hodc nhidu lidu tiém ting cudng chira cling mot san phdm phan 1ap cta virut, hodc
chiing c¢6 thé duge tiém ting cudng bing chinh protein RSV-F. Theo c4c phuong 4n cy
thé, cac con chudt duge tiém virut sdng, sau d6 1a tiém ting cudng bing ciu triic dugc
thé hién 12 SEQ ID NO: 353, hoic bang protein RSV-F di dugc phén 14p, thu duoc tir
san phdm phén 14p cla virut hoic duge diéu ché theo phuong thic tai t& hop. (Xem
thém sd truy cap GenBank AAX23994.1)

Theo céc phuong 4n cu thé, cac khang thé theo sang ché 1 thu dugc tir cac con
chudt dugc gdy mién dich b.%lng chét sinh mién dich so cép, nhu RSV ¢6 hoat tinh sinh .

hoc, phdn nhém A hodc B, va/hodc protein dung hgp (F) ciia RSV, hodc doan sinh mién
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dich cta protein dung hgp ciia RSV (RSV-F), hoic ADN mi hoa protein c¢6 chiéu dai
dﬁy da hodc doan c6 hoat tinh cua né. C6 thé cho dong vat dung chét sinh mién dich
thong qua dudng dung bt ky bao gbm, nhung khong chi gi¢i han &, vao trong co, dudi

da, trong tinh mach hoéc trong miii.

Theo cac phuong 4n cu thé, virut nguyén, hodic protein RSV-F hoic cac doan cua
né c6 thé duge sir dung dé diéu ché cac khéang thé dic hiéu don, dic hiéu kép, hodc da

déc higu.

Virut nguyén, hogic cic protein c6 chiéu dai diy dii, hodc cac doan ciia chung, ma
dugc st dung lam chét sinh mién dich, nhu da néu trén day, dugc cho dung mot cach
truc tiép, v6i chét phu trg & kich thich dap tGng mién dich, cho chudt
VELOCIMMUNE® chira ADN m4 hoa céc ving bién dbi chudi nhe kapa va chudi ning
ctia globulin mién dich ctia ngudi. Péap tmg mién dich véi khang thé dugc theo doi bing
thir nghiém mién dich RSV-F. Khi thu dugc dap ing mién dich mong muén, té bao lach
dugc thu hoach va dugc dung hop véi cac té bao u tiy cia chudt dé duy tri kha ning
sdng clia chling va tao ra cac dong té bao lai té bao. Cac dong té bao lai dugc sang loc va
Iwa chon dé nhé4n dién cac dong té bio ma san xuit cac khéng thé dic hiéu véi RSV-F.
Vig¢e st dung k¥ thudt nay, va céac chét sinh mién dich khéc nhau dugc md ta trén day,
da tao ra dwgc mot vai khang thé thé kham (ttc 13, cac khang thé c6 mién bién ddi cua
ngudi va mién 6n dinh cua chudt); cac khéng thé tiéu biu nhit dinh dugc tao ra theo

phuong thirc nay duoc goi tén 1a HIM3621N, HIM3622N, HIM2634N va HIM3627N.

Céc khang thé khang RSV-F ciing dugc phan 1ap mdt cach truc tiép tir t& bao B
duong tinh véi khang nguyén ma khong cin dung hop véi té bao u tiy, nhu duge mo ta
trong patent My s6 U.S. 2007/0280945A1. Viéc sir dung phwong phéap nay, da tao ra
dugc mot vai khang thé khang RSV-F hoan toan ciia ngudi (tirc 13, cac khang thé c6
mién bién ddi ctia ngudi va mién dn dinh ctia ngudi); cac khang thé tidu bidu duoc tao ra
theo phuong thirc nay dugc goi tén nhu sau: H1H3564P, HIH3565P, H1H3566P,
H1H3567P, HIH3581P, HIH3583P, H1H3589P,AH1H3591P, H1H3592P, HIH3597P,
H1H3598P, HIH3603P, HIH3604P, HIH3605P, HIH3607P, HIH3608P2, H1H3592P2
va HIH3592P3.

Céc thudc tinh sinh hoc clia cdc khéng thé tidu biéu dugc tao ra theo céc phuong
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phap ctia vi du ndy dugc md ta chi tiét trong cac vi du dugce trinh bay duéi day.
Vi du 2. Cic trinh tw axit amin ctia viing bién d6i ciia chuéi niing va chudi nhe

Bang 1 thé hién cac cip trinh ty axit amin cia ving bién d6i chudi ning va chudi
nhe ciia cac khang thé dugc lya chon dic hiéu véi protein RSV-F va ky hi€u nhén dién
khang thé twong tmg ctia chiing. Thong thudng, cic khang thé dugc dé cap trong tai liu
nay la theo danh phép sau: Tién td Fc (vi dy, “H4H”, “H1M, “H2M”), sau d6 1a ky hiéu
nhan dién b%mg sb (vi du, “3117” nhu dugc thé hién trong bang 1), sau d6 13 hau t§ “P”
hodc “N”. Vi viy, theo danh phap nay, khang thé c6 thé duoc goi 13, vi du “H1H3117”.
Céc tién t H4H, HIM, va H2M trén c4c tén goi khang thé dugc st dung trong tai liéu
ndy chi ving Fc cu thé cta khang thé. Vi du, khang thé “H2M” c¢6 Fc IgG2 cua chudt,
trong khi d6 khang thé “H4H” c6 Fc IgG4 cua ngudi. Theo danh gia cua chuyén gia
trong linh vire ky thuat nay, khang thé HIM hodc H2M c6 thé dugc chuyén hoa thanh
khéng thé H4H, va nguoc lai, nhung trong trudng hop bét k¥, cac mién bién ddi (bao
gdm ca CDR), ma c6 thé dugc chi rd bang ky hiéu nh4n dién bing sé dugc thé hién
trong bang 1, s& vin nhu nhau. C4c khang thé c6 cling mdt tén goi khang thé bing s,
nhung khéc biét bdi hau td mot chir 1a N, B hodc P chi cac khang thé c6 chubi nang va
chudi nhe ¢ cac trinh ty CDR ddng nhét nhung c¢6 cac thay dbi trinh ty trong ving ma
nim ngoai céc trinh tu CDR (ttc 13, trong vung khung). Vi vy, cac bién thd N, B va P
ctia mot khang thé cu thé c¢6 céac trinh tw CDR ddng nhét trong vong cac ving bién ddi
chudi nhe va chudi niing clia ching nhung khéc biét véi nhau trong ving khung cia

chiing.
Cic d6i chirng khang thé

Céc d6i ching ciia khang thé khang RSV-F dugc dua vao trong céc vi du dudi
day nhim muc dich so sanh. Cac dbi chimg 4m khép kiéu twong duong ciing duge sir
dung trong céc vi du. Mot khang thé d6i ching khdng RSV-F trong tai liéu nay dugc goi
tén 13 ddi chimg I va 13 khang thé khang RSV-F dugc 1am cho gidng ctia ngudi ¢ cac
trinh tw mién bién dbi cta chudi ning va chudi nhe ciia khing thé palivizumab
(SYNAGIS®) dugc lam cho gidng ciia ngudi nhu duge néu ra trong US7635568 va
US5824307. Mién bién dbi ctia chudi nhe va chudi ning dugc biéu hién Ian Iuot voi

mién n dinh ciia kapa va gama-1 ciia ngudi. Mot khang thé khang RSV-F trong tai liéu
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nay duogc goi tén 1a d6i ching II va 1a bién thé khang thé khang RSV-F dugc 1am cho
gibng ciia ngudi cia palivizumab, c6 céc trinh ty mién bién d6i ciia chudi ning va chubi
nhe cta khang thé motavizumab (NUMAXT™) duoc 1am cho gidng clia ngudi dwgc méd
ta trong US2003/0091584 va bdi Wu et al, (2007), J. Mol. Biol. 368:652-665. Mién bién
dbi cta chudi nhe va chubi ning dugc bidu hién 1an lugt véi mién 6n dinh cua kapa va
gama-1 ctia ngudi. Mot khang thé khang RSV-F khac dugc goi tén 12 di chimg III (con
duoc goi 14 AM-22) va dugc md ta trong patent My s& 8568726. Trinh ty axit amin clia
chudi ning va chudi nhe ciia AM-22 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 357 (d6i véi
chudi ning ctia khang thé) va SEQ ID NO: 358 (d6i v6i chudi nhe ciia khang thé).

Bang 1

Cic SEQ ID NO:
Tén  goi | HCV |HCDR | HCDR | HCDR |LCV | LCDR |LCDR | LCDR
khang thé |R 1 2 3 R 1 5 3
HIH3564P | 2 4 6 8 10 |12 14 16
Himssesp |18 |20 22 24 26 |28 30 |32
mimsseep |°F |3 38 140 42 |44 |46 |48
Himserp |20 |02 54 |56 58 |60 |62 |64
mimsssip |0 | 68 70 |72 74 |76 |78 |80
Higssssp |82 |84 86 88 90 |92 94 9%
Hipsssop |98 100 102 (104 (106 [108 [110 112
Hirssorp |14 |16 118|120 |122 124|126 | 128
HiH3sop | 130|132 134 | 136|138 |140 |142 | 144
Himssorp | 146|148 150 [152  [154 |156 [158 | 160
imssogp | 162 | 164|166 168 (170 (172|174 [176
titseosp |17 | 180 182|184  [186 |188 |190 192
Cirseosp |19% |19 198 (200 (202|204 |206 208
nitseosp 210 212|214 (216 (218|220 222|224
Cirmeorp | 226|228 [230 |22 [234 [236 | 238 | 240
Dirseosps | 242|244 246 (248|250 252|254 256
itsoapy | 258|260 (262|264 |266 |268 |270 | 272
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HI1H3592P3 274 276 278 280 282 284 286 288

HIM3621N 290 292 294 296 298 300 302 304

HIM3622N 306 308 310 312 314 316 318 320

HIvgeaaN | 322|324 | 326|328 (330 [332  [334 | 336

338 340 342 344 346 348 350 352

HIM3627N

Vi du 3. Ai lyc lién két ciia khang thé va cac hing sé ddng hoc ciia cac khang thé
don dong khiang RSV-F ciia ngwdi nhwr dwgc xac dinh bing phwong phip cong
hwéng plasmon bé mit

Ai Iuc lién két va cac hing sé dong hoc ciia cac khang thé don dong khéng RSV-
F cta ngudi dugc xéc dinh bang phwong phép cong hudng plasmon bé mit & 25°C (cac
bang 2-3). Cac phép do dugc fhuc hién trén cong cu Biacore 4000 hoac T-200. Cac
khéng thé, dugc biéu hién véi Fc cta chudt (AbPID tién t6 HIM; H2M) hoic Fc IgG1
ctia ngudi (AbPID tién t6 HIH), dugc bit giir 1én bé mit cam bién Fc khang cua chudt
hoic khang ciia ngudi (dang thirc bt gitt Mab), va protein dang monome tan (RSV-
F.mmh; SEQ ID NO: 353) dugc tiém trén bé mit nay. T4t ca céc nghién cru lién két
Biacore dugc thyc hién trong dung dich d¢ém chay HBST (HEPES 0,01M d6 pH 7.4,
NaCl 0,15M, EDTA 3mM, 0,005% thé tich/thé tich chét hoat dong bé mit P20). Céc
néng d6 khac nhau cia RSV-F.mmh dugc didu ché trong dung dich dém chay HBST
dugc tiém trén bé mit da bat gitr khang thé khang RSV-F don dong & tdc do dong chay
1a 30ul/phut (Biacore 4000) hodc & tbc do dong chay 1a 50pl/phit (Biacore T-200) va
mutc két hogp RSV-F.mmh vé6i khang thé don dong da dugc bét giit duge theo ddi 1in
lugt trong 6 phut hodc 3 phiit. Mitc phan ly RSV-F.mmh khéi khang thé don dong trong
dung dich dém chay HBST dugc theo ddi trong 8 dén 10 phut & 25°C. Hing sb tbc do
két hop (k,) va hing s6 toc do phén ly (ks) dong hoc dugc xac dinh bing cach xit ly va
lam khép dit lidu v6i md hinh lién két 1:1 bing cich st dung phin mém lam khép
dudng cong Scrubber 2.0. Hing s can bang phan ly lién két (Kp) va thoi gian ban huy
phén ly (t%4) duoc tinh tir hing s6 ty s6 dong hoc 1a: Kp (M) = kg / kg va t, (phiit) =
(In2/(60*ky).

Cac khang thé khang RSV-F theo sang ché d thé hién khoang 4i Iyc rong déi véi

RSV-F.mmh. Déi ching I, dugc tao ra trén co sé trinh tw cong cong cua palivizumab
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dugc néu ra trong US 7,635,568, va dbi chimg II, dugc tao ra dya trén trinh ty cong
cdng ciia motavizumab nhu dugc mo ta trong tai li¢u: Wu et al, (2007), (J. Mol. Biol.
368:652-665) da thé hién muc khac biét ~70 1dn (dbi chimg 1; 38nM so véi dbi ching

I1; 0,43nM) vé 4i luc ma da duoc ghi nhan trude do.

Bang 2: Ai lyc lién két Biacore clia mAb té bao lai & 25°C

Kha ning lién két & 25°C / dang thirc bt gii’r Mab

AbPID k, 1/Ms) | kg (1/s) Kp (M) t2 (phut)
HIM362IN |2,05E+05 |2,08E-04 | 1,01E-09 |56 }
HIM3622N | 3,84E+04 | 9,13E-05 |2,38E-09 | 127
HIM3624N | 1,79E+05 | 1,83E-04 | 1,02E-09 |63
HIM3627N | 2,59E+05 | 5,23E-04 |2,02E-09 |22

Bang 3: Ai lyc lién két Biacore ciia Fc mAb ciia ngudi & 25°C

Khi niing lién két & 25°C / dang thirc bit giit Mab
AbPID kK, 1/Ms) |kq(1/s) |Kp (M) | t% (phit)
H1H3564P | 3,10E+03 |7,78E-05 |2,50E-08 | 148
H1H3565P | 1,93E+04 | 5,80E-05 |3,01E-09 | 199
H1H3566P | 2,04E+04 |4,20E-05 |2,06E-09 |275
H1H3567P | 6,05E+04 |2,63E-03 |4,34E-08 |4
H1H3581P |NB NB NB NB
H1H3583P | 8,94E+04 |3,08E-03 |3,44E-08 |4
H1H3589P | 3,77E+04 |9,14E-03 |2,43E-07 |1
H1H3591P | 4,46E+04 | 1,53E-03 |3,42E-08 |8
H1H3592P | 1,06E+05 |4,66E-04 |4,39E-09 |25
H1H3592P2 |9,93E+04 | 1,46E-03 |1,47E-08 |8
H1H3592P3 | 8,86E+04 |7,47E-04 |843E-09 |15
H1H3597P |NB NB NB NB
HI1H3598P |NB NB NB NB
H1H3603P | 3,00E+03 | 1,23E-04 |4,10E-08 |94
H1H3604P | 3,10E+03 |9,27E-05 |3,00E-08 | 125
H1H3605P | 2,80E+03 | 1,68E-04 |5,90E-08 |69
H1H3607P | 4,20E+03 | 1,48E-04 |3,50E-08 |78
H1H3608P2 | 4,85E+03 |2,60E-05 |5,35E-09 | 445
H1H3627N | 2,56E+05 | 1,49E-04 |5,81E-10 |78
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Déichimgl |6,75E+04 |[2,57E-03 |3,81E-08 |4
D&i ching I | 1,89E+05 | 8,13E-05 |4,29E-10 | 142
NB: Khong quan sét thdy hién tugng lién két trong cac diéu kién cua thi nghiém

Vi dy 4. Cic khang thé protein dung hep virut hgp bao hé hip (RSV-F) thé hién
kha ning trung hoa hi¢u nghiém qua ching phin nhém A va phin nhém B ciia
RSV

Céc khang thé d4 duoc tinh ché duoc kiém tra trong thir nghiém trung hoa vi
lvong RSV @ xéc dinh d¢ hiéu nghiém. N6i mét cach vén gon, 10* t& bao HEp-2 dugc
nudi cy trong mdi truong MEM c6 ndng d6 glucoza cao, dugc bd sung Hyclone FBS
5%, L-glutamin va cac chét khang sinh, dugc wom vao cac vi dia 96 15 mau den c6 day
trong subt va dugc 1 trong 16-18 giv (37°C, CO, 5%). Tiép theo, cc ndng dd khac nhau
clia cac khang thé, bit diu & muc 666nM véi cac lan pha loang ké tiép 1:5 trong moi
truong, duoc U voi chung RSV 1540 (A2) & mirc bdi nhiém 1a 0,04 trong 2 gidr (37°C,
CO, 5%). Bao gdm ca dbi chimg kiu twong duong khong c6 virut va khong lién quan.

Sau khi 1, hén hop khang thé: virut dugc bd sung vao té bao HEp-2 va tinh trang
lay nhiém dugc duy tri trong 3 ngay. Mac d6 1ay nhidm dugc xac dinh bing cach cé
dinh céc té bao trong PFA 2% va thuc hién ELISA bing khang thé khéng RSV cua
dé/khéng thé HRP khang cia dé. Céc chét phan tmg phat quang dugc bd sung vao cac 15
va tin hidu dugc phat hién bing cach sir dung may doc dia (Victor X3, Perkin Elmer).
Céc tri s6 v& murc phat quang dugc phan tich bing phuong trinh log ba thong sb trén
dudng cong dép ting 11 diém (GraphPad Prism).

Céc khang thé theo sang ché da thé hién khoéng hoat tinh trung hoa rong chéng
chiing RSV A2 (1540) (bang 4-5). Mot vai khang thé da thé hién chi sb ICs, thip hon
dbi chimg I trong khi chi c6 mot sb it khang thé tidu biéu H1H3627N, HI1H3591P,
H1H3592P va HIH3592P3 da thé hién kha ning trung hoa tét hon dbi chung II. Céc
khang thé lua chon (H1H3627N, HIH3592P3) cling dugc thir nghiém vé kha ning cua
chung trong viéc trung hoa ching RSV phin nhém B (bang 6).

Vi du nay thé hién tinh hiéu qua cua cac khéng thé theo sang ché ndy trong viéc
trung hoa mét vai ching cia RSV-F, qua hai phén nhom, in vitro, v6i d hiéu nghiém

cao hon d& duoc the hién truée d6 doi voi cac doi chimg da dugc xac 1ap.
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Bang 4. P9 hi¢u nghi¢m trung hoa ciia mAb da dwgc lya chon chéng RSV
A2 (1540)

ICso [pM] d6i véi kha ning trung hoa RSV A2:

Thi Thi Thir Thir Thir Thi Thir
AbPID nghiém | nghiém | nghiém | nghiém | nghiém | nghiém | nghiém
1 2 3 4 5 6 7
HIM3621IN | 582 180 - - - - -
HIM3622N | 320 82 - - - - -
H1M3624N | 540 270 92 - - - -
HIM3627N | 4 4 5 - - 10 -
H1H3564P |>10000 | - - - - - -
H1H3565P | >10000 | - - - - - -
H1H3566P |>10000 | - - - - - -
H1H3567P |- - - 257 - 390 -
H1H3581P |>10000 | - - - - - -
H1H3583P |- - - - 50 - -
H1H3589P |- - - - 300 - -
H1H3591P |- - - 6 - 8 6
H1H3592P |- - - 6 - 5 4
H1H3592P3 10
H1H3597P |>10000 | - - - - - -
H1H3598P | >10000 | - - - - - -
H1H3603P | >10000 | - - - - - -
H1H3604P | >10000 | - - - - - -
H1H3605P | >10000 | - - - - - -
H1H3607P | >10000 | - - - - - -
H1H3608P2 | >10000 | - - - - - -
H1H3570P | >10000 | - - - - - -

HIH3627N_| - - - - - : 3
Pdiching 1 | 1820 [950 290 530 [160 500  }250
Ddi chimg 2 | 50 30 23 20 12 12 12

Bang 5. P hiéu nghiém trung hoa cia mAb da dwgc lra chon chéng phin
nhom A cia RSV

P!lﬁn nhém ’A trung hoa: ICsy & mirc cdi thién theo s6 1an
gap so védi doi chirng 1
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RSV-A2  (1540)| RSV-Long ‘
AbPID IC50 trung hoa | Lan ICS50 trung hoa | Lan
[pM] [pM]

HI1H3627N 2,6 138 7,3 73
H1H3592P3 10 36 15 35
Dbi ching [ 360 -- 536 --
Ddi chimg II 14 25 65 8,2

Bang 6. P} hiéu nghiém trung hoa cia mAb di dwgc lya chon chdng phén
nhom B cia RSV

Phén nhém B Trung hoa: IC5y & mirc cdi thi¢n theo s6 1an
gap so voi doi chirng 1
RSV - 1580 RSV-9320 .
AbPID ICS50 trung hoa | Lan IC50 trung hoa | Lan
[pM] [pM]
H1H3627N 6,7 55 11 42
H1H3592P3 31 12 100 4,6
Ddi chimg I 375 - 460 -
Péi chimg II 43 8,7 56 8,2

Vi du 5. Céc khing thé dwgc lya chon khing RSV-F thé hién kha ning trung hoa
hi¢u nghi¢m tinh trang liy nhiém RSV in vivo
A. M6 hinh chudt

Céc khang thé tiéu bidu H1H3627N va H1H3592P3 duoc lya chon cho cac
nghién ctru trung hda RSV in vivo bing cach sir dung chudt Balb/c. N6i mdt cach vén
gon, cac con chudt Balb/c 7 tun tudi (n=4-5) (sb lwrong = 4 dén 5 con) dugc tiém SC &
hai liéu lugng (0,15 hozc 0,05mg/kg) bing cach sir dung hodc H1H3627N, H1H3592P3,
d6i ching I, d6i ching II hoic khang thé khép kiéu twong duong. Khang thé mang
(1mg/kg) dugce st dung trong tat ca cac thir nghiém dé giam thidu hién tugng mét khang
thé khang RSV-F.

Mot ngay sau khi ti€m, cac con chudt dugc thir theo phuwong thirc vao trong miii
bang 50ul (10° pfu) ctia ching RSV A2 (1540). Bén ngdy sau lay nhiém, huyét thanh
duoc hut, cac con chudt dugc 1am chét, va phéi dugc chiét va 1am déng déu trong 1ml

PBS biang cach sir dung thiét bj lam ddng déu OmniGLH. San phim ddng déu cua phdi
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dugc quay ly tdm dé loai bo cac manh v té bao va mot pha‘in ctia dich ndi & trén duoc sir
dung dé xac dinh néng d6 mAb khéang RSV-F & phéi. Dich ndi & trén con lai duogc st
dung dé tao cac dich pha lodng theo diy ma dugc U véi té bao HEp-2 trong 2 gid, dé cho
phép xay ra qué trinh x4m nhap cta virut. K& tiép, dich ndi & trén duoc loai ra va cac té
bao dugc chdng 1én bing 1% metylxenluloza. Sau ngay sau, cac t& bao dugc nhudm
bing thudc tim tinh thé va mang dwoc dém va muc gidm virut theo log;, (logarit co sb

10) duoc tinh so véi dbi ching kiéu trong duong.

Céc khang thé tiéu bidu HIH3627N va H1H3592P3 thi hiéu qua hon trong viéc
lam giam tong lugng virut in vivo so véi cac khang thé khang RSV-F dbi ching I hodc
d6i chimg II (cac bang 7a-7e). Cu thé 13, & lidu 0,15mg/kg, cic khang thé HIH3627N,
H1H3592P3 va d6i chimg II déu 1am giam mirc 1y nhiém RSV & phdi mdt cach hiru
hiéu xudng gin muc khong thé phat hién dugc so véi d6i ching I (sy thay dbi v& mirc
giam virut theo sb 14n ham log(10) > 2,10). Téng céc s6 do IgG ciia ngudi & phdi va

huyét thanh x4c nhan ring cic mirc khang thé 12 twong dbi nhat quéan giira cic nhom.

O lidu thap hon dugc cho ding, mirc khéac biét 16n hon vé tinh hiéu qua trung hoa
gifta ba khang thé so v6i d6i chirg I 14 13 rang. O 0,05mg/kg, HIH3592P3 da thé hién
murc giam tdng lwong virut cao nhét, véi sy thay ddi theo s6 1an gép nim trong khoang
tir 1,49 dén > 2,07 1an ham logarit, so v6i su thay ddi theo sb lan gép v& mirc giam téng
luong virut 1a 1,08 dén 1,36 14n ham logarit ctia HIH3627N va 0,01 dén 0,65 14n ham
logarit ctia d6i chiing II. P6i ching I ¢ lidu thap hon nay thi chi hiru hiéu vira phai véi
su thay dbi v& mirc giam tdng lugng virut 14 0,03 dén 1,03 14n ham logarit.

Céc két qua nay cho thdy riang ca HIH3627N va HIH3592P3 1a nhitng khang thé
trung hoa RSV hi€u nghi€m in vivo, ma khéng thé sau thé hién xu hudng try thanh chét
trung hoa hiru hiéu hon dbi véi tinh trang 1ay nhiém RSV & liéu thap hon.

Thir nghiém khoang liéu ding dugc thuc hién theo ciing mdt quy trinh dugc mo
ta trén ddy, tiém SC (dudi da) 4 liéu lugng khac nhau cta khang thé dbi ching I (0,6,
0,3, 0,15 va 0,05mg/kg), va hai lidu lwong (0,15 va 0,05mg/kg) cia HIH3592P3 va dbi
ching II. Mirc giam virut & phdi duoc tinh & dang ty 1& phén trim cia dbi chimg kiéu

tuong duong (thir nghiém M4, céc bang 7d-e).
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Khéng thé tiéu biéu H1H3592P3 thi hiéu qua hon trong viéc lam giam tdng luong

virut in vivo (& chudt nhét) so véi cac khang thé khang RSV-F d6i chimg I hogc dbi

chimg II. Ngoai ra, liéu lrong ctia d6i chung I cin thiét dé dat dén murc giam virut 99%

& phdi thi cao hon lidu lugng ciia H1IH3592P3 13 3-4 1an.

Cac bang 7(a-e): Murc giam virut RSV (log (10)) & cac con chudt sau khi cho dung cac

khéng thé khang RSV-F
Bang 7a
Thir nghi¢ém M1 | Liéu: 0,15mg/kg Liéu: 0,05mg/kg
So
chugt | Mikc giam | mAb | ™AP | Mic giam | map | ™AP
. [ng/ml] . [ng/ml]
PID trong | virut [ng/ml £ virut [ng/ml] A
mdi | (loglo) |]Phdi | MWt | (ogl0) |pnéi | MuYet
, thanh thanh
nhom
H1H3627N | 5 >2,10 ?g * é(l)‘z” *11,20 7+4 |274+38
H1H3592P 44 +£|1731 =+
3 5 >2,10 14 770 >2,07 17+4 |438+51
Pbi ching 33 (895 =+ 365 =+
I 5 1,02 T 132 1,03 945 11
P6i ching 82 +[1948 =+
I 5 >2,10 by 126 0,65 7+4 |555+80
Pbi ching
2 A |76 £]2180 |, 1287 +
kiéu tuong |5 Khong ¢6 28 197 Khoéngcé |25+2 120
duong
Bang 7b
Thit nghi¢ém M2 | Lidu: 0,15mg/kg Liéu: 0,05mg/kg
)
chujt | Mirc giam | mAb | ™AP | Mic gigm | map | ™AP
. [ng/ml | . [ng/ml]
PID trong | virut [ng/ml ] huyét virut [ng/ml huyét
moi (log10) ] Phoi thanh (log10) ] Phoi thanh
nhom
HIH3627 | s >251  |23x8 |72 108 3£3 30035
N 148
HIH3592 | 5 >2,51 2745 | 1261 % 1,49 10£2 |333+55
P3 74
Dol chimg | 5 0,79 942 g}l 10,15 141 |221£35
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ﬁ"‘ chimg | 5 231 13+8 227 10,01 13 [237+22
P6i ching
kidu twong | 5 Khongeo |19 }339 * | Khongco |15+4 |498+92
duong
Bang 7¢
Thir nghiém M3 | Liéu: 0,15mg/kg Liéu: 0,05mg/kg
S6
chudt | Mic gidm | mAb mAb Mikc gidm | mAb mAb
. [ng/ml | . [ng/ml]
PID trong | virut [ng/ml z, | virut [ng/ml £
mdi | (logl0) |]Phdi |[1MWt|qoo10) |]Phéi | RUYet
. thanh thanh
nhom
§1H3627 4 27 2646 | | 136 7x1 |394+16
H1H3592 31 +|947 +
P3 4 >2,83 = 105 1,66 13+4 |371+21
Dbi ching 58 +£|1426 +
I 4 1,00 ” . 0,03 6+5 |442+27
Dudéi
L 4 gidi
Doi chimg | , 235 20+6 |192%| o54 han  |373 21
II 142 .
phét
hién
Dcf)i ching 08 =+
ki€u tuong | 4 Khongcé |41+3 57 Khongcod |37+8 |326+26
duong
Bang 7d
Thir nghiem M4 |y 2. 0,6mg/ke Lidu: 0,3mg/kg
(EDyo) i
Sl(l)ué . mAb mAb
PID tron. Mirc giam [ng/rpl] Mirc giam | [ng/ml]
mai € | virut (%) | huyét |virut (%) | huyet
0'1 thanh thanh
nhom
Doi 8451,9 3129,7 =
chimgl |°>  |>% 2562 | % 403
ND: Khong dugc xac dinh
Bang 7e
Thi nghiém M4 | Liéu: 0,15mg/kg Liéu: 0,05mg/kg
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(EDyy)
fl‘l’uﬁ . mAb mAb
PID tron Mikc gidm | [ng/ml] Mikc giam | [ng/ml]
s € | virut (%) | huyét virut (%) | huyét
. thanh thanh
nhom
HIH3592P3 |5 >99 5228’9 £190,6 524,0 + 42
Péi chimg I |5 57,9 éggl,z *124,2 547,5 + 59
Péi ching 11 | 5 96,7 ;226’0 =485 4657 + 85
P6i  ching
kiéu twong |5 Khong c6 1326’0 * Khéng c6 | 375,3 + 86
duorng

ND: Khong dugc xéc dinh
B. M6 hinh chudt bong

Céac khang thé tidu biéu HI1H3627N va HIH3592P3 dugc Iya chon cho cic
nghién ciru trung hoa RSV in vivo bang cach sir dung chudt bong. Néi mot cach vin
gon, chudt bong 6-8 tudn tudi (n=5) dugc tiém IM (vao trong co) & hai liéu luong (5
hoic 0,6mg/kg) bang cach sir dung hoic HIH3627N, H1H3592P3, ddi chung I, dbi
chimg I hodc khang thé khép kiéu twong dwong.

Mot ngdy sau khi tiém, chudt cdng dwoc thir theo phuong thirc vao trong miii
bing 100ul (10° pfu) cta ching RSV A2. Bbn ngiy sau lay nhiém, huyét thanh dugc
hat, chudt cdng dwgc 1am chét, va mo6 phdi va méd miii duge chiét dé chun do virut. San
phim ddng déu cua phdi dugc quay ly tim dé loai bd cdc manh v té bao va mot phin
ctia dich nbi & trén dugc st dung dé xac dinh ndng d6 mAb khang RSV-F ¢ phdi. Dich
nbi & trén con lai duge sir dung dé tao cac dich pha lodng theo diy, ma dugc 1 véi té bao
HEp-2 dé cho phép xay ra qua trinh x4m nhdp cia virut. Tiép d6, dich ndi & trén dugc
loai ra va cac té bao dugc chdng 1én bang 1% metylxenluloza. Sdu ngay sau, cac té bao
dugc nhudm va mang dugc dém va muc giam virut theo logl0 dugc tinh so véi db6i
chung kiéu twong duong.

Khéng thé tiéu biéu H1H3592P3 thi hiéu qua hon trong viéc 1am giam tong lugng

virut & phoi va miii so véi doi ching I, va hi¢u qua bang doi chung II & phoi va tot hon
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& miii. Khang thé tiéu biéu HIH3627N chi tét hon so véi dbi chimg I va hiéu qua bang
d6i chimg II & miii (bang 8). Cu thé 13, & lidu 5mg/kg, cic khang thé HI1H3627N,
H1H3592P3, dbi chung I va dbi ching II déu 1am giam mirc 14y nhim RSV & phéi mot
cach hitu hiéu xudng gin muc khong thé phat hién duge so véi ddi chimg kiéu twong
dwong (thay dbi vé murc giam virut theo sé 1dn ham log(10) > 2,33). Tuy nhién, & mii,
mirc khac biét 16n hon vé tinh hiéu quéa trung hoa gitta H1IH3627N, HIH3592P3, d6i
chimg II so v6i dbi ching I 13 rd rang. H1IH3592P3 da thé hién mirc giam tdng luong
virut 16n hon (2,65 14n ham logarit) so véi HIH3627N (1,46 1an ham logarit) hodc d6i
chimg IT (1,33 14n ham logarit).

O lidu thip hon duoc cho diing, muc khac biét 16n hon vé tinh hiéu qua trung hoa
gifta ba khang thé so véi d6i chimg I 13 15 rang & phdi. O 0,6mg/kg, HIH3592P3 da thé
hién mirc giam twong tu vé tdng luong virut so véi ddi chimg II (1,5 14n ham logarit) va
chiing déu hidu qua hon so vé6i dbi chimg I (0,624 14n ham logarit). HIH3627N da thé
hién tinh hiéu qua kém hon ba khang thé khac.

Tiép theo, khang thé tiéu bidu khang RSV-F H1H3592P3 dugc lya chon d& thu
nghiém kha ning ctia n6 trong viéc trung hoa phan nhém B clia RSV in vivo bing cach
sir dung mo hinh chu6t béng. D6i véi RSV/A, chudt bong tir 6 tudn tudi dén 8 tuin tudi
(n= 4-6/nhém/thtt nghi€ém) dugc cho dung vao trong co 5 hodc 0,6mg/kg cla
H1H3592P3, d6i chimg I hodc dbi chung II. Ngay tiép theo, cic con vat duge thir bing
105 pfu cia ching RSV/B 18537. Bén ngay sau khi thir, hidu gia virut & phdi va miii
dwoc xac dinh cing v6i hiéu gia khang thé trong huyét thanh. Céc két qua dugc thé hién
trong bang 9 1a dit liéu dugc tép hop tir hai thir nghi€ém ddc lap.

H1H3592P3 da thé hién tinh hiéu qua trong viéc lam giam tdng lwgng virut
RSV/B & phdi & c lidu cao va liéu thip (bang 9). O 5,0mg/kg, tong lugng virut RSV/B
& phdi dwoc 1am giam 1a 2,21 14n ham logarit véi HIH3592P3, so véi mirc giam 13 2,11
1an ham logarit boi d6i chimg I va 2,18 14n ham logarit boi d6i ching II. G 0,6mg/kg,
téng lwong virut RSV/B & phdi dwoc 1am giam 1 1,29 1in ham logarit véi HIH3592P3,
so véi mirc giam 13 0,75 14n ham logarit bai d6i chimg I va 0,83 14n ham logarit boi dbi
ching II.

Nhin chung, H1IH3592P3 di thé hién tinh wu viét trong viéc trung hoa phan nhém
B ctia RSV & phdi so v6i ca dbi chimg I va II & 0,6mg/kg. O Smg/kg, HIH3592P3 da
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thé hién kha ning trung hoa c6 thé so sanh duoc so véi ddi ching I va dbi chimg II trong

viéc lam gidm tong lugng virut & phoi.

Céc két qua nay cho thiy ring H1H3592P3 1a chét trung hoa hiéu nghiém dbi véi

ching RSV phén nhém A va B in vivo & chudt bong, 13 chét trung hoa hiru hiéu hon dbi

v6i tinh trang 1ay nhiém RSV & liéu cao & miii va & liéu thp hon & phéi. Tinh hiéu qua

& 1idu thp thé hién kha ning ctia ché d6 liéu thip hon trong 1am sang.

Bang 8: Mic giam virut RSV-A (log (10)) & chudt bong sau khi cho dung cac khang

thé khang RSV-F
Thir nghiém R1 | Liéu: 0,6mg/kg Liéu: 5,0mg/kg
S6
chuft | Mirc gidm | Mirc gidm I[I;A/l:nl Mike gidm | Mire gidm I[?IA/t:nl
bong |virut & |virut & &M’ |virat & |virnt & |
PID . e ] huyeét P . ] huyet
trong | phoi miii thanh phoi miii thanh
moi | (logl0) (log10) X (log10) (log10) X
nhém Ngay 4 Ngay 4
H1H36 3,43 21,52
27N 5 0,34 0,22 0,25 2,33 1,46 547
H1H35 3,49 46,28
92P3 5 1,66 0,19 10,55 2,56 2,66 £ 7.69
Doi 3,04 39,95
chiing I 5 0,62 0,21 £0,29 2,37 1,07 503
Déi
, 4,26 24,06
;:Ihung 5 1,50 0,20 £ 0,66 2,55 1,33 12,96
Doi
ching
- % A . A . 13,78 A . A . 130,43
ki€u 4 Khoéng c6 | Khong c6 £0,99 Khong c6 | Khong co 16,66
tuong
duong

Béng 9: Mirc giam virut RSV-B (log (10)) & chudt bong sau khi cho dung cic khang
thé khiang RSV-F

Thir nghiém R2 | Liéu: 0,6mg/kg Liéu: 5,0mg/kg
S6 Mikc gidm | Mikc gidm | mAb | Mikc gidm | Mirc gidm | mAb
PID chudt virut ¢ |virut ¢ |[ng/ml |virut & | virut & [ng/ml
bong | phoi miii ] huyét | phoi miii ] huyéet
trong | (logl10) (log10) thanh | (logl0) (log10) thanh
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moi Ngay 4 Ngay 4
nhém
HI1H359 3,89 42,31
2P3 10 1,29 0,21 0,99 2,21 0,86 £ 135
Doi 3,87 35,28
chig T 11 0,75 0,15 £ 0,73 2,11 0,79 1118
Dboi 3,75 27,65
chimg II 11 0,83 0,10 £ 0,49 2,18 1,24 17,49
boi
chung
% A . A . | 3,56 A . A . | 34,28
kiéu 10 Khong ¢6 | Khong co L 117 Khong c6 | Khong co 19,24
tuong
duong

C. M6 hinh chudt bong — xac dinh EDy, ciia khang thé tiéu biéu HIH3592P3

Céc nghién ctru khoang liéu ding c6 st dung chudt bong duge thuc hién dé xac
dinh xem & mirc liéu nao khang thé tiéu biéu H1H3592P3 lam giam téng lwong virut 12
>99% (tirc 1a EDgo). Chudt béng dugce cho ding theo phuong thirc IM lidéu H1H3592P3
hodc khang thé db6i ching 1 & 10, 5, 2,5, 1,25 hodc 0,62mg/kg v6i muc dich phong bénh.
Ngoai ra, khang thé ddi chimg kiéu twong duong duge cho ding & 10 hoic 0,62mg/kg
@& x4c dinh cac hoat chit trong nghién ciru nay. Sau khi diéu tri bing khang thé, viéc
thir RSV cia phan nhém A (ching RSV A2) hodc phdn nhém B (ching RSV B 18537)
theo phuong thic vao trong mili dugce thuc hién. Bén ngay sau lay nhiém, huyét thanh
duge hut, chudt béng dugc lam chét, va mé phdi dwoc chiét dé chudn do virut.
H1H3592P3 & muc lidu 13 0,62mg/kg da dat dwoc muc giam tdng lwong virut >99% &
phdi so voi dbi chimg 1, d6i chimg nay cén liéu luong 13 2,5mg/kg dé dat dén ciing mot
mirc gidm virut 12 >99% (bang 10). Nong d6 cudi trung binh ciia dbi chimg 1 (27pg/ml)
& EDy, da dugc tinh da trong quan hop 1y véi cong trinh da duge céng b trude (Scott
and Lamb, 1999), didu ndy cho thdy ring nng do6 palivizumab trong huyét thanh (tirc 1
d6i chung 1) 1a 30-40pg/ml, vao thoi diém lay nhiém RSV, 13 gén lién v6i mic giam
99% vé tdng lugng virut & phdi. Nong d cubi trung binh ctia HIH3592P3 (4,9ug/ml) da
twong quan hop 1y véi lidu lugng thip hon 4 14n dwgc phén phdi & EDg ctia né. Céc két
qua dbi v6i phép thir phan nhém B 14 tuong tu (bang 11) & chd EDyy ctia H1IH3592P3

dat dwoc & 2,5mg/kg trong khi dbi chimg 1 cin so bd 1a lidu lwong cao hon 4 lan
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(10mg/kg) dé thu dugc cling mot mic giam virut & phdi 12 >99%.

Tém lai, cdc nghién ctru ndy ching minh ring liéu lwgng HIH3592P3 véi tAn
suét thira hon c6 thé dem lai cing mot mirc bao vé véi kidu lidu dung hing thang hién
nay dugc st dung véi palivizumab.

Bang 10. Xac dinh EDy, ciia cac khang thé khang RSV-F sau Khi thir phin nhéom A
cua RSV

Xic dinh EDy bing phan nhém A ciia RSV
% mirc giam virut & phoi

PID 10mg/kg Smg/kg 2,5mg/kg | 1,25mg/kg | 0,62mg/kg
H1H3592P3 | >99 >99 >99 >99 >99
Péi chimg I | >99 >99 >99 98,9 95,9

P6i  chimg
kiéu tuong | Khongcé |Khongcd |Khéngcd |Khongcod |Khongco
duong
Nong d9 khang thé trong huyét thanh (ug/ml)
H1H3592P3 | 107,2 £3,4 | 48,44 +6,1 |20,15+1,8 | 10,55+1,5 |4,91+0,7
Pbi chimg I | 89,16 +6,5 | 58,07 6,3 |26,93+3,3 | 12,7222 |6,65+0,5
Po6i  chimg | 90,57 - -- - 5,39 £0,5
kiéu tuong | £12,6
duong

Bang 11. Xac dinh EDy ciia cic khang thé khang RSV-F sau khi thi phan nhom B
cia RSV

Xac dinh EDyo bing phan nhém B ciia RSV
% mirc giam virut & phéi

PID 10mg/kg Smg/kg 2,5mg/kg | 1,25mg/kg | 0,62mg/kg
H1H3592P3 | >99 >99 >99 98,4 96,7

Pbi chimg I | >99 97,7 98,4 96,3 88,2

boi  ching

kidu tuong | Khongcé |Khongcd |Khongcd |Khoéngco Khong c6
duong
Nong d9 khang thé trong huyét thanh (ug/ml)

H1H3592P3 iii,é)i 50,99 £7,8 |27,82+4,9 |10,49+1,7 |7+0,3
L4 98,89 42,74 £89 |26,46£3,3 | 16,06 £2,2 | 7,58 £1,1

Doi ching I +10.9

P6i  chimg | 99,72 Khong ¢c6 |Khongcd |Khongcd |5,38+0,5

kidu tuwong |+17,4
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| duong | | |

Vi du 6. Tao khang thé dic hiéu kép

Cac khang thé dic hiéu kép khac nhau dugc tao ra dé sir dung trong viéc thuc
hién cac phwong phéap theo sang ché. Vi dy, cac khang thé dic hiéu v6i RSV-F duge tao
ra theo dang thirc dic hidu kép (“phin dic hiéu kép™) ma trong d6 cac ving bién dbi lién
két v6i cac mién riéng bi€t cua protein RSV- F duogc lién két v6i nhau dé dem lai tinh
dic hiéu mién kép trong mot phén tir lién két don 18. Cac phén dic hidu kép duoc thiét
ké mot cach thich hop ¢6 thé 1am ting tdng murc hiéu qua trung hoa virut théng qua viée
1am ting ca tinh dic hidu va do bén lién két. Cac ving bién ddi c6 tinh dic hidu dbi véi
cac mién riéng biét dugc ghép cip trén khung ciu tric ma cho phép mdi ving lién két
mot cach ddng thoi véi cc epitop tach biét, hodc v6i cac ving khac nhau trong mot
mién. Trong mét vi du vé phén déc hi¢u kép, céc vung bién d6i chudi niing (Vi) tir ph?m
lién két c6 tinh dic hidu d8i v6i mot mién dwoc tai tb hop véi cac ving bién ddi chudi
nhe (V) tir mot loat phﬁn lién két c6 tinh dic hiéu dbi v6i mién tht hai dé nhan dién cac
thanh phan V; khong cing gbc ma c6 thé duge ghép cip véi Vi gbc ma khong pha v
tinh déc hiéu géc dbi voi vy do. Béng cach nay, mot doan Vi don 1¢ (vi dy, VL1) c6 thé
duoc két hop voi hai mién Vi khac nhau (vi du, Vgl va Vi2) d@ tao ra phin dic hiéu
kép bao gém hai “nhénh” lién két (Vy1- Vi1 va Vi2- Vi 1). Viée sir dung mot doan Vi,
don 1¢ 1am giadm su phirc tap ciia hé théng va nhd d6, don gian héa va 1am ting hiéu sut
trong quy trinh tao dong thuln, biéu hién va tinh ché duogc sir dung dé tao ra phén dac

hiéu kép (vi dy, xem, USSN13/022759 va US2010/0331527).

Theo cach khac, cac khang thé ma lién két RSV-F va mét dich thir hai, nhu,
nhung khong chi gi6i han &, vi du, mot khang thé khang RSV-F thir hai khéc, hogc bién
doc tb, hodc vacxin, c6 thé duge didu ché theo dang thirc dic hidu kép béng cach su
dung cac k¥ thuat dugc md ta trong tai liéu nay, hodc cac ky thuat khdc ma chuyén gia
trong linh vyc nay da biét. Cac ving bién dbi ctia khang thé lién két v6i cac ving riéng
biét c6 thé dugc lién két lai voi cac ving bién ddi ma lién két vé6i vi tri thich hop trén, vi
du, mdt khang nguyén virut khac dé dem lai tinh dic hiéu khang nguyén kép trong mot
phan tir lién két don 18. Céc phén dic hiéu kép duge thiét ké mot cach thich hop c6 tinh
chét nay biéu hién chirc ning kép. Vi du, trong trudng hop khang thé dac hiéu kép ma
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lién két véi RSV-F va RSV-G, thi khang thé nay c6 thé c6 kha ning trung hoa virut tét
hon, ma khong can dén viéc cho ding ché phim chira hai khang thé tach biét. Cac vang
bién dbi co tinh dic hidu dbi véi RSV-F, dugc két hgp véi vung bién dbi c6 tinh dic
higu ddi véi RSV-G va duge ghép cip trén khung ciu tric ma cho phép mdi ving bién
dbi lién két v6i cac khang nguyén tach biét.

Céc phén lién két dic hiéu kép dugc kiém tra vé kha ning lién két va phong bé
chirc ning cac khang nguyén dich, vi du, RSV-F va RSV-G, trong thir nghiém bét ky
trong s cac thir nghiém duge mo ta trén ddy dbi véi cac khang thé. Vi dy, cac phuong
phap tiéu chudn @& do kha ning lién két protein tan thi dwoc sir dung dé danh gia tuong
tac dac hiéu kép, nhu Biacore, ELISA, sdc ky dao thai theo kich c@, tdn xa 4nh sang laze
da goc, do nhiét lugng quét truc tiép, va cac phuong phéap khac. Kha ning lién két cac
khéng thé dic hiéu kép v6i cd RSV-F va RSV-G duogc xac dinh thong qua viéc st dung
thir nghiém lién két ELISA ma trong d6 céac peptit tdng hop 1a cac khang nguyén khac
nhau dugc phi 1én céc 16 cia dia vi chudn d9, va kha ning lién két cua phin dic hiéu
kép duge x4c dinh théng qua viée st dung khang thé phét hién thir hai. Ciing c6 thé thuc
hién cac thir nghiém lién két bang cach sir dung thir nghiém céng hudng plasmon bé
mit, ma trong d6 twong tac lién két thoi gian thuc ciia peptit voi khang thé duge do bang
cach tao dong chay peptit hodc phin dic hiéu kép bing qua bé mit cam bién ma phén
dic hidu kép hoic peptit dugc 1an lugt bt gitt trén d6. Kha ning phong bé chirc ning in
vitro clia cd RSV-F va RSV-G béi phin dic hidu kép dugc xéac dinh bing cach st dung
thir nghiém sinh hoc bit ky nhu thir nghiém trung hoa dugc md ta trong tai liéu nay,
hodc b%mg cac nghién ciru vé kha ndng bao v¢ in vivo & cdc mod hinh ddng vat thich hop,
nhu nhiing loai dugc mo ta trong tai li€u ndy, hodc & md hinh viém phéi in vivo.

Vi du 7: Tao cic thé dot bién I4n trén RSV in vitro dé xac dinh epitop lién két ciia
H1H3592P3
Tao cac thé dot bién 14n trén ciia H1H3592P3

3x10° té bao HEp-2/16 dwoc dan méng trong dia 6 15 trong 24 gid. Nong do cua
H1H3592P3, nam trong khoang tir 50ug/ml dén 0,016ug/ml dugc trén véi ching phan

nhém A ctia RSV 1540 hogc ching phan nhém B cia RSV 1580 trong 1 gio & 37°C.
Sau khi i ddng thoi, hdn hop RSV/khang thé dugc bd sung vao t& bao HEp-2 da dugc
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wom trude d6 & mic bodi nhiEém (multiplicity of infection-MOI) 12 10 don vi tao mang
(plaque-forming unit-pfu)/té bao. Cac té bao dugc v trong 6 ngay, va tac dung giy bénh
té bao duoc theo ddi hing ngay bang céach sir dung phuong phép soi kinh hién vi quang
hoc. Vao ngdy 6, cac ham lugng ctia mbi 16 duge thu hoach, duge diéu chinh dén ndng
d6 ban dAu cia khang thé va dugc st dung dé gy nhiém té bao HEp-2 méi duge wom.
Viéc cy truyén theo day ndy dugc 13p lai cho dén khi quan sat thiy tac dung gdy bénh
té bao rd rang & cac ndng do HIH3592P3 (50ug/ml) cao, mirc nay 1a x4p xi 16n hon ICs,
cua khéng thé 2 14n ham logarit, cho théy su ¢6 mit cua thé dot bién virut. Céc dich ndi
& trén tr cac 16 ndy dugc x4c nhan nhd sy ¢6 mit cla virut khang thude thong qua thi
nghiém trung hoa vi lugng (dugec mo ta dudi day) va viéc phan 14p mang dugce thuc hién
trong dia nudi cdy moé 10cm. 10 mang riéng biét dugc trai rong trong dia 6 16 va virut
duoc kiém tra lai vé kha nang khang thudc thong qua phuong phép trung hoa vi lugng.

Sau d6, thuc hién viéc giai trinh tu trén cac thé dot bién virut nay.
Thi nghiém trung hoa vi lwgng

Pé x4c nhdn liéu cac thd dot bién 14n trén dugc tao ra dudi ap luc cia
H1H3592P3 c¢6 khéng lai phuong phap trung hoa hay khong, thit nghiém trung hoa vi
lugong & té bao HEp-2 dugc thuc hién. N6i mét cach vin gon, 10° t& bao Hep2 dugce nudi
cdy trong moi truong DMEM 1x, duoc bd sung Hyclone FBS 5%, L-glutamin va cac
chét khang sinh, dugc wom vao céc vi dia 96 16 mau den c6 day trong sudt va duoc o
trong 16-18 givr (37°C, CO, 5%).

Tiép theo, cic ndng dd khac nhau cua céc khang thé, bit ddu & muc 666nM va
dugc pha io?mg 1:5 trong méi trudng, duge U trong 2 gidr (37°C, CO, 5%) véi RSV kiéu
hoang dai (phan nhém A hoic B) hodic cac thé dot bién 13n trdn tir ca phan nhém A va
B, & mitc MOI tir 0,04 dén 0,4. Cac dbi chimg khéng chira virut hodc cac dbi ching
chira virut nhung khong c6 céc khang thé. T4t ca cac dich pha loang ciia khang thé dugc
thuc hién hai 1an nhu nhau. Sau khi 1, hén hop khang thé/virut dugc bd sung vao cac té
bao va cho phép gdy nhiém trong 3 ngdy. Tinh trang lay nhiém dugc x4c dinh bing cich
c6 dinh c4c té bao trong PFA 2% va ELISA bing khéng thé khang RSV cta dé/khéng
thé HRP khang ctia dé dugc thyc hién. Céc chét phan Umg phat quang dwgc bd sung vao

cac 16 va tin hiéu dugc phat hién béng cach sir dung mdy doc dia (Victor X3, Perkin
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Elmer). Céc tri s6 v& mirc phat quang dugc phéan tich bing phwong trinh logarit ba thong

s trén duong cong dap tmg 11 diém (GraphPad Prism).
Ciac két qua

Thé dot bién 13n trén ctia cac virut hgp bao hé hip duoc tao ra dé 1ap ban db ving
lién két dic hiéu cia HIH3592P3 v6i RSV-F. N6i mdt cach vén gon, té bao HEp-2,
dugc gy nhiém bing ching RSV 1540 (phan nhém A) hoc 1580 (phan nhém B) duge
xir Iy bang HIH3592P3 nim trong khoang tir 50ug/ml dén 0,016ug/ml. Sau 6 ngay, cic
ham Iugng tir mbi 18 dugc sir dung dé gay nhiém té bao HEp-2 méi duoc wom. Viée cdy
truyén theo day nay duoc tiép tuc cho dén khi quan sat thiy tac dung gy bénh té bao &
té bao HEp-2 tham chi khi c6 mit lidu khang thé cao nhét, cho thiy su c6 mit cia thé
dot bién virut RSV duoc tao ra dudi ap lyc lya chon. Nhin chung, thé dot bién virut
dugc phan 18p khéi mudi mang riéng biét, dd dugc xac nhan vé kha ning khang lai

phwong phép trung hoa khi ¢6 mat HIH3592P3 va ké tiép, duoc giai trinh ty.

Phép phan tich trinh ty x4c nhén r%mg cac dot bién 1an trén cua H1H3592P3 da
dugc phét hién & cac vi tri axit amin 173 va 174 (S173Y va T174K) cia RSV-F (SEQ
ID NO: 354), ching té ring céc axit amin ndy dong mdt vai trd quan trong trong qua
trinh lién két ctia khéng thé va trung hoa virut. Cc bio cdo trudc da xac dinh dwoc ring
céc epitop lién két ctia cac khang thé khang RSV dbi ching I va dbi chimg II nim giita
$255 — N276. Dit liéu tir cac nghién ctru ndy cho thiy vi tri lién két cia HIH3592P3
trén RSV-F ma d6ng vai trd chinh trong qué trinh trung hoa virut (xem bang 12) va khac

biét vi vi tri lién két cln thiét cho cac khéang thé dbi chirng da dugc x4c 1ap trudce do.

Bang 12: Tinh hi¢u qua trung héa ciia H1H3592P3 va cic khing thé khang RSV

d6i chirng d6i v6i chiing RSV phin nhém A va B va cac thé dét bién 14n trdn di

kém
HIH3592P3 | Ddichimgl | Pdi ching II

Virut (IC50, pM) (IC50, pM) | (IC50, pM)
Phén nhém A kiéu hoang dai | 177 1140 108
(RSV/A)

RSV/A S173Y Khéng thube [ 1710 170

Phén nhém B kiéu hoang dai | 290 1900 260
(RSV/B)

RSV/B S173T Khang thudc | 1900 177

RSV/B T174K Khéng thuée | 640 108
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| RSV/B S173T/T174K | Khang thubc | 980 | 218 B

Vi dy 8: Xac dinh epitop lién két cia HIH3592P3 véi RSV-F bing cich sir dung
phwong phap trao d6i hydro-doteri & phép do phd khéi

Phuong phép trao dbi hydro/doteri (trao ddi H/D) két hop véi phan cét bang hé
ti€u hoa va do phé khéi dugc thuc hién dé xac dinh epitop lién két cla khang thé khéng
RSV-F H1H3592P3 véi RSV-F tai tb hop. Hai dang thirc trao d6i H/D (dugc mo ta chi
tiét dudi ddy) duoc sir dung: Phuong phép ‘dung dich két hop/hat phéan ly’ ma trong do
cac doan peptit RSV-F ma dugc béo vé boi HIH3592P3 khéi qué trinh trao dbi ngugc
giit lai D,0 va thu dugc trong lugng phan ti cao hon (tri s6 m/z) bang phwong phéap do
phd khéi va phuong phép di ching ‘hat két hop/hat phan ly’ ma xéc 1ap tri s6 m/z
dudng chuén cho tit ca céc peptit RSV-F. Viéc ldy tri s6 m/z thu dugc bing cach st
dung phuong phép ‘dung dich két hop/hat phan ly’ trir di tri s6 m/z dbi ching thu dugc
cac ving axit amin nhit dinh ma thé hién tri s m/z delta khac khong, tic 1a D,O du ma

tuong ting véi epitop lién két gitra HIH3592P3 va RSV-F.
Céc phwong phap
Dang thirc dung dich két hop/ hat phéan ly

Trong dang thic ‘dung dich két hop/hat phan ly’ (trao dbi két hop trong dung
dich sau d6 14 trao ddi phan ly trén hat), protein RSV-F.mmh (SEQ ID NO: 353) dugc
doteri hoa trong 5 phit hodc 10 phut trong dung dich dém PBS dugc diéu ché voi D,0,
va sau d6, dugc lién két véi HIH3592P3 duoc gin cong hoa tri voi hat agaroza N-
hydroxysuxinimit (NHS) (GE Lifescience) thong qua qua trinh u 2 phit. Phitc hop hat
RSV-F/HIH3592P3 dugc rira bing dung dich dém PBS (dugc diéu ché v6i H,O khong
duoc doteri hoa) va dugc U trong dung dich dém PBS trong mdt nira khoang thoi gian
trao ddi két hop. Sau khi trao ddi phan ly, RSV-F d lién két dwoc rira giai tir cac hat
bang dung dich TFA lanh nhu bing c6 dd pH thdp. Sau d6, RSV-F da dugc rira giai
duoc tiéu héa bang pepsin dugc 1am bit dong (Thermo Scientific) trong 5 phut. Cac
peptit thu duoc dwgc kit mudi bing cach st dung miii pipet sic ky ZipTip va dugc
phén tich ngay lap tirc bing phuong phap do phd khéi giai hip ion héa bang chiéu laze

c6 sy trg gitip clia co chit UltrafleXtreme- thoi gian bay (UltrafleXtreme matrix assisted
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laser desorption ionization time of flight-MALDI-TOF)-TOF.
Dang thirc hat két hgp/hat phén ly

Trong dang thirc ‘hat két hop/hat phén ly’ (trao ddi két hop trén céc hat sau d6 14
trao ddi phén ly trén hat), truée tién RSV-F.mmh (SEQ ID NO: 353) dugc lién két véi
cac hat agaroza HIH3592P3 va sau d6, dugc 0 trong 5 phut hodc 10 phut trong D,0 aé
trao ddi két hop. Phirc hop hat RSV-F / HIH3592P3 dugc rira bing dung dich dém PBS
(duge didu ché v6i HyO khéng duogc doteri héa) va duge U trong dung dich dém PBS
trong mot nira khoang thoi gian trao ddi két hop. Sau khi trao d6i phan ly, RSV-F da
lién két duogc rira giai tir cac hat bing dung dich TFA lanh nhu bang c¢6 d6 pH thip. Sau
d6, RSV-F da dugc rira giai duoc tiéu hoa bang pepsin dugc 1am b4t dong (Thermo
Scientific) trong 5 phut. Cac peptit thu dugc duge khir mudi bing cach sit dung mili
pipet sic ky ZipTip va dugc phan tich ngay lap tirc bing phuong phap do phd khbi
MALDI-TOF-TOF. Céc tri sé trung binh hoic ty 18 giita khéi lugng va dién tich (m/z)
trung binh cla tt ca céc peptit dd duge phat hién dugc tinh va duge dem so sanh giita

thir nghiém nay va thir nghiém ‘dung dich két hop/hat phan ly’.
Nhén di€n peptit

Viéc nhén dién cac peptit dugc thuc hién bing cach sir dung sdc ky 16ng-Orbitrap
Elite (Thermo Scientific).

Cac két qua

Béng 13 1a sy so sanh chi tiét cta tri s6 m/z delta trung binh cia tit ca cac peptit
RSV-F dugc phat hién bing phuong phép do phé khdi MALDI-TOF sau qué trinh trao
ddi H/D va phan cét bing hé tiéu hoa. Hai doan twong tmg véi céc axit amin 161-171
(EGEVNKIKSAL, (SEQ ID NO: 355)) va 172-188 (LSTNKAVVSLSNGVSVL, (SEQ
ID NO: 356)) ciia SEQ ID NO: 354 c6 céc tri s6 delta trung binh cao hon 0,20, ngudng
quan st thiy trong nhém dugc xem 1a c6 tinh chi bao vé su tiép xtic khang thé-protein
va vi vay 1a vé ving epitop. Ciing cin phai luu y rang peptit tin hiéu twong tmg véi céc
axit amin 161-171 khong dugc dinh lwgng trong thir nghiém trao di két hop 10 phut do
ty 1€ tin hidu-tap thip. Tuy nhién, tri s6 delta 13 0,88, duoc phat hién & thir nghiém trao
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d6i két hop 5 phit, 14 cao hon nhiéu so véi ngudng 0,2 va cé thé dugc quy cho sy thay
dbi dang k& v& tbc do trao dbi H/D sau khi RSV-F lién két véi HIH3592P3.

Ngoai ra, doan peptit twong g voi céc axit amin 172-188 chira cic axit amin
cia hai thé @5t bién 18n trén RSV (S173Y va T174K; xem, vi du 7), thé dot bién nay
khang lai phuong phap didu tri bing H1H3592P3, ching t6 ring hai axit amin niy déng
vai trd nhét dinh trong qua trinh lién két ciia khang thé va trung hoa virut. Vi vay, dang
két hop cta viéc giai trinh tw thé dot bién RSV 14n trén cling véi trao ddi H/D h trg céc
axit amin 161-188 ciia SEQ ID NO: 354 x4c dinh it nh4t mot phin ving lién két trong
RSV-F dbi voi khang thé HIH3592P3.

Bang 13. Tri s6 (m/z) trung binh ciia cic peptit tiéu héa RSV-F sau qua trinh trao
ddi ngwoc sau khi doteri hoa khi viing mit (dung dich két hgp/hat phén ly) va khi
¢6 mit (hat két hop/hat phéan ly) HIH3592P3

Thr nghiém I Thir nghiém II
trao doi két hop 5 phut /trao ddi | trao d6i két hop 10 phat /trao ddi
phan ly 2,5 phut phén ly 5 phit

Céc géc hat két dung dich hat  két dung dich
hop / hat |két hop / hop / hat | két hop /
phgn ly | hat pﬁﬁn delta pggn ly | hat plll)én delta
(m/z) ly (m/z) (m/z) ly (m/z)

46-52 791,06 791,10 0,04 791,06 791,15 0,09
48-56 1083,32 1083,37 0,05 1083,32 | 1083,35 0,03
48-58 1297,42 1297,44 0,02 1297,40 |1297,44 10,04
79-92 1665,81 1665,96 0,15 1665,86 | 1665,89 10,03
94-107 |1519,93 1520,00 0,06 1520,01 |1520,09 0,07
96-107 | 1278,64 1278,61 -0,03 | 1278,61 |1278,73 0,12
96-108 | 1434,61 1434,60 -0,01 1434,50 | 1434,63 0,13
148-160 | 1308,97 1309,12 0,16 Khong c¢6 | Khong c6 | Khong ¢
161-171 | 1188,72 1189,60 0,88 Khong c¢6 | Khong c6 | Khong ¢
172-188 | 1689,44 1691,68 2,24 1689,60 |1691,07 |1,47
220-230 | 1390,02 1390,06 0,04 1389,98 |1389,93 |-0,05
220-232 | 1632,30 1632,34 0,04 1632,29 1632,37 10,08
223-230 | 1048,49 1048,54 0,05 1048,44 |1048,55 0,11
223-232 | 1291,16 1291,21 0,05 1291,12 | 1291,18 | 0,07
231-236 | 760,95 760,95 0,00 761,02 760,95 -0,06
233-240 | 966,29 966,33 0,04 966,20 966,30 0,09
233-249 | 1780,20 1780,39 0,19 1780,38 | 1780,38 ]0,00
261-277 | 1977,81 1977,91 0,10 1977,92 11977,80 |-0,13
261-279 | 2205,05 2205,12 0,07 2205,10 |2205,20 [0,10
278-285 |958,20 958,34 0,14 958,15 958,29 0,14
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278-286

1121,50

1121,57

0,07

1121,54

1121,59

0,05

278-289

1453,19

1453,16

-0,03

1453,14

1453,08

-0,06

280-286

894,20

894,22

0,02

894,29

894,28

-0,02

280-289

1225,75

1225,80

0,05

1225,79

1225,81

0,02

280-290

1312,70

1312,70

-0,01

1312,86

1312,74

-0,13

457-467

1329,73

1329,82

0,09

1329,73

1329,76

0,03

468-477

1180,57

1180,67

0,10

1180,60

1180,42

-0,18

527-545

2132,30

213232

0,02

2132,39

2132,38

-0,01

534-545

1318,54

1318,54

0,00

1318,64

1318,50

-0,13

537-545

988,92

988,87

-0,05

988,93

988,84

-0,08

546-557

1528,62

1528,68

0,07

1528,64

1528,64

0,00

Khong
c6 ky
hi€u
nhén
di€n

743,16

743,06

-0,10

743,10

742,99

-0,11

Khong
c6 ky
hiéu
nhan
dién

844,01

843,98

-0,03

844,03

843,96

-0,07

Khong
c6 ky
hiéu
nhan
dién

901,26

901,40

0,13

901,36

901,40

0,04

Khong
c6 ky
hiéu
nhan
di€én

943,15

943,19

0,04

943,24

943,20

-0,04

Khong
c6 ky
hiéu
nhan
di€n

1090,41

1090,45

0,04

1090,48

1090,51

0,03

Khong
c6 ky
hi€u
nhan
dién

1143,51

1143,61

0,10

1143,53

1143,57

0,04

Khéng
c6 ky
hi¢u
nhan
dién

1325,52

1325,56

0,04

1325,54

1325,66

0,12
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Khong
c6 ky
hiéu
nhén
dién

1353,69

1353,64

-0,06

1353,77

1353,61

-0,16

Khong
c6 ky
hi¢u
nhan
dién

1550,39

1550,44

0,05

1550,45

1550,40

-0,05

Khong
c6 ky
hiéu
nhan
di€én

2074,49

2074,41

-0,08

2074,52

2074,36

-0,15

Khong
c6 ky
hiéu
nhan
dién

2257,71

2257,70

-0,01

2257,89

2257,85

-0,04

Khong
c6 ky
hiéu
nhan
dién

2365,83

2365,72

-0,12

2365,94

2365,87

-0,07

Khong
c6 ky
hiéu
nhén
dién

2385,18

2385,17

-0,01

2385,23

2385,25

0,02

Khong
c6 ky
hiéu
nhan
dién

2405,22

2405,09

-0,12

2405,17

2405,15

-0,02

Khong
c6 ky
hiéu
nhan
dién

2456,18

2456,24

0,07

2456,14

2456,09

-0,05

Khong
c6 ky
hi¢u
nhan
dién

2513,28

2513,26

-0,01

2513,32

2513,19

-0,14
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Vi du 9. Cac khang thé protein dung hop virut hep bao hé hip (RSV-F) thé hién
kha nang trung hoa hi¢u nghiém qua chiing phong thi nghi€ém phan nhom A va B
cia RSV

H1H3592P3 va c4c khang thé dbi chung I va II duge kiém tra trong thir nghiém
trung hoa vi lugng RSV dé xac dinh do hiéu nghiém. N6i mdt cach van gon, 10* t& bao
HEp-2 dugc nudi cdy trong méi truong DMEM 1x, dugc bb sung Hyclone FBS 5%, L-
glutamin va cac chit khang sinh, dwgc wom vao cac vi dia 96 16 mau den c6 day trong
subt va duoc U trong 16-18 gidy (37°C, CO, 5%). Tiép theo, cic ndng d6 khac nhau ciia
cac khang thé, bit ddu & mirc 666nM vdi cac 1an pha loang ké tiép 1:5 trong mdi trudng,
dugce U véi cac ching phong thi nghiém phan nhém A cia RSV khéc nhau do ATCC
cung cAp & muc bdi nhidm 14 0,042 trong 2 gid (37°C, CO, 5%). Bao gbém ca dbi chiing

kiéu twong dwong khong c6 virut va khong lién quan.

Sau khi @, hdn hop khang thé:virut dugc bd sung vio t& bao HEp-2 va tinh trang
lay nhiém dugc duy tri trong 3 ngay. Mtrc d6 lay nhiém dugc xac dinh bang cich cb
dinh céc t& bao trong PFA 2%va thuc hién ELISA bing khang thé khang RSV cla
dé/khang thé HRP khang cua dé. Cac chét phan Gmg phét quang dugc bd sung vao cac 16
va tin hiéu dwgc phat hién bang cach sir dung may doc dia (Victor X3, Perkin Elmer).
Céc tri sb v& mirc phéat quang dwoc phan tich bing phuong trinh logarit ba thong s6 trén

dudng cong déap tng 11 diém (GraphPad Prism).

Céc khang thé theo sang ché da thé hién khoang hoat tinh trung hoa rong chdng
cac chung phong thi nghi¢ém RSV (bang 14). Cac khang thé H1H3592P3 va AM22 da
th8 hién d6 hiéu nghiém twong ddng so véi dbi chung II ciia cic ching phong thi
nghiém phén nhém A cta RSV. So véi dbi ching I, HIH3592P3 d4 thé hién d6 hicu
nghiém cao hon 15-17 14n (IC50 44-140pM), trong khi AM22 di thé hién do hiéu
nghiém cao hon 9-23 14n (IC50 86-91pM) (bang 14). Déi véi phan nhém B, khang thé
H1H3592P3 d4 thé hién d6 hiéu nghiém trong ddng so véi ddi ching II, nhung wu viét
hon AM22 va dbi chimg I. So v6i dbi ching I, HIH3592P3 d thé hién d9 hidu nghiém
cao hon 2-5 1an (IC50 33-230pM), trong khi AM22 d3 thé hién d6 hiéu nghiém cao hon
0,13-2 1an (IC50 190-2508pM).
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Vi du nay thé hién tinh hiéu quéa cia céc khang thé theo sang ché nay trong viéc
trung hoa mot vai chung phong thi nghiém cia RSV tr cad phdn nhdm A va B, in vitro,

véi @0 hi€u nghiém cao hon da dugc thé hién trudc d6 ddi voi cac ddi chung da duge

xac lap.
Béang 14
Phén H1H3592P3 | D6i chimg | P6i ching | P6i chimg
nhom/chiing IC50 (pM) I 11 III

IC50 (pM) | IC50 (pM) | IC50 (pM)
A/A2 140 2080 202 91
A/Long 44 752 83 86
B/18537 230 1190 187 660
B/1400 33 113 38 190
B/1A2 48 223 40 580
B/9320 151 338 76 2508

Vi du 10. Cac khang thé protein dung hop virut hgp bao hé hip (RSV-F) thé hién
kha niing trung hoa hiéu nghi€ém qua san phim phan lap lam sang phin nhém A
cia RSV

H1H3592P3 va céc khang thé dbi chimg I, II va III dugc kiém tra trong thir
nghiém trung hoa vi lugng RSV dé xé4c dinh d6 hiéu nghiém. N6i mét cach vén gon, 10*
té bao HEp-2 dwgc nudi cdy trong méi truong DMEM 1x, dugc bd sung Hyclone FBS
5%, L-glutamin va cac chit khang sinh, dugc wom vao cac vi dia 96 16 mau den c6 day
trong sudt va dugc i trong 16-18 gi&r (37°C, CO, 5%). Tiép theo, cac ndng dd khac nhau
cta cac khang thé, bt ddu & mirc 666nM véi cac 1an pha lodng ké tiép 1:5 trong moi
trudng, duge U voi san phim phén 1ap 1Am sang phan nhém A ciia RSV khac nhau do
Dr. Moore (Emory University) cung cip & khoang MOI tir 0,015 dén 0,128 trong 2 gid
(37°C, CO, 5%). Bao gbm ca dbi chimg kiéu twong duong khéng c6 virut va khéng lién

quan.

Sau khi 1, hdn hop khang thé: virut dugc bd sung vio té bao HEp-2 va tinh trang
lay nhiém dwgc duy tri trong 3 ngay. Mutc d6 lay nhiém dugc xac dinh bing céch cb
dinh cac té bao trong PFA 2% va thuc hién ELISA bing khang thé khang RSV cua
dé/khang thé HRP khang ctia dé. Céc chét phan (mg phat quang dugc bd sung vao cac 18

va tin hi€u dugc phét hién béng cach sit dung may doc dia (Victor X3, Perkin Elmer).
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Céc tri s6 v& murc phat quang dugc phan tich bing phwong trinh logarit ba thong sb trén

dudng cong dap tmg 11 diém (GraphPad Prism).

Céc khang thé theo sang ché da thé hién khoang hoat tinh trung hoa rong chéng
san phim phan 14p 1am sang RSV (bang 15). Khang thé HIH3592P3 da thé hién do hiéu
nghiém tuong ddng vai cac dbi chung II va III d6i véi hau hét san phim phan 14p 14m
sang. So v6i dbi chimg I, HIH3592P3 da thé hién do hiéu nghiém cao hon 10-22 lin
(IC50 34-66pM) (bang 15).

Vi du nay thé hién tinh hiéu qua cta céc khéng thé theo sang ché nay trong viéc
trung hoa mot vai san phim phan 1ap 14m sang cta RSV, in vitro, véi dd hiéu nghiém
cao hon da duoc thé hién trude d6 dbi voi cac ddi ching da dugc xé4c lap.

Béang 15. Cac khang thé RSV-F thé hién kha ning trung hoa hi¢u nghiém qua sin
phim phén lap 1am sang phin nhém A ciia RSV

MOI | H1H3592 | Poi Poi Poi Genbank
P3 ching I | ching II | chirng
IC50 (pM) | IC50 IC50 111
(pM) (M) IC50
(M)
A2001/2-20 | 0,01 |43 935 74 72 JX069798.1
6
A2001/3-12 [ 0,01 |66 1259 129 60 1X069799.1
8
A1997/12- |0,01 |40 478 41 20 1X069800.1
35 5
A1998/3-2 |0,12 |35 344 36 31 1X069801.1
8
A1998/12- [ 0,02 |34 580 68 43 7X069802.1
21 6
A2000/3-4 | 0,04 |50 899 88 55 1X069803.1
0

Vi du 11. H1H3592P3 phong bé qua trinh xAm nhip ciia virut bing cach ic ché
qua trinh dung hop cia virut va mang té bao

Nghién ctru dugc thyc hién dé xac dinh co ché ma theo d6 céac khéng thé theo
sang ché phong bé tinh trang Iy nhiém virut hgp bao ho hip (RSV). Mot khang thé tiéu

biéu theo sang ché, H1H3592P3, dugc kiém tra dé x4c dinh xem lidu né c6 hoat dong dé
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phong ngira/trc ché qué trinh dung hop RSV véi céc té bao chu (hinh 2A va 2B). Co ché
tic dong ctia dbi ching I (mAb déi ching dwong ma trén co s& trinh ty cla
palivizumab) duoc md ta trén ddy 1a tc ché qué trinh dung hop virut véi té bao chu
(Huang et al., J. of Virol., (2010), Aug. 84(16):8132-40). B&i vi RSV-F 14 lién can dén
ca qué trinh gén két véi té bao thong qua sy twong téc ciia thu thé nucleolin cia té bao
chu, va qua trinh dung hop virut va mang sinh chét, cac thir nghiém dugc thuc hién dé

xé4c dinh co ché cua HIH3592P3.

Thir nghiém gén két (hinh 2A) dugc thyc hién bang cach & RSV (phan nhém A,
ching A2) khi ¢6 mat HIH3592P3 hoic khang thé d6i chimg dwong (d6i ching I), sau
d6, 0 hdn hop nay véi té bao HEp-2 & 4°C trong mot gid dé cho phép lién két virut voi
céc té bao. Virut khong lién két dwoc rira di, céc té bao duge cb dinh va ty 16 phin trim
ctia virut da gén két duogc do bang ELISA. Heparin, chit ndy phong bé qué trinh gin két

RSV, duoc sir dung lam d6i chimg.

Qua trinh dung hop virut dugc phat hién bing cach cho phép gin két virut & 4°C,
rira virut khong lién két di, sau do6, 0 v6i HIH3592P3, ddi chiung I duong, hodc khang
thé dbi chirng kiéu twong dwong 4m & 4°C va di chuyén cac té bao dén noi c6 nhiét 4o 1a
37°C @é thuc ddy qua trinh dung hop va x4m nhép cta virut. Mitc 14y nhiém virut duoc
do 3 ngay sau bang ELISA (hinh 2B). RLU: Pon vi phét quang twong dbi.

H1H3592P3, giéng nhu dbi chimg I, phong bé qua trinh dung hop RSV va khéng
phong bé qué trinh gén két RSV vdi bé mit té bao, trong khi mAb ddi ching kiéu twong
dwong (4m tinh) khong c6 tac dung gi d6i véi quéa trinh dung hop virut (hinh 2B).
Heparin d3 phong bé mot cach hitu hiéu qua trinh gén két RSV véi cac té bao (Hallack
et al., Virology (2000), 271(2):264-75), trong khi d6 ca hai khang thé déu khong tc ché
qué trinh gin két RSV (hinh 2A). HIH3592P3 di phong bé qué trinh dung hop virut
trong dang thirc thir nghiém nay véi ICso 1a 230pM, trong khi mAb dbi chimg dwong
(d6i chung I) da phong bé qua trinh dung hop virut v6i ICso 1nM (hinh 2B). D3 quan sat
thdy céac két qua trong dong véi chiing phan nhém B ctia RSV (dit liéu khong dugc thé

hién).

Vi du 12. Sw canh tranh chéo theo Octet ciia cac khang thé khang RSV-F dé lién
két véi RSV-F
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Su canh tranh lién két gitta bo thir nghiém gbm mAb khang RSV-F dugc xéc
dinh bing cach sir dung thir nghiém giao thoa 16p sinh hoc khong danh diu, thoi gian
thuc trén bo cam bién sinh hoc Octet® HTX (Pall ForteBio Corp.). Toan b thtr nghi€ém
duogc thyc hién & 25°C trong dung dich dém dong hoc HBST (HEPES 0,01M 46 pH 7.4,
NaCl 0,15M, EDTA 3mM, 0,05% thé tich/thé tich chit hoat dong bé mit Tween-20,
0,1mg/ml BSA) trong khi van lic dia & van tdc 1a 1000 vong/phut. D& danh gia xem liéu
hai khang thé c¢6 thé canh tranh v&i nhau dé lién két v6i cac epitop tuong tmg ctia ching
trén protein RSV-F t4i t6 hop dwoc biéu hién véi thé myc-myc-hexahistidin c6 diu cudi
C (RSV-F-mmH) hay khéng, trudc tién khoang 0,36nm ciia RSV-F-mmH duogc bt giit
trén cam bién sinh hoc Octet dwoc phu khang thé khang Penta-His (Fortebio Inc, Cat#
18-5079) bang cach ngam bd cam bién sinh hoc trong 3 phut vao cac 18 chira 10pg/ml
dung dich ciia RSV-F-mmH t4i t& hop. Sau d6, cam bién sinh hoc d3 bét khang thé dugc
1am bao hoa bing khang thé don dong khang RSV-F thir nhit (sau day dwoc goi 14 mAb-
1) bang cach nhung vao céc 18 chira 100-200pg/ml dung dich mAb-1 trong 10 phit. Sau
d6, bd cam bién sinh hoc duge nhing vao cac 16 chira 100-200ug/ml dung dich khang
thé don dong khang RSV-F thi hai (sau ddy duoc goi 12 mAb-2) trong 5 phut dé kiém
tra v& kha ning mAb-2 lién két véi RSV-F-mmH, chét nay duoc lién két trudc voi mADb-
1. BO cam bién sinh hoc dugc rira trong dung dich dém dong hoc HBST giita mdi bude
cia thir nghiém. Pap ung lién két thoi gian thuc duoc theo ddi sudt tién trinh thir
nghiém va murc dap tmg lién két t6i da cua tét ca cic budc dugc ghi lai. Mic d4p ang
clia mAb-2 lién két v6i RSV-F-mmH da dugc lién két true véi mAb-1 dugce do va dic
tinh canh tranh/kh6ng canh tranh ciia cic khang thé don dong khang RSV-F khéc nhau

duoc xac dinh.
Cic két qua

Céc nghién ctru lién két lién tiép duge thue hién trén Octet® HTX thé hién réng
khong c6 khang thé nao trong sb cac khang thé don dong khang RSV-F canh tranh véi
nhau va c6 khéa ning lién két khong canh tranh v6i RSV-F-mmH. Nhu dugc thé hién
trong bang 16, cdc 6 mau xAm d4m v&i phong chit mau den thé hién dap ung lién két dbi
v6i trudong hop tu canh tranh. O mau tring v6i phong chit mau den thé hién 1a khéng c6
su canh tranh giita cic khang thé, diéu nay cho thdy ring mdi khang thé c6 epitop lién

két riéng. Qua trinh lién két ciia khang thé don dong khang RSV-F thit nhit (mAb-1) véi
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protein RSV-F-mmH duogc bét giit bsi khang thé khang His khong ngin ngira sy lién két
cta khang thé don dong khang RSV-F thir hai (mAb-2). Pdi véi tt ca cac khang thé
don dong khang RSV-F trong nghién ctru ndy, da phat hién ra ring tin hiéu lién két
mAb-2 quan sat dugce 1a c6 thé so sanh dugc véi tin hiéu lién két mAb-2 quan sat dugc
khi ving mit mAb-1 (khéng c6 mAb). Ngoai ra, cling da phét hién ra ring qua trinh lién
két quan sat dugc cia mAb-2 dbi véi tht ca cac khang thé don dong khang RSV-F 1a doc
1ap véi trat tu lién két cia khang thé khang RSV-F; chimg t6 ring tit ca cac khang thé

khang RSV-F dang dugc nghién ctru déu c6 céc epitop lién két riéng biét.

Bang 16. Sw canh tranh chéo giira cac khang thé don dong khang RSV-F.

Kha nang lién két cua
mAb-2 voi tién phic hop
cua RSV-F-mmH dugc bat
giltt & mAb-1
Lugng la {Lugng 1a
10pg/ml cua | 100-
RSV _F.mmh |200pg/ml | mAb
mAb-1 dugc bit gitt | cia mAb-1 | sd ! 2 3 4
+ 7d(f) 1&ch | Binding
chuan (nm) | mc (nm)
Pbi chimg I | 0,36+ 0,01 [0,33+0,01 |1 0,34 | 0,44 |0,00
(AM-22)
HIH3592P3 - 10361001 035001 |2 |026 (KNGO 0,30 | 0,00
I 0,39+0,01 |(045+0,02 |3 0,29 | 0,23 [§EICHES -0,01
Doi chimg I
(Palivizumab)
Khong c6 mAb | 0,36 + 0,01 |-0,01+0,01 |4 0,20 | 0,17 | 0,36 [ROAOG

-110-



26475

YEU CAUBAO HOQ
1. Khang thé ngudi duge phan 14p hodc doan lién két khang nguyén cia n6 lién két

d3c hiéu voi protein F ciia virut hgp bao hd hip (Respiratory Syncytial Virus F protein -
RSV-F), trong d6 khang thé nay hoic doan lién két khang nguyén ciia n6 chira ba viing
xac dinh tinh bd trg chudi ning (HCDR1, HCDR2 va HCDR3) nam trong trinh tu axit
amin SEQ ID NO: 274 cta ving bién i chudi ning (Heavy Chain Variable Region
(HCVR); va ba vung xac dinh tinh bd trg chudi nhe (LCDR1, LCDR2 va LCDR3) nim
trong trinh tw axit amin SEQ ID NO: 282 cia ving bién dbi chudi nhe (Light Chain
Variable Region - LCVR).

2. Khang thé dugce phan 14p hodc doan lién két khang nguyén cia né theo diém 1,
trong d6 khang thé ngudi duge phan 1ap hoic doan lién két khang nguyén cia né chira
cac mién HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3, 14n luot ¢6 trinh ty axit
amin SEQ ID NO: 276-278-280-284-286-288.

3. Khang thé duge phan lap hodc doan lién két khang nguyén cua né theo diém 1,
chtra ving bién dbi chudi ning c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 274 va ving bién d6i

chudi nhe c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 282.

4. Khang thé dugc phan 14p hogc doan lién két khang nguyén cua n6 theo diém bét
ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 khang thé nay hoic doan lién két khang
nguyén cta no6 lién két vai trinh tu axit amin chira cac gdc axit amin nam trong pham vi

vi tri 161 dén vi tri 188 ctia SEQ ID NO: 354.

5.  Khéng thé dugc phéan l4p hodic doan lién két khang nguyén ciia né theo diém bt
ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6 khéng thé nay hodc doan lién két khang
nguyén ciia n6 lién két véi mot hoic nhidu gbe ndm trong SEQ ID NO: 355 va SEQ ID
NO:356.

6. Khang thé dugc phan 1ap hoic doan lién két khang nguyén cia n6 theo diém bét
ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6 khang thé nay hoic doan lién két khang

nguyén cua no lién két v6i serin & vi tri 173 cia SEQ ID NO: 354, hoic threonin & vi tri
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174 cta SEQ ID NO: 354, hodc ca serin ¢ vi tri 173 cua SEQ ID NO: 354 va threonin &
vi tri 174 cia SEQ ID NO: 354.

7. Khang thé duoc phan 1ap theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 1 dén 6, trong d6
khéng thé nay 13 khang thé IgG1 hodc IgG4.

8. Phén tir axit nucleic dugc phan 14p ma héa khang thé hogc doan lién két khang
nguyén cia no6 theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6 hodc khang thé theo diém
7.

9. Vecto bidu hién chira phéan tir axit nucleic theo diém 8.
10.  Té bao chu chira vector biéu hién theo diém 9.

11.  Duwoc phim chira mdt hoic nhidu khang thé hoic doan lién két khéang nguyén cia
n6 theo didm bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 6 hodc khang thé theo diém 7 va chét

mang dugc dung.
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<120> Cac khang thé cta ngudi khéang
protein F cua virut hop bao hé hdp va phuong phép su dung ching

<130> 1800A-WO

<140>
<141>

TBA

<150>
<151>

61/782,215
14/03/2013

<150>
<151>

61/911,093
03/12/2013
<160> 364

<170> FastSEQ dung cho Windows phién ban 4.0

<210> 1

<211> 366
<212> ADN
<213>

<220>
<223> Tdng
<400> 1
caggtgcagc
tcctgcaagg
120
cctggacaag
180
gcgcaaaagt
240
atggaactga
300
gcccattttg
360

ggccca

366

<210> 2
<211> 122
<212> PRT

hop

tggtgcagtc
cttctggagg
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag

agttctgggg

Trinh ty nhan tao

tggggctgag
caccctcagt

gttgggaggg
aatcacgatc
atctgaggac

ccagggaacc

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

gtgaagaagc
aataacgctt

ttcaacccga
accctggacg
acgggcgtgt

ctggtcaccg

-115-

ctgggtcctc
tcagctgggt

tctttgatac
catccacggg
attactgcgc

tctecctcecage

ggtgaaggtc 60

gcgacaggcc
tgcaaactac
cacagtctac

gggaactggg

ctccaccaag



<223> Téng hop

<400> 2

Gln
1
Ser
Ala
Gly
Gln
65
Met
Ala

Thr

Val Gln Leu Val

Val Lys Val Ser
20
Phe Ser Trp Val
35
Gly Phe Asn Pro
50
Gly Arg Ile Thr

Glu Leu Ser Ser
85
Gly Thr Gly Ala
100
Val Ser Ser Ala
115

<210> 3

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 3
ggaggcaccc tcagtaataa cgct

<210> 4

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 4
Gly Gly Thr Leu Ser Asn Asn Ala

1

5

<210> 5

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Téng hop

Gln
Cys
Arg
Ile
Ile
70

Leu
His

Ser

tao

tao

tao

Ser
Lys
Gln
Phe
55

Thr
Arg

Phe

Thr

26475

Gly
Ala
Ala
40

Asp
Leu
Ser

Glu

Lys
120

Ala
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Phe

105
Gly

Glu
10

Gly
Gly
Ala
Ala
Asp
90

Trp

Pro

-116-

Val
Gly
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Gly

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Gly

Gln

Lys
Leu
Leu
45

Ala
Gly
Val

Gly

Pro
Ser
30

Glu
Gln
Thr
Tyr

Thr
110

Gly
15

Asn
Trp
Lys
Val

Tyr
95
Leu

Ser
Asn
Leu
Phe
Tyr
80

Cys

Val

24



26475

<400> 5
ttcaacccga tctttgatac tgca 24

<210> 6

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 6
Phe Asn Pro Ile Phe Asp Thr Ala
1 5

<210> 7

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 7
gcgggaactg gggcccattt tgagttc 27

<210> 8

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 8
Ala Gly Thr Gly Ala His Phe Glu Phe
1 5

<210> 9

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 9
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60

atcacttgcc ggacaagtca gagcattagc acctatttaa attggtatca gcagaaacca
120

-117-



26475

ggaaaagccc ctaagttcct gatctatgct gcatccacct tacaaagtgg ggtcccatca
180
aggttcagtg gcagtggatc tcggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct
240

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agtgtcagtg tcccgtacac ttttggccag
300

gggaccaagc tggagatcaa a
321

<210> 10

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 10
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Thr Ser Gln Ser Ile Ser Thr Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Phe Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Val Ser Val Pro Tyr
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 11

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 11
cagagcatta gcacctat

<210> 12

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

-118-

18



<400> 12
Gln Ser Ile Ser Thr Tyr
1 5

<210> 13

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 13
gctgcatcc

<210> 14

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 14
Ala Ala Ser
1

<210> 15

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 15
caacagagtg tcagtgtccc gtacact

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 16

26475

Gln Gln Ser Val Ser Val Pro Tyr Thr

1 5

-119-

27



26475

<210> 17

<211> 366

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 17

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc 60
tcectgtgcag cgtctggatt caccttcaat agttatggca tgcactgggt ccgccagget
120

ccaggcaagg ggctggagtg ggtgacattc atatggtctg atggaagtaa taaatattat
180

ttagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacactgtat
240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgtat attactgtgc gagaagtgga
300

ctagcctcct attattatta cggtatggac gtctggggcc aagggaccac ggtcaccgtc
360

tcctceca

366

<210> 18

<211> 122

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 18
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn Ser Tyr
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Thr Phe Ile Trp Ser Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Leu Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Ser Gly Leu Ala Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 19
<211> 24
<212> ADN

-120-



26475

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 19
ggattcacct tcaatagtta tggc

<210> 20

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 20
Gly Phe Thr Phe Asn Ser Tyr Gly
1 5

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 21
atatggtctg atggaagtaa taaa

<210> 22

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 22
Ile Trp Ser Asp Gly Ser Asn Lys
1 5

<210> 23

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> Téng hop

-121-

24

24



<400> 23

26475

gcgagaagtg gactagcctc ctattattat tacggtatgg acgtc

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

24
15
PRT

<220>
<223> Tbéng

<400> 24

hop

Trinh ty nhédn tao

Ala Arg Ser Gly Leu Ala Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val

1

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

25
321
ADN

<220>
<223> Tdng
<400> 25
gacatccaga
atcacttgcc
120
gggaaagccc
180
aggttcagcg
240
gaagattttg
300

gggaccaagg
321

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

26
107
PRT

<220>
<223> Téng

<400> 26

Asp Ile Gln Met Thr

1

Asp Arg Val Thr Ile

Leu Gly Trp Tyr Gln Gln Lys

35

Tyr Gly Ala Ser

5

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagcgcct
gcagtggatc
ccacttattc

tggaaatcaa

Trinh ty nhén tao

tccatcctcece
gggcattaga

gatctatggt
tgggacagaa
ctgtctacag

a

Trinh tu nhan tao

hop

Gln Ser Pro
5

Thr Cys Arg

20
Pro
40
Ser Leu Gln Ser

10

ctgtctgcat
aatgatttag

gcatccagtt
ttcactctca

cataatagtt

Ser Ser Leu
10

Ala Ser Gln

25

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

-122-

ctgtaggaga
gctggtatca

tgcaaagtgg
caatcagcag

acccgtggac

15

cagagtcacc 60

gcagaaacca
ggtcccgtca
cctgcagcect

gttcggccaa

Ser Ala Ser Val Gly

15

Gly Ile Arg Asn Asp

30

Pro Lys Arg Leu Ile

45

Ser Arg Phe Ser Gly



26475

50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Ser Cys Leu Gln His Asn Ser Tyr Pro Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 27
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 27
cagggcatta gaaatgat

<210> 28

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 28
Gln Gly Ile Arg Asn Asp
1 5

<210> 29

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 29
ggtgcatcc

<210> 30
<211> 3

<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 30

-123-



Gly Ala Ser

1

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

31
27
ADN

<220>
<223> Tdng

<400> 31

hop

26475

Trinh tu nhén tao

ctacagcata atagttaccc gtggacg

<210> 32
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tdng

<400> 32

hop

Leu Gln His Asn Ser Tyr Pro Trp Thr

1

<210> 33
<211> 366
<212> ADN

5

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng

<400> 33
caggtgcagc
tcctgtgcag
120
ccaggcaagg
180
gcagactccg
240
ttgcaaatga
300
ctagcctcct
360

tcctca

366

<210> 34
<211> 122

hop

tggtggagtc
cgtcgggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
atagtctgag

attattatta

tgggggaggc
caccttcagt

ggtggtattt
attcaccatc
agccgaggac

cagtatggac

gtggtccagc
agttatggca

ctatggtatg
tccagagaca

acggctgtat

gtctggggcc

-124-

ctgggaggtc
tgcactgggt

atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgc

aagggaccac

cctgagactc
ccgccaggcet

taaacactat
cacattgtat
gagaagtgga

ggtcaccgtc

27

60



Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Ser

Thr

26475

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala

Tyr

Val
120

<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 34
Gln Val Gln Leu Val Glu
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20
Gly Met His Trp Val Arg
35
Val Phe Leu Trp Tyr Asp
50
Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu
85
Ala Arg Ser Gly Leu Ala
100
Gly Gln Gly Thr Thr Val
115
<210> 35
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 35
ggattcacct tcagtagtta tggc
<210> 36
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 36
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly
1 5
<210> 37
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Tyr

105
Ser

Gly
10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp
90

Tyr

Ser

-125-

Val
Phe
Lys
His
Ser
75

Thr

Tyr

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Ser

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

Met

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Asp
110

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Val

Arg
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Trp

24
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<220>
<223> Tédng hop

<400> 37
ctatggtatg atggaagtaa taaa

<210> 38

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 38
Leu Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys
1 5

<210> 39

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 39
gcgagaagtg gactagcctc ctattattat tacagtatgg acgtc

<210> 40

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 40

Ala Arg Ser Gly Leu Ala Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Ser Met Asp Val

1 5 10

<210> 41

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 41

-126-

15

24

45



gacatccaga
atcacttgcc
120
gggaaagccc
180
aggttcagcg
240
gaagattttg
300

gggaccaagg
321

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

42
107
PRT

<220>
<223> Tdéng
<400> 42
Asp Ile Gln
1
Asp Arg Val

Leu Ala Trp
35
Ala

Tyr Gly

50
Ser Gly Ser
65
Glu

Asp Phe

Thr Phe Gly

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

43
18
ADN

<220>
<223> Tbéng
<400> 43

cagggcatta

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

44

6

PRT
Trinh

tgacccagtc
gggcaagtca

ctaagcgcecct
gcagtggatc
caacttattc

tggaaatcaa

hop

Met Thr

Thr
20
Tyr

Ile
Gln
Ser Ser
Gly Thr

Ala Thr
85
Gln Gly

100

hop

gaaatgat

tu nhén

Gln
Thr
Gln
Leu
Glu
70

Tyr

Thr

26475

tccatcctcee
gggcattaga

gatctatggt
tgggacagaa
ctgtctacag

a

Trinh ty nhan tao

Ser Pro

Cys Arg

Pro
40
Ser

Lys

His
55
Phe Thr

Ser Cys

Lys Val

Trinh ty nhdn tao

tao

ctgtctgcat
aatgatttag

gcatccagtt
ttcactctca

cataatagtt

Ser Leu
10

Ser

Ser

Ala
25
Gly

Gln

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75

His

Leu

Gln
90
Ile

Leu

Glu
105

Lys

-127-

ctgtaggaga
cctggtatca

tacacagtgg
caatcagcag

acccgtggac

Ser Ala Ser

Gly Ile Arg

30

Pro Lys Arg

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Asn Ser Tyr

cagagtcacc 60

gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagect

gttcggccaa

Val
15
Asn

Gly
Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Trp

95

18



<220>
<223> Téng hop

<400> 44
Gln Gly Ile Arg Asn Asp
1 5

<210> 45

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 45
ggtgcatcc

<210> 46

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 46
Gly Ala Ser
1

<210> 47

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 47
ctacagcata atagttaccc gtggacg

<210> 48

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 48

26475

Leu Gln His Asn Ser Tyr Pro Trp Thr

-128-

27



<210> 49

<211> 354
<212> ADN
<213>

<220>
<223> Téng
<400> 49
caggtgcagc
tcctgcaagg
120
cctggacaag
180
gcacagaagt
240
atggagctga
300
tggccccacg
354

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

50
118
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 50
Gln Val Gln
1
Ser Val Lys
His
35
Ile

Tyr Leu

Gly Trp
50
Gln Gly
65

Met

Arg

Glu Leu

Ala Arg Glu

Thr Val Thr

115

<210> 51
<211> 24

hop

tggtgcagtc
cttctggata

ggcttgagtg
ttcagggcag
gtaggctgag

gtatggacgt

tu nhén

hop

Leu Val

Val
20
Trp

Ser
Val

Asn Pro

Val Thr

Ser Arg
85
Phe Trp
100

Val Ser

Gln
Cys
Arg
Thr
Met
70

Leu

Pro

26475

Trinh ty nhén tao

tggggctgag
caccctcacc

gatgggatgg
ggtcaccatg
atctgacgac

ctggggccaa

tao

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala
40
Ser Gly
55
Thr Arg

Arg Ser

His Gly

Ser

gtgaagaagc
ggctattatc

atcaacccta
accagggaca
acggccgtgt

gggaccacgg

Ala Glu
10

Gly

Val

Ser
25
Pro

Tyr

Gly Gln

Gly Thr Asn

Thr Ser
75
Thr

Asp
Asp Asp

Met
105

Asp Val

-129-

ctggggcctc
tacactgggt

ccagtggtgg
cgtccatcag
atcactgtgc

tcaccgtctc

Lys Lys Pro

Thr Thr
30
Glu

Leu

Gly Leu

45
Tyr Ala Gln
60

Ile Ser Ala

Ala Val Tyr
Gln

110

Trp Gly

agtgaaggtc 60

gcgacaggcc
cacaaactat
tgcagccttc
gagagaattt

ctca

Gly Ala
15
Gly Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Phe
80
His Cys
95

Gly Thr



26475

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 51
ggatacaccc tcaccggcta ttat

<210> 52

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 52
Gly Tyr Thr Leu Thr Gly Tyr Tyr
1 5

<210> 53

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 53
atcaacccta ccagtggtgg caca

<210> 54

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 54
Ile Asn Pro Thr Ser Gly Gly Thr
1 5

<210> 55

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

-130-

24

24



<400> 55

26475

gcgagagaat tttggcccca cggtatggac gtc

<210>
<211>
<212>

56
11
PRT

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> Téng

<400> 56

hop

Ala Arg Glu Phe Trp Pro His Gly Met Asp Val

1

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

57
321
ADN

<220>
<223> Tdéng
<400> 57
gccatccaga
atcacttgcc
120
gggaaagccc
180
aggttcagcg
240
gaagattttg
300

gggaccaagg
321

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

58
107
PRT

<220>
<223> Tdng

<400> 58

5

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttatta

tggaaatcaa

hop

Trinh tu nhén tao

tccatcctcce
ggccattaga

gatctatgct
tggcacagat
ctgtcttgca

a

Trinh tu nhé&n tao

10

ctgtctgcat
aatgatttag

tcatccagtt
ttcactctca

gattacaaat

ctgtaggaga
gctggtatca

tacaaagtgg
ccatcagcag

acacgtggac

cagagtcacc 60

gcagaaacca
ggtcccttca
cctgcagect

gttcggccaa

Ala Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

Asp Arg Val Thr Ile Thr

Leu Gly Trp Tyr Gln Gln

35

5

20

40

10

-131-

30

45

15

Cys Arg Ala Ser Gln Ala Ile Arg Asn Asp
25
Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile



Tyr Ala Ser Ser Ser Leu

50
Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr
100
<210> 59
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 59
caggccatta gaaatgat

<210> 60

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 60
Gln Ala Ile Arg Asn Asp
1 5

<210> 61

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> ol
gcttcatcc

<210> 62

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

26475

Gln Ser
55

Phe Thr
Tyr Cys

Lys Val

Gly val

Leu Thr

Leu Ala
90

Glu Ile
105

-132-

Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60
Ile Ser Ser Leu Gln Pro
75 80
Asp Tyr Lys Tyr Thr Trp
95
Lys

18



<400> 62

Ala Ser Ser

1

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

63
27
ADN

<220>
<223> Tdng

<400> 63

hop

2

Trinh ty nhdn tao

cttgcagatt acaaatacac gtggacg

<210> 64
<211> 9
<212> PRT
<213>

<220>
<223> Tdng

<400> 64

hop

Trinh ty nhén tao

6475

Leu Ala Asp Tyr Lys Tyr Thr Trp Thr

1

<210> 65
<211> 378
<212> ADN

5

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng

<400> 65
gaggtgcagc
tcctgtgaag
120
ccaggcaagg
180
gcggactccg
240
ctacaaatga
300
ggatatagtg
360
acggtcaccg
378

<210> 66

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgcagggccyg
acagcctgat
gctacgattg

tctcctcea

tgggggaggc
cacacttagc

ggtctcacgt
gttcaccacc
agccgaggac

ggacttttat

ttggtacacc
agccatgtca

atcagtggtc
tccagagaca
tcggccgeat

tacggtatgg

-133-

cgggggggtc
tgagctgggt

ctggtggtag
actccaagaa

attactgtgc

acgtctgggg

cctgagactc
ccgccaggtt

tacaaagtat
caccctgtat

gaaagggggg

ccaagggacc

27

60



<211> 126
<212> PRT
<213> Trinh ty nhéan

<220>
<223> Téng hop

<400> 66
Glu Val Gln Leu Val
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser
20
Val Met Ser Trp Val
35
Ser Arg Ile Ser Gly
50
Gln Gly Arg Phe Thr
65
Leu Gln Met Asn Ser
85
Ala Lys Gly Gly Gly
100
Met Asp Val Trp Gly
115

<210> 67

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 67

tao

Glu
Cys
Arg
Pro
Thr
70

Leu

Tyr

Gln

tao

Ser
Glu
Gln
Gly
55

Ser
Ile

Ser

Gly

ggattcacac ttagcagcca tgtc

<210> 68

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 68

tao

26475

Gly
Ala
Val
40

Gly
Arg
Ala

Gly

Thr
120

Gly Phe Thr Leu Ser Ser His Val

1 5

<210> 69
<211> 24
<212> ADN

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Tyr

105
Thr

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

Asp

Val

-134-

Leu
Phe
Lys
Lys
Ser
75

Ser

Trp

Thr

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Asp

Val

His
Leu
Leu
45

Ala
Asn
Ala

Phe

Ser
125

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Tyr

110
Ser

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu

Tyr

Tyr

Gly
His
Val
Val
Tyr
80

Cys

Gly

24



26475

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 69
atcagtggtc ctggtggtag taca 24

<210> 70

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 70
Ile Ser Gly Pro Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 71

<211> 57

<212> ADN

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 71
gcgaaagggg ggggatatag tggctacgat tgggactttt attacggtat ggacgtc 57

<210> 72

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 72
Ala Lys Gly Gly Gly Tyr Ser Gly Tyr Asp Trp Asp Phe Tyr Tyr Gly
1 5 10 15

Met Asp Val

<210> 73

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

-135-



26475

<223> Téng hop
<400> 73
gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat
atcacttgtc gggcgagtca gggtattagc agctggttag
120
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt
180
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca
240
gaagattttg caacttacta ttgtcaacag actaacagtt
300
gggaccaaag tggatatcaa a
321
<210> 74
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 74
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Thr
85 90
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
100 105
<210> 75
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 75

cagggtatta gcagctgg

<210> 76
<211> 6

-136-

ctgtaggaga
cctggtatca

tgcaaagtgg
ccatcagcag

tccctcectcecac

Ser Ala Ser

Gly Ile Ser

30

Pro Lys Leu

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Asn Ser Phe

cagagtcacc
gcagaaacca

ggtcccatca
cctgcagcect

tttcggcgga

Val
15
Ser

Gly
Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Leu

95

60

18



<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 76
Gln Gly Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 77

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 77
gctgcatcc

<210> 78

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 78
Ala Ala Ser
1

<210> 79

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 79
caacagacta acagtttccc tctcact

<210> 80

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

26475

-137-

27



<400> 80

26475

Gln Gln Thr Asn Ser Phe Pro Leu Thr

1

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

81
366
ADN

<220>
<223> Téng
<400> 81
caggtgcagc
tcctgcaagg
120
ccgggacaag
180
gcacagaagt
240
atggagctga
300
agctcgtccce
360

tcctea

366

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

82
122
PRT
Trinh

<220>
<223> Tdng
<400> 82
Gln Val Gln
1
Ser Val Lys

Ala Ile Ser

35

Gly Gly Ile
50

Gln Gly

65

Met

Arg

Glu Leu

Ala Arg Asp

Gly His Gly

5

hop

tggtgcagtc
cttctggagg
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag

cgaggtacta

tu nhén

hop

Leu Val

Val
20
Trp

Ser

Val

Ile Pro

Val Thr

Ser
85
Ser

Ser

Ser
100

Thr Thr

Gln
Cys
Arg
Ile
Ile
70

Leu

Ser

Val

Trinh ty nhén tao

tggggctgag
caccttcagc

gtgaagaagt
agctatgcta
gatgggaggg atcatcccta
agtcacgatt accacggacg
atctgaggac acggccgtgt

cggtatggac gtctggggcc

tao

Ser Gly Ala Glu

10
Gly

Val

Ala Ser
25

Pro

Lys Gly

Gln Ala
40
Gly

Gly Gln
Phe
55
Thr

Thr Gly Asn

Thr Glu Ser
75

Thr

Asp

Arg Ser Glu Asp

Ser Pro Arg
105

Ser

Tyr Tyr

Thr Val Ser

-138-

ctgggtcctce
tcagctgggt

tctttggtac
aatccacgag
attattgtgce

acgggaccac

Lys Lys Ser

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr Gln

60

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Gly Met Asp

110

ggtgaaggtc 60

gcgacaggcc
aggaaattac
cacagcctat
gagagatagc

ggtcaccgtc

Gly Ser
15
Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Val Trp



26475

115 120

<210> 83

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 83
ggaggcacct tcagcagcta tgct

<210> 84

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 84
Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr Ala
1 5

<210> 85

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 85
atcatcccta tctttggtac agga

<210> 86

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 86

Ile TIle Pro Ile Phe Gly Thr Gly
1 5

<210> 87

<211> 45

-139-

24

24



<212>
<213>

ADN

<220>
<223> Téng

<400> 87

hop

26475

Trinh ty nhén tao

gcgagagata gcagctcgtc cccgaggtac tacggtatgg acgtc

<210>
<211>
<212>

88
15
PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng

<400> 88

hop

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

1

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

89
321
ADN

<220>
<223> Tdéng
<400> 89
gaaattgtgt
ctctecctgca
120
ggccaggctc
180
aggttcagtg
240
gaagattttg
300
gggacacgac
321

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

90
107
PRT

<220>
<223> Téng

<400> 90

5

hop

tgacacagtc
gggccagtca
ccaggctcct
gcagtgggtc
caacttatta

tggagattaa

hop

Trinh ty nhén tao

tccagccacc
gagtgttacc

catctatgat
tgggacagac
ttgtcagcag

a

Trinh ty nhén tao

10

ctgtctttgt
agctacttag

gtatccaaga
ttcactctca

cgtagcaact

ctccagggga
cctggtacca

gggccactgg

ccatcagcag

ggcctcccac

15

aagagccacc 60

acagaaacct
catcccagcec
cctagagcct

cttcggccaa

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

-140-



Glu Arg Ala Thr Leu
20
Leu Ala Trp Tyr Gln

Tyr Asp Val Ser Lys
50

Ser Gly Ser Gly Thr

65

Glu Asp Phe Ala Thr

85
Thr Phe Gly Gln Gly
100
<210> 91
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 91
cagagtgtta ccagctac

<210> 92

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 92
Gln Ser Val Thr Ser
1 5

<210> 93

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 93
gatgtatcc

<210> 94
<211> 3
<212> PRT

Ser
Gln
Arg
Asp
70

Tyr

Thr

tao

tao

Tyr

tao

Cys
Lys
Ala
55

Phe
Tyr

Arg

26475

Arg
Pro
40

Thr
Thr
Cys

Leu

Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

10
Ser

Gln
Ile
Thr
Gln

90
Ile

-141-

Gln
Ala
Pro
Ile
75

Arg

Lys

Ser
Pro
Ala
60

Ser

Ser

Val
Arg
45

Arg

Ser

Asn

Thr
30

Leu
Phe

Leu

Trp

15
Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Pro

18



26475

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng

<400> 94

Asp Val Ser

1

<210> 95
<211> 27
<212> ADN
<213>

<220>
<223> Téng

<400> 95

hop

hop

Trinh ty nhén tao

cagcagcgta gcaactggcc tcccacc

<210> 96
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> Téng

<400> 96

hop

Trinh ty nhén tao

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Pro Thr

1

<210> 97
<211> 375
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng
<400> 97
gaggtgcagc
tcctgtgaag
120
ccagggaagg
180
gtggactctg
240
ctgcaaatga
300

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctagagtg
tgaagggccg

acagcctgag

tgggggaggc
cacctttagt

ggtggccaac
attcaccgtc

agccgaggac

ttggtccagc
acctattgga

ataaaacaag
tccagagaca

acggctctgt

-142-

ctggggggtc
tgagttgggt

atggaagtgt
acgccaagaa

atcactgtgce

cctgagactc 60

ccgccaggct
gaaatacttt

ctccctgtat

gagagagagg



cacagaggga gctactacgg ctactacgac ggtatggacg tctggggcca agggaccacg

360

gtcaccgtct cctca

375

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

<220>
<223>

<400>

Glu Va
1

Ser Le

Trp Me

Ala As
50

Lys G1

65

Leu Gl

98

125

PRT

Trinh ty nhén

Tdng hop

98
1l Gln Leu Val

u Arg Leu Ser
20
t Ser Trp Val
35
n Ile Lys Gln

y Arg Phe Thr

n Met Asn Ser
85

Ala Arg Glu Arg His

100

Asp Val Trp Gly Gln

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

<220>
<223>

<400>

115

99

24

ADN

Trinh ty nhén

Téng hop

99

tao

Glu
Cys
Arg
Asp
val
70

Leu

Arg

Gly

tao

Ser
Glu
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Gly

Thr

ggattcacct ttagtaccta ttgg

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

<220>
<223>

<400>

100

8

PRT

Trinh ty nhan

Téng hop

100

tao

26475

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala

Ser

Thr
120

Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Trp

Gly
Ser
25

Pro
Val
Asp

Glu

Tyr
105
Val

Gly
10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp
90

Tyr

Thr

-143-

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Gly

Val

Val
Thr
Gly
Phe
60

Lys
Ala

Tyr

Ser

Gln
Phe
Leu
45

Val
Asn
Leu

Tyr

Ser
125

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Asp
110

Gly
Thr
Trp
Ser
Leu
His

95
Gly

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Met

24



26475

<210> 101

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 101
ataaaacaag atggaagtgt gaaa

<210> 102

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 102
Ile Lys Gln Asp Gly Ser Val Lys
1 5

<210> 103

<211> 54

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 103
gcgagagaga ggcacagagg gagctactac ggctactacg acggtatgga cgtc

<210> 104

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 104

Ala Arg Glu Arg His Arg Gly Ser Tyr Tyr Gly Tyr Tyr Asp Gly Met
1 5 10 15

Asp Val

-144-



26475

<210> 105

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 105

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc

atcacttgcc gggcaagtca aaacattgac

120

gggaaagccc ctaatctcct gatctatgct

180

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat

240

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag

300

gggaccaagg tggagatcaa a

321

<210> 106

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Tdng hop

<400> 106

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20

Leu Asn Trp Tyr Gln Glu Arg Pro

35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100

<210> 107

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

ctgtctgcat
atctatttaa

gcatccagtt
ttcactctca

agttacaata

Ser Leu
10

Ser

Ser

Ala
25
Gly

Gln

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75

Ser

Leu
Gln Gln
90

Glu Ile

105

Lys

-145-

ctgtaggaga
attggtatca

tgcaaagtgg
ccatcagtag

ccecegtteac

Ser Ala Ser

Asn Ile Asp

Asn Leu
45
Arg

Pro

Ser Phe

60

Ser Ser Leu

Tyr Asn Thr

cagagtcacc 60

ggagaggcca
ggtcccatca
tctgcaacct

tttcggcgge

Val
15
Ile

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Phe

95



<400> 107
caaaacattg acatctat

<210> 108

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 108
Gln Asn Ile Asp Ile Tyr
1 5

<210> 109

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 109
gctgcatcc

<210> 110

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 110
Ala Ala Ser
1

<210> 111

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 111
caacagagtt acaatacccc gttcact

<210> 112

26475

-146-

18

27



<211>
<212>
<213>

9
PRT

<220>
<223> Téng

<400> 112

hop

26475

Trinh tyu nhén tao

Gln Gln Ser Tyr Asn Thr Pro Phe Thr

1

<210> 113
<211> 369
<212> ADN

5

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng
<400> 113
gaagtgcagc
tcctgtgcecag
120
ccagggaagg
180
gcagactctg
240
ctgcaaatga
300
tataggtgga
360
gtctcctca
369

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

114
123
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng

<400> 114

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met His
35
Ser Gly Ile
50
Lys Gly Arg

hop

tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc
cctctggatt cacctttgat gattatgcca
gcctggagtg gatctcaggt attagttgga
tgaagggccg cttcaccatc tccagagaca
acagtctgag aggtgaggac acggccttgt
agtcctactc gtacggtttg gacgtctggg

tu nhén tao
hop

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

5 10

Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25

Trp Val Arg Gln Thr Pro Gly Lys

40
Ser Trp Ser Ser Gly Thr Ile Val
55
Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala

-147-

ctggcaggtc
tgcactgggt

gtagtggtac
acgccaagaa
atcactgtgce

gccaagggac

Val Gln Pro

Thr Phe Asp
30
Gly Leu Glu

45
Tyr Ala
60

Lys Asn

Asp

Ser

cctgagactc 60

ccggcaaact
catagtctat
ctccctgtat
aaaagatggg

cacggtcacc

Gly Arg
15
Asp Tyr

Trp Ile

Ser Val

Leu Tyr



26475

65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Gly Glu Asp Thr Ala Leu Tyr His Cys
85 90 95
Ala Lys Asp Gly Tyr Arg Trp Lys Ser Tyr Ser Tyr Gly Leu Asp Val
100 105 110
Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 115
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 115
ggattcacct ttgatgatta tgcc

<210> 116

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 116
Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Ala
1 5

<210> 117

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 117
attagttgga gtagtggtac cata

<210> 118

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 118

-148-

24

24



26475

Ile Ser Trp Ser Ser Gly Thr Ile

1

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

119
48
ADN

<220>

<223>

<400> 119

5

Téng hop

Trinh tu nhén tao

gcaaaagatg ggtataggtg gaagtcctac tcgtacggtt tggacgtc

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

120
16
PRT

<220>
<223> Tdng

<400> 120

hop

Trinh ty nhén tao

Ala Lys Asp Gly Tyr Arg Trp Lys Ser Tyr Ser Tyr Gly Leu Asp Val

1

<210> 121
<211> 321
<212> ADN

5

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng
<400> 121
gaaatagtga
ctctectgea
120
ggccaggctce
180
agattcagtg
240
gaagattttg
300

gggaccaagg
321

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

122
107
PRT

hop

tgacgcagtc
ggcccagtca
ccagactcct
gcagtgggtc
cactttatta

tggagatcaa

tccagccacc
gagtgttatc

catctttggt
tgggacagag
ctgtcagcag

a

Trinh ty nhdn tao

10

ctctctttgt
aataacttag

gcatcctcca
tttactctca

tataataact

-149-

ctccagggga
cctggtacca

gggccactgg
ccatcagcag

ggccgctcac

15

aagagccacc 60

gcagaaacct
tatcccagcc
cctgcagtct

cttcggcgga



<220>
<223> Téng hop

<400> 122
Glu Ile Val Met Thr
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu
20

Leu Ala Trp Tyr Gln
35

Phe Gly Ala Ser Ser

50

Ser Gly Ser Gly Thr

65

Glu Asp Phe Ala Leu

85
Thr Phe Gly Gly Gly
100
<210> 123
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 123
cagagtgtta tcaataac

<210> 124

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223>

<400> 124
Gln Ser Val Ile Asn
1 5

<210> 125

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Téng hop

Gln
Ser
Gln
Arg
Glu
70

Tyr

Thr

tao

tao

Asn

tao

Ser
Cys
Lys
Ala
55

Phe

Tyr

Lys

26475

Pro
Arg
Pro
40

Thr
Thr
Cys

Val

Ala
Pro
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Thr
10

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln

90
Ile

-150-

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Ser
Ser
Pro
Ala
60

Ser

Asn

Leu
Val
Arg
45

Arg

Ser

Asn

Ser
Ile
30

Leu
Phe

Leu

Trp

Pro
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Asn
Ile
Gly
Ser

80
Leu

18



26475

<400> 125
ggtgcatcc 9

<210> 126

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 126
Gly Ala Ser
1

<210> 127

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 127
cagcagtata ataactggcc gctcacc 27

<210> 128

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 128
Gln Gln Tyr Asn Asn Trp Pro Leu Thr
1 5

<210> 129
<211> 369
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 129

gaagtgcagc tggtggagtc tgggggagac ttggtacagc ctggcaggtc cctgagactc 60
tcctgtgtag cctetggatt cacctttgat gattatgcca tgcactgggt ccggcaagcet
120

-151-



ccagggaagg gcctggagtg
180
gcggactctg tgaagggccg
240
ctacaaatga acagtctgag
300
tataaatgga actactacta
360
gtctcctca
369
<210> 130
<211> 123
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 130
Glu Val Gln Leu Val Glu
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20
Ala Met His Trp Val Arg
35
Ser Gly Val Ser Trp Ser
50
Lys Gly Arg Phe Thr Val
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu
85
Val Lys Asp Ala Tyr Lys
100
Trp Gly Gln Gly Thr Thr
115
<210> 131
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Tbéng hop
<400> 131

Ser
Val
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Trp

Val

ggattcacct ttgatgatta tgcc

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

132

8

PRT

Trinh ty nhén

tao

26475

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala

Asn

Thr
120

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Tyr

105
Val

Asp
10

Gly
Gly
Val
Asn
Asp
Tyr

Ser

-152-

ggtctcaggt gttagttgga
attcaccgtc tccagagaca
agctgaggac acggccttgt

ctacggtttg gacgtctggg

Leu
Phe
Lys
Gly
Ala
75

Thr

Tyr

Ser

gtggtagtac

acgcccagaa

attactgtgt

gccaagggac

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Gln
Ala

Tyr

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Lys

Leu

Gly

Pro
Asp
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Leu
110

cgtaggctat
atccctgtat
aaaagacgcg

cacggtcacc

Gly Arg
15
Asp Tyr

Trp Val
Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys

95

Asp Val

24



26475

<220>
<223> Téng hop

<400> 132
Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Ala
1 5

<210> 133

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 133
gttagttgga gtggtagtac cgta

<210> 134

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 134
Val Ser Trp Ser Gly Ser Thr Val
1 5

<210> 135

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 135
gtaaaagacg cgtataaatg gaactactac tactacggtt tggacgtc

<210> 136

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 136

-153-

24

48



26475

Val Lys Asp Ala Tyr Lys Trp Asn Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Leu Asp Val

1

<210> 137
<211> 321
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Téng
<400> 137
gaaatagtga
ctctcctgcea
120
ggccaggctc
180
aggttcagtg
240
gaagattttg
300

gggaccaagg
321

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

138
107
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 138
Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala
Leu Ala Trp
35
Tyr Gly Ala
Ser
Phe

Thr Phe Gly

<210> 139
<211> 18
<212> ADN

hop

tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggctcct
gcagtgggtce
cagtttatta

tggagatcaa

tu nhén

hop

Met Thr

Thr
20
Tyr

Leu
Leu

Ser Thr

Gly Thr

Ala Vval
85
Gly Gly
100

Gln
Ser
Gln
Arg
Glu
70

Tyr

Thr

tccagccacc
gactattctc

catctatggt
tgggacagag
ctgtcagcag

a

tao

Ser Pro

Cys Arg
Pro
40
Thr

Lys

Ala
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Vval

10

ctgtctgtgt
agcaacttag

gcatccacca
ttcactctca

tataataact

Ala Thr
10

Ser

Leu

Ala
25
Gly

Gln

Gln Ala

Gly Leu Pro

Thr Ile
75

Tyr

Leu
Gln Gln
90

Glu Ile

105

Lys

-154-

ctccagggga
cctggtacct

gggccactgg

ccatcagcag

ggcctctcac

Ser Val Ser

Thr Ile Leu
30
Leu

Pro Arg

45
Ala Arg
60

Ser

Phe

Ser Leu

Asn Asn Trp

15

aagagccacc 60

acagaaacct
tcteccagece
cctgcagtct

tttcggcgga

Pro
15
Ser

Gly
Asn

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ser
80
Pro Leu

95



<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 139
cagactattc tcagcaac

<210> 140

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 140
Gln Thr Ile Leu Ser Asn
1 5

<210> 141

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 141
ggtgcatcc

<210> 142

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 142
Gly Ala Ser
1

<210> 143

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

26475

-155-

18



<400> 143

26475

cagcagtata ataactggcc tctcact

<210> 144
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> Tdng

<400> 144

hop

Trinh ty nhén tao

Gln Gln Tyr Asn Asn Trp Pro Leu Thr

1

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

145
369
ADN

<220>
<223> Tdng

<400> 145
gaggtgcagc
tcctgtggag
120
ccagggaggg
180
gcagactccg
240
ctgcaaatga
300
tatggtgact
360
gtctcctca
369

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

l4e
123
PRT

<220>
<223> Tdng

<400> 146

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt

ggctggagtg
tgaagggccg
gcagcctgag

ataggaacta

hop

Trinh ty nhén tao

tgggggaggc
cacctttagg

ggtctcaggt
gttcaccata
agccgaggac

ctacggtatg

Trinh ty nhén tao

ttggtacagc
gactttgaca

attggtggta
tccagggaca
acggccgttt

gacgtctggg

ctggggggtc
tgaattgggt

gtggtggtaa
attccaaaaa
attactgtgt

gccaagggac

cctgagactc 60

ccgtcaggcet
cacatattac
cacgctgttt
gaaagatccc

cacggtcacc

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Gly Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Asp Phe

20

25

30

Asp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Val

-156-



Ser Gl
50

Lys Gl

65

Leu Gl

35
y Ile Gly Gly

y Arg Phe Thr

n Met Ser Ser
85

Val Lys Asp Pro Tyr

Trp Gl

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

<220>
<223>

<400>

100
y Gln Gly Thr
115

147

24

ADN

Trinh ty nhén

Téng hop

147

Ser Gly
55

Ile Ser

70

Leu Arg

Gly Asp

Thr Val

tao

ggattcacct ttagggactt tgac

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

<220>
<223>

<400>

148

8

PRT

Trinh ty nhén

Téng hop

148

tao

26475

40
Gly

Arg
Ala
Tyr

Thr
120

Gly Phe Thr Phe Arg Asp Phe Asp

1

<210>
<211>
<212>

5

149
24
ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223>

<400>

Téng hop

149

attggtggta gtggtggtaa caca

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

150

8

PRT

Trinh tuyu nhén

tao

Asn Thr
Asp Asn

Glu Asp
90

Arg Asn

105

Val Ser

-157-

45

Tyr Tyr Ala Asp Ser Val

60
Ser Lys
75
Thr Ala

Tyr Tyr

Ser

Asn Thr
Val Tyr

Gly Met
110

Leu Phe
80

Tyr Cys

95

Asp Val

24

24



<220>
<223> Téng

<400> 150

hop

26475

Ile Gly Gly Ser Gly Gly Asn Thr

1

<210> 151
<211> 48
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
- <223> Tbng

<400> 151

hop

gtgaaagatc cctatggtga ctataggaac tactacggta tggacgtc

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

152
16
PRT

<220>
<223> Téng

<400> 152

hop

Trinh ty nhan tao

Val Lys Asp Pro Tyr Gly Asp Tyr Arg Asn Tyr Tyr Gly Met Asp Val

1

<210> 153
<211> 333
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng

<400> 153
gatattgtga
atctcctgcea
120
tacctgcaga
180
tccggggtcec
240
agcagagtgg
300
accttcggcec
333

hop

tgactcagtc
ggtctagtca
agccagggca
ctgacaggtt
gggctgagga

aagggacacg

tccactctcce
gagcctccta

gtctccacaa
caggggcagt

tgttggggtt

actggagatt

10

ctgcccgtca
catagtaatg

ctcctgatct
ggatcagaca
tattactgca

aaa

-158-

cccctggaga
gatacaacta

atttgggttc
aggactttac

tgcaagctct

15

gccggectece 60

tttggattgg
taatcgggcc
actgaaaatc

acaaactatc



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

<220>
<223>

<400>

154
111
PRT
Trinh ty nhéan

Téng hop

154

Asp Ile Val Met Thr

1

Glu Pro Ala Ser Ile

Asn Gl

Pro Gl
50

20
y Tyr Asn Tyr
35
n Leu Leu Ile

Asp Arg Phe Arg Gly

65

Ser Arg Val Gly Ala

Leu Gl

<210>
<211>

85
n Thr Ile Thr
100

155
33

<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh tyu nhén

Téng hop

155

tao

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Phe

tao

Ser
Cys
Asp
Leu
55

Gly
Asp

Gly

26475

Pro
Arg
Trp
40

Gly
Ser

Val

Gln

Leu Ser
10

Ser Ser

25

Tyr Leu

Ser Asn

Asp Lys

Gly Val
90

Gly Thr
105

cagagcctcc tacatagtaa tggatacaac tat

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

<220>
<223>

<400>

156
11
PRT
Trinh ty nhén

Téng hop

156

tao

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Arg

Gln Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Tyr Asn Tyr

1

<210>
<211>

5

157
9

<212> ADN
<213> Trinh tuy nhan tao

10

-150-

Pro
Ser
Lys
Ala
60

Phe
Tyr

Leu

Val
Leu
Pro
45

Ser
Thr

Cys

Glu

Thr
Leu
30

Gly
Gly
Leu

Met

Ile
110

Pro
15

His
Gln
Val
Lys

Gln
95
Lys

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile

80
Ala

33



26475

<220>
<223> Téng hop

<400> 157
ttgggttct

<210> 158

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 158
Leu Gly Ser
1

<210> 159

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 159
atgcaagctc tacaaactat cacc

<210> 160

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 160
Met Gln Ala Leu Gln Thr Ile Thr
1 5

<210> 161
<211> 369
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 161

-160-



gaggtgcagc
tcctgtggag
120
ccagggaagyg
180
gcagactccg
240
ctgcaaatga
300
tatggtgact
360
gtctcctca
369

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

162
123
PRT
Trinh

<220>

<223> Téng

<400>

Glu Val
1

Ser Leu

162
Gln

Arg

Ala Met Ser
35
Thr Ile
50

Gly

Ser

Lys
65
Leu

Arg

Gln Met

Ala Lys Asp
Gln

115

Trp Gly

<210> 163
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh

<220>
<223> Tbng

<400> 163

tggtggagtc
cctctggatt

ggctggagtg
tgaagggccyg
acagcctgag

acagggacta

tu nhén

hop

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Leu Asp

Phe Thr

Ser
85
Tyr

Asn
Pro

100

Gly Thr

tu nhén

hop

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Gly

Thr

26475

tgggggaggc
catgtttaga

ggtctcaact
gttcaccatc
agccgaggac

ctacggtatg

tao

Ser Gly

Gly Ala

Gln Ala
40
Gly Asp

Ser Arg

Arg Ala

Asp Tyr

Val Thr

120

tao

ggattcatgt ttagaaacta tgcc

<210> 164

ttgggacagc
aactatgcca

attcttgata
tccagggaca

acggccgttt

gacgtctggg

Gly Gly
10

Gly

Leu
Ser Phe
25
Pro

Gly Lys

Asn Thr Tyr
Ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90

Arg Asp
105
Val

Tyr

Ser Ser

-161-

ctggggggtc
tgagttgggt

gtggtgataa
attccaagaa
attactgtgc

gccaagggac

Gly Gln Pro

Met Phe Arg

Leu Glu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Thr

Ala Val Tyr
Met

110

Tyr Gly

cctgagactc
ccgccaggcet

cacatattac
cacactgtat
gaaagatccc

cacggtcacc

Gly
15
Asn

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Asp Val

60

24



26475

<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 164
Gly Phe Met Phe Arg Asn Tyr Ala
1 5

<210> 165

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 165
attcttgata gtggtgataa caca

<210> 166

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 166
Ile Leu Asp Ser Gly Asp Asn Thr
1 5

<210> 167

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 167
gcgaaagatc cctatggtga ctacagggac tactacggta tggacgtc

<210> 168
<211> 16

<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

-162-

24

48



<223> Téng

<400> 168

hop

26475

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

1

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

169
333
ADN

<220>
<223> Tbng

<400> 169
gatattgtga
atctcctgca
120
tacctgcaga
180
tccggggtcece
240
agcagagtgg
300
accttcggcc
333

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

170
111
PRT
Trinh

<220>
<223> Tdng
<400> 170
Asp Ile Val
1
Glu Pro Ala

Asn Gly Tyr
35
Gln Leu
50

Arg

Pro

Asp Phe

65

Ser Arg Val

Leu Gln Thr

5

hop

tgactcagtc
ggtctagtca

agccagggca

ctgacaggtt

aggctgagga

aagggacacg

tu nhén

hop

Met Thr

Ser Ile
20
Asn Tyr

Leu Ile

Arg Gly

Glu Ala
85
Ile Thr

100

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Phe

Trinh ty nhan tao

tccactctcc
gagcctccta

gtctccgcaa
caggggcagt
tgttggactt

actggagatt

tao

Ser Pro

Cys Arg

Asp Trp
40
Leu Gly
55
Gly Ser

Asp Val

Gly Gln

10

ctgcccgtca
catagtaatg

ctcctgatct
ggatcaggca
tattactgca

aaa

Ser Leu
10

Ser

Leu

Ser Gln

25

Tyr Leu Gln

Ser Asn Arg

Gly Lys Asp
75
Leu Tyr
90

Thr

Gly

Gly
105

Arg

-163-

cccctggaga
gatacaacta

atttgggttc
aagactttac

tgcaagctct

Pro Val Thr
Leu
30

Gly

Ser Leu

Pro
45
Ser

Lys

Ala
60
Phe

Gly

Thr Leu

Tyr Cys Met

Glu Ile

110

Leu

15

gccggcctcee 60

tttggattgg
taatcgggcc
actgaaaatc

acaaactatc

Pro
15
His

Gly
Ser
Gln Ser

Val Pro
Ile
80
Ala

Lys

Gln
95
Lys



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

<220>
<223>

<400>

26475

171

33

ADN

Trinh ty nhén tao

Téng hop

171

cagagcctcc tacatagtaa tggatacaac tat

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

<220>
<223>

<400>

Gln Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Tyr Asn Tyr
5 10

1

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

<220>
<223>

<400>

172
11
PRT
Trinh ty nhén tao

Tédng hop

172

173

9

ADN

Trinh tu nhdn tao

Téng hop

173

ttgggttct

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

<220>
<223>

<400>

174

3

PRT

Trinh ty nhdn tao

Téng hop

174

Leu Gly Ser

1

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

175

24

ADN

Trinh ty nhén tao

-164-

33



<220>

<223> Téng hop

<400> 175

26475

atgcaagctc tacaaactat cacc

<210> 176
<211> 8

<212> PRT
<213>

<220>

<223> Téng hop

<400> 176

Trinh ty nhan tao

Met Gln Ala Leu Gln Thr Ile Thr

1

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

177
384
ADN

<220>
<223> Tbéng
<400> 177
caggtgcagc
acctgcactg
120
ccagggaagg
180
ccctccectcea
240
aaactgagct
300
tacgatattt
360

gggaccacgg
384

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

178
128
PRT

<220>
<223> Tdéng

<400> 178

5

hop

tgcaggagtc
tctectggtgg
gactggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccgc
tgactggtta

tcaccgtctc

hop

Trinh ty nhdn tao

gggcccagga
ctccatcagt

gattggatat
caccatatca
tgcggacacg
ttataactac

ctca

Trinh ty nhén tao

ctggtgaagc
ggttactact

atctattaca
ttagacacgt
gccgtgtatt

cactattacg

cttcggagac
ggacctggat

gtggggccac
ccaagaacca
attgtgcgag

gcatggacgt

cctgtccectce
ccggcagccce

caactacaac
gttctccctg
agatgggaat

ctggggccaa

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

1

5

10

-165-

15

24

60



Thr
Tyr
Gly
Ser
65

Lys
Arg

Tyr

Leu Ser Leu
20
Trp Thr Trp
35
Tyr Ile Tyr

Arg Val Thr
Leu Ser Ser
Asp Gly Asn

100

Gly Met Asp
115

<210> 179
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 179
ggtggctcca tcagtggtta ctac

<210> 180
<211> 8
<212> PRT

<213>

<220>
<223> Téng hop

<400> 180
Gly Gly Ser Ile Ser Gly Tyr Tyr

1

<210> 181
<211> 21
<212> ADN

<213>

<220>
<223> Téng hop

<400> 181
atctattaca gtggggccac c

<210> 182
<211> 7

Thr
Ile
Tyr
Ile
Val
85

Tyr

Val

5

Cys
Arg
Ser
Ser
70

Thr

Asp

Trp

tao

Trinh ty nhdn tao

Trinh tu nhén tao

Thr
Gln
Gly
55

Leu
Ala
Ile

Gly

26475

Val
Pro
40

Ala
Asp
Ala

Leu

Gln
120

Ser
25

Pro
Thr
Thr
Asp

Thr
105
Gly

Gly
Gly
Asn
Ser
Thr
90

Gly

Thr

-166-

Gly Ser
Lys Gly
Tyr Asn
60

Lys Asn
75

Ala Val
Tyr Tyr

Thr Val

Ile
Leu
45

Pro
Gln
Tyr

Asn

Thr
125

Ser
30

Glu
Ser
Phe
Tyr
Tyr

110
Val

Gly
Trp
Leu
Ser
Cys
95

His

Ser

Tyr
Ile
Lys
Leu
80

Ala
Tyr

Ser

24

21



26475

<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 182
Ile Tyr Tyr Ser Gly Ala Thr
1 5

<210> 183

<211> 66

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 183
gcgagagatg ggaattacga tattttgact ggttattata actaccacta ttacggcatg 60
gacgtc 66

<210> 184

<211> 22

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 184
Ala Arg Asp Gly Asn Tyr Asp Ile Leu Thr Gly Tyr Tyr Asn Tyr His
1 5 10 15
Tyr Tyr Gly Met Asp Val
20

<210> 185
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 185
gacatccaga tgacccagtc tccatcctca ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60

atcacttgtc gggcgagtca ggacattggt aattatttag cctggtttca gcagaaacca
120

gggaaagccc ctgagtccct gatctatgct gcatccattt tacaaagtgg ggtcccatca
180
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aagttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag cctgcagect
240

gaagattttg caacttatta ctgccaacag tataatactt tcccgtggac gttcggccaa
300

gggaccaagg tggaaatcaa a
321

<210> 186
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 186
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Gly Asn Tyr
20 25 30
Leu Ala Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Glu Ser Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ile Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Lys Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Thr Phe Pro Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 187

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 187
caggacattg gtaattat

<210> 188

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 188
Gln Asp Ile Gly Asn Tyr
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<210> 189

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 189
gctgcatcc

<210> 190

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 190
Ala Ala Ser
1

<210> 191

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 191
caacagtata atactttccc gtggacg

<210> 192

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 192

Gln Gln Tyr Asn Thr Phe Pro Trp Thr
1 5

<210> 193
<211> 366
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27



<212>
<213>

ADN

<220>
<223> Tbng
<400> 193
caggtgcagc
tcctgtgcag
120
ccagggaggyg
180
gcagactctg
240
ctgcaaatga
300
gatggggaaa
360

tcctceca

366

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

194
122
PRT
Trinh

<220>
<223> Tdng
<400> 194
Gln Val Gln
1
Ser

Leu Arg

Met Thr
35
Ile

Tyr
Ser Tyr
50
Arg Gly
65

Leu

Arg

Gln Met

Ala Arg Asp

Gly Gln Gly

115

<210> 195
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh

hop

tggtggagtc
cctctggatt

ggctggagtg
tgaggggccg
acaacctgag

tggaactacg

ty nhén

hop

Leu Val Gl

Leu Ser
20
Trp

Ile Ar

Ser Asp

Phe Thr I1
70
Asn Le
85

Asp

Asn

Gln
100
Thr

Gl

Leu Va

tu nhédn ta

Cys

Thr

26475

Trinh ty nhén tao

ttggtcaagc
gactactaca

tgggggaggc
caccttcagt

ggtttcatac attagtgata
attcaccatc tccagggaca
agccgaggac acggccgtat

tttctttgac tactggggcc

tao

u Ser Gly Gly Gly Leu

10
Ala Ala Ser Gly Phe
25
Gln Ala Pro
40

Ser

g Gly Arg

Gly His Leu Tyr
Ala
75

Thr

e Ser Arg Asp Asn

u Arg Ala Glu Asp

90
Glu Glu Leu
105

Ser

Met

y Arg

1l Thr Vval

120

Ser

o
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ctggagggtc
tgacctggat

ctggcagtca
acgccaaaaa
attactgtgce

agggaaccct

Val Lys Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Ser

Ala Val Tyr

Phe Phe Asp

110

cctgaggctc 60

ccgtcaggcect
cttatactac
ctcactgtat
gcgagatcag

ggtcaccgtc

Gly
15
Asp

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Tyr Trp
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<220>
<223> Tdng hop

<400> 195
ggattcacct tcagtgacta ctac

<210> 196

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 196
Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Tyr
1 5

<210> 197

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 197
attagtgata ctggcagtca ctta

<210> 198

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 198
Ile Ser Asp Thr Gly Ser His Leu
1 5

<210> 199

<211> 45

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 199
gcgcgagatc aggatgggga aatggaacta cgtttctttg actac
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24

45
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Ala Arg Asp Gln Asp Gly Glu Met Glu Leu Arg Phe Phe Asp Tyr

<210> 200

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 200

1 5

<210> 201

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 201

gaaatagtgt tgacgcagtc tccagccact

ctctcctgca gggccagtca gagtattaac

120

ggccaggctc ccaggctcct catctttgat

180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac

240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag

300

gggaccaagg tggagatcaa a

321

<210> 202

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 202

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Gly Thr Leu Ser Cys Arg
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

35 40
Phe Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

10

ctgtctttgt
aactacttag

gcatccaaca
ttcactctca

cgtaccaact

Ala Thr
10

Ser

Leu

Ala
25
Gly

Gln
Gln Ala

Gly Ile Pro

Leu Thr Ile
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ctccagggga
cctggtacca

gggccactgg

ccatcagcag

ggccgctcac

Ser Leu Ser

Ile Asn
30

Leu

Ser
Pro Arg
45
Ala Arg
60

Ser

Phe

Arg Ile

15

aagaggcacc 60

gcagaaacct
catcccagcc
aatagagcct

tttcggcgga

Pro
15
Asn

Gly
Tyr
Leu Ile
Ser Gly

Glu Pro
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65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Thr Asn Trp Pro Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 203
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 203
cagagtatta acaactac

<210> 204

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 204
Gln Ser Ile Asn Asn Tyr
1 5

<210> 205

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 205
gatgcatcc

<210> 206

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 206

Asp Ala Ser
1

-173-



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

207
27
ADN

<220>

<223>

<400> 207

Téng hop

26475

Trinh ty nhén tao

cagcagcgta ccaactggcc gctcact

<210> 208
<211> 9

<212> PRT
<213>

<220>
<223> Téng

<400> 208

hop

Trinh tu nhdn tao

Gln Gln Arg Thr Asn Trp Pro Leu Thr

1

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

209
381
ADN

<220>
<223> Téng
<400> 209
caggtgcagc
acctgcactg
120
ccagggaagg
180
ccctccectea
240
aagctgagct
300
gtagcagcag
360
accacggtca
381

<210> 210
<211> 127
<212> PRT

5

hop

tgcaggagtc
tctctggtgg

gactggagtg
agagtcgagt
ctgtgagcgc
ctggtccccce

ccgtctcectce

Trinh ty nhé&n tao

gggcccagga
cttcatcagt

gattggatat
caccatatca
tgcggacacg
ttaccactac

a

<213> Trinh tu nhén tao

ctggtgaagc
aattactact

atctattata
gtagacacgt
gccgtgtatt

cactacggtt
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cttcggagac
ggagctggat

gtgggagcac
ccaagaacca
actgtgcgag

tggacgtctg

cctgtcccte
ccggcagcecce

caagtacaac

gttctcectg

agatggggtt

gggccaaggg

27

60



<220>
<223> Téng hop

<400> 210

Gln
1
Thr
Tyr
Gly
Ser
65
Lys
Arg

Gly

Val Gln Leu Gln

Leu Ser Leu Thr
20
Trp Ser Trp Ile
35
Tyr Ile Tyr Tyr
50
Arg Val Thr Ile

Leu Ser Ser Val
85
Asp Gly Val Vval
100
Leu Asp Val Trp
115

<210> 211

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 211
ggtggcttca tcagtaatta ctac

<210> 212

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén

<220>
<223> Tdng hop

<400> 212
Gly Gly Phe Ile Ser Asn Tyr Tyr

1

5

<210> 213

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén

<220>

Glu
Cys
Arg
Ser
Ser
70

Ser

Ala

Gly

tao

tao

tao

Ser
Thr
Gln
Gly
vVal
Ala
Ala

Gln

26475

Gly
Val
Pro
40

Ser
Asp
Ala

Ala

Gly
120

Pro
Ser
25

Pro
Thr
Thr
Asp
Gly

105
Thr

Gly
Gly
Gly
Lys
Ser
Thr
90

Pro

Thr

-175-

Leu
Gly
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Pro

Val

Val
Phe
Gly
Asn
60

Asn
Val
Tyr

Thr

Lys
Ile
Leu
45

Pro
Gln
Tyr
His

Val
125

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Phe
Tyr
Tyr

110
Ser

Ser
15

Asn
Trp
Leu
Ser
Cys
95

His

Ser

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu
80

Ala

Tyr

24
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<223> Tdng hop

<400> 213
atctattata gtgggagcac c 21

<210> 214

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu nh&n tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 214
Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr
1 5

<210> 215

<211> 63

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 215
gcgagagatg gggttgtagc agcagctggt cccccttacc actaccacta cggtttggac 60
gtc 63

<210> 216

<211> 21

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 216
Ala Arg Asp Gly Val Val Ala Ala Ala Gly Pro Pro Tyr His Tyr His
1 5 10 15
Tyr Gly Leu Asp Val
20

<210> 217
<211> 339
<212> ADN
<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> Téng hop
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<400> 217

gacatcgtga tgacccagtc tccagactcc

atcaactgca agtccagcca gaatctttta

120

tggtaccagc agaaaccagg acagcctcct

180

gaatccgggg tccctgaccg attcagtgge

240

atcagcagcc tgcaggctga agatgtggca

300

ccgtggacgt tcggccaagg gaccaaggtg

339

<210> 218

<211> 113

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 218

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro

1 5
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys
20

Ser Ser Asn Lys Asn Ser Leu Ala
35 40

Pro Pro Glu Leu Leu Ile Tyr Trp

50 55

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly

65 70

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp

85
Tyr Tyr Ser Ser Pro Trp Thr Phe
100

Lys

<210> 219

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 219

ctggctgtgt
tacacctcca

gagctgctca
agcgggtctg
gtttattact

gaaatcaaa

Ser Leu
10

Ser

Asp
Ser Gln
25

Trp

Tyr Gln

Ala Ser Thr
Thr
75

Val

Ser Gly

Val Ala
90
Gly Gln

105

Gly

cagaatcttt tatacacctc cagcaataag aactcc

<210> 220
<211> 12

177-

ctctgggcga
gcaataagaa

tttactgggc
ggacagattt

gtcagcaata

Ala Val Ser

Asn Leu
30

Pro

Leu

Gln Lys

45

Arg Glu Ser

60
Asp

Phe Ile

Tyr Tyr Cys

Thr Val

110

Lys

gagggccacc 60

ctccttagcet
atctacccgg
cattctcacc

ttatagtagt

Leu
15
Tyr

Gly
Thr
Gly Gln
Gly Val
Thr

80
Gln

Leu

Gln
95

Glu Ile
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<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 220
Gln Asn Leu Leu Tyr Thr Ser Ser Asn Lys Asn Ser
1 5 10

<210> 221

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 221
tgggcatct

<210> 222

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 222
Trp Ala Ser
1

<210> 223

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 223
cagcaatatt atagtagtcc gtggacg

<210> 224

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop
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<400> 224

2

6475

Gln Gln Tyr Tyr Ser Ser Pro Trp Thr

1

<210> 225
<211> 372
<212> ADN
<213>

<220>
<223> Téng
<400> 225
caggtgcagc
tcctgtgcecag
120
ccagggaagg
180
ggagactctg
240
ctgcaaatga
300
aattggaatc
360
accgtctcct
372

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

226
124
PRT
Trinh

<220>
<223> Tdéng
<400> 226
Gln Val Gln
1
Ser Leu Arg
Thr
35
Ile

Tyr Met

Ser Tyr
50
Lys Gly
65
Leu

Arg

Gln Met

Ala Arg Glu

Val Trp Gly

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt

gactggagtg
tgaagggccg
acagcctgaa
Ccttacttctt

ca

ty nhén

hop

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Ile

Ser Ser

Phe Ala

Ser
85
Asn

Asn

Asn
100

Gln Gly

Glu
Cys
Arg
Thr
Ile
70

Leu

Trp

Thr

Trinh tu nhan tao

tgggggaggce
caccttcagt

ggtttcatat
attcgccatc
agccgaggac

ctactatggt

tao

Ser Gly

Ala Ala

Gln Val
40
Gly Asn

Ser Arg

Lys Ala

Asn Pro

Thr Val

ttggtcaagce
gactactaca

atcagtagta
tcaagggaca
acggccgttt

atggacgtct

Gly Gly Leu

Ser Phe
25

Pro

Gly

Gly Lys

Asn Arg Tyr
Ala
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp

90

Tyr Phe Phe

105
Thr

Val Ser

-179-

ctggagggtc
tgacctggat

ctgggaataa
acgccaagaa

attactgtgce

ggggccaagg

Val Lys Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Gly

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Leu

Ala Val Tyr

Tyr Tyr Gly
110

Ser

cctgagactc 60

ccgccaggtt
cagatattac
cttactgttt
aagagagaat

gaccacggtc

Gly
15
Asp

Gly
Tyr
Trp Val

Ser Val

Phe
80
Cys

Leu

Tyr
95

Met Asp



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

<220>
<223>

<400>

115

227

24

ADN

Trinh ty nhan tao

Tdng hop

227

ggattcacct tcagtgacta ctac

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

<220>
<223>

<400>

228

8

PRT

Trinh tyg nhédn tao

Téng hop

228

26475

120

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

229

24

ADN

Trinh ty nhdn tao

Tdng hop

229

atcagtagta ctgggaataa caga

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

<220>
<223>

<400>

230

8

PRT

Trinh tyg nhédn tao

Téng hop

230

Ile Ser Ser Thr Gly Asn Asn Arg

1

<210>
<211>

5

231
51

-180-

24

24



<212>
<213>

ADN

<220>
<223> Tbéng

<400> 231

hop

26475

Trinh ty nhdn tao

gcaagagaga ataattggaa tccttacttc ttctactatg gtatggacgt c

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

232
17
PRT

<220>
<223> Tdng

<400> 232

hop

Trinh ty nhén tao

Ala Arg Glu Asn Asn Trp Asn Pro Tyr Phe Phe Tyr Tyr Gly Met Asp

1
Val

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

233
321
ADN

<220>
<223> Téng
<400> 233
gacatccaga
atcacttgtc
120
gggaaagccc
180
aggttcagcg
240
gaagattttg
300

gggaccaagg
321

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

234
107
PRT

<220>

<223> Téng

5

hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaaactcct
gcagtggatc
caacttacta

tggaaatcaa

hop

Trinh ty nhén tao

tccatcttcce
gggtattagc

gatctctgcect
tgggacagat
ttgtcaacag

a

Trinh ty nhadn tao

10

gtgtctgcat
atctggttag

gcgtccactt
ttcactctca

gctaacagtt
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ctgtaggaga
cctggtatca

tgcaaagtgg
ccatcagcag

tcecegttgac

15

cagagtcacc 60

gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct

gttcggccaa



<400> 234
Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val Thr

20

Leu Ala Trp Tyr

35

Ser Ala Ala Ser
50
Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Gln

<210>
<211>
<212>

100

235
18
ADN

Thr
Ile
Gln
Thr
Thr
Thr

85
Gly

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223>

<400>

Téng hop

235

cagggtatta gcatctgg

<210>
<211>
<212>

236
6
PRT

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

tao

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>

<400>

Téng hop

236

Gln Gly Ile Ser Ile Trp

1

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

<220>
<223>

<400>

237
9
ADN

5

Trinh tyg nhén tao

Tng hop

237

gctgcgtcce

<210>

238

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe
Tyr

Lys

26475

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Val

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Ser
10
Ser

Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

-182-

Val
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ala

Lys

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Phe

Val
15

Ile
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Trp
Ile
Gly
Pro

80
Leu

18



<211> 3
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 238
Ala Ala Ser
1

<210> 239

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 239
caacaggcta acagtttccc gttgacg

<210> 240

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 240

26475

Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Leu Thr

1 5

<210> 241
<211> 351
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 241

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc
tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt agctatggca

120

ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt atatattatg

180

gtagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca

240

-183-

ctgggaggtc
tgcactgggt

aaggaagtaa

attccaaaaa

27

cctgagactc 60
ccgccaggcet

tgattactat

cacgctatat
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ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgtgt attactgtgc gagaagggac
300

tggaactcct ttgactattg gggccagggc accctggtca ccgtctcctce a

351

<210> 242
<211> 117
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop
<400> 242
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Val Ile Tyr Tyr Glu Gly Ser Asn Asp Tyr Tyr Val Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Arg Asp Trp Asn Ser Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
Val Thr val Ser Ser
115
<210> 243
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 243
ggattcacct tcagtagcta tggc

<210> 244

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 244
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly
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<210> 245

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 245
atatattatg aaggaagtaa tgat

<210> 246

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 246
Ile Tyr Tyr Glu Gly Ser Asn Asp
1 5

<210> 247

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 247
gcgagaaggg actggaactc ctttgactat

<210> 248

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 248

Ala Arg Arg Asp Trp Asn Ser Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 249

<211> 336
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<212>
<213>

ADN

<220>
<223> Téng
<400> 249
gatattgtga
atctcctgca
120
tatttgcaga
180
tcecggggtcece
240
agcagagtgg
300
tacacttttg
336

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

250
112
PRT
Trinh

<220>
<223> Tdng
<400> 250
Asp Ile Val
1
Glu Pro Ala
Phe
35
Leu

Asn Gly
Gln
50

Arg

Pro
Asp Phe
65

Ser

Arg Val

Ile Gln Thr

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

251
33
ADN
Trinh

<220>
<223> Tdng

<400> 251

hop

tgactcagtc
ggtccagtca
agccagggca
ctgacaggtt
aggttgagga

gccaggggac

tu nhén

hop

Met Thr

Ser Ile
20
Asn Tyr

Leu Tle

Ser Gly

Glu Vval
85
Pro Tyr

100

ty nhéan

hop

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

26475

Trinh ty nhén tao

tccactctcce
gaacctccta

gtctccacag
cagtggcagt
tgttggggtt

caagctggag

tao

Ser Pro

Cys Arg

Asp Trp
40
Leu Gly
55
Gly Ser

Asp Val

Phe Gly

tao

ctgtccgtca
aatagaaatg

ctcctgatct
ggatcaggca
tattattgca

atcaaa

Ser Leu
10

Ser

Leu

Ser Gln

25
Tyr

Leu Gln

Ser Asn Arg

Gly Thr Asp
75
Val Tyr
90

Gly

Gly

Gln
105

Thr

-186-

cccctggaga
gattcaacta

atttgggttc
cagattttac

tgcaagctat

Ser Val Thr
Leu
30

Gly

Asn Leu

Pro
45
Ser

Lys

Ala
60
Phe

Gly

Thr Leu

Tyr Cys Met
Glu

110

Lys Leu

gccggectee 60

tttggattgg
taatcgggcc
actgaaaatc

acaaactccg

Pro
15
Asn

Gly
Arg

Gln Ser

Val Pro
Ile
80
Ala

Lys

Gln
95

Ile Lys
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cagaacctcc taaatagaaa tggattcaac tat

<210> 252

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 252
Gln Asn Leu Leu Asn Arg Asn Gly Phe Asn Tyr
1 5 10

<210> 253

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 253
ttgggttct

<210> 254

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 254
Leu Gly Ser
1

<210> 255

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 255
atgcaagcta tacaaactcc gtacact

<210> 256

<211> 9
<212> PRT
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<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng

<400> 256

hop

Met Gln Ala Ile Gln Thr Pro Tyr Thr

1

<210> 257
<211> 369
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop
<400> 257
gaagtgcagc tggtggagtc tgggggagac ttggtacagc
tcctgtgtag cctctggatt cacctttgat gattatgcca
120
ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt gttagttgga
180
gcggactctg tgaagggccg attcaccgtc tccagagaca
240
ctacaaatga acagtctgag agctgaggac acggccttgt
300
tataaataca actactacta ctacggtttg gacgtctggg
360
gtctcctca
369
<210> 258
<211> 123
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 258
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe
20 25
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Gly Val Ser Trp Ser Gly Ser Thr Val Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Asn Ala
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
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ctggcaggtc
tgcactgggt

gtggtagtac
acgcccagaa
attactgtgt

gccaagggac

Val Gln Pro

Thr Phe Asp

30

Gly Leu Glu
45

Tyr Ala
60

Gln

Asp

Lys Ser

Ala Leu Tyr

cctgagactc 60

ccggcaagct
cgtaggctat
atccctgtat
aaaagacgcg

cacggtcacc

Gly
15
Asp

Arg
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys



26475

85 90 95
Val Lys Asp Ala Tyr Lys Tyr Asn Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Leu Asp Val
100 105 110
Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 259
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 259
ggattcacct ttgatgatta tgcc 24

<210> 260

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 260
Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Ala
1 5

<210> 261

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhadn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 261
gttagttgga gtggtagtac cgta 24

<210> 262

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 262
Val Ser Trp Ser Gly Ser Thr Val
1 5
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<210> 263
<211> 48
<212> ADN

26475

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng

<400> 263

hop

gtaaaagacg cgtataaata caactactac tactacggtt tggacgtc

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

264
16
PRT

<220>

<223> Tdng

<400> 264

hop

Trinh ty nhdn tao

Val Lys Asp Ala Tyr Lys Tyr Asn Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Leu Asp Val

1

<210> 265
<211> 321
<212> ADN

5

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Tdng

<400> 265
gaaatagtga
ctctcctgca
120
ggccaggctc
180
aggttcagtg
240
gaagattttg
300

gggaccaagg
321

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

266
107
PRT

<220>

hop

tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggctcct
gcagtgggtc
cagtttatta

tggagatcaa

tccagccacc
gactattctc

catctatggt
tgggacagag
ctgtcagcag

a

Trinh ty nhdn tao

10

ctgtctgtgt
agcaacttag

gcatccacca
ttcactctca

tataataact
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ctccagggga
cctggtacct

gggccactgg
ccatcagcag

ggcctctcac

15

aagagccacc 60

acagaaacct
tctcccagece
cctgcagtct

tttcggcgga



<223> Téng hop

<400> 266
Glu Ile Val Met
1
Glu Arg Ala Thr
20
Leu Ala Trp Tyr
35
Tyr Gly Ala Ser
50
Ser Gly Ser Gly
65
Glu Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Gly
100

<210> 267
<211> 18
<212> ADN

Thr
Leu
Leu
Thr
Thr
Val

85
Gly

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 267

cagactattc tcagcaac

<210> 268
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 268
Gln Thr Ile Leu
1

<210> 269
<211> 9
<212> ADN

Ser
5

<213> Trinh ty nhan

<220>
<223> Téng hop

<400> 269
ggtgcatcc

Gln
Ser
Gln
Arg
Glu
70

Tyr

Thr

tao

tao

Asn

tao

Ser
Cys
Lys
Ala
55

Phe
Tyr

Lys

26475

Pro
Arg
Pro
40

Thr
Thr
Cys

Val

Ala
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Thr
10

Ser
Gln
Leu

Thr

Gln
90
Ile

-191-

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Ser
Thr
Pro
Ala
60

Ser

Asn

Val
Ile
Arg
45

Arg

Ser

Asn

Ser
Leu
30

Leu
Phe

Leu

Trp

Pro
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Asn
Ile
Gly
Ser

80
Leu

18



<210> 270

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 270
Gly Ala Ser
1

<210> 271

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 271
cagcagtata ataactggcc tctcact

<210> 272

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 272

26475

Gln Gln Tyr Asn Asn Trp Pro Leu Thr

1 5

<210> 273
<211> 369
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 273

27

gaagtgcagc tggtggagtc tgggggagac ttggtacagc ctggcaggtc cctgagactc 60

tcctgtgtag cctctggatt cacctttgat gattatgcca tgcactgggt ccggcaagcet

120

ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt gttagttgga gtggtagtac cgtaggctat

180

-192-



26475

gcggactctg tgaagggccg attcaccgtc tccagagaca acgcccagaa atccctgtat
240

ctacaaatga acagtctgag agctgaggac acggccttgt attactgtgt aaaagacgcg
300

tataaattca actactacta ctacggtttg gacgtctggg gccaagggac cacggtcacc
360

gtctcctca

369

<210> 274
<211> 123
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 274
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr
20 25 30
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 ' 40 45
Ser Gly Val Ser Trp Ser Gly Ser Thr Val Gly Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Asn Ala Gln Lys Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95
Val Lys Asp Ala Tyr Lys Phe Asn Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Leu Asp Val
100 105 110
Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 275

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 275
ggattcacct ttgatgatta tgcc

<210> 276
<211> 8

<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
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<223> Téng hop

<400> 276
Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Ala
1 5

<210> 277

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 277
gttagttgga gtggtagtac cgta

<210> 278

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 278
Val Ser Trp Ser Gly Ser Thr Val
1 5

<210> 279

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 279
gtaaaagacg cgtataaatt caactactac tactacggtt tggacgtc

<210> 280
<211> 16
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

24

48

<220>

<223> Téng hop

<400> 280

Val Lys Asp Ala Tyr Lys Phe Asn Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Leu Asp Val
1 5 10 15
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<210>
<211>
<212>
<213>

281
321
ADN

<220>
<223> Téng
<400> 281
gaaatagtga
ctctcctgca
120
ggccaggctc
180
aggttcagtg
240
gaagattttg
300

gggaccaagg
321

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

282
107
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 282
Glu Ile Val
1
Glu

Arg Ala

Leu Ala Trp

35
Tyr Gly Ala
50
Ser Gly Ser
65
Glu

Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 283
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh

hop

tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggctect
gcagtgggtc
cagtttatta

tggagatcaa

tu nhén

hop

Met Thr

Thr
20
Tyr

Leu
Leu

Ser Thr

Gly Thr

Ala Val
85
Gly Gly
100

tu nhén

Gln
Ser
Gln
Arg
Glu
70

Tyr

Thr

26475

Trinh tu nhén tao

tccagccacc
gactattctc

ctgtctgtgt
agcaacttag
catctatggt gcatccacca
tgggacagag ttcactctca
ctgtcagcag tataataact

a

tao

Ala Thr
10

Ser

Ser Pro Leu
Ala
25

Gly

Cys Arg Gln

Pro Gln Ala
40

Thr

Lys

Ala
55
Phe

Gly Leu Pro

Thr Thr Ile
75

Tyr

Leu
Gln Gln
90

Ile

Tyr Cys

Val Glu

105

Lys Lys

tao
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ctccagggga
cctggtacct

gggccactgg

ccatcagcag

ggcctctcac

Ser Val Ser

Thr Ile Leu
30
Leu

Pro Arg

45
Ala Arg
60

Ser

Phe

Ser Leu

Asn Asn Trp

aagagccacc 60

acagaaacct
tctcccagece
cctgcagtct

tttcggcgga

Pro
15
Ser

Gly
Asn

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ser
80
Pro Leu

95



<220>
<223> Téng hop

<400> 283
cagactattc tcagcaac

<210> 284

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 284
Gln Thr Ile Leu Ser Asn
1 5

<210> 285

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 285
ggtgcatcc

<210> 286

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 286
Gly Ala Ser
1

<210> 287

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 287
cagcagtata ataactggcc tctcact

26475
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<210> 288

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 288
Gln Gln Tyr Asn Asn Trp Pro Leu Thr
1 5

<210> 289
<211> 369
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 289

caggtgcagc tggagcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaggatc 60
tcctgtaagg cttctggcga caccttcacc ggctactata taaactgggt gcgccaggcec
120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg atcaatacta acagtggtgg cacatacttt
180

tcacagaaat ttcaggtcag ggtcatcctg accagggaca cgtccatcaa cacagcctac
240

atggagttga gcaggctgag atctgacgac acggccgttt attactgtgc gagaatgttt
300

tacgatattt tgactaattc tgatattttt gatatttggg gccaagggac aatggtcacc
360

gtctcttca

369

<210> 290
<211> 123
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop
<400> 290
Gln Val Gln Leu Glu Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Arg Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Asp Thr Phe Thr Gly Tyr
20 25 30
Tyr Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Asn Ser Gly Gly Thr Tyr Phe Ser Gln Lys Phe
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50
Gln Val Arg
65
Met Glu Leu

Ala Arg Met
Trp Gly Gln
115

<210> 291
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh

<220>

Val Ile

Ser Arg
85

Phe Tyr

100

Gly Thr

ty nhéan

<223> Téng hop

<400> 291

26475

55
Leu Thr Arg
70
Leu Arg Ser

Asp Ile Leu

Met Val Thr
120

tao

ggcgacacct tcaccggcta ctat

<210> 292
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 292

Gly Asp Thr Phe Thr Gly Tyr Tyr

1

<210> 2093
<211> 24
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 293

atcaatacta acagtggtgg caca

<210> 294
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

Asp Thr

Asp Asp
90

Thr Asn

105

Val Ser
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60
Ser Ile Asn Thr Ala Tyr
75 80
Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
95
Ser Asp Ile Phe Asp Ile
110
Ser

24

24
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<400> 294
Ile Asn Thr Asn Ser Gly Gly Thr
1 5

<210> 295

<211> 48

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 295
gcgagaatgt tttacgatat tttgactaat tctgatattt ttgatatt 48

<210> 296

<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 296
Ala Arg Met Phe Tyr Asp Ile Leu Thr Asn Ser Asp Ile Phe Asp Ile
1 5 10 15

<210> 297
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 297
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60

atcacttgcc gggcaagtca ggacataaga aatgatttag gctggtatca gcagaaacca
120

gggaaagccc ctaagtgcct gatctatggt gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca
180

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca caatcagcag cctgcagcect
240

gaagattttg caacttatta ctgtctacaa cataaaaatt acatgtacac ttttggccag
300

gggaccaagt tggagatcaa a
321

<210> 298
<211> 107
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<212> PRT
<213> Trinh ty nhén

<220>

<223> Tdng hop

<400> 298

Asp Ile
1
Asp Arg

Leu Gly

Tyr Gly
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

Gln
Val
Trp
35

Ala
Ser

Phe

Gly

<210> 299

<211> 18

<212> ADN
<213> Trinh tuy nhén

<220>

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Gln
100

<223> Téng hop

<400> 299
caggacataa gaaatgat

<210> 300

<211> ©

<212> PRT
<213> Trinh ty nhén

<220>

<223> Téng hop

<400> 300
Gln Asp Ile Arg Asn

1

<210> 301

<211> 9

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén

<220>

Thr
Ile
Gln
Ser
Thr
Thr

85
Gly

5

tao

Gln
Thr
Gln
Leu
Glu
70

Tyr

Thr

tao

tao

Asp

tao

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe
Tyr

Lys

26475

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Leu

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Leu

Glu
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile
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Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

His

Lys

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Lys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asn

Ser
Arg
Cys
Phe
Leu

Tyr

Val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Met
95

Gly
Asp
Ile
Gly
Pro

80
Tyr

18
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<223> Téng hop

<400> 301
ggtgcatcc 9

<210> 302

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 302
Gly Ala Ser
1

<210> 303

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 303
ctacaacata aaaattacat gtacact 27

<210> 304

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 304
Leu Gln His Lys Asn Tyr Met Tyr Thr
1 5

<210> 305
<211> 345
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 305
caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaagc cttcggagac cctgtccctc 60
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acctgcgctg tctatggtgg gtccctcagt gattactact
120
ccagggaagg ggctggagtg gattggggaa atcaatcata
180
ccgtcectca agagtcgact caccatctca gtagacacgt
240
aagctgaact ctgtgaccgc cgcggacacg gctgtgtatt
300
aatttttgga tgtggggtcg aggagccctg gtcaccgtct
345
<210> 306
<211> 115
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Tbéng hop
<400> 306
Gln Val Gln Leu Gln Gln Trp Gly Ala Gly Leu
1 5 10
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly
20 25
Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys
35 40
Gly Glu Ile Asn His Ser Gly Asp Thr Asn Tyr
50 55
Ser Arg Leu Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys
65 70 75
Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala
85 90
Ser Leu Tyr Phe Asn Phe Trp Met Trp Gly Arg
100 105
Val Ser Ser
115
<210> 307
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 307

ggtgggtccc tcagtgatta ctac

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

308
8
PRT

Trinh ty nhdn tao

-202-

ggagctggat
gtggagacac
ccaagaacca
actgtgcgag

cctca

Leu Lys Pro
Ser
30

Glu

Ser Leu

Gly Leu

45

Asp Pro Ser

Asn Gln Phe

Val Tyr Tyr

Gly Ala Leu

110

ccgccagcecce
caactacgac
gttctccectg

cctgtatttc

Ser Glu
15
Asp Tyr

Trp Ile

Leu Lys
Leu
80
Ala

Ser

Cys
95

Val Thr

24



26475

<220>
<223> Téng hop

<400> 308
Gly Gly Ser Leu Ser Asp Tyr Tyr
1 5

<210> 309

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 309
atcaatcata gtggagacac c

<210> 310

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 310
Ile Asn His Ser Gly Asp Thr
1 5

<210> 311

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 311
gcgagcctgt atttcaattt ttggatg

<210> 312
<211> 9

<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 312

-203-

21

27



26475

Ala Ser Leu Tyr Phe Asn Phe Trp Met

1

<210>
<211>
<212>

313
336
ADN

5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbéng

<400> 313
gatattgtga
atctcctgca
120
cttcagcaga
180
tctggggtcce
240
agcagggtgg
300
ctcactttcg
336

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

314
112
PRT
Trinh

<220>
<223> Tdéng
<400> 314
Asp Ile Val
1
Gln Pro Ala
Asn
35
Leu

Asp Gly

Pro Arg
50
Asp Arg Phe
65
Ser

Arg Val

Thr Gln Phe

<210> 315
<211> 33
<212> ADN

hop

tgacccagac
ggtctagtca

ggccaggcca
cagacagatt
aagctgagga

gcggagggac

tu nhén

hop

Met Thr

Ser Ile
20
Thr Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Ala
85
Pro Leu

100

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

tccactctcc
aagcctcgta

gcctccaaga
cagtggcagt
tgtcggaatt

caaggtggag

tao

Thr Pro

Cys Arg

Ser Trp
40
Lys Ile
55
Gly Thr

Asp Val

Phe Gly

tcacctgtca
tacagtgatg

ctcctaattt
gggacaggga
tattactgca

atcaaa

Ser Ser
10

Ser

Leu

Ser Gln

25
Leu

Gln Gln

Ser Asn Arg

Gly Thr Asp
75
Ile Tyr
90

Gly

Gly

Gly
105

Thr

-204-

ttcttggaca
gaaacaccta

ataagatttc
cagatttcac

tgcaaactac

Pro Val 1Ile
Val
30

Gly

Ser Leu

Pro
45
Ser

Arg

Phe
60
Phe

Gly

Thr Leu

Tyr Cys Met

Val Glu

110

Lys

gccggectcee 60

cttgagttgg
taaccggttc
actgaaaatc

acaatttccg

Leu
15
Tyr

Gly
Ser

Gln Pro

Val Pro
Ile
80
Thr

Lys

Gln
95

Ile Lys



26475

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 315
caaagcctcg tatacagtga tggaaacacc tac

<210> 316

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 316
Gln Ser Leu Val Tyr Ser Asp Gly Asn Thr Tyr
1 5 10

<210> 317

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 317
aagatttct

<210> 318

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 318
Lys Ile Ser
1

<210> 319

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

-205-



<400> 319

26475

atgcaaacta cacaatttcc gctcact

<210> 320
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng

<400> 320

hop

Met Gln Thr Thr Gln Phe Pro Leu Thr

1

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

321
369
ADN

<220>
<223> Tdng
<400> 321
caggtgcagt
tcctgcaagg
120
cctggacaag
180
tcacagagat
240
atggagttga
300
tacgatattt
360
gtctcttca
369

<210>
<211>
<212>

322
123
PRT

5

hop

tggagcaatc
cttctggcga
ggcttgagtg
ttcagggcag
gcaggctgag

tgactggttc

Trinh ty nhén tao

tggggctgag
catcttcacc

gatgggatgg
ggtcaccctg
atctgacgac

tgatgttttt

<213> Trinh tuy nhédn tao

<220>
<223> Tdng

<400> 322

Gln Val Gln Leu Glu Gln

1

Ser Val Arg Ile Ser Cys

Tyr Met Asn Trp Val Arg

hop

5

20

gtgaagaagc
ggctactata

atcaatacta
accagggaca
acggccgttt

gatatttggg

10

25

-206-

ctgggacctc
tgaactgggt

acagtggtgg
cgtccatcag
attactgtgc

gccaagggac

30

agtgaggatc 60

gcgccaggcc
cacatacttt
aacagcctac
gagaatgttt

aatggtcacc

Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Thr

15

Lys Ala Ser Gly Asp Ile Phe Thr Gly Tyr

Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met



35

Gly Trp Ile Asn Thr

y Arg Val Thr

Met Glu Leu Ser Arg

85

Ala Arg Met Phe Tyr

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

<220>
<223>

<400>

100
y Gln Gly Thr
115

323

24

ADN

Trinh ty nhén

Tdng hop

323

Asn
Leu
70

Leu

Asp

Met

tao

Ser
55

Thr
Arg
Ile

Val

ggcgacatct tcaccggcta ctat

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

<220>
<223>

<400>

324

8

PRT

Trinh ty nhén

Tng hop

324

tao

26475

40
Gly

Arg
Ser
Leu

Thr
120

Gly Asp Ile Phe Thr Gly Tyr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

325

24

ADN

Trinh ty nhéan

Tng hop

325

tao

atcaatacta acagtggtgg caca

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

326

8

PRT

Trinh ty nhén

tao

Gly
Asp
Asp
Thr

105
Val

Thr
Thr
Asp
Gly

Ser

-207-

Tyr
Ser
75

Thr

Ser

Ser

Phe
60

Ile
Ala

Asp

45
Ser

Arg
Val

Val

Gln Arg
Thr Ala

Tyr Tyr

95
Phe Asp
110

Phe
Tyr
80

Cys

Ile

24

24



<220>

<223> Téng hop

<400> 326

26475

Ile Asn Thr Asn Ser Gly Gly Thr

1

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

327
48
ADN

<220>
<223> Tbng

<400> 327

5

hop

Trinh ty nhadn tao

gcgagaatgt tttacgatat tttgactggt tctgatgttt ttgatatt

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

328
16
PRT

<220>
<223> Téng

<400> 328

hop

Trinh tyg nhén tao

Ala Arg Met Phe Tyr Asp Ile Leu Thr Gly Ser Asp Val Phe Asp Ile

1

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

329
321
ADN

<220>
<223> Tbng
<400> 329
gacatccaga
atcacttgcc
120
gggaaagccc
180
aggttcagcg
240
gaagattttg
300
gggaccaagt
321

5

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagtgcct
gcagtggatc
caacttatta

tggagatcaa

Trinh tyg nhan tao

tccatcctce
ggacataaga

gatctatggt
tgggacagaa
ctgtctacaa

a

10

ctgtctgcat
aatgatttag

gcatccagtt
ttcactctca

cataaaaatt

-208-

ctgttggaga
gctggtatca

tgcaaagtgg
caatcagcag

acatgtacac

15

cagagtcacc 60

ccagaaacca
ggtcccatct
cctgcagcct

ttttggccag



<210> 330
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tyg nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 330
Asp Ile Gln Met

1
Asp Arg

Leu Gly

Tyr Gly
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

Val
Trp
35

Ala
Ser

Phe

Gly

<210> 331

<211> 18

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén

<220>

Thr
20

Tyr
Ser
Gly
Ala

Gln
100

<223> Téng hop

<400> 331
caggacataa gaaatgat

<210> 332

<211> o

<212> PRT
<213> Trinh ty nhén

<220>

<223> Téng hop

<400> 332
Gln Asp Ile Arg Asn

1

<210> 333

<211> 9

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén

Thr
Ile
His
Ser
Thr
Thr

85
Gly

5

Gln
Thr
Gln
Leu
Glu
70

Tyr

Thr

tao

tao

Asp

tao

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Lys

26475

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys

Leu

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Leu

Glu
105

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Ile

-209-

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

His

Lys

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Lys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Asn

Ser
Arg
Cys
Phe
Leu

Tyr

Val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Met
95

Gly
Asp
Ile
Gly
Pro

80
Tyr

18



<220>
<223> Téng hop

<400> 333
ggtgcatcc

<210> 334

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 334
Gly Ala Ser
1

<210> 335

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 335
ctacaacata aaaattacat gtacact

<210> 336

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 336

26475

Leu Gln His Lys Asn Tyr Met Tyr Thr

1 5

<210> 337
<211> 384
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 337

-210-

27



26475

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc

tcctgtgcag cctctggatt caccatcagt

120

ccagggaagg ggctggagtg ggtttcatac

180

gcagactctg tgcagggccg attcaccatc

240

ctgcaattga acagcctgag agccgaggac

300

tgtacaaatg gtgtatgcta tccccattac

360

gggaccacgg tcaccgtctc ctca

384

<210> 338

<211> 128

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 338

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Glu Met Asn Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Ser Tyr Ile Ser Thr Ser Gly Ile
50 55

Gln Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Leu Asn Ser Leu Arg Ala

85

Ala Arg Gly Tyr Cys Thr Asn Gly
100

Ser Asp Met Asp Val Trp Gly Gln

115 120

<210> 339

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 339

ggattcacca tcagtaatta tgaa

<210> 340

ttggtacagc
aattatgaaa

attagtacta
tccagagaca
acggctgttt

tactactccg

Gly Gly
10

Gly

Leu
Ser Phe
25

Pro

Gly Lys

Thr Ile Tyr
Ala
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
Val
105
Gly

Cys Tyr

Thr Thr

-211-

ctggagggtc
tgaactgggt

gtggtattac
atgccaagaa
attactgtgc

atatggacgt

Val Gln Pro

Thr Ile Ser
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Ser

Ala Val Tyr

Pro His Tyr
110

Val Thr Val

125

cctgagactc
ccgtcaggcect

catatactac
ctcactgtat

gcggggatat

ctggggccaa

Gly
15
Asn

Gly
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95
Tyr Tyr

Ser Ser

60

24
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<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 340
Gly Phe Thr Ile Ser Asn Tyr Glu
1 5

<210> 341

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 341
attagtacta gtggtattac cata 24

<210> 342

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 342
Ile Ser Thr Ser Gly Ile Thr Ile
1 5

<210> 343

<211> 63

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 343
gcgcggggat attgtacaaa tggtgtatgc tatccccatt actactactc cgatatggac 60
gtc 63

<210> 344

<211> 21

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

-212-



<220>
<223> Tdéng

<400> 344

hop

2

6475

Ala Arg Gly Tyr Cys Thr Asn Gly Val Cys Tyr Pro His Tyr Tyr Tyr

1
Ser Asp Met

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

345
321
ADN

<220>
<223> Tdng

<400> 345
gacatccaga
atcacttgcc
120
gggaatgccc
180
aggttcagtg
240
gaagattttg
300

gggaccaagg
321

<210>
<211>
<212>

346
107
PRT

5
Asp Val
20

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaaactcct
gcagtggatc
caacttacta

tggaaatcaa

Trinh tu nhén tao

tccatcctcece
gaccattagc

gatctattct
tgggacagat
ctgtcaacag

a

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

346
Gln

Leu

Leu Asn Trp
35

Ser Thr

50
Gly

Tyr

Ser Ser

65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

Tdng hop

Met Thr
Thr
20

Phe

Ile
Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr
85

Gln Gly

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

Ser Pro

Cys Arg
val
40

Ser

Lys

Gln
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

10

ctgtctgcat
acctatttaa

acatccagtt
ttcactctca

agttacagta

Ser Leu
10

Ser

Ser

Ala
25
Gly

Gln

Asn Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75
Ser

Leu
Gln Gln
90

Ile

Glu Lys

-213-

ctgtaggaga
attggtttca

tgcaaagtgg
ccatcagcag

gtcctccgac

Ser Ala Ser

Thr Ile Ser

30

Pro Lys Leu
45

Ala Arg

60

Ser

Phe

Ser Leu

Tyr Ser Ser

15

cagactcacc 60

gcagaaagta
ggtcccagca
tctgcaacct

gttcggccaa

Val
15
Thr

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Pro

95



26475

100 105

<210> 347

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 347
cagaccatta gcacctat

<210> 348

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 348
Gln Thr Ile Ser Thr Tyr
1 5

<210> 349

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 349
tctacatcc

<210> 350

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 350

Ser Thr Ser
1

<210> 351
<211> 27

-214-

18



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ADN
Trinh tuy nhén

Téng hop

351

tao

26475

caacagagtt acagtagtcc tccgacg

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

<220>
<223>

<400>
Gln Gl
1

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

<220>
<223>

<400>

Met Hi
1

Leu Al

Glu Gl

Ser Al
50

Ser As

65

Leu Il

Gln Le

Glu Le

Asn Va
13
Leu Gl
145
Leu Hi

352

9

PRT

Trinh ty nhéan

Téng hop

352
n Ser Tyr Ser
5

353
560
PRT
Trinh ty nhén

Tng hop

353
s Arg Pro Arg

a Ala Leu Leu
20
u Phe Tyr Gln
35
a Leu Arg Thr

n Ile Lys Glu

e Asn Gln Glu
85
u Leu Met Gln
100
u Pro Arg Phe
115

1l Thr Leu Ser
0

y Val Gly Ser

s Leu Glu Gly
165

tao

Ser

tao

Arg
Leu
Ser
Gly
Asn
70

Leu
Ser
Met
Lys
Ala

150
Glu

Pro Pro Thr

Arg
Ala
Thr
Trp
55

Lys
Asp
Thr
Asn
Lys
135
Ile

Val

Gly
Ala
Cys
40

Tyr
Cys
Lys
Thr
Tyr
120
Arg
Ala

Asn

Thr
Arg
25

Ser
Thr
Asn
Tyr
Ala
105
Thr
Lys

Ser

Lys

Arg
10

Gly
Ala
Ser
Gly
Lys
90

Ala
Leu
Arg
Gly

Ile
170

-215-

Pro
Ala
Val
Val
Thr
75

Asn
Asn
Asn
Arg
Ile

155
Lys

Pro
Asp
Ser
Ile
60

Asp
Ala
Asn
Asn
Phe
140
Ala

Ser

Pro
Ala
Lys
45

Thr
Ala
Val
Arg
Thr
125
Leu

Val

Ala

Leu
Asn
30

Gly
Ile
Lys
Thr
Ala
110
Lys
Gly

Ser

Leu

Ala
15

Ile
Tyr
Glu
Val
Glu
95

Arg
Lys
Phe
Lys

Leu
175

Leu
Thr
Leu
Leu
Lys
80

Leu
Arg
Thr
Leu
val

160
Ser

27



Thr Asn
Ser Lys

Ile Val
210

Glu Phe

225

Ser Val

Asn Ser
Gln Lys

Tyr Ser
290

Gln Leu

305

Thr Ser

Leu Thr
Ser Phe

Phe Cys
370

Cys Asn

385

Ser Lys

Val Ser
Gly Ile

Gly Vval
450

Gln Glu

465

Tyr Asp

Gln Val
Asp Glu
Met Ile

530

Glu Gln
545

Lys
Val
195
Asn
Gln
Asn
Glu
Lys
275
Ile
Pro
Pro
Arg
Phe
355
Asp
Val
Thr
Cys
Ile
435
Asp
Gly
Pro
Asn
Leu
515
Thr

Lys

<210> 354
<211> 574
<212> PRT

Ala
180
Leu
Lys
Gln
Ala
Leu
260
Leu
Met
Leu
Leu
Thr
340
Pro
Thr
Asp
Asp
Tyr
420
Lys
Thr
Lys
Leu
Glu
500
Leu

Thr

Leu

Val
Asp
Gln
Lys
Gly
245
Leu
Met
Ser
Tyr
Cys
325
Asp
Gln
Met
Ile
Val
405
Gly
Thr
Val
Ser
Val
485
Lys
His
Glu

Ile

Val
Leu
Ser
Asn
230
Val
Ser
Ser
Ile
Gly
310
Thr
Arg
Ala
Asn
Phe
390
Ser
Lys
Phe
Ser
Leu
470
Phe
Ile
His
Gln

Ser
550

Ser
Lys
Cys
215
Asn
Thr
Leu
Asn
Ile
295
Val
Thr
Gly
Glu
Ser
375
Asn
Ser
Thr
Ser
Val
455
Tyr
Pro
Asn
Val
Lys

535
Glu

Leu
Asn
200
Arg
Arg
Thr
Ile
Asn
280
Lys
Ile
Asn
Trp
Thr
360
Leu
Pro
Ser
Lys
Asn
440
Gly
Val
Ser
Gln
Asn
520

Leu

Glu

26475

Ser
185
Tyr
Ile
Leu
Pro
Asn
265
Val
Glu
Asp
Thr
Tyr
345
Cys
Thr
Lys
Val
Cys
425
Gly
Asn
Lys
Asp
Ser
505
Ala

Ile

Asp

Asn
Ile
Ser
Leu
Val
250
Asp
Gln
Glu
Thr
Lys
330
Cys
Lys
Leu
Tyr
Ile
410
Thr
Cys
Thr
Gly
Glu
490
Leu
Gly

Ser

Leu

-216-

Gly
Asp
Asn
Glu
235
Ser
Met
Ile
Val
Pro
315
Glu
Asp
Val
Pro
Asp
395
Thr
Ala
Asp
Leu
Glu
475
Phe
Ala
Lys

Glu

His
555

Val
Lys
Ile
220
Ile
Thr
Pro
Val
Leu
300
Cys
Gly
Asn
Gln
Ser
380
Cys
Ser
Ser
Tyr
Tyr
460
Pro
Asp
Phe
Ser
Glu

540
His

Ser
Gln
205
Glu
Thr
Tyr
Ile
Arg
285
Ala
Trp
Ser
Ala
Ser
365
Glu
Lys
Leu
Asn
Val
445
Tyr
Ile
Ala
Ile
Thr
525
Asp

His

Val
190
Leu
Thr
Arg
Met
Thr
270
Gln
Tyr
Lys
Asn
Gly
350
Asn
Val
Ile
Gly
Lys
430
Ser
val
Ile
Ser
Arg
510
Thr

Leu

His

Leu
Leu
Val
Glu
Leu
255
Asn
Gln
Val
Leu
Ile
335
Ser
Arg
Asn
Met
Ala
415
Asn
Asn
Asn
Asn
Ile
495
Lys
Asn

Gly

His

Thr
Pro
Ile
Phe
240
Thr
Asp
Ser
Val
His
320
Cys
Val
Val
Leu
Thr
400
Ile
Arg
Lys
Lys
Phe
480
Ser
Ser
Ile

Gly

His
560



<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 354
Met Glu Leu Pro
1
Ala Val Thr Phe
20
Tyr Gln Ser Thr
35
Arg Thr Gly Trp
50
Lys Glu Asn Lys
65
Gln Glu Leu Asp

Met Gln Ser Thr
100

Arg Phe Met Asn

115
Leu Ser Lys Lys
130

Gly Ser Ala Ile

145

Glu Gly Glu Val

Ala Vval Val Ser
180

Leu Asp Leu Lys

195
Lys Gln Ser Cys
210

Gln Lys Asn Asn

225

Ala Gly Val Thr

Leu Leu Ser Leu
260

Leu Met Ser Asn

275
Met Ser Ile Ile
290

Leu Tyr Gly Val

305

Leu Cys Thr Thr

Thr Asp Arg Gly

340

Pro Gln Ala Glu
355

Thr Met Asn Ser

Ile
Cys
Cys
Tyr
Cys
Lys
85

Thr
Tyr
Arg
Ala
Asn
165
Leu
Asn
Arg
Arg
Thr
245
Ile
Asn
Lys
Ile
Asn
325
Trp

Thr

Leu

tao

Leu
Phe
Ser
Thr
Asn
70

Tyr
Ala
Thr
Lys
Ser
150
Lys
Ser
Tyr
Ile
Leu
230
Pro
Asn
Val
Glu
Asp
310
Thr
Tyr
Cys

Thr

Lys
Ala
Ala
Ser
55

Gly
Lys
Ala
Leu
Arg
135
Gly
Ile
Asn
Ile
Ser
215
Leu
Val
Asp
Gln
Glu
295
Thr
Lys
Cys
Lys

Leu

26475

Ala
Ser
Val
40

Val
Thr
Asn
Asn
Asn
120
Arg
Ile
Lys
Gly
Asp
200
Asn
Glu
Ser
Met
Ile
280
Val
Pro
Glu
Asp
Val

360
Pro

Asn
Ser
25

Ser
Ile
Asp
Ala
Asn
105
Asn
Phe
Ala
Ser
Val
185
Lys
Ile
Ile
Thr
Pro
265
Val
Leu
Cys
Gly
Asn
345
Gln

Ser

Ala
10

Gln
Lys
Thr
Ala
Val
90

Arg
Thr
Leu
Val
Ala
170
Ser
Gln
Glu
Thr
Tyr
250
Ile
Arg
Ala
Trp
Ser
330
Ala

Ser

Glu

-217-

Ile
Asn
Gly
Ile
Lys
75

Thr
Ala
Lys
Gly
Ser
155
Leu
Val
Leu
Thr
Arg
235
Met
Thr
Gln
Tyr
Lys
315
Asn
Gly

Asn

Val

Thr
Ile
Tyr
Glu
60

Val
Glu
Arg
Lys
Phe
140
Lys
Leu
Leu
Leu
Val
220
Glu
Leu
Asn
Gln
Val
300
Leu
Ile
Ser

Arg

Asn

Thr
Thr
Leu
45

Leu
Lys
Leu
Arg
Thr
125
Leu
Val
Ser
Thr
Pro
205
Ile
Phe
Thr
Asp
Ser
285
Val
His
Cys
Val
vVal

365
Leu

Ile
Glu
30

Ser
Ser
Leu
Gln
Glu
110
Asn
Leu
Leu
Thr
Ser
190
Ile
Glu
Ser
Asn
Gln
270
Tyr
Gln
Thr
Leu
Ser
350
Phe

Cys

Leu
15

Glu
Ala
Asn
Ile
Leu
95

Leu
Val
Gly
His
Asn
175
Lys
Val
Phe
Val
Ser
255
Lys
Ser
Leu
Ser
Thr
335
Phe
Cys

Asn

Ala
Phe
Leu
Ile
Asn
80

Leu
Pro
Thr
Val
Leu
160
Lys
Val
Asn
Gln
Asn
240
Glu
Lys
Ile
Pro
Pro
320
Arg
Phe

Asp

Val



370
Asp Ile Phe

385

Asp Val Ser

Tyr Gly Lys

Lys Thr Phe

435

Thr Val Ser
450
Lys Ser Leu

465

Leu Val Phe

Glu Lys Ile

Leu His His

515

Thr Ile Ile
530
Gly Leu Leu

545

Lys Asp Gln

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

<220>
<223>

<400>

355
11
PRT

Asn
Ser
Thr
420
Ser
Val
Tyr
Pro
Asn
500
Val
Ile

Leu

Leu

Pro
Ser
405
Lys
Asn
Gly
Val
Ser
485
Gln
Asn
Val
Tyr

Ser
565

Trinh ty nhén

Tng hop

355

Glu Gly Glu Val Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

356
17
PRT

5

Trinh ty nhén

Téng hop

356

Leu Ser Thr Asn Lys

1
Leu

5

Lys
390
Val
Cys
Gly
Asn
Lys
470
Asp
Ser
Ala
Ile
Cys

550
Gly

tao

Lys

tao

Ala

375
Tyr

Ile
Thr
Cys
Thr
455
Gly
Glu
Leu
Gly
Ile
535
Lys

Ile

26475

Asp
Thr
Ala
Asp
440
Leu
Glu
Phe
Ala
Lys
520
Val

Ala

Asn

Cys Lys

Ser Leu
410

Ser Asn

425

Tyr Val

Tyr Tyr
Pro Ile
Asp Ala
490
Phe Ile
505
Ser Thr
Ile Leu
Arg Ser

Asn Ile
570

Ile
395
Gly
Lys
Ser
Val
Ile
475
Ser
Arg
Thr
Leu
Thr

555
Ala

Ile Lys Ser Ala Leu

10

380
Met

Ala
Asn
Asn
Asn
460
Asn
Ile
Lys
Asn
Ser
540

Pro

Phe

Thr
Ile
Arg
Lys
445
Lys
Phe
Ser
Ser
Ile
525
Leu

Val

Ser

Ser
Val
Gly
430
Gly
Gln
Tyr
Gln
Asp
510
Met
Ile

Thr

Asn

Lys
Ser
415
Ile
Val
Glu
Asp
Val
495
Glu
Ile
Ala

Leu

Thr
400
Cys
Ile
Asp
Gly
Pro
480
Asn
Leu
Thr
Val

Ser
560

Val Val Ser Leu Ser Asn Gly Val Ser Val

10

-218-

15



<210> 357
<211> 454
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>

<223> Téng hop
AM22 HC

<400> 357

Gln Val Gln
1

Thr Val Lys

Ser Ile His
35
Gly Gly Tyr
50
Gln His Arg
65
Met Glu Leu

Gly Thr Leu

Tyr Trp Gly
115
Gly Pro Ser
130
Gly Thr Ala
145
Val Thr Vval

Phe Pro Ala

Val Thr Val
195
Val Asn His
210
Lys Ser Cys
225
Leu Leu Gly

Thr Leu Met

Val Ser His
275
Val Glu Val
290
Ser Thr Tyr
305
Leu Asn Gly

Leu
Val
20

Trp
Glu
Leu
Gly
Gly
100
Gln
Val
Ala
Ser
Val
180
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
260
Glu
His
Arg

Lys

Val
Ser
Val
Gly
Thr
Arg
85

Val
Gly
Phe
Leu
Trp
165
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
245
Ser
Asp
Asn

Val

Glu

tao

Gln
Cys
Arg
Glu
Val
70

Leu
Thr
Thr
Pro
Gly
150
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
230
Ser
Arg
Pro
Ala
Val

310
Tyr

Ser
Lys
Gln
Val
55

Ile
Thr
Val
Leu
Leu
135
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
215
His
Val
Thr
Glu
Lys
295

Ser

Lys

26475

Gly
Ile
Ala
40

Asp
Ala
Ser
Thr
Val
120
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
200
Thr
Thr
Phe
Pro
Val
280
Thr
Val

Cys

Ala
Ser
25

Pro
Glu
Asp
Asp
Glu
105
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
185
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
265
Lys
Lys

Leu

Lys

Glu
10

Gly
Gly
Ile
Thr
Asp
90

Ala
Val
Ser
Lys
Leu
170
Leu
Thr
Val
Pro
Phe
250
Val
Phe
Pro

Thr

Val

-219-

Val
His
Lys
Phe
Ala
75

Thr
Gly
Ser
Ser
Asp
155
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
235
Pro
Thr
Asn
Arg
Val

315
Ser

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala
Leu
Ser
Lys
140
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
220
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
300

Leu

Asn

Lys
Leu
Leu
45

Ala
Asp
Val
Gly
Ala
125
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
205
Lys
Pro
Lys
Val
Tyr
285
Glu
His

Lys

Pro
Ile
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Ile
110
Ser
Thr
Pro
Val
Ser
190
Ile
Val
Ala
Pro
Val
270
Val
Gln
Gln

Ala

Gly
15

Lys
Trp
Lys
Val
Phe
95

Asp
Thr
Ser
Glu
His
175
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
255
Val
Asp
Tyr
Asp

Leu

Ala
Leu
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Asp

Lys

Pro
160
Thr
Val
Asn
Pro
Glu
240
Asp

Asp

Asn

Trp
320
Pro



Ala Pro Ile

Pro Gln Val
355
Gln Val Ser
370
Ala Val Glu
385
Thr Pro Pro

Leu Thr Val

Ser Val Met

435

Ser Leu Ser
450

<210> 358
<211> 215
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

Glu
340
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
420
His

Pro

325
Lys

Thr
Thr
Glu
Leu
405
Lys

Glu

Gly

ty nhén

<223> Téng hop
AM22 LC

<400> 358

Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

His Leu Ala
35
Ile Phe Gly
50
Gly Ser Gly
65 )
Pro Glu Asp

Phe Thr Phe

Ala Pro Ser
115
Gly Thr Ala
130
Ala Lys Val
145
Gln Glu Ser

Ser Ser Thr

Leu
Thr
20

Trp
Ala
Ser
Phe
Gly
100
Val
Ser
Gln
Val

Leu
180

Thr
Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala
85

Pro
Phe
Val
Trp
Thr

165
Thr

Thr
Leu
Cys
Ser
390
Asp
Ser

Ala

Lys

tao

Gln
Ser
Gln
Ser
Thr
70

Val
Gly
Ile
Val
Lys
150
Glu

Leu

Ile
Pro
Leu
375
Asn
Ser

Arg

Leu

Ser
Cys
Gln
Arg
Asp
Tyr
Thr
Phe
Cys
135
Val

Gln

Ser

26475

Ser
Pro
360
Val
Gly
Asp

Trp

His
440

Pro
Arg
Lys
40

Ala
Phe
Tyr
Lys
Pro
120
Leu
Asp
Asp

Lys

Lys
345
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

425
Asn

Gly
Ala
25

Pro
Thr
Thr
Cys
Val
105
Pro
Leu
Asn

Ser

Ala
185

330
Ala

Arg
Gly
Pro
Ser
410
Gln

His

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Leu
90

Asp
Ser
Asn
Ala
Lys

170
Asp

-220-

Lys
Asp
Phe
Glu
395
Phe
Gly

Tyr

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
75

Ser
Phe
Asp
Asn
Leu
155
Asp

Tyr

Gly
Glu
Tyr
380
Asn
Phe

Asn

Thr

Ser
Ile
Ala
Pro
60

Ile
Ser
Lys
Glu
Phe
140
Gln

Ser

Glu

Gln
Leu
365
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
445

Leu
Val
Pro
45

vVal
Asn
Asp
Arg
Gln
125
Tyr
Ser

Thr

Lys

Pro
350
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

430
Lys

Ser
Ser
30

Arg
Arg
Gly
Ser
Thr
110
Leu
Pro
Gly
Tyr

His
190

335
Arg

Lys
Asp
Lys
Ser
415

Ser

Ser

Pro
15

Arg
Leu
Phe
Leu
Ser
95

Val
Lys
Arg
Asn
Ser

175
Lys

Glu
Asn
Ile
Thr
400
Lys

Cys

Leu

Gly
Asn
Leu
Ser
Ala
80

Ile
Ala
Ser
Glu
Ser
160

Leu

Val



Tyr Ala Cys Glu Val
195
Ser Phe Asn Arg Gly
210

<210> 359
<211> 450
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Téng hop

Motavizumab HC

<400> 359
Gln Val Thr Leu Arg
1 5
Thr Leu Thr Leu Thr
20
Gly Met Ser Val Gly
35
Trp Leu Ala Asp Ile
50
Leu Lys Asp Arg Leu
65
Val Leu Lys Val Thr
85
Cys Ala Arg Asp Met
100
Gly Thr Thr Val Thr
115
Phe Pro Leu Ala Pro
130
Leu Gly Cys Leu Val
145
Trp Asn Ser Gly Ala
165
Leu Gln Ser Ser Gly
180
Ser Ser Ser Leu Gly
195
Pro Ser Asn Thr Lys
210
Lys Thr His Thr Cys
225
Pro Ser Val Phe Leu
245
Ser Arg Thr Pro Glu
260
Asp Pro Glu Val Lys
275
Asn Ala Lys Thr Lys

Thr

Glu

tao

Glu
Cys
Trp
Trp
Thr
70

Asn
Ile
Val
Ser
Lys
150
Leu
Leu
Thr
Val
Pro
230
Phe
Val

Phe

Pro

26475

His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys

Cys
215

Ser
Thr
Ile
Trp
55

Ile
Met
Phe
Ser
Ser
135
Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
215
Pro
Pro
Thr

Asn

Arg

200

Gly
Phe
Arg
40

Asp
Ser
Asp
Asn
Ser
120
Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
200
Lys
Cys
Pro
Cys
Trp

280
Glu

Pro
Ser
25

Gln
Asp
Lys
Pro
Phe
105
Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
185
Tyr
Lys
Pro
Lys
Val
265
Tyr

Glu

Ala
10

Gly
Pro
Lys
Asp
Ala
90

Tyr
Ser
Thr
Pro
Val
170
Ser
Ile
Val
Ala
Pro
250
Val
Val

Gln

-221-

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr
75

Asp
Phe
Thr
Ser
Glu
155
His
Ser
Cys
Glu
Pro
235
Lys
Val

Asp

Tyr

Val
Ser
Gly
His
60

Ser
Thr
Asp
Lys
Gly
140
Pro
Thr
Val
Asn
Pro
220
Glu
Asp
Asp

Gly

Asn

205

Lys
Leu
Lys
45

Tyr
Lys
Ala
Val
Gly
125
Gly
Val
Phe
Val
Val
205
Lys
Leu
Thr
Val
Val

285
Ser

Pro
Ser
30

Ala
Asn
Asn
Thr
Trp
110
Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
190
Asn
Ser
Leu
Leu
Ser
270
Glu

Thr

Thr
15

Thr
Leu
Pro
Gln
Tyr
Gly
Ser
Ala
Val
Ala
175
Val
His
Cys
Gly
Met
255
His

Val

Tyr

Gln
Ala
Glu
Ser
Val
80

Tyr
Gln
Val
Ala
Ser
160
Val
Pro
Lys
Asp
Gly
240
Ile
Glu
His

Arg



290
Val Val
305
Glu Tyr

Lys Thr
Thr Leu
Thr Cys
370
Glu Ser
385
Leu Asp
Lys Ser
Glu Ala

Gly Lys
450

Ser
Lys
Ile
Pro
355
Leu
Asn
Ser

Arg

Leu
435

<210> 360
<211> 213
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>

Val
Cys
Ser
340
Pro
val
Gly
Asp
Trp

420
His

<223> Téng hop

Motavizumab LC

<400> 360

Asp Ile
1
Asp Arg

His Trp

Asp Thr
50

Gly Ser

65

Asp Phe

Phe Gly
Ser Val
Ala Ser

130

Val Gln
145

Gln
Val
Tyr
35

Ser
Gly
Ala
Gly
Phe
115
Val

Trp

Met
Thr
20

Gln
Lys
Thr
Thr
Gly
100
Ile
Val

Lys

Leu
Lys
325
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
405
Gln

Asn

Thr
5
Ile
Gln
Leu
Glu
Tyr
85
Thr
Phe
Cys

Val

Thr
310
Val
Ala
Arg
Gly
Pro
390
Ser

Gln

His

Gln
Thr
Lys
Ala
Phe
70

Tyr
Lys
Pro

Leu

Asp
150

295
Val

Ser
Lys
Asp
Phe
375
Glu
Phe

Gly

Tyr

Ser
Cys
Pro
Ser
55

Thr
Cys
Val
Pro
Leu

135
Asn

26475

Leu
Asn
Gly
Glu
360
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
440

Pro
Ser
Gly
40

Gly
Leu
Phe
Glu
Ser

120
Asn

Ala

His
Lys
Gln
345
Leu
Pro
Asn
Leu
Val

425
Gln

Ser
Ala
25

Lys
Val
Thr
Gln
Ile
105
Asp

Asn

Leu

Gln
Ala
330
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
410
Phe

Lys

Thr
10

Ser
Ala
Pro
Ile
Gly
Lys
Glu

Phe

Gln

-222-

Asp
315
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
395
Ser

Ser

Ser

Leu
Ser
Pro
Ser
Ser
75

Ser
Arg
Gln
Tyr

Ser
155

300
Trp

Pro
Glu
Asn
Ile
380
Thr
Lys
Cys

Leu

Ser
Arg
Lys
Arg
60

Ser
Gly
Thr
Leu
Pro

140
Gly

Leu
Ala
Pro
Gln
365
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
445

Ala
Val
Leu
45

Phe
Leu
Tyr
Val
Lys
125
Arg

Asn

Asn
Pro
Gln
350
Val
Val
Pro
Thr
Val

430
Leu

Ser
Gly
30

Leu
Ser
Gln
Pro
Ala
110
Ser

Glu

Ser

Gly
Ile
335
Val
Ser
Glu
Pro
Val
415
Met

Ser

Val
15

Tyr
Ile
Gly
Pro
Phe
95

Ala
Gly
Ala

Gln

Lys
320
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
400
Asp
His

Pro

Gly
Met
Tyr
Ser
Asp
80

Thr
Pro
Thr
Lys

Glu
160



Ser Val
Thr Leu

Cys Glu

Asn Arg Gly

210

Thr

Thr

Val
195

<210> 361
<211> 450
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén

<220>

Glu
Leu
180
Thr

Glu

<223> Téng hop

Palivizumab HC

<400> 361
Gln Val Thr Leu Arg

1
Thr Leu

Gly Met

Trp Leu
50

Leu Lys

65

Val Leu

Cys Ala
Gly Thr

Phe Pro
130

Leu Gly

145

Trp Asn

Leu Gln
Ser Ser
Pro Ser

210
Lys Thr
225

Pro Ser

Ser Arg

Thr
Ser
35

Ala
Ser
Lys
Arg
Thr
115
Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
195
Asn
His
Val

Thr

Leu
20

Val
Asp
Arg
Val
Ser
100
Val
Ala
Leu
Gly
Ser
180
Leu
Thr
Thr
Phe

Pro

26475

Gln Asp Ser Lys

165
Ser

His

Cys

5
Thr

Gly
Ile
Leu
Thr
85

Met
Thr
Pro
Val
Ala
165
Gly
Gly
Lys
Cys
Leu

245
Glu

Lys Ala Asp

Asp

Tyr
185

Gln Gly Leu Ser

tao

Glu
Cys
Trp
Trp
Thr
70

Asn
Ile
Val
Ser
Lys
150
Leu
Leu
Thr
Val
Pro
230
Phe

Val

Ser
Thr
Ile
Trp
Ile
Met
Thr
Ser
Ser
135
Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
215
Pro

Pro

Thr

200

Gly
Phe
Arg
40

Asp
Ser
Asp
Asn
Ser
120
Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
200
Lys
Cys

Pro

Cys

Pro
Ser
25

Gln
Asp
Lys
Pro
Trp
105
Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
185
Tyr
Lys
Pro

Lys

Val

Ser
170

Thr Tyr Ser

Glu Lys His Lys

Ser

Ala
10

Gly
Pro
Lys
Asp
Ala
90

Tyr
Ser
Thr
Pro
Val
170
Ser
Ile
Val
Ala
Pro

250
Val

-223-

Pro Val Thr

Leu
Phe
Pro
Lys
Thr
75

Asp
Phe
Thr
Ser
Glu
155
His
Ser
Cys
Glu
Pro
235
Lys

Val

Val
Ser
Gly
Asp
Ser
Thr
Asp
Lys
Gly
140
Pro
Thr
Val
Asn
Pro
220
Glu

Asp

Asp

205

Lys
Leu
Lys
45

Tyr
Lys
Ala
Val
Gly
125
Gly
Val
Phe
Val
Val
205
Lys
Leu

Thr

Val

Leu
Val

190
Lys

Pro
Ser
30

Ala
Asn
Asn
Thr
Trp
110
Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
190
Asn
Ser
Leu

Leu

Ser

Ser
175
Tyr

Ser

Thr
15

Thr
Leu
Pro
Gln
Tyr
95

Gly
Ser
Ala
Val
Ala
175
Val
His
Cys
Gly
Met

255
His

Ser
Ala

Phe

Gln
Ser
Glu
Ser
Val
80

Tyr
Ala
Val
Ala
Ser
160
Val
Pro
Lys
Asp
Gly
240
Ile

Glu



Asp Pro Glu
275
Asn Ala Lys
290
Val Val Ser
305
Glu Tyr Lys

Lys Thr Ile

Thr Leu Pro
355
Thr Cys Leu
370
Glu Ser Asn
385
Leu Asp Ser

Lys Ser Arg

Glu Ala Leu
435
Gly Lys
450

<210> 362
<211> 213
<212> PRT

260
Val

Thr
val
Cys
Ser
340
Pro
Val
Gly
Asp
Trp

420
His

Lys
Lys
Leu
Lys
325
Lys
Ser
Lys
Gln
Gly
405
Gln

Asn

Phe
Pro
Thr
310
Val
Ala
Arg
Gly
Pro
390
Ser

Gln

His

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Téng hop

Palivizumab LC

<400> 362

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

His Trp Tyr
35
Asp Thr Ser
50
Gly Ser Gly
65
Asp Phe Ala

Phe Gly Gly

Ser Val Phe
115

Met
Thr
20

Gln
Lys
Thr
Thr
Gly

100
Ile

Thr
5
Ile
Gln
Leu
Glu
Tyr
85
Thr

Phe

Gln
Thr
Lys
Ala
Phe
70

Tyr

Lys

Pro

Asn
Arg
295
Val
Ser
Lys
Asp
Phe
375
Glu
Phe
Gly

Tyr

Ser
Cys
Pro
Ser
55

Thr
Cys

Leu

Pro

26475

Trp
280
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
360
Tyr
Asn
Phe

Asn

Thr
440

Pro
Lys
Gly
40

Gly
Leu
Phe
Glu

Ser
120

265
Tyr

Glu
His
Lys
Gln
345
Leu
Pro
Asn
Leu
Val

425
Gln

Ser
Cys
25

Lys
Val
Thr
Gln
Ile

105
Asp

Val
Gln
Gln
Ala
330
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
410
Phe

Lys

Thr
10

Gln
Ala
Pro
Ile
Gly
Lys

Glu

-224-

Asp
Tyr
Asp
315
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
395
Ser

Ser

Ser

Leu
Leu
Pro
Ser
Ser

75
Ser

Gly
Asn
300
Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
380
Thr
Lys
Cys

Leu

Ser
Ser
Lys
Arg
60

Ser
Gly
Thr

Leu

Val
285
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
365
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
445

Ala
Val
Leu
45

Phe
Leu
Tyr

Val

Lys
125

270
Glu

Thr
Asn
Pro
Gln
350
Val
Val
Pro
Thr
Val

430
Leu

Ser
Gly
30

Leu
Ser
Gln

Pro

Ala
110
Ser

Val
Tyr
Gly
Ile
335
Val
Ser
Glu
Pro
Val
415
Met

Ser

Val
15
Tyr

Ile
Gly
Pro
Phe

95
Ala

His
Arg
Lys
320
Glu
Tyr
Leu
Trp
Val
400
Asp
His

Pro

Gly
Met
Tyr
Ser
Asp
80

Thr

Pro

Thr



Ala
Val
145
Ser
Thr
Cys

Asn

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

Ser
130
Gln
Val
Leu

Glu

Arg
210

<220>

<223>

<400>

Val
Trp
Thr
Thr
vVal

195
Gly

363
453
PRT
Trinh tu nhén

363

Val
Lys
Glu
Leu
180
Thr

Glu

Téng hop

Glu Val Gln Leu

1
Ser

Ala
Ser
Lys
65

Leu
Val
Trp
Pro
Thr
145
Thr
Pro
Thr

Asn

Ser
225

Leu
Met
Gly
50

Gly
Gln
Lys
Gly
Ser
130
Ala
Val
Ala
Val
His

210
Cys

Arg
His
35

Val
Arg
Met
Asp
Gln
115
Val
Ala
Ser
Val
Pro
195
Lys

Asp

Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Ala
100
Gly
Phe
Leu
Trp
Leu
180
Ser

Pro

Lys

Cys
Val
Gln
165
Ser
His

Cys

Val
Ser
Val
Trp
Thr
Ser
85

Tyr
Thr
Pro
Gly
Asn
165
Gln
Ser

Ser

Thr

Leu
Asp
150
Asp
Lys

Gln

tao

Glu
Cys
Arg
Ser
Val
70

Leu
Lys
Thr
Leu
Cys
150
Ser
Ser
Ser

Asn

His
230

Leu
135
Asn
Ser

Ala

Gly

Ser
Val
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Phe
Val
Ala
135
Leu
Gly
Ser
Leu
Thr

215
Thr

26475

Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
200

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala
Asn
Thr
120
Pro
Val
Ala
Gly
Gly
200
Lys

Cys

Asn
Leu
Asp
Tyr

185
Ser

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Tyr
105
Val
Ser
Lys
Leu
Leu
185
Thr
Val

Pro

Phe
Gln
Ser
170
Glu

Ser

Asp
10

Gly
Gly
Val
Asn
Asp
Tyr
Ser
Ser
Asp
Thr
170
Tyr
Gln

Asp

Pro

-225-

Tyr
Ser
155
Thr
Lys

Pro

Leu
Phe
Lys
Gly
Ala
75

Thr
Tyr
Ser
Lys
Tyr
155
Ser
Ser
Thr
Lys

Cys
235

Pro
140
Gly
Tyr
His

Val

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Gln
Ala
Tyr
Ala
Ser
140
Phe
Gly
Leu
Tyr
Lys

220
Pro

Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
205

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Lys
Leu
Gly
Ser
125
Thr
Pro
Val
Ser
Ile
205
Val

Ala

Glu
Ser
Leu
Val

190
Lys

Pro
Asp
Glu
Asp
Ser
Tyr
Leu
110
Thr
Ser
Glu
His
Ser
190
Cys
Glu

Pro

Ala
Gln
Ser
175
Tyr

Ser

Gly
15

Asp
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Asp
Lys
Gly
Pro
Thr
175
Val
Asn

Pro

Glu

Lys
Glu
160
Ser

Ala

Phe

Arg
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys
Val
Gly
Gly
Val
160
Phe
Val
vVal
Lys

Leu
240



Leu Gly Gly
Leu Met Ile

Ser His Glu
275
Glu Val His
290
Thr Tyr Arg
305
Asn Gly Lys

Pro Ile Glu

Gln Val Tyr
355
Val Ser Leu
370
Val Glu Trp
385
Pro Pro Val

Thr Val Asp

Val Met His

435

Leu Ser Pro
450

<210> 364
<211> 214
<212> PRT

Pro
Ser
260
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
340
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
420
Glu

Gly

Ser
245
Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
325
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
405
Ser

Ala

Lys

<213> Trinh tu nhén

<220>

<223> Téng hop

<400> 364

Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp
35
Tyr Gly Ala
50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly
Ala

Gly
100

Thr

Leu

Val
Thr
Glu
Lys
Ser
310
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
390
Ser

Arg

Leu

tao

Gln

Ser

Phe
Pro
Val
Thr
295
Val
Cys
Ser
Pro
Val
375
Gly
Asp

Trp

His

Ser

Cys

Leu Gln Lys

Thr
Thr
Val

85
Gly

Arg
Glu
70

Tyr

Thr

Ala
55

Phe
Tyr

Lys

26475

Leu
Glu
Lys
280
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
360
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
440

Pro
Arg
Pro
40

Thr
Thr
Cys

Val

Phe
Val
265
Phe
Pro
Thr
Val
Ala
345
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

425
His

Ala
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

Pro
250
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
330
Lys
Asp
Phe
Glu
Phe
410
Gly

Tyr

Thr
10
Ser

Gln
Leu
Thr
Gln

90
Ile

-226-

Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
315
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
395
Phe

Asn

Thr

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Lys
Val
Tyr
Glu
300
His
Lys
Gln
Leu
Pro
380
Asn
Leu

Val

Gln

Ser
Thr
Pro
Ala
60

Ser

Asn

Arg

Pro
Val
Val
285
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
365
Ser
Tyr
Tyr

Phe

Lys
445

Val
Ile
Arg
45

Arg
Ser

Asn

Thr

Lys
Val
270
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
350
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

430
Ser

Ser
Leu
30

Leu
Phe
Leu

Trp

Val
110

Asp
255
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
335
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
415
Cys

Leu

Pro
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95
Ala

Thr
Val
Val
Ser
Leu
320
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
400
Leu

Ser

Ser

Gly
Asn
Ile
Gly
Ser
80

Leu

Ala



Pro
Thr
Lys
145
Glu
Ser

Ala

Phe

Ser
Ala
130
Val
Ser
Thr

Cys

Asn
210

Val
115
Ser
Gln
Val

Leu

Glu
195
Arg

Phe
Val
Trp
Thr
Thr
180

Val

Gly

Ile
Val
Lys
Glu
165
Leu

Thr

Glu

Phe
Cys
Val
150
Gln
Ser
His

Cys

Pro
Leu
135
Asp
Asp
Lys

Gln

26475

Pro
120
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
200

Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

185
Leu

Asp
Asn
Leu
Asp
170
Tyr

Ser

-221-

Glu
Phe
Gln
155
Ser

Glu

Ser

Gln
Tyr
140
Ser
Thr

Lys

Pro

Leu
125
Pro
Gly
Tyr
His

Val
205

Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

190
Thr

Ser
Glu
Ser
Leu
175
Val

Lys

Gly
Ala
Gln
160
Ser

Tyr

Ser





