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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén linh vuc y hoc. Sang ché dé cap dén cac polypeptit viing
gbc hemagglutinin ctia virut cim, phuong phap tao ra cac polypeptit ving gbe
hemagglutinin, ché phdm chira céc polypeptit nay, vacxin chira ching va phuong phap
str dung chting, cu thé 1a d phat hién, phong ngira va/hoac diéu tri bénh cum.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Virut cim 14 tic nhan gdy bénh chinh cho ngudi, gdy ra bénh vé dudong ho hap
(thuong dugc goi la “ bénh cim™ hodc “ciim’) ¢ muc do trdm trong tlr nhiém cén 14m
sang dén viém phéi cp do virut c6 thé giy tir vong. Tac dong ldm sang ctia nhiém
ctim khac nhau tuy theo doc luc cta ching virut cum va tinh trang phoi nhiém, tién s,
d6 tudi va mién dich cua vat chi. M&i nam, trén thé gisi udce tinh c6 khoang 1 ty
ngudi nhiém virut cim, gy ra 3-5 triéu ca bénh nghiém trong va udc tinh ¢6 300.000
dén 500.000 ca tir vong lién quan dén bénh cim. Phan 16n trong sb cic ca nhiém ctim
nay la do virut cim A mang cac typ phu H1 hoac H3 hemagglutinin, va phan nho hon
1a do virut cum B, va do d6 dai dién cua tit ca ba typ phu nay dugc dua vio vacxin
cum mua. Cong tac gdy mién dich hién nay dua trén su nhan dang sém céc virut cim
dang luu hanh @ cho phép san xuét kip thoi vacxin cim mua hiéu qua. Ngoai nhitng
kho khan ¢b hiru trong viée du doan céc ching s& 13 chung trdi trong sudt mua t6i, tinh
khang khang virut va 1an tranh mién dich ciing d6ng vai trd trong viéc 1am cho vacxin
hién nay khong c¢6 hiéu qua phong ngira ty 16 mac bénh va ty 1é tir vong. Ngoai ra, kha
ning gdy ra dai dich do chung virut c6 doc luc cao bit ngudn tir cac 6 chira dong vat
va duoc sép Xép lai dé gia tang su phét tan tir ngudi sang nguoi, dat ra mbi de doa hién
thuc va nghiém trong dén stic khoe toan cau.

Virut cim A dwoc phan bd rong rai trong tu nhién va c6 thé gay nhiém cho
nhiéu loai chim va dong vat c6 va. Virut cum la virut ARN c6 vo boc thudc ho
Orthomyxoviridae. B6 gen cta chung chira tim doan ARN soi don ma hda cho 11
protein khac nhau, mdt nucleoprotein (NP), ba protein polymeraza (PA, PB1, va PB2),
hai protein khung (M1 va M2), ba protein phi cdu trac (NS1, NS2, va PB1-F2), va hai
glycoprotein vo ngoai: hemagglutinin (HA) va neuraminidaza (NA). Cac virut cim
duoc phan loai dua trén su khac nhau vé cu tric khang nguyén ciia cac protein HA va
NA, v6i cac td hop khac nhau ciia chung dai dién cac typ phu virut cum duy nhét va

duoc tiép tuc phén loai thanh céc ching virut cim cu thé. Mac du tt ca cac typ phu da
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biét c6 thé duge tim thiy & chim, cac typ phu cta virut cim A hién dang lvu hanh &
nguoi la HINT va H3N2. Phan tich phat sinh chung loai da chiimg minh viéc phan loai
cép nho ciia hemagglutinin thanh hai nhém: trong s6 cdc loai khdc céc typ phu HI,
H2, H5 va H9 trong nhém phat sinh chiing loai 1 va trong sé cdc logi khdc céc typ phu
H3, H4 va H7 trong nhém phat sinh chung loai 2.

Chung virut cim typ B gdy bénh cim lanh tinh & nguodi. Bién dbi khang
nguyén & HA trong ching virut cim typ B nho hon so véi bién ddi quan sat duoc
trong ching cim typ A. Hai dong khac nhau v& mit di truyén va khang nguyén cua
virut cim B dang luu hanh ¢ nguoi dugce dai dién bdi cac dong B/Yamagata/16/88
(con dugc goi la B/Yamagata) va B/Victoria/2/87 (B/Victoria) (Ferguson et al., 2003).
Mic di phé bénh do virut cim B gy ra thuong nhe hon so v6i bénh do virut cim A,
nhung van quan sat dugc bénh trAm trong do virut cim B can phai ndm vién.

Biét ring cdc khang thé trung hoa virut cim chu yéu 13 nhim khang lai
hemagglutinin (HA). Hemagglutinin hosic HA 1a glycoprotein dang trime duoc gin
vao vo ngoai cua virut va cé chiic nang kép: HA chiu trach .nhiém lién két voi axit
sialic thu thé bé mit té bao va, sau d6 hép thu, HA lam trung gian cho qué trinh dung
hop clia mang virut va thé nhan din dén giai phéng ARN ctia virut vao phan bao tan
cta té bao. HA gdm ving dau 16n va ving gbc nho hon. Su gin vao mang cia virut
duoc qua trung gian boi trinh ty gin dau tan cung C dwoc ndi véi ving gde. Protein
duogc cit sau dich ma & vong duoc chi dinh tao ra hai polypeptit, HA1 va HA2 (trinh
tu ddy da duoc goi 1a HAO). Vung ddu ¢ xa tim mang chu yéu c6 ngudn gde tir HA1
va ving gbc & dau gan mang chi yéu tir HA2 (FIG. 1).

Ly do ma vacxin cim mua phai duoc thay d6i hang nam 1a do su bién ddi 16n
cta virut. Trong phan tir hemagglutinin, su bién ddi nay biéu thi cu thé & ving dau
trong d6 su troi dat khang nguyén va chuyén ddi khang nguyén di tao ra mét sé luong
16n céc bién thé khac nhau. Vi déy ciing 14 ving trdi mién dich, hdu hét khang thé
trung hoa nhim vao khang lai ving nay va hoat dong bang cach gy can tré su lién két
v6i thu thé. Su két hop ctia tinh trdi mién dich va su bién ddi 16n cta ving dau cling
giai thich tai sao viéc nhifm mat ching cu thé khong dan dén kha nang mién dich cho
cac ching khac: céc khang thé duoc tao ra do l1an nhiém dau tién chi nhan dién duoc
s6 luong chiing han ché ¢6 quan hé gan véi virut ctia 1dn nhiém ban dau.

Gan day, céc polypeptit ving gc hemagglutinin ctia virut ciim, khéng ¢6 toan
b0 hodc gén nhu toan bd vung dau hinh cau hemagglutinin cta virut cum, d& dugc mod
ta va dugc st dung dé tao ra dap ung mién dich v&i mot hodc nhiéu epitop bao thu cta

polypeptit ving gbc. Cho ring céc epitop clia polypeptit ving gbc cé tinh gdy mién
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dich it hon so véi ving c6 tinh gay mién dich cao cta ving dau hinh cau, do d6 viéc
khéng c6 ving dau hinh cau trong polypeptit viing gbc c6 thé cho phép dap ung mién
dich khang lai mdt hodc nhiéu epitop cia polypeptit ving gbc dé phat trién (Steel et
al., 2010). Steel va cac dong tac gia do d6 di tao ra phan tir méi bang cach loai bo gbe
c4c axit amin tir 53 dén 276 ctia HAI cta chung A/Puerto Rico/8/1934 (HIN1) va
A/Hong Kong/1968 (H3N2) tir trinh tw HA ban ddu, va thay thé cic gbc nay bang
trinh tﬁ ndi ngén linh dong GGGG. Chung ngira cho chudt bang cu tric HK68 clia
H3 khong tao ra khang huyét thanh ma phan tmg chéo véi cac HA nhém 1. Ngoai ra,
nhu duoc thé hién trong cac vi du duéi day, polypeptit ving gdc khong ¢ tinh 6n dinh
cao va khong chép nhén cdu hinh chinh x4c nhu duge chimg minh bang sy thiéu lién
két cua khang thé ma duoc thé hién lién két véi epitop bao thu trong ving gbe.

Ngoai ra, Bommakanti va cac dong tac gia (2010) md ta polypeptit dua trén
HA2 bao gdm cac gbc axit amin 1-172 ctia HA2, doan ndi gdm 7 axit amin
(GSAGSAG), céc gbe axit amin 7-46 ctia HA1, doan ndi gdm 6 axit amin GSAGSA,
tip theo 1a cac gbc 290-321 cna HAI, ¢ cac dot bién V297T, I300E, Y302T va
C305T trong HAL. Thiét ké nay dua trén trinh tu HA cua H3 (A/Hong Kong/1968).
Polypeptit chi tao ra sy bao vé chéo khang lai mét chung virut cium khéc trong typ phu
H3 (A/Phil/2/82 nhung khdéng khang lai typ phu H1 (A/PR/8/34).

Do d6, vAn can c6 nhu cdu v& vacxin phd bién an toan va hiéu qua, kich thich
viéc tao ra dap ung boi khang thé trung hoa manh, phé rong va tao ra su bao v¢ khang
lai tdp hop rong gdm céc chung virut cam hién nay va trong tuong lai (ca cim mua va
dai dich), cu thé 1a tao ra sy bao vé khang lai mot hodc nhiéu typ phu cta virut cim A
thudc nhom phat sinh ching loai 1 va/hodc nhom phat sinh ching loai 2, dé phong
nglra va diéu tri hidu qué bénh cum.

Ban chit ky thuat caa sang ché

Séng ché dé cap dén cac polypeptit vimg gdc hemagglutinin ctia virut cum,
phuong phap tao ra polypeptit ving gdc, ché pham chita cac polypeptit ndy, vacxin
chira chung va phuong phép st dung ching.

Theo khia canh thtr nhat, sang ché dé xuét cac polypeptit gy mién dich méi
chtra ving gdc hemagglutin cta virut cim va khong c¢6 ving dau hinh cau, duoc goi 1a
polypeptit ving gbc hemagglutinin (HA) cia virut cim. C4c polypeptit nay c6 kha
ning giy dap ung mién dich khi duge st dung cho d6i twong, cu thé dbi tuong la
ngudi. Céc polypeptit theo sang ché trinh dién cac epitop bao thi ctia phén tt HA
ving cubng gan gbc mang cho hé mién dich khi khong c6 céc epitop trdi ma c6 mat

trong viing dau & xa mang. Cudi cing, mot phan cua trinh tu ban dau cua protein HAO
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tao nén ving dau duoc loai bo va trinh tu axit amin con lai duge nbi lai, truc tiép hoic,
theo mot s6 phuong 4n, bing cach dua vao trinh tu ndi ngan linh dong(‘cau ndi’) dé
khoi phuc tinh lién tuc ctia chudi axit amin. Trinh ty thu dugc tiép tuc duogc cai bién
béng cach dua vao cac dot bién dac hidu lam 6n dinh céu tric ba chiéu tu nhién cia
phan con lai ctia phan tir HAO. Cac polypeptit gdy mién dich khong chira HA1 va/hodc
HA?2 chiéu dai di ctia virut cim.

Céc polypeptit ving gbc hemagglutinin ciia virut ctim nay dua trén HA cua
ching virut cim ma thuong duge sir dung dé san xuit vacxin ctim cho ngudi. Cu thé
14, polypeptit dua trén HA cua virut cim A thudc céc typ phu H1, HS va/hodc H3.

Theo mdt s phuong 4n, sang ché d& xudt céc polypeptit ving gbe
hemagglutinin cta virut cim chuia (a) ving HA1 cua hemagglutinin cta virut cum ma
bao gdm doan géc d4u tin cung N cua HA1, duoc lién két cong hoa tri béng trinh tu
lién két gdm 0-50 gdc axit amin v6i doan gbe dau tan cing C cua HA1, va (b) ving
HA2 cta hemagglutinin cua virut cim, trong dé polypeptit ving gbc cia
hemagglutinin nay khéng v6i su phan cit bang proteaza & vi tri ndi gitta HA1 va HA2,
va trong d6 mot hodc nhiéu axit amin trong trinh tu axit amin ndi chudi cudn xodn A
va chudi cudn xoén CD cua HA2 d3 duoc giy dot bién so v6i ving HA2 ctia virut cim
kidu dai. Tt hon, ving HA1 va HA2 ¢6 ngudn gde tir virut cim A duoc chon tir nhém
bao gbm typ phu H1, H5 va H3.

Polypeptit theo sang ché chira mot hozic nhidu dot bién trong trinh tur axit amin
ctia HA2 nbi gbc & dau tn cing C cia chudi xodn A véi gbe & dau tan cing N cia
chudi xodn CD, nhu dugc chi ra trén FIG. 1. Theo mét sé phuong an, mot hozc nhiéu
axit amin ky nudc trong trinh tu axit amin cia HA2 nay da dugc thay thé bang cac axit
amin wa nudc, nhu cac axit amin phéan cuc va/hodc tich dién, hoac axit amin linh ddng
glyxin (G).

Theo mét s phuong 4n, doan gbc dau tan cing N ctia HA1 gdm céc axit amin
1-x ctia HA1, va doan gbc ddu tan cing C cua HA1 gdm céc axit amin y-diém cubi
(tire 13 axit amin dau tan cing C ctia HA1) ctia HA1L. Do d6, theo mdt sb phuong 4n,
viéc loai bd doan HA1 chira trinh tu axit amin tr axit amin & vi tri x+1 dén va bao
gdm axit amin & vi tri y-1.Theo mot sé phuong &n, polypeptit khong chira trinh tu tin
hiéu. Do d6 theo mét sé phuong an, doan gbc dau tan cing N cia HAL gbm céc axit
amin p-x ctia HA1, trong d6 p 1a axit amin d4u tién ctia phéan tir HA truéng thanh (vi
du p=18 trong trudong hop trinh tw SEQ ID NO: 1). Nguoi c¢6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc s& c6 thé tao ra polypeptit duge mé ta & day khong cé cac peptit tin hidu (vi

du axit amin 1-17 cua trinh tw SEQ ID NO: 1).Theo mét sé phuong an, polypeptit theo
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sang ché chta trinh tw noi bao cia HA va ving xuyén mang. Theo cdc phuong an
khac, polypeptit theo sang ché khong chira trinh tw ndi bao cia HA va ving xuyén
mang. Theo mat s6 phuong an, trinh ty ndi bao va xuyén mang, vi du trinh ty axit
amin tir vi tri (hodc vi tri twong duong cta) 523, 524, 525, 526, 527, 526, 528, 529,
hoac 530 cua vung HA2 dén dau tan cung C ctia ving HA2 duoc loai bo.

Polypeptit theo sang ché khong chira HA1 chiéu dai du.

Theo mét sb phuong an, cac polyppetit nay duge glycosyl héa.

Theo mdt sb phuong 4n, cic polypeptit gy mién dich hau nhu nhé hon HAO,
t5t hon khong co6 toan bd hodc hau nhu toan b ving d4u hinh cau cua HA. Tt hon,
céc polypeptit gdy mién dich ¢6 chiéu dai khong nhiéu hon 360, t6t hon khong nhiéu
hon 350, 340, 330, 320, 310, 305, 300, 295, 290, 285, 280, 275, hodc 270 axit amin.
Theo mot sb phuong an, cic polypeptit gdy mién dich c6 chiéu dai trong khoang tir
250 dén 350, t6t hon la tir 260 dén 340, tot hon 1a tir 270 dén 330, tot hon la tir 270
dén 330 axit amin.

Theo mét s phuong &n, polypeptit con chtta mdt hoic nhiéu dot bién khéc
trong vung HA1 va/hodc HA2, khi so véi trinh tu axit amin cua HA ma cdc vang HA1
va HA2 dua vao.

Sang ché con d& cép dén phuong phap tao ra cic polypeptit ving gbe
hemagglutinin cta virut cam, bao gdm cac budc phd bién sau:

(a) Cung cép trinh tu axit amin HAO ctia virut ctim;

(b) Loai b6 vi tri cit gitta HA1 va HA2;

(¢) Loai b6 trinh ty axit amin ctia ving du hinh ciu tir trinh tw HAO, cu thé 1a
trinh tu axit amin bat dau tu vi tri x+1 dén y-1;

(d) Pua mot hodc nhiéu dot bién vao trong trinh tu axit amin ndi géc & dau tn
cung C cta chudi xodn A véi gbe & dau tan ciing N cta chudi xodn CD; va

(¢) Dua mdt hodc nhidu ciu disulfit vao polypeptit ving gbc ctia HA.

Céc polypeptit c6 thé thu dugce bang phuong phap niy ciing 1a mot phan cua
sang ché.

Theo mdt s6 phwong 4n polypeptit chita cac epitop ving gdc bao thi ciia nhém
1 trung hoa chéo khang thé CR6261 (nhu duoc bac 16 trong W02008/028946) va/hozic
ctia khang thé CR9114 (nhu duge md ta dudi ddy va trong don dang dugce theo dudi
ddng thoi EP 11173953.8), khang thé ¢6 kha nang lién két v6i va trung hoa ci hai
virut cim A thudc nhém 1 va nhoém 2, cling nhu virut cim B. Do d6, mot khia canh
khac cua sang ché dé xuit polypeptit ving gbc ctia HA, trong d6 polypeptit nay lién
két voi khang thé CR6261 va/hoac khang thé CR9114. Theo mdt phuong 4n,
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polypeptit khong lién két véi CR8057 (duge mo ta trong WO 2010/130636), khéng thé
don dong chi lién két v6i virut cam H3. Theo mot sé phuong an, polypeptit lién két
véi khang thé CR8020, CR8043 va/hoic CR9114. Cac polypeptit ving gbc
hemagglutinin cua virut cim duoc dé cép trong sang ché thich hop dé sir dung trong
ché phim giy mién dich (vi du vacxin) c6 kha ning tao ra cac dap Gmg mién dich
khang lai nhidu chimg virut cim A va/hoic B. Theo mdt phuwong an, cac polypeptit
ving gbc hemagglutinin cta virut cim nay c6 kha ning tao ra cc dap tmg mién dich
khang lai ching virut cim A thugc nhom phat sinh chfmg loai 1 va/hodc 2, cu thé 1a
khéang lai cac chung virut cim thudc ca hai nhdm phat sinh chung loai 1 va 2. Theo
mdt phuong 4n, polypeptit c6 kha ning tao ra dap tmg mién dich khang lai cdc ching
virut cum cung loai. Theo mdt phuong &n, polypeptit c6 kha ning tao ra ddp img mién
dich khang lai cac ching virut cim khac loai cua cung va/hodc céac typ phu khac nhau.
Theo phuong an khéc, polypeptit c6 kha ning tao ra ddp mg mién dich d6i véi cac
chung virut cm thudc ca hai nhém phét sinh chung loai 1 va 2 va cdc chung virut cim
B.

Polypeptit theo sang ché c6 thé dugc sir dung vi du trong mot liéu phép diéu tri
va/hoac du phong va/hodc chén doén tiéu chuin bénh hosc tinh trang bénh 1y do virut
cum gay ra, cu thé 1a virut cim A thudc nhém phat sinh ching loai 1 hodc 2 va/hoic
virut cim B, hoic két hop véi cac phép diéu tri du phong va/hodc chita bénh khéc, nhu
vacxin, tc nhan khang virut va/hodc khang thé don dong (da ¢ hodc trong twong lai).

Theo khia canh khac, sing ché dé& xudt cac phan tir axit nucleic md héa
polypeptit vimg gbc ciia HA ciia virut ctim. Theo khia canh khéc nita, séng ché dé xuat
c4c vecto chtra axit nucleic ma hoa cac polypeptit gdy mién dich.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuit cac phuong phap giy dap tmg mién
dich & dbi twong, phuong phép nay bao gém viéc cho dbi tugng str dung polypeptit
va/hodc phén tir axit nucleic theo sang ché.

Theo khia canh khac, sang ché dé xudt cac ché phim giy mién dich chira
polypeptit va/hodc phan tir axit nucleic theo sang ché. Céac ché phdm giy mién dich
duoc dé xuét theo sang ché c6 thé & dang bt ky ma cho phép ché phdm dugc str dung
cho dbi tuong, vi du chudt, chdn hodc ngudi. Theo phuong 4n cu thé, céc ché pham
gdy mién dich 14 thich hop @ sir dung cho ngudi. Polypeptit, cac phan tir axit nucleic
va ché phdm c6 thé duoc st dung trong cdc phuong phép phong ngira va/hozc diéu tri
bénh do virut cim va/hodc cho muc dich chin doan bénh. Cac ché phém nay cé thé
con chira chit mang duoc dung hodc t4 duoc. Theo mét s phuong 4n, cac ché phdm

duoc md ta & day bao gdm, hodc duoc sit dung két hop vai, ta dugc.
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Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét cac polypeptit, axit nucleic va/hozc cac
ché phém gdy mién dich dugc st dung lam vacxin. Cu thé, sang ché @& cap dén céc
polypeptit gdy mién dich, axit nucleic, va/hodc cac ché pham gy mién dich dwoc st
dung lam vacxin theo sang ché va/hodc diéu tri bénh hodc tinh trang bénh 1y do virut
cim gay ra A thudc typ phu cua nhom phat sinh ching loai 1 va/hodc 2 va/hodc virut
cum B.

‘Céc phuong an khac va viéc st dung polypeptit theo sang ché s& trd nén 15
rang hon khi tham khéo phin mé ta chi tiét sang ché sau day.

M& ta vin tit cac hinh vé

FIG. 1: Thé hién md hinh ctia monome HA & trang thai truéc khi dung hop khi
biéu hién & dang trime tu nhién. HA1 duogc thé hién bang mau xdm nhat, HA2 duoc
thé hién bang mau xam dam. Chudi cudn x0dn A (mot phén quan trong cta epitop cua
CR6261) va chudi cudn xoin CD (mot phﬁn ctia bé mit chung cua trime) duoc chi 16,
12 vong nbi cac yéu t6 chu tric bac hai nay.

FIG. 2: Lién két cta khang thé don dong véi HA chiéu dai du va polypeptit
ving gbe ctia HA theo sang ché nhu duoc phan tich boi FACS. A: Ty 1¢ phan tram té
bao dwong tinh sau khi nhudm. B: cudng do phat huynh quang trung binh. H1-Chiéu
dai da (SEQ ID NO: 1), miniHA-cl1 (SEQ ID NO: 3), miniHA-c11+2 (SEQ ID NO:
4), miniHA-c11+3 (SEQ ID NO: 5), miniHA-cl1+4 (SEQ ID NO: 6) miniHA-c11+2+3
(SEQ ID NO: 7), miniHA-cl1+2+3+4 (SEQ ID NO: 8).

FIG. 3: Lién két cta khang thé don dong véi HA chidu dai dii va polypeptit
ving gbe ctia HA nhu dugc phén tich boi FACS. A: Ty 1é phan trim té bao duong tinh
sau khi nhuém. B: cudong d6 phat huynh quang trung binh. H1-Chiéu dai du (SEQ ID
NO: 1), miniHA (SEQ ID NO: 2), miniHA-cl1 (SEQ ID NO: 3).

FIG. 4: Lién két cua cac khang thé trong huyét thanh véi HEK293F biéu hién
HA chiéu dai du va polypeptit theo sing ché. A: cuong d6 phéat huynh quang trung
binh. B: Ty 1& phin tram té bao duong tinh sau khi nhuém. H1-FL (SEQ ID NO: 1),
CL1 (SEQ ID NO: 3), CL1+2 (SEQ ID NO: 4) va CL1+4 (SEQ ID NO: 6). cM2 14 d6i
ching am. |

FIG. 5: Lién két cua khang thé don dong voi HA chidu dai da va polypeptit
ving gbe ciia HA nhu duge phén tich boi FACS. Binh: Ty 1é phan trim té bao dwong
tinh sau khi nhuém. D4y: cudng d6 phat huynh quang trung binh. H1-Chiéu dai di
(SEQ ID NO: 1), miniHA-cl1 (SEQ ID NO: 3), Hl-minil-cl11 (SEQ ID NO: 9), H1-
mini2-cl11(SEQ ID NO: 10), Hl-mini3-cl11 (SEQ ID NO: 11),, HI-mini4-cl11 (SEQ
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ID NO: 12), Hl-minil-cl11+5 (SEQ ID NO: 13), H1-mini2-cl11+5 (SEQ ID NO: 14),
H1 mini3-cl11+5 (SEQ ID NO: 15), va Hl1-mini4-cl11+5 (SEQ ID NO: 16).

FIG. 6: Lién két cua cac khang thé trong huyét thanh véi ving ngoai ctia HA
chiu dai du tir A/Brisbane 59/2007 sau khi gdy mién dich bang cach tiém bap ADN
mai hoa HA cta A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1), miniHA-cum1 (SEQ ID NO:
3), Mini2-cuml11 (SEQ ID NO: 10), Minil-cuml11+5 (SEQ ID NO: 13), Mini2-
cum11+5 (SEQ ID NO: 14) va ¢cM2 (trinh ty M2 lién ting) hodc gdy mién dich bing
sing bang gen ADN mé héa HA cua A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1), Mini2-
cuml1+5 (SEQ ID NO: 14) va cM2 (trinh ty M2 lién tng). Dai A: 28 ngay sau khi
gdy mién dich 1an dau. Dai B: sau 49 ngay gy mién dich.

FIG. 7: Lién két cua khang thé don dong v6i HA chiéu dai da va polypeptit
ving gbc cia HA nhu dugc phan tich boi FACS. Pinh: Ty 1& phan tram té bao duong
tinh sau khi nhuém. Déay: cudong d6 phat huynh quang trung binh. H1-Chiéu dai da
(SEQ ID NO: 1), miniHA (SEQ ID NO: 2), Hl-mini2-cl11+5 (SEQ ID NO: 14), HI-
mini2-cll +5 (SEQ ID NO: 48), Hl-mini2-cl1+5+6 (SEQ ID NO: 46), Hl-mini2-
cll11+5+6 (SEQ ID NO: 47), Hl-mini2-cl1+5+6-trim (SEQ ID NO: 44), Hl-mini2-
cl1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 45).

FIG. 8: Lién két ctia khang thé don dong véi HA chiéu dai da va polypeptit
ving gbc cia HA nhu dugc phan tich boi FACS. A: Ty 1é phan trim té bao duong tinh
sau khi nhuém. B: cuong do phat huynh quang trung binh.

FIG. 9: Lién két cta khang thé don dong v6i HA chiéu dai da va polypeptit
ving gbc ciia HA nhu duoc phan tich boi FACS. A: Ty 1& phan tram té bao duong tinh
sau khi nhudém. B: cuong d¢ phat huynh quang trung binh.

FIG. 10: Su biéu hién cta céc cdu tric dua trén ching Hong Kong/1/1968 trén
bé mit té bao.

FIG. 11: Phan tich SDS-PAGE (A-D) va thim tach mién dich - Western Blot
(E-F) vé viéc tinh ché mét sb polypeptit theo sang ché. Déi véi Western Blot khéng
thé nham khéng lai du6i his duoc sir dung dé phat hién.

FIG. 12: Lién két ctia khang thé don dong CR9114 (A), CR8020 (B) va khing
thé da dong khang huyét thanh chira HA ciia H1 (C) v6i mot sé polypeptit theo sang
ché nhu duoc phét hién bang ELISA.

FIG. 13: Phan tich SDS-PAGE (A) va Western Blot (B) vé su glycosyl hoa cia
polypeptit theo sang ché. Khi khir glycosyl hoa, cac dai khuéch tén tap trung lai & khéi
lwong phén tir mong mudn. Péi véi Western Blot huyén thanh da dong khéng lai H1
HA duoc sir dung.dé phat hién.
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FIG. 14: Phan tich SEC-MALS cua polypeptit theo sang ché. Cac vét dugc
danh d4u bang trinh tw SEQ ID NO.

FIG 15: A: Phan tich Western Blot dich ndi cta té bao biéu hién SEQ ID NO:
145. Dbi voi Western Blot, khang thé khang duéi his duoc sir dung dé phat hién B:
Lién két cia khang thé don dong CR9114 (hinh vudng), CR6261(hinh tron), CR8020
(hinh tam gidc ngugc) va FI6v3 (hinh tam giac xudi) véi trinh tw SEQ ID NO: 145 nhu
duogc phat hién bang ELISA.

FIG. 16: Thong s6 rira giai cua qua trinh tinh sach trinh tu SEQ ID NO: 145 tu
dich ndi nuéi cy trén cot bét gitt His. Polypeptit theo sang ché rira giai & 100 (dinh A)
va 200 mM (dinh B) imidazol, twong ung.

FIG. 17: A-B: Thong s6 rira giai cla qu4 tinh tinh sach trinh tw SEQ ID NO:
145 bang séc ky theo loai c& (Superdex 200). Ca hai dinh A va B chira polypeptit theo
sang ché. C: Phan tich PAGE ty nhién c4c phan doan tir sic ky theo loai c¢&. Phan 16n
protein duge tinh sach chay & khdi lugng phan tir ddng nhat v6i dang monome cua
protein. D: Phan tich SDS PAGE céc phéan doan tir sc ky theo loai cd.

FIG. 18: Tién trinh thoi gian cia dép tng IgG hudéng dén ving ngoai cia
protein cing loai chiéu dai di theo két qua tién trinh gay mién dich bang ADN dugc
mo ta trong don yéu cau cAp patent nay.

FIG. 19: Pap tng IgG & tudn 7 sau lan giy mién dich ban diu cho ca thé chudt
khang vung ngoai cia hemagglutinin chidu dai da tir ching cing loai HINI
A/Brisbane/59/2007 (A) va ching khac loai HIN1 A/California/07/2009 (B). Cac ky
hiéu mé tuong Gng v6i cac gid tri thip hon gi6i han phat hién cta thir nghiém.

FIG. 20: Pap tmg IgG & tuin 7 sau lan gay mién dich ban dAu cho cé thé chudt
khang vung ngoai ctia hemagglutinin chidu dai da tir ching cung loai HINI
A/Brisbane/59/2007 (A), ching khac loai HIN1 A/California/07/2009 (B) chung khéc
typ phu H5N1 A/Vietnam/1203/2004 (C) va chung khac typ phu H3N2 A/Hong
Kong/1/1968 (D). Céc ky hiéu mé twong tmg véi cac gia tri thap hon gi6i han phét
hién cia thir nghiém.

FIG. 21: Thir nghiém FACS polypeptit ving gbc dua trén HA ctia H3. Cudng
d6 phat huynh quang trung binh (A) va % té bao duong tinh (B) dugc thé hién.

FIG. 22: Pap tmg IgG & tun 7 sau lan gdy mién dich ban dau cho cé thé chudt
khang hemagglutinin chiéu dai du tir ching ctiing loai HIN1 A/Brisbane/59/2007 (dai
A), chiing khac loai HIN1 A/California/07/2009 (dai B) va ching khac typ phu H5N1
A/Vietnam/1203/2004 (dai C). Céc ky hiéu mé twong ting véi cac gia tri thap hon gidi

han phéat hién cta tht nghiém.
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FIG. 23: Thr nghiém FACS lién két ctia cac mAb CR6261, CR9114, CR8020
va CR9020, ciing nhu huyét thanh khang thé da dong khang H1 véi HA chiéu dai di
va polypeptit twong ung theo sang ché. Pinh: Cuong d phat huynh quang trung binh.
Day: ty 1¢ phan tram té bao dwong tinh. C4c thanh dac biéu thi protein chiéu dai du,
céc thanh soc biéu thi polypeptit theo sang ché. HA chiéu dai da va the polypeptit
tuong umg theo sang ché c6 ngudn gde tir trinh tu ¢6 cling mau nén.

FIG. 24: Pudng cong sbng sét Kaplan-Meier (A), thay dbi vé khéi luong (B)
va diém 1am sang trung binh (C) d6i v6i thir nghiém thir thach virut cim duge mé ta
trong vi du 21.

FIG. 25: So sanh trinh tu HIN1 duogc chon theo vi du 22.

FIG. 26: Thir nghiém FACS polypeptit ving gbc dua trén HA cta H1 duoc
chon theo vi du 22. Cuong do phat huynh quang trung binh duoc thé hién.

FIG. 27: Dong hoc cta lién két ctia HA chiéu dai du ctia H1 (SEQ ID NO 149)
& dang trime va monome cta nd va s-H1-mini2-cum1+5+6-GCN4(SEQ ID NO: 145)
v6i khang thé don dong duge ¢b dinh CR6261 (A), CR9114 (B) va CR8020 (C) nhu
duoc x4c dinh bang phuong phap do giao thoa 16p sinh hoc.

FIG. 28: Chudn dd ¢ trang thai 6n dinh lién két ctia s-H1-mini2-cum1+5+6-
GCN4 (SEQ ID NO: 145) véi CR6261 (A) va CR9114 (B) dugc cb dinh sau d6 do
giao thoa 16p sinh hoc.

FIG. 29: D4p ung IgG khang ving ngoai cia HA tir ching A/Hong
Kong/1/1968 & ngay 49 nhu duoc x4c dinh bang ELISA. Chi tiét thir nghiém duge md
ta trong vi du 24. Cac ky hiéu mo tuong Gmg véi cac gia tri thip hon gi6i han phat hién
cua thtr nghiém.

FIG. 30: Pudng cong sdng sét Kaplan-Meier (A), thay ddi vé khéi luong (B)
va diém 14m sang trung binh (C) d6i véi thir nghiém thir thach virut cim dugc md ta
trong vi du 24.

FIG. 31: Thtr nghiém FACS polypeptit vung gbc dua trén HA cta H1 dugc
chon theo vi du 25. Cudng do phat huynh quang trung binh dugc thé hién.

FIG. 32: Pap tng IgG sau 49 ngay khang vung ngoai cia HA nhu dugc xac
dinh bang HA tir ching A/Wisconsin/67/2005 (A), A/Hong Kong/1/1968 (B) va
A/Perth/16/2009 (C). Chi tiét thir nghiém dwoc mo ta trong vi du 26. Cac ky hiéu mé
tuwong ung véi cac gid tri thap hon gidi han phét hién cta thir nghiém.

FIG. 33: Pap ung IgG sau 49 ngay khang vung ngoai cia HA tir A/Hong
Kong/1/1968 nhu duogc xéac dinh béng ELISAs. Chi tiét thu nghiém dugc mo ta trong
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vi du 27. Cac ky hiéu mé twong tmg véi cac gia tri thdp hon gi6i han phat hién cta thir
nghiém.

FIG. 34: Thir nghiém FACS polypeptit vung gbc dua trén HA cta H1 duoc
chon theo vi du 28. Cudng d6 phat huynh quang trung binh dwoc thé hién.

M0 ta chi tiét sang ché

Dinh nghia céc thuét nglt duoc st dung trong ban mé ta dugce dua ra nhu sau.

Axit amin theo sang ché c6 thé 14 axit amin bat ky trong s6 20 axit amin c6
trong tu nhién (hodc axit amin ‘chuén’) hodc bién thé cua chung, vi du nhu D-prolin
(chat d6ng phan d6i anh dang D ciia prolin), hoic bién thé bét ky khong dugc tim thdy
trong tu nhién trong céc protein, vi du nhu norleuxin. Axit amin chudn ¢6 thé duogc
chia thanh mot s8 nhom dua trén céc dic tinh cia chung. Céc yéu td quan trong 1a dic
tinh tich dién, wa nudc hodc ky nudc, cac nhéom chie va kich thude. Cac ddc tinh nay
13 quan trong ddi véi cdu tric protein va twong tac protein—protein. Mot sO axit amin
¢6 cac dic tinh ddc biét nhu xystein, c6 thé tao thanh lién két disulfit cong héa tri
(hodc céu disulfit) véi cac gdc xystein khéc, prolin co thé tao vong bd khung
polypeptit, va glyxin linh dong hon céc axit amin khac. Bang 5 thé hién céc chit viét
t4t va ddc tinh cta cac axit amin chuén.

Thuat ngtt "do tuong d@)ng vé trinh tu axit amin" chi muc d6 tuong déng hoic
gidng nhau gitta mot cap trinh tw axit amin duogc so sanh, thudng duoc biéu hién duéi
dang phin tram. Ty 1& phin trim tuong dong 1a ty 1é phan tram ciia cac gde axit amin
trong trinh ty mg cir ma twong ddng hodc gidng nhau (tic 13, cac gbc axit amin & vi tri
dwa ra trong viéc sip xép va so sanh 14 clng axit amin) hodc twong tu (tic 13, thay thé
axit amin & vi tri dua ra trong viéc sép xép va so sanh 1a sy thay thé bao thu, nhu duoc
thao luan dudi dy), v6i gbe axit amin twong Gmg trong peptit sau khi sip xép va so
sanh c4c trinh tu nay va dua vao cac khoang tréng, néu cén, dé dat dugc mic do tuong
ddng vé trinh tu 16n nhét. Tinh trong ddng vé trinh tu, bao gdm ty 1 phan tram cta
trinh tu tuong déng va trinh tu tuong tu, duoc xac dinh bang cac k§ thuat so sanh trinh
tu da biét trong linh vuc, nhu bing cach kiém tra bang mat thuong va tinh toan toén
hoc, hodc t6t hon, viée so sanh dugc thuc hién béng cach so sanh thong tin vé trinh tu
nho st dung chuong trinh may tinh. Vi du, chuong trinh mdy tinh dugc uu tién 1a
Genetics Computer Group (GCG; Madison, Wis.) Wisconsin package version 10.0
program, 'GAP' (Devereux et al. (1984)). |

"Su thay thé bao thu" dé chi su thay thé mot axit amin ctia mot nhom bang mot
axit amin khéac cua cing nhém d6. Theo cac phuong 4n cu thé, su thay thé bao tha

khoéng lam thay d6i cau truc hodc chic nang, hodc ca cau truc va chirc ning cua
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polypeptit. Cac nhém axit amin cho muc dich thay thé bao thu bao gdm nhém ky nude
(vi du Met, Ala, Val, Leu), nhom ua nudce trung tinh (vi du Cys, Ser, Thr), nhém axit
(vi du Asp, Glu), nhom bazo (vi du Asn, Gln, His, Lys, Arg), nhom pha v& céu hinh
(vi du Gly, Pro) va nhom thom (vi du Trp, Tyr, Phe).

Nhu dugc str dung ¢ day, cac thuat nglt "bénh" va "r6i loan" duoc st dung thay
thé nhau dé chi tinh trang bénh 1y ¢ dbi tugng. Theo mot s6 phuong 4n, tinh trang
bénh 1y nay 1a nhidm virut, cu thé 14 nhiém virut cim. Theo céc phuong an cu thé,
thuét ngit "bénh" chi trang thai bénh 1y c6 nguyén nhan tir su c6 mét cta virut trong té
bao hodc d6i tuong, hodc do sy xam 14n cta virut vao té bao hodc di tuong. Theo mot
s& phuong 4n, tinh trang bénh 1y 13 bénh & d6i tuong, mitc d6 nghiém trong cua tinh
trang bénh ly giam do gy dap tmg mién dich & d6i tuong thong qua viée st dung ché
pham gay mién dich.

Nhu duoc st dung ¢ day, thuat ngit "luong cé hi€u qua" trong viéc st dung
chat didu tri bénh cho ddi tuong dé chi lugng chét didu tri bénh c6 (cic) hidu qua
phong va/hodc diéu tri bénh. Theo mdt s6 phuong 4n, "lugng c6 hiéu qua" trong viéc
stt dung chét didu tri bénh cho dbi twong chi lugng chét didu tri du & dat dugc su
giam hodc lam thuyén gidm mutc do trAm trong cta nhiém virut cim, bénh hozc roi
loan di kém véi nhiém virut cim, nhu, nhung khong chi gi6i han & giam thoi gian kéo
dai ctia nhidm virut cim, bénh hodc réi loan di kém véi nhiém virut ctiim, phong ngira
su tién trién ctia nhiém virut cim, bénh hoic rdi loan di kém vé6i nhiém virut ctim,
phong ngtra su phat trién, khoi phat hodc tai dién ciia nhiém virut cim, bénh hodc réi
loan di kém véi nhiém virut cim, phong ngira hodc 1am giam su phét tan cua virut
cim dbi tuong nay sang dbi twong khac, 1am giam viéc phai nim vién cho ddi twong
va/hodic thoi gian nim vién, ting kha nang sdng sbt ctia dbi tuong nhiém virut cim
hodic bénh di kém vé6i nhiém virut ctim, loai bd nhiém virut cim hogc bénh di kém véi
nhidm virut ciim, e ché hodc 1am giam su sao chép cia virut cam, lam giam do chuin
cua virut cim; va/hodc ting cudng va/hodc cai thién cac tac dung phong hodc chita
bénh ctia chit diéu tri bénh khac. Theo mot sb phuong an, lugng cé hiéu qua khong
mang lai su bao vé hoan toan trudc bénh nhiém virut cim nhung cé tac dung 1am giam
d6 chuan hodc giam sé luong virut cim so véi d6i tuong khong duoc diéu tri. Loi ich
cua viéc lam giam do chuén, sé luong hodc téng ganh nang cua virut cum bao gbm,
nhung khong chi gi6i han &, 1am giam céc triéu chimg nghiém trong ctia nhiém virut
cim, lam giam cac triéu chimg cia nhidm virut cim va giam thoi gian cua bénh di

kém v6i nhiém virut cam.
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Thuat ngft “vat chu”, nhu dugc st dung & ddy, dé chi sinh vét hodc té bao ma
vecto nhu vecto tach dong hodc vecto biéu hién duge dua vao. Sinh vét hodc té bao co
thé 1a nhan so ho#c nhan that. Tét hon, vat cha bao gdm té bao chu duoc phén lap, vi
du té bao chu trong nudi cdy. Thuat ngit “té bao chu” chi ¢ nghia la té bao duoc cai
bién dbi véi (trén)-su bidu hién cua polypeptit theo sang ché. Can phai hiéu ring thuat
nglt vat chu khong chi nhim dé cap dén d6i tuong 1a sinh vét hodc té bao cu thé ma
con bao gém thé hé con cua sinh vét hoic té bao nay. Boi vi mot s cai bién c6 thé xay
ra trong cac thé hé ké tiép do dot bién hodc anh huong ctia méi truong, thuc té thé hé
con nay c6 thé khong gidng hét sinh vat hozc t€ bao cha me nhung van dugc bao gdm
trong pham vi cta thudt nglt “vat chi” nhu dugc sir dung ¢ day.

Thuét ngit “duoc bao gdbm” hodc “bao gdm” nhu duge st dung & ddy duogc
xem la dugc theo sau boi cum tir “khong gioi han”.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngit "nhiém" chi sy xam 14n boi, su nhén 1én
va/hodc su ¢d mat cua virut trong té bao hodc d6i tuong. Theo mdt phuong an, su
nhiém 14 su nhiém "hoat dong", tirc 13, sw nhiém ma trong d6 virut dang sao chép trong
té bao hodc dbi tuong. Su nhiém nay duoc dic trung béi su phét tan cla virut sang té
bao, m6 va’/hodc co quan khac, tir tir té bao, md va/hodc co quan bi nhiém virut ban
diu. Su nhi®m ciing c6 thé 14 sy nhi®m tiém 4n, tic 13, sy nhiém ma trong d6 virut
khong sao chép. Theo mét sb phuwong an, sy nhiém chi trang théi bénh 1y bét ngudn tir
su ¢c6 mat cda virut trong té bao hoac ddi twong, hodc do su xam 14n cua virut vao té
bao hoic dbi tuong.

Virut cim duoc phén thanh cac loai virut cim: chi A, B va C. Thuét nglt “typ
phu ctia virut cim” nhu dugc st dung ¢ day chi cac bién thé cua virut cam A dugc dic
trung boi su két hop cia cac protein bé mit cta virut cim 1a hemagglutinin (H) va
neuramidaza (N). Theo sang ché céc typ phu ciia virut ctim c6 thé duoc thé hién bang
sé H cua ching, vi du nhu “virut cam chira HA ciia typ phu H3”, “virut ctim thudc typ
phu H3” hodc “virut cam H3”, hodc bang su két hop cia s6 H va sd N, vi du nhu “typ
phu cua virut caim H3N2” hodc “H3N2”. Thuat ngt “typ phu” bao gé)m cu thé tét ca
céc chimng don, thudc mdi typ phu, thuong 13 két qua cia cac dot bién va thé hién cac
théng s& gdy bénh khac nhau, bao gdbm céc ching phan lap trong tu nhién cling nhu
céc thé dot bién nhén tao hodc ‘thé tai sip xép va thé twong tu. Céc ching nay ciing c6
thé duoc d& cap dudi dang cac “thé phan 1ap” khac nhau cta typ phu virut cim. Do do,
nhu duoc str dung & day, cac thuat ngit “ching” va “thé phan 1ap” c6 thé dugc sir dung
thay dbi cho nhau. Danh phap hién nay ddi véi cac ching virut cim hoc cac thé phan

lap dugc tir ngudi bao g@)m typ (chi) virut, tuc la A, B hoac C, vi tri dia ly lan dau tién
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phan 14p duoc, s ching va nam phan 1ap duoc, thudong véi viéc md ta khang nguyén
cia HA va NA duogc dua ra trong ngoac don, vi du A/Moscow/10/00 (H3N2). Céac
chung khong gay bénh cho nguoi cling bao gdm vat cha c6 ngudn gbe trong danh phap
nay. Typ phu ciia virut ciim A ¢6 thé con duge phan loai bang cach vién dan dén nhém
phat sinh chung loai ctia ching. Phéan tich phat sinh ching loai da chimg minh viéc
chia nhé céc hemagglutinin thanh hai nhém chinh: trong s6 cdc logi khdc cac typ phu
H1, H2, H5 va H9 trong nhém phat sinh chung loai 1 (virut cim “nhém 17) va frong
6 cdc loai khdc cac typ phu H3, H4, H7 va H10 trong nhém phét sinh ching loai 2
(virut cum “nhém 27).

Nhu duge st dung & ddy, thudt ngtt "bénh do virut cim" chi trang thai bénh ly
bét nguén tlr su ¢6 mét cua virut cum, vi du virut cim A hodc B trong té bao hoac ddi
tuong hodc sy xam lan cia virut cim vao té bao hodc d6i tuong. Theo cic phuong 4n
cu thé, thuét ngir nay chi bénh & dudong ho hip do virut cim gay ra.

Nhu dugce st dung & day, thuat nglt "axit nucleic" dugc du dinh bao g6m cac
phéan tor ADN (vi dy, cADN hodc ADN b¢ gen) va cac phan tt ARN (vi du, mARN)
va céc phén tir tuong tw ADN hodc ARN duoc tao ra bang cach sir dung cac phan tir
tuong tu axit nucleic. Axit nucleic c6 thé 1a soi don hodc soi ddi. Cac phan tir axit
nucleic ¢6 thé duoc cai bién vé mit hoa hoc hodc hda sinh hoc hoic co thé chua cac
bazo nucleotit khong ¢6 trong tu nhién hodc din xuit bazo nucleotit, nhu dugc hiéu dé
dang boi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vue. Cac cai bién nay bao gbm, vi
du, danh ddu, metyl hoa, thay thé mot hodc nhiéu nucleotit ¢6 trong tw nhién bang chét
twong tw, cai bién bén trong nucleotit nhur cac lién két khong tich dién (vi du, metyl
phosphonat, phosphotrieste, phosphoramidat, carbamat, etc.), cac lién két tich dién (vi
du, phosphorothioat, phosphorodithioat, etc.), cac gbc nhod ra (vi du, cac polypeptit),
céc chét xen vao (vi du, acridin, psoralen, etc.), cac chét cang hoa, cac chét alkyl hoa,
va céc lién két duoc cai bién (vi du, axit nucleic alpha anomeric, v.v.). D& cép dén
trinh tu axit nucleic bao ham trinh tu b sung ctia né trir khi dugc qui dinh khac. Do
do, dé cap dén phan tr axit nucleic ¢6 trinh tu cu thé can duogc hiéu 12 bao ham soi bd
sung cia nd, voi trinh tuy bd sung ciia nd. Cac soi bd sung ciing hiru dung, vi du, trong
liéu phép diéu tri d6i nghia, cac mau do lai hoa va cac mdi trong PCR.

Nhu duoc st dung & day, theo mot sb phuong 4n sb luong axit amin trong HA
12 dua trén sb luong axit amin trong HAO virut cim kiéu dai, vi du sb luong axit amin
cta chung virut cam HIN1 A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1). Nhu dugc su dung
trong sang ché, cum tir “axit amin & vi tri “x” trong HA” do d6 chi axit amin twong

ung véi axit amin ¢ vi tri x trong HAO virut cim kiéu dai cu thé, vi du
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A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1; trong dé axit amin ctia ving HA2 duoc thé hién
bang chit in nghiéng). Nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc can phai hiéu riang
axit amin twong duong trong cac chung virut cim va/hodc typ phu khac ¢ thé dugc
xédc dinh bang cach sip xép so sanh nhiéu trinh tw (xem vi du Béﬁg 8). Luu ¥ rang,
trong hé théng danh sé duogc st dung trong toan b don yéu cau cip patent nay 1 chi
axit amin dau tin cing N ctia protein HAO chua truéng thanh (SEQ ID NO: 1). Trinh
tu trudng thanh bat dau vi du & vi tri 18 cua tfnh tw SEQ ID NO: 1. Theo mot sd
phuong 4n, sb lugng axit amin tuong dwong 13 duwa trén s6 luong axit amin trong HA
ctia H30, cu thé 1a sb lwong axit amin ching virut cam H3N2 A/Wisconsin/67/2005
(SEQ ID NO: 89).Axit amin tuong duong trong cac trinh tw HA khéac cta H3 c6 thé
duoc xac dinh bang cach sép xép, so sanh trinh tw. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc cin phai hiéu ring trinh tu dén du (hoic trinh tw tin hidu) ma din hudéng viée
van chuyén ctia protein trong qua trinh san sinh (vi du twong tng véi axit amin 1-17
cta trinh tw SEQ ID NO: 89), thuong khéng ¢6 mit trong polypeptit cudi cung, vi du
duoc str dung trong vacxin. Theo mot sb phuong 4n, polypeptit theo sang ché do d6
bao gdm trinh tw axit amin khong c6 trinh tur ddn dau, tirc 12 trinh tw axit amin nay dya
trén trinh tu axit amin cia HAO khong cé trinh tu tin hi¢u.

"Polypeptit" chi polyme gdm céc axit amin dugc lién két véi nhau bang lién
két amit ma ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc da biét. Nhu duoc st dung &
day, thuat ngit nay c6 thé chi mot chudi polypeptit dugc lién két bang cac lién két amit
cong hoa tri. Thuét ngft nay cling c6 thé chi nhiéu chudi polypeptit duoc lién két bang
cac mbi tuong tac khong cong hoa tri nhu lién két ion, lién két hydro, lién két Van der
Waals va lién két ky nuée. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& nhén ra
ring thuat ngit nay bao gdm céc polypeptit dwoc cai bién, vi du bing qua trinh xr ly
sau dich ma nhu cit peptit tin hiéu, tao lién két disulfit, glycosyl héa (vi du, glycosyl
hoa dugce lién két N), cit bing proteaza va cai bién lipit (vi du S-palmitoyl héa).

"Polypeptit ving gc" chi polypeptit ma bao gdm mdt hoic nhiéu chudi
polypeptit tao ra ving gbc ciia hemagglutinin (HA) c6 trong tu nhién (hodc kiéu dai).
Thong thuomg, polypeptit ving gbc 1a mot chudi polypeptit (tic 1a twong tmg v6i ving
gbc cua polypeptit hemagglutinin HA0) hodc hai chudi polypeptit (trc 1a twong tng
v&i ving gbe cua polypeptit hemagglutinin HA1 trong méi lién hop véi polypeptit
hemagglutinin HA2). Theo sang ché, polypeptit ving gdc chira mot hodc nhiéu dot
bién khi so véi phan tt HA kiéu dai, cu thé 1a mot hoic nhidu gbc axit amin cia HA

kiéu dai c6 thé da duoc thay thé bang cac axit amin khac, khong xay ra trong tu nhién
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& vi tri tuong ung trong HA kiéu dai cu thé. Polypeptit viing gbe theo sang ché co thé
con chtra mot hodc nhiéu trinh tu lién két, nhu dwoc mé ta dudi day.

Thuét ngft “vecto” chi phan tir axit nucleic ma trong d6 phéan tir axit nucleic
thtt hai c6 thé duge chén vao dé dwa vat chu vao trong khi né sé duoc sao chep va
trong mot 36 truong hop 1a duogc biéu hién. Né6i cach khéc, vecto ¢6 kha ning van
~ chuyén phén tr axit nucleic ma né duoc lién két. Cac vecto tach dong ciing nhu vecto
biéu hién duoc bao ham trong thuét ngit “vecto™, nhu duoc st dung & ddy. Cac vecto
bao gébm, nhung khong chi gi6i han &, plasmit, cosmit, nhiém sdc thé vi khudn nhan
tao (bacterial artificial chromosomes -BAC) va nhiém sic thé ndm nhan tao (yeast
artificial chromosomes - YAC) va cac vecto ¢6 ngudn gdc tir thuc khuén thé hodc cac
virut thuc vat va dong vat (bao gdbm ngudi). Cac vecto bao gom diém khoi dau sao
chép dugc nhan dién boi vat chu duge dé xuét va trong trudng hop céc vecto biéu
hién, trinh tu khéi dau phién ma va cac ving diéu hoa khac duoc nhan dién bing vt
cht. Mot s6 vecto c6 kha ning tu sao chép trong vt chii ma ching dugc dua vao (vi
du, céc vecto c6 diém khai ddu sao chép cia vi khudn c6 thé sao chép trong vi khuén).
Céac vecto khac c6 thé duoc tich hop vao bd gen cua vat chu khi duoc dua vao vat chu,
va do d6 dugce sao chép cung voi bd gen cua vét chu.

Nhu dugce sir dung ¢ day, thudt ngit "kiéu dai" dé chi chi virut cim luwu hanh
phd bién trong tu nhién va gdy ra su bing phat bénh dich dién hinh.

Virut cum ¢6 tac dong dang ké dén strc khoe cong dong toan cau, gdy ra hang
triéu ca bénh trAm trong mdi ndm, hang nghin ca tir vong, va thiét hai déng ké vé kinh
té. Vacxin cum tam lién hién nay kich thich cac khang thé trung hoa tiém ning dap
ung voi cac ching trong vacxin va cac chung phan 1ap cé quan hé gan, nhung it khi
mé rong dbi voi cac chiing khac nhau thude mot typ phu hodc céc typ phu khéc. Ngoai
ra, viéc chon loc chung 1am vacxin thich hop gip phai nhiéu thach thirc va thudng dan
dén su phong ngira chua duoc t6i wu. Hon nita, viée du dodn typ phu cla virut c6 thé
gdy dai dich trong mua téi, bao gdm thoi gian va dia diém ching s& xuét hién hién nay
1a diéu khong thé.

Hemagglutinin (HA) 1a glycoprotein chinh cua vo ngoai tir virut cim A 1a dich
chu yéu cia céc khang thé trung hoa. Hemagglutinin c¢6 hai chitc nang chinh trong quéa
trinh xdm nhap ctia virut. Thir nhat, hemagglutinin 1am trung gian cho su bam dinh cta
virut 1én bé mat cua té bao dich théng qua twong tac véi thu thé axit sialic. Thi hai,
sau qué trinh nhdp bao cua virut, tiép theo hemagglutinin khéi dong qué trinh dung
hop ctia mang virut va mang endosom dé giai phong bd gen ctia né vao té bao chét cla

té bao dich. HA bao gdm viing ngoai 16n gdbm khoang 500 axit amin dugc phan ct boi
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enzym cta vét chii tao ra 2 polypeptit ma van dugc lién két bang lién két disulfit. Phan
16n cua doan dau tan cing N (HAI, 320-330 axit amin) tao ra ving dau hinh cau xa
tam mang chua vi tri lién két thu thé va hau hét cac yéu td quyét dinh duoc nhan dién
boi cac khang thé trung hoa virut. Phin déu tan cing C nhé hon (HA2, khoang 180
axit amin) tao ra cAu tric tuong tu cudng giit ving dAu hinh cdu gin vao mang té bao
hodc mang virut. Mic d6 twong ddng vé trinh tu gitta cac typ phu nhé hon trong céc
polypeptit HA1 (d6 tuong ddng 34% - 59% giita céc typ phu) so véi trong polypeptit
HA2 (d6 tuong ddng 51%- 80%). Ving bao thii nhat 14 trinh tu xung quanh vi tri phan
cét, cu thé 1a 23 axit amin dAu t4n cing N cia HA2, duoc bao tha trong sd céc typ phu
ctia virut cim A (Lorieau et al., 2010). M6t phan ciia ving nay duoc boc 16 duéi dang
vong trén bé mit trong phén tir HA tién than (HAO), nhung tr& nén khong thé xam
nhap dugc khi HAO duoc cit thanh HA1 va HA2.

Hau hét cac khang thé trung hoa lién két véi cac vong quanh vi tri lién két thu
thé va can tré su lién két voi thu thé va bam dinh. Do céc vong nay c6 tinh bién doi
cao, hdu hét khang thé hudng dich cac ving nay 13 dic hiéu chiing, diéu nay giai thich
tai sao vacxin hién nay kich thich hé mién dich giéi han, ddc hiéu ching nay. Tuy
nhién, gin day, khang thé don dong hoan toan ctia ngudi hemagglutinin cta khang
virut cum c¢6 kha ndng trung hoa chéo & pham vi rdng dugc tao ra. Phéan tich clu tric
va chte ning da cho thdy ring cac khang thé nay can tr& qua trinh dung hop clia mang
va nhdm khang epitop bao thil cao trong ving goc cta protein HA cta virut cim
(Throsby et al., 2008; Ekiert et al. 2009, WO 2008/028946, WO 2010/130636).

Theo séng ché polypeptit vimg gbc ciia HA méi da duoc thiét ké chira cac
epitop nay dé tao ra vacxin trén cd s& epitop pho quat gdy cam tmg su bao vé khang
lai phd rong cac ching virut cum. V& ban chét, phan quyét dinh mién dich va c6 kha
nang bién ddi cao, tic 12 ving ddu, trude tién duge loai tir phan tir HA chiédu dai da dé
tao ra polypeptit ving gbc, con duoc goi 12 mini-HA. Trong phuong phép nay dép tmg
mién dich s& duoc chuyén hudéng dén ving gbc trong d6 cé céc epitop cho cac khéng
thé trung hoa phd rong. Cac khang thé trung hoa phd rong dugc dé cap trén day duoc
st dung dé tham do su cudn gép chinh x4c cta cac phan tir méi dugc tao ra, va dé xac
nhan su ¢d mat cua céc epitop trung hoa.

Polypeptit ving gbc theo sang ché ¢6 kha nang trinh dién cic epitop bao thi
cua phan tor HA ving cubng gan gbc mang cho hé mién dich khi khong c6 mat cac
epitop tréi ma co trong ving dau & xa mang. Cudi cung, mot phin cia trinh tu ban dau
cta protein HAO tao ra vung dau duoc loai bo va duge ndi lai, hodc theo cach truc

tiép, hodc theo mot sé phwong 4n, bang cach dwa vao trinh tur nbi ngén linh dong (‘cau
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nbi’) dé khoi phuc tinh lién tuc cta chudi polypeptit. Trinh tu polypeptit thu dugc con
duoc cai bién béng cach dua vao cac dot bién dac hiéu lam dn dinh cAu trtc ba chiéu
tu nhién cta phén con lai cua phéan tt HAO.

Sang ché do d6 dé xuét cac polypeptit chira (a) ving HA1 ctia hemagglutinin
clia virut cim ma bao gém doan gbc dau tan ciing N ciia HA1, dugce lién két cong héa
tri bang trinh tu lién két gdbm 0-50 gdc axit amin véi doan gbc dau tan cing C cua
HAI, va (b) ving HA2 cua hemagglutinin cta virut ciim, trong do6 trén hodc nhiéu axit
amin trong ving HA2 duoc 1am dot bién. Trong polypeptit theo sang ché, ving HA2
do d6 chira mot hodc nhiéu dot bién so véi ving HA2 ciia hemagglutinin cla virut
cum kidu dai ma polypeptit ving gdc cia HA dua vao.

Céc polypeptit ving gdc hemagglutinin cia virut cim nay dua trén HA cta
typ phu cta virut cum A ma thuong dugce st dung trong vacxin virut cim cho nguoi.
Theo cac phuong 4n wu tién, polypeptit ving gdc duwa trén HA ctia virut cim chira HA
thudc cac typ phu H1, HS va/hodc H3.

Cu thé sang ché dé xuét cac polypeptit ving gdc hemagglutinin ctia virut ciim
chra (a) ving HA1 cua hemagglutinin cta virut cim ma bao gdm doan gbc dau tan
cung N cua HA1, duoc lién két cong héa tri bang trinh tw lién két gdm 0-50 gbe axit
amin véi doan gbe dau tan cing C ciia HAL, va (b) ving HA2 ciia hemagglutinin ctia
virut cum, trong d6 polypeptit ving gbc hemagglutinin khang lai sw phan cit bang
proteaza & vi tri n6i gitta HA1 va HA2, va trong d6 mot hodc nhiéu axit amin trong
trinh tu axit amin ndi chudi cudn xodn A va chudi cudn xodn CD cia HA2 da duoc
gdy dot bién so véi ving HA2 cua virut ciim kiéu dai. Tét hon, ving HA1 va HA2 ¢
ngudn gbc tir typ phu virut cim A duge chon tir nhém bao goém H1, H5 va H3.

Polypeptit theo sang ché do d6 chira mot hodc nhiéu dot bién trong trinh tur axit
amin ctia HA2 ndi gbc & dau tan cing C cta chudi xoén A véi gbe & dau tan cing N
cua chudi xodn CD, nhu duoc chi ra trén FIG. 1. Theo mét ) phuong an, mot hodc
nhiéu axit amin ky nudc trong trinh ty axit amin cia HA2 nay da dugc thay thé bang
cdc axit amin ua nudce, nhu cac axit amin phén cuc va/hodc tich dién, hodc axit amin
linh dong glyxin (G).

Polypeptit theo sang ché khong chtra HA1 chiéu dai du.

Theo mét sé phuong an, cc polypeptit gdy mién dich hdu nhu nhé hon HAO,
t6t hon khong c6 toan bd hodc hiu nhu toan b ving dau hinh ciu ciia HA. Tét hon,
céc polypeptit gdy mién dich c6 chiéu dai khong nhiéu hon 360, t6t hon la khong
nhiéu hon 350, 340, 330, 320, 310, 305, 300, 295, 290, 285, 280, 275, hodc 270 axit

amin. Theo mdt s phuong an, cac polypeptit gdy mién dich c6 chiéu dai khoang 250
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dén 350, 6t hon 1a tir 260 dén 340, t6t hon 1a tir 270 dén 330, 6t hon la tir 270 dén
330 axit amin.

Theo mdt sd phuong an, polypeptit con chira mot hodc nhidu dot bién khéac
trong ving HA1 va/hodc HA2, khi so véi trinh ty axit amin cuia HA ma cac vung HA1
va HA2 thu duge tir d6.Do d6, @6 6n dinh ciia cac polypeptit ving gbe con duoc gia
tang.

Theo sang ché, “doan gdc dau tan cing N ctia HA1” chi doan polypeptit ma
tuong tmg v6i phin dau tdn cting amin ctia ving HA1 of cua phan tor hemagglutinin
(HA) cta virut cim. Theo mdt sb phuong an, doan polypeptit dau tan cing N ctia HA1
chira axit amin tr vi tri 1 dén vi tri x ctia ving HA, trong d6 axit amin & vi tri x 12 gbe
axit amin nam trong HA1. Thuat ngit “doan dau tan cung C cta HA1” chi doan
polypeptit ma tuong ung voi phin dau tin cing carboxy ctia ving HAl cua
hemagglutinin ctia virut cim. Theo mdt s6 phuong 4n, doan polypeptit dau tan cing C
ctia HA1 chtta axit amin tir vi trf y dén va bao gdm axit amin d4u tin ciing C cia ving
HALI, trong d6 axit amin & vi tri y 12 gdc axit amin nim trong HA1. Theo sang ché y
16n hon x, do d6 mot doan cuia ving HA1 gifra doan dau tan cung N ctia HA1 va doan
dau tan cing C ciia HA1, tic 1a giita axit amin & vi tri x va axit amin & vi tri y cla
HA1, duoc loai bo, va theo mdt s phuong 4n, duoc thay thé bang trinh tu ndi.

Theo mdt sb phuong 4n doan gbc dAu tan cing N ciia HA1 gdm axit amin 1-x
ctia HA1, va doan gbc ddu tan cing C cia HA1 gdm céc axit amin y-diém cubi ciia
HA1. Do d6, theo mdt s6 phuong 4n, viéc loai bo doan HA1 chia trinh ty axit amin tir
axit amin & vi trf x+1 dén va bao gdm axit amin & vi tri y-1.

Theo mdt s6 phuong 4n, polypeptit khong chira trinh ty tin hiéu. Do d6 theo
mdt sb phuong an, doan gbc dau tan cing N ctia HA1 gdm axit amin p-x ctia HA1,
trong d6 p 12 axit amin dau tién ctia phan tir HA truéng thanh (vi du p=18 trong truong
hop trinh tg SEQ ID NO: 1). Nguoi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc s& ¢6 thé tao
ra polypeptit duoc md ta & day khong co céc peptit tin hiéu (vi du axit amin 1-17 cua
trinh tw SEQ ID NO: 1).Theo mét s phwong 4n, polypeptit theo sing ché chua trinh
tu ndi bao cia HA va ving xuyén mang. Theo cac phuong an khac, polypeptit theo
sang ché khong chira trinh tu ndi bao cia HA va vung xuyén mang. Theo mot 56
phuong 4n, trinh ty ndi bao va xuyén mang, vi du trinh tu axit amin tir vi tri (hodc vi
tri twong duong cua) 523, 524, 525, 526, 527, 526, 528, 529, hodc 530 cua vung HA2
dén d4u tan cung C cta ving HA2 duoc loai bo.

Theo sang ché, polypeptit ving gbc ctia hemagglutinin nay khang véi su phan

cit bang proteaza & vi tri nbi gitta HA1 va HA2. Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong
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linh vuc biét duoc ring trinh tu Arg (R) - Gly (G) ndi HA1 va HA2 14 vi tri nhan bién
clia cac proteaza tuong ty trypsin va trypsin va thuong dugc cit dé hoat hoa
hemagglutinin. Do polypeptit ving gbc cia HA dwoc mé ta & day khéng duoc hoat
hoa, cac polypeptit ving gbc hemagglutinin ctia virut ctiim theo sang ché khang véi su
phan cit bang proteaza. Theo sang ché, do d6 vi tri phan cit bang proteaza duoc loai
bo hodc vi trf cua proteaza ndi HA1 va HA2 duoc gy dot bién thanh trinh ty ma
khang v6i su phén cit bang proteaza.

Theo mdt sb phwong 4n, gbe axit amin d4u tin cing C ctia doan gbc dau tan
cing C ctua HA1 14 axit amin bat ky khong phai arginin (R) hozc lysin (K). Theo mot
sé phuong 4n, axit amin dau tan cing C ciia HA1 14 glutamin (Q), serin (S), treonin
(T), asparagin (N), axit aspartic (D) hodc axit glutamic (E). Theo mot s6 phuong an,
gdc axit amin dAu tan cing C cua doan gbc dau tan cing C ciia HAI 1a glutamin (Q).

Theo mdt s6 phuong an, polypeptit duge glycosyl hoa.

Céc polypeptit ving gdc hemagglutinin ctia virut cim nay c6 thé dua trén HA
ctia hemagglutinin ctia virut cim A bat ky c¢6 trong tw nhién thudc typ phu dugc st
dung trong vacxin cim cho nguoi. Typ phu cta virut cum A thuong duoc st dung
trong vacxin cum la virut cim A thudc céc typ phu H1, H3 hodc HS. Véi “duya trén” co6
nghia 1& cac doan dau tan cung N, va’hodc cic doan dau tan cung C cia vung HA1
va/hodc vimg HA2 c6 d6 twong dong vé trinh ty axit amin it nhat 13 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, hoic 99% véi cac doan dau tin ciing N va/hodc cac
doan dau tan cing C twong Gmg ciia HA1 va/hoic ving HA2 clia hemagglutinin ctia
virut cim bat ky c6 trong tu nhién thudc typ phu H1, H3 va/hoic H5 ma ngudi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc da biét hodc dugc phat hién sau. Theo mot s& phuong
an, cac polypeptit ving géc hemagglutinin ciia virut cim nay dua trén hemagglutinin
ctia virut cim thudc virut cim A nhém 1. Theo mét sé phwong 4n, cac polypeptit ving
gbc hemagglutinin cia virut cim nay dua trén hemagglutinin ctia virut ctim thudc virut
cim A nhém 2. Theo mét sb phuwong an, polypeptit ving gdc hemagglutinin cta virut
cum 14 polypeptit lai hozc thé kham ma bao gdm hozc gdm cac doan va/hoic cic ving
tir nhiéu ching hodc typ phu cia virut cim khac nhau. Vi du, polypeptit ving gbc
hemagglutinin cta virut ciim c6 thé chtra cic doan gbc dau tan cing N cua HA1 va
doan gbc dau tan cung C ctia HA1 va/hoidc cac ving ciia HA2 tir céc typ phu HA khéc
nhau cua virut cim A.

Theo mét s phuong an, polypeptit dua trén HA ctia H1. Theo phuong 4n cu
thé, polypeptit chira cac ving gbc hemagglutinin tir hodc dua trén HA ctia virut cim A

chia HA cua typ phu HI, nhu tir virut cim A/Brisbane/59/2007 (HIN1) (SEQ ID
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NO:1), nhu dugc mo ta dudi day. Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc can
phai hiéu rang virut cim A chira HA cua typ phu H1 khac cling c6 thé dugc sir dung
theo sang ché. Theo mot sb phuong 4n, polypeptit chira cac ving gbc hemagglutinin
dua trén HA cua virut cam A H1 dugc chon tir Bang 7.

Theo mét s phuong an, polypeptit chita doan polypeptit dau tan cung N cua
HA1 chira axit amin tir vi tri 1 dén vi tri x cia HA ctia ving H11, trong d6 x 1a axit
amin bét ky ndm gifta axit amin & vi tri 46 va axit amin & vi trf 60, nhu axit amin & vi
tr 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, hodc 59, t6t hon trong d6 x 1a 52, 53,
55 hodc 59. Tbt hon, polypeptit chira doan dau tan cing N ctia HA1 khong ¢6 trinh tu
tin hiéu, tuc 1a doan du tan ciing N ctia HA1 chtra axit amin tir vi trf 18 (vi du déi vei
HA cta H1, nhu SEQ ID NO: 1), hodc vi tri tuong duong trong cic chung virut cum
H1 khéc, dén vi tri x ciia ving HA 1. Theo mét s6 phuong 4n, doan dAu tan cung N cia
HA1 do d6 chua axit amin tir vi trf p (trong d6 p=18 d6i véi HA cta H1 trong trinh ty
SEQ ID NO: 1 hoac vi tri tuong duong trén HA cta cac H1 khéc), dén vi tri x cia
vung HAT.

Theo mdt s6 phuong 4n, doan polypeptit déu tan cing C cua HA1 chtra axit
amin tr vi tr{ y dén va bao gdm axit amin d4u tan cting C ctia HA cta ving H11, trong
d6 y 1a axit amin bat ky ndm giita axit amin & vi trf 290 va axit amin & vi trf 325 cua
HA cua H11, tbt hon trong d6 y 1a 291, 303, 318, hodc 321.Theo sang ché, vung HA2
chtta mot hodc nhiéu dot bién trong trinh tu axit amin ctia HA2 ndi géc & dAu tan cliing
C ctia chudi xodn A véi gbe & dau tan cing N cta chubdi xoan CD (FIG. 1). Theo mot
s6 phuong 4n, mdt hoic nhiéu axit amin ky nuéc trong trinh tu axit amin cia HA2 nay
d3 duoc thay thé bing céc axit amin wa nuéc, nhu axit amin phan cuc va/hodc tich
dién. Theo mdt s6 phuong an (vi du dbi véi HA ctia H1, nhu SEQ ID NO: 1), trinh tur
axit amin ctia HA2 ndi gbc & ddu tan cing C ctia chudi xoén A gbc dau tan cing N ctia
chudi cuon xoén CD chira trinh tu axit amin gita cac gbc 402-418 ctia HA2 ctia virut
cim. Theo mdt sé phuong an, trinh tu axit amin ctia HA2 ndi gbc & dau tan ciing C
clia chudi xoén A véi gde dau tan cing N ciia chudi cudn xoin CD chira trinh ty axit
amin MNTQFTAVGKEFN(H/K)LE(K/R) (SEQ ID NO: 17).

Theo mét s6 phuong an, x 14 59 vay 12 291.

Theo mdt s6 phuong 4n, x 1 52 vay 1a 321.

Theo mét sb phuong 4n x 14 53 va y 1a 303.

Theo mét sb phuong 4n x 1 55 vay 1a 318.

Theo mdt phuong an, trinh ty axit amin néi gbc & dau tan cing C cua chudi

xodn A voi gbe & dau tan cing N ciia chudi xoan CD tuwong Gng véi trinh tu axit amin
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gifta axit amin & vi tri 402 va axit amin & vi tri 418 cua HA2 cua trinh tu SEQ ID NO:
1, trong d6 polypeptit chira mot hodc nhiéu dot bién trong trinh tu axit amin kéo dai tur
axit amin 402 dén 418 ctia trinh tw SEQ ID NO: 1. Trinh tu axit amin giita goc 402-
418 ctia HA cta virut cum thudc typ huyét thanh HI chta trinh tu axit amin
MNTQFTAVGKEFN(H/K)LE(K/R) (SEQ ID NO: 17). Theo mét sé phuong 4n, trinh
tu axit amin gifta gbc 402-418 cta HA cua virut ciim thude typ huyét thanh HI chta
trinh tu axit amin MNTQX; TAX>GKEX3N(H/K)X4E(K/R).

Theo mét sb phuong an polypeptit do d6 chira mdt hodc nhiéu d6t bién trong
vung HA2 ctia H1 nhu duge chi ra trén Bang 6. Theo mot s6 phuong 4n, mdt hoic
nhidu axit amin & vi tri 406, 409, 413 va 416, tic 1a mot hodc nhidu axit amin trong s
céc axit amin X1, Xa, X3 va X4 duoc lam dot bién (danh s6 dé cap dén trinh tw SEQ ID
NO: 1). Theo mdt s§ phuong én, axit amin & vi tri 406, tic 1a X; duoc lam bién ddi
thanh axit amin duoc chon tir nhém bao g@)m S,T,N,Q, R, H, K, D, E, va G, t5t hon
12 S. Theo mdt sb phuong an, axit amin & vi tri 409, tirc 1a Xz duge lam bién ddi thanh
axit amin duoc chon tir nhom bao g@)m S,T,N,Q, R, H,K,D, E, vaG, tdthonla T, Q
hodc G. Theo mdt sb phuong 4n, axit amin & vi tri 413, trc 1a X3 dugc lam bién ddi
thanh axit amin dugc chon tir nhéom bao g@)m S,T,N,Q,R, H,K, D, E, G, tdt hon 1a
S. Theo mot s& phuong 4n, axit amin & vi trf 416, tirc 1a X4 duge 1am bién ddi thanh
axit amin dugc chon tir nhom bao gﬁ‘)m S,T,N,Q,R,H,K,D, E, G, t6t hon 1a S. Cling
c6 thé 1a su két hop cua cac dot bién nay.

Theo mdt s6 phuong 4n, doan gbc dau tan cing N cia HA1 gbm cac gbe axit
amin 1-59 cta HA1, va doan gbc dau tan cing C ctia HA1 chia céc gbc axit amin
291-343 cta HA1 trong d6 axit amin & vi tri 343, tuc 1a R343, duge lam dot bién va 1a
axit amin khong phai R, t6t hon 14 glutamin (Q). Theo mot sé phuong an, doan dau tan
cing N cia HA1 gdém céc gbc axit amin 1-59 ctia HA1 va doan du tan cung C cla
HA1 gdm céc gbc axit amin 291-343 cua HAL. Luu y rang s luong axit amin dya
trén sb luong axit amin trong HA ctia H10, cy thé 1a sb luong axit amin ctia ching
virut cim HIN1 A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1). Luu y rang do céc trinh tw HA
cla cac typ phw/chiung virut cim khac nhau c6 thé ¢6 cac doan chén vao hoic doan
mét di trong ving dau so v6i nhau, nén viéc danh s6 khong phai luén ludn 1a nhu
nhau. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ¢6 thé x4c dinh cac vi tri axit amin
tuong duong trong cdc trinh tuy HA cua cac chung virut cum va/hodc cic typ phu khac
bang cach sap xép va so sénh trinh tu.

Theo mot s6 phuong an, doan polypeptit dau tan cung N ctia HA1 khong chira

trinh ty tin hiéu. Theo cac phuong 4n uu tién doan gbc dAu tan cung N ciia HA1 gém
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axit amin tir vi tri 18 dén vi trf 59 ctia ving HA1. Theo mot s6 phuong 4n, doan dau
tan cing N ctia HA1 gdm axit amin 18-59 ctia ving HA1.

Theo mot sb phuong 4n, polypeptit theo séng ché chira mot hodc nhiéu dot
bién khéc, tic 1a cac dot bién thay thé axit amin trong ving HA1 va/hodc ving HA2.
Theo mét sb phuong 4n, ving HA1 do d6 con chira mdt hogc nhiéu dot bién trong sd
cac dot bién sau: L58T, V314T va I316T. Mot l4n nira can luu ¥ réng sb luong axit
amin dua trén sb luong axit amin trong HA cua H10, cu thé 1a sb luong axit amin cta
chiing virut cim HIN1 A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1). Ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc ¢6 thé x4c dinh axit amin tuong dwong trong HA ctia virut cim H1
va do d6 c6 thé x4c dinh dot bién tuong duong.

Theo phuong 4n cu thé, ving HA1 chtra dot bién L58T, V314T, va 1316T, va
ving HA2 chtra mot hodc nhidu dot bién trong sb cac dot bién sau: F406S, V409T, va
L416S.

Theo mét sé phuong 4n, ving HA1 con chtra dot bién K321C va/hoic ving
HA?2 con chita mot hodc nhiéu dot bién trong sb céc dot bién sau: Q405C, F413C,
E421C, va Y502S.

Theo phuong 4n cu thé, ving HAI chira dot bién L58T, V314T, 1316T, va
K321C va ving HA2 chira dot bién: Q405C, F406S, V409T, va L416S.

Theo phuong 4n cu thé, ving HA1 chira d6t bién L58T, V314T, va I316T, va
ving HA2 chtra dot bién: F406S, V409T, F413C, L416S va E421C.

Theo phuong an cu thé, ving HA1 chira dot bién L58T, V314T, va I316T, va
viing HA2 chira dot bién: F406S, V409T, L4168, va Y502S.

Theo phuong 4n cu thé, ving HA1 chira d6t bién LS8T, V314T, 1316T, va
K321C va ving HA2 chia dot bién: Q405C, F406S, V409T, F413C, L416S va
E421C.

Theo phuong 4n cu thé, ving HA1 chia dot bién L58T, V314T, 1316T, va
K321C va ving HA2 chtra d6t bién: Q405C, F406S, V409T, F413C, L416S, E421C
va Y502S.

Theo cac phuong an khac, ving HA2 con chira mdot hodc nhiéu d6t bién M4201
va V4211, hoac dot bién tuong duong.

Theo phuong 4an cu thé, ving HA1 chira d6t bién L58T, V314T, va I316T, va
ving HA2 chira mdt hodc nhidu dot bién trong sd cac dot bién sau: F406S, V409T,
L416S, M4201 va V4211.

Theo mét sb phwong 4n, doan gdc dau tan cing N cia HA1 gdm céc gbe axit

amin 1-52 cua HA1, t6t hon 1a céac géc axit amin 18-52 cua HAI, va doan géc dau tan
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cung C ctia HA1 chita céc gbc axit amin 321-343 ctia HA1, trong d6 axit amin & vi tri
343, tic 1a R343, duge lam dot bién va 13 axit amin khong phai R, t6t hon 1a glutamin
(Q), trong d6 ving HA2 chita d6t bién F406S, V409T, L416S, M4201 va V4211. Theo
mot s6 phuong an, doan gdc dAu tan cing N cia HA1 gdm céc gbc axit amin 1-52 clia
HALI, t6t hon cac gbc axit amin 18-52 ctia HA1, va doan gbc dau tan cung C cia HA1L
gbm céc gde axit amin 321-343 ctia HAI.

Theo mét sb phuong an, doan gbc dau tan cing N ctia HA1 gdm céc gde axit
amin 1-53 cta HA1, t6t hon 1a céac géc axit amin 18-53 ciia HA1, va doan géc dau tan
cung C cua HAI chura céac gbc axit amin 303-343 ctia HAI, trong d6 axit amin & vi tri
343, tirc 1a R343, duoc lam dot bién va 1a axit amin khong phai R, tot hon 14 glutamin
(Q). Theo mét sé phuong 4an, doan gbc diu tan cing N cta HA1 gdm cac gde axit
amin 1-53 cta HA1, t6t hon 1a céc géc axit amin 18-53 cua HA1, va doan géc dau tan
cung C cua HAI gdm céc gbe axit amin 303-343 caa HA1. Theo phuong 4n cu thé,
ving HA1 chira dét bién V314T va 1316T, va ving HA2 chira mét hoac nhiéu dot bién
trong s cac dot bién sau: F406S, V409T, L416S, M4201 va V4211. Theo phuong 4n
duoc wu tién, polypeptit chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 11,

Theo mdt sb phuong 4n, doan gbc dau tan cing N ctia HA1 gdm céc gbe axit
amin 1-55 ctia HA1, t6t hon 1a céc gdc axit amin 18-55 ciia HA1, va doan gdc dau tn
cung C cua HA1 chira cac gbe axit amin 318-343 cia HA1, trong d6 axit amin & vi tri
343, tic 1a R343, duoc 1am dot bién va 13 axit amin khong phai R, t6t hon 13 glutamin
(Q). Theo mot sé phuong 4n, doan gbc dAu tan cing N ctia HA1 gdm cac gbc axit
amin 1-55 cta HA1, t&t hon 14 c4c gbe axit amin 18-55 cia HA1, va doan gbc dau tan
cing C ciia HA1 gdm céc gdc axit amin 318-343 ctia HA1. Theo mdt phuong 4n, ving
HA2 chura dot bién F406S, V409T, 14168, M4201 va V4211,

Theo mdt s6 phuong an, polypeptit con chira dot bién R324C trong ving HA1
va T436C trong vung HA2.

Theo phuong 4n cu thé, ving HA1 chira dot bién L58T, V314T, 1316T, va
R324C va vung HA2 chira m¢t hoac nhiéu dot bién trong sb cac dot bién sau: F4068S,
V409T, L4168, M4201, V4211 va T436C.

Theo mdt phuong 4n, ving HA1 chira d6t bién R324C, va ving HA2 chtra dot
bién F406S, V409T, L416S, M4201, V4211 va T436C.

Theo phuong an khac, ving HA1 chua dot bién V314T, 1316T va R324C, va
ving HA2 chira mot hodc nhidu dot bién trong s6 cac dot bién sau: F406S, V409T,
L416S, M4201, V4211 va T436C.
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Theo mot phuong an, ving HA1 chira dot bién R324C, va ving HA2 chira dot
bién F406S, V409T, L416S, M4201, V4211 va T436C.

Theo mot sé phuong an, polypeptit theo sdng ché chira trinh tu ndi bao ciia HA
va vung xuyén mang. Theo cac phuong an khéc, céc trinh tu ndi bao va xuyén mang,
vi du trinh tu axit amin tir vi tri (hodc vi tri twong duong cua) 523, 524, 525, 526, 527,
526, 528, 529, hodc 530 ciia vung HA2 dén ddu tan cing C cia ving HA2 (danh s6
theo trinh tw SEQ ID NO: 1) duoc loai bd. Theo mét sd phuong 4n, polypeptit dugc
lam 6n dinh hon nita bﬁng cach dua vao trinh tu d3 biét dé tao chu tric trime, tic 1a
AYVRKDGEWVLL (SEQ ID NO:143) (trinh tu ‘cudén gip’), tily y dugc nbi thong
qua cdu nbi. Cau ndi nay co6 thé tuy y chira vi tri phan cat dé xir Iy sau d6 theo quy
trinh ma ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc da biét. Bé d& dang tinh ché dang
hoa tan c6 thé bd sung thém trinh tw dudi, vi du dudi his (HHHHHHH) dugc néi thong
qua cau ndi ngén, vi du EGR. Theo mét s phuong &n cu nbi va trinh tu dudi his
duoc thém vao khong c¢6 trinh tu cudn gép duoc thé hién.

Theo mdt s6 phuong 4n, trinh tw axit amin tr vi tri (hodc vi tri twong duong
ctia) 530 ctia ving HA2 dén dau tin cing C cta ving HA2 (d4nh s6 theo trinh ty SEQ
ID NO: 1) duoc loai bo. Theo mot sb phuwong 4n, trinh tw ndi bao va xuyén mang dugc
thay thé bing trinh tu axit amin AGRHHHHHHH (SEQ ID NO: 81) hodc
SGRSLVPRGSPGSGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLGHHHHHHH (SEQ
ID NO: 82).

Theo mét sb phuong 4an, polypeptit lién két c6 chon loc véi khang thé CR6261
va/hodc CR9114. Theo mot phuong an, polypeptit khong lién két v6i khang thé
CR8057. Theo mdt phuong an, CR6261 chtra viing bién d6i ctia chudi ning chia trinh
ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 20 va ving bién dbi ctia chudi nhe chta trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 21; CR9114 chtra ving bién dbi ciia chudi ning chtra
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 18 va ving bién ddi ctia chudi nhe chtra trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 19. Theo mdt phuong an, CR8057 chira ving bién
dbi ctia chudi ning chia trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 22 va ving bién dbi
cua chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 23.

Nhu dugc mo ta trén day, polypeptit chira ving HA1 ctia hemagglutinin ctua
virut cim ma bao gém doan gbc déu tan cing N ctua HA1 duoc lién két cong hoa tri
béng trinh t nbi gdm 0- 50 cac gbe axit amin véi doan gbc dau tan cing C ctia HAL.
Trinh tu ndi khong c6 trong tu nhién, hozc HA kiéu dai. Theo mot sb phuong én, cau
ndi 12 peptit ma bao gdm madt gdc axit amin, hai gbc axit amin hodc it hon, ba gbe axit

amin ho#c it hon, bon gdc axit amin hodc it hon, nAm goc axit amin hodc it hon, muoi
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gbc axit amin hodc it hon, 15 gdc axit amin hoc it hon, hodc 20 gbc axit amin hosc it
hon hozc 30 gbc axit amin hodc it hon hozc 40 gbc axit amin hodc it hon hodc 50 gbc
axit amin hoac it hon. Theo phuong an cu thé, trinh tu ndi 1a trinh tu dugc chon tir
nhém bao gém G, GS, GGG, GSG, GSA, GSGS, GSAG, GGGG, GSAGS, GSGSG,
GSAGSA, GSAGSAG, va GSGSGSG.

Sang ché con d& cap dén cac phuong phép tao ra polypeptit theo séng ché, cu
thé 1a dé tao ra polypeptit ving gbc HA cua HI theo sng ché, ciing nhu polypeptit c6
thé thu duoc hodc thu duoc bing cac phuong phap nay. Theo mot sé phuong 4n, cac
phuong phép nay bao gdm cac bude:

(a) Cung cap trinh tu axit amin HAO ctia virut cim, cu thé 13 trinh ty axit amin
HAO cua virut cum thude typ huyét thanh H1;

(b) Loai bé vi trf cét gitra HA1 va HA2, tét hon 1 bang cach gay dot bién axit
amin ddu tn ciing C cia HA1 thanh axit amin khac véi arginin (R) hodc lysin (K);

(¢) Loai bo trinh ty axit amin ctia vung d4u hinh cdu tir trinh tu HAO; Budc nay
duoc thuce hién bang cach loai bo mdt doan cua ving HA1 gifta axit amin & vi tri x va
axit amin & vi tri y, va ndi lai doan dau tan cting N (kéo dai fir axit amin & vi tri 1 dén |
va bao gdm axit amin & vi trf x cia HA1) va doan d4u tin cing C ctia HA1 (kéo dai tir
axit amin y dén axit amin dau t4n cing C ctia HA1), do d6 thu dugc, tuy y thong qua
trinh tu néi gdm 0-50 axit amin. Theo mot sb phwong 4n, x 13 axit amin & vi tri bét ky
gitta céc vi tri 46 va 60, tdt hon axit amin & vi tri 52, 53, 55 hodc 59 ctia HA1 va trong
d6 y 1a axit amin & vi tri bat ky gitta cac vi tri 290 va 325, t6t hon axit amin & vi tri
291, 303, 318, hodc 321 cua HA1. Mot 14n nita, viéc d4nh sb duoc st dung dé cap dén
trinh tw SEQ ID NO:1. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc can phai hiéu ring
trinh tuw din ddu (hodc trinh tu tin hiéu) ma diéu khién viéc van chuyén cta protein
trong qua trinh san sinh (vi du tuvong Gng véi axit amin 1-17 cua trinh tu SEQ ID NO:
1), thuong s€ khong cd mat trong polypeptit cudi cung, vi du duge s dung trong
vacxin. Theo mot sb phuong 4n, polypeptit theo sang ché do d6 chtta doan dau tan
cung N ctia HA1 khong ¢6 trinh tu din dau.

(d) Lam tang do 6n dinh cta cdu hinh truéc khi dung hop va loai bd viéc lam
dn dinh cua cAu hinh sau khi dung hop cia HA cai bién, t6t hon 14 bang cach dwa mot
hodc nhiéu d6t bién vao trong trinh tu axit amin ndi géc & dau tan cing C cta chudi
xodn A v6i gbc & dau tan cung N cta chudi xoan CD, t6t hon la trong trinh tw axit
amin kéo dai tir axit amin 402-418 cua trinh tw SEQ ID NO: 1 cu thé 14 chta trinh tu
axit amin MNTQFTAVGKEFN(H/K)LE(K/R) (SEQ ID NO: 17). Pt bién tt hon la

do6t bién thay thé cac goc axit amin ky nudc thanh céc goc axit amin ua nudce.
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(¢) Pua mot hodc nhiéu cau disulfit vao polypeptit viing gbc cuia HA.

Theo sang ché, viéc loai bo vi trf cat gitta HA1 va HA2 ¢6 thé dat duoc bing
d6t bién R (mét sb it truong hop 1a K) thanh Q & vi tri P1 (xem vi du Sun et al, 2010
d8 biét giai thich vé danh phap cua vi tri cit (vi tri 343 trong trinh tw SEQ ID NO: 1).
bot bién thanh Q duoc vu tién nhung S, T, N, D hodc E 1a cac dang thay thé.

Viéc loai bd ving dau co thé dat duoc, vi du béng cach loai bo axit amin 53
dén 320 tir SEQ ID NO; 1, hodc & cac vi tri tuong duong trong HA tir virut cim khac.
Céc vi trf trong dwong c6 thé duoc x4c dinh dé dang bdi ngudi 6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc bang cach sip xép va so sanh trinh tu nho st dung thuat toan thich hop
vi du nhu Clustal hoic Muscle. Céac phén con lai cta trinh tu ¢6 thé duoc ndi truc tiép,
hoic theo cach khac dua vao cau ndi linh dong. Trinh tu cau ndi 6 thé c6 chiéu dai tir
1 dén 50 axit amin. Puoc wu tién 1a cac cdu ndi linh dong co chiéu dai gi61 han (nho
“hon hodc bang 10 axit amin), vi du GGG, GGGG, GSA, GSAG, GSAGSA,
GSAGSAG hoic tuong tw. Chidu dai cia doan bi loai bo ciing ¢6 thé thay ddi, vi du
bang cach bat dau loai bo & (twong duong cta) vi tri (x), vi du & vi tri 54, 55, 56, 57
hodc 58, hodc 1am tang chidu dai cia doan bi loai bo, bang cach cét & vi tri 47, 48, 49,
50, 51, hodc 52. Tuong tu, axit amin cubi ciing bi loai bo ¢6 thé & (twong duong cua)
vi tri (y), nhu 315, 316, 317, 318 hodc 319, hodc lam tang chiéu dai cua doan bi loai
bd & (twong duong cua) vi tri 321, 322, 323, 324, hoac 325. Quan trong l1a nhan dién
duoc su thay déinvzé chidu dai cta doan duoc loai bod c6 thé & trong phén duogc bu bing
cach lam cho phu hop chiéu dai ctia trinh tu cAu ndi, tic 1a doan loai bo 16n hon c6 thé
dwoc 1am pht hop vé6i ciu ndi dai hon va nguoc lai. Céc polypeptit nay cling c6 thé
duoc bao gdm trong sang ché.

Theo sang ché, d6 hoa tan cua vong gitra chudi cudn xodn A va chudi cudn
xodn CD duoc gia ting. Vong nay dugc tao thanh boi (twong duong cua) cac gbe 402
dén 418 trong ching H1 A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1). Do d6, do 6n dinh cta
cAu hinh trudce khi dung hop duoc tang 1én va c4u hinh sau khi dung hop cia HA duge
cai bién duoc lam mét 6n dinh. Vong ndy c6 tinh bao thi cao trong trinh tu H1, nhu
duoc thé hién trong bang 6 dudi ddy. Diéu nay c6 thé dat dugc ching han bang cach
thay thé axit amin I, L, F hodc V trong vong nay bing cac ban sao ua nude. Vi tri
tuong duong c¢6 thé dugc x4c dinh dé dang boi nguoi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh
vie bang cach sép Xép va so sanh trinh tu nho st dung thuédt toan thich hop vi du nhu
Clustal hodc Muscle. Dot bién thanh glyxin lam mét 6n dinh cAu hinh sau khi dung
hop do d6 linh dong cao cta axit amin nay dan dén su giam do 6n dinh cta chudi cudn

xo0dn sau dung hop duge tao thanh béi phin nay cia trinh tw HA. Trinh tu lién tng mo
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ta vong gitta gbc 402-418 cia HA ciia virut cim thudc typ huyét thanh H1 12 (SEQ ID
NO: 17) MNTQFTAVGKEFN(H/K)LE(K/R) . Trong polypeptit theo sang ché axit
amin & cac vi tri 406, 409, 413 va/hoac 416 (hoac vi tri twong duong cta ching, nhu
duoc xéc dinh tir sip xép va so sanh trinh tw) 13 axit amin phan cuc (S,T,N,Q), tich
dién (R,H,K.D,E) hogc linh dong (G). Ciing c6 thé 12 t& hop cta cac dot bién nay & cac
vi trf nay, vi du F406S, V409T, L416S. Trong mdt sb truong hop dot bién dé phuc hdi
axit amin lién Umg duoc wu tién, vi du trong d6 V hoac M ¢ vi tri 404 (thanh T), V &
408 (thanh A) hodc 410 (thanh G) hodc I ¢ 414 (thanh N); ty 1& dot bién trong trinh tur
& céc axit amin nay 1a rat thdp. Téng quan vé& dot bién duwoc mod ta trén ddy ma xéc
dinh dic tinh cta polypeptit theo sang ché dugc dua ra trong bang 6.

Theo sang ché, mdt hodc nhiéu cau disulfit duoc dwa vio trong polypeptit ving
gbc, t6t hon giita axit amin & (hozc vi tri twong duong cua) vi trf 324 va 436 trong
ching H1 A/Brisbane/59/2007. Céc vi tri twong duong c6 thé duoc xac dinh dé dang
boi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc bing cach sap xép va so sanh trinh tu
nho st dung thuét todn thich hop nhu Clustal, Muscle etc. Cu disulfit duoc thiét ké
duoc tao ra bang cach gay dot bién it nhit mot (néu gde con lai 14 xystein rdi), nhung
thuong 1 hai gbc gan nhau vé khong gian véi xystein, ma s& tao thanh lién két cong
hoa tri mot cach tu phat hodc bang phan tig oxi hoa hoat héa gifta cac nguyén tr luu
huynh cia cac gbe nay.

HA tu nhién ton tai & dang trime trén bé mit té bao. Hau hét cac twong tac gitra
timg monome ma gitr dang trime cling ndm trong ving d4u. Sau khi loai bo ving dau,
do do céu tric bac ba duge lam mét én dinh va vi vay cing cb céc twong tac gitta cac
monome trong phan tir bi cit cut s& lam tang d6 on dinh. Trong viing gbc, trime hoa
duoc trung gian boi sy hinh thanh ctia métip cudn xoan dang trime. Béng cach cing ¢b
mdtip nay c6 thé tao ra dang trime thich hop hon. Theo sang ché, trinh tu lién tmg dé
tao ra dang trime x04n cudn, vi du IEAIEKKIEAIEKKIE (SEQ ID NO: 83), c6 thé
dugc dua vao trong polypeptit theo sang ché & (twong duong ctia) vi tri 418 dén 433.
Theo mét sé phuong an, trinh tw MKQIEDKIEEIESKQ (SEQ ID NO: 84), ¢6 ngudn
gbe tir GCN4 va con dugc biét 1a dé trime hoa duge dua vao & (twong duong clia) vi
tr{ 419-433. Theo mot sb phuong 4n, mit trung gian cua trime dugc lam 6n dinh bing
cach cai bién M420, 1423, V427, G430 thanh isoleuxin.

Theo mdt sb phuong an, polypeptit theo sang ché chira trinh tu noi bao ctia HA
cua H1 va ving xuyén mang. Theo cac phuong an khéc, céc trinh tu ndi bao va xuyén
mang, vi du trinh tu axit amin tir vi tri (hodc vi tri twong duong cua) 523, 524, 525,

526, 527, 526, 528, 529, hodc 530 cua ving HA2 dén dau tan cing C cta ving HA2
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(danh sb theo trinh tu SEQ ID NO: 1) dugc loai bo dé tao ra polypeptit hoa tan sau khi
bidu hién trong t& bao. Theo mdt s phuong 4n, polypeptit duoc lam 6n dinh hon nita
béng cach dua trinh tu d3 biét dé tao chu truc trime, tic 1A AYVRKDGEWVLL (SEQ
ID NO: 80), tay ¥ duoc ndi thong qua cau ndi. Cau néi nay co thé tuy y chira vi tri
phan cit @ xir Iy sau d6 theo quy trinh ma nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
da biét. B d2 dang tinh ché dang hoa tan ¢6 thé b sung thém trinh tw dudi, vi du dudi
his (HHHHHHH) duoc ndi théng qua cau ndi ngén, vi du EGR. Theo mét s6 phuong
an cau ndi va trinh tu dudi his duge thém vao khong co trinh tu cudn gép duogc thé
hién. Theo mét s phuong 4n, trinh tir ndi bao va xuyén mang dugc thay thé bang trinh
tu axit amin ~ AGRHHHHHHH (SEQ ID NO: 97) hodc
SGRSLVPRGSPGSGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLGHHHHHHH (SEQ
ID NO: 82).

Céc tac gia sang ché da xac dinh trude d6 cac khang thé trung hoa phd rong
duoc phan 1ap tir té bao B nguyén thiiy clia ngudi tir nhimg nguoi da duge chung
ngira, mot vai trong s6 d6 didc hidu ddi véi virut cim nhém 1 (vi du CR6261, nhu duoc
mbd ta trong WO 2008/028946) va mdt vai trong sb d6 dac hiéu déi véi virut cim
nhém 2 (vi du CR8020 nhu duoc md ta trong WO 2010/130636). Phan tich chi tiét cac
epitop ca cic khang thé don dong nay di cho thiy nguyén nhan cta viéc khong co
tinh phan tmg chéo cua céc khang thé dic hié¢u niy. Trong ca hai truong hop su ¢6 mat
cta céc glycan trong cac phéan tt HA nhom 1 va nhom 2 & céc vi trf khac nhau it nhét
da giai thich mot phan ring céc khang thé 1a dic hiéu nhém. Véi viéc nhan dién céc
khang thé tuong tw CR9114 ma phan tmg chéo voi nhiéu phan tit HA nhém 1 va nhém
2, nhu duge mé ta dudi ddy, da rd rang rang hé mién dich cta ngudi c6 thé kich hoat
céc khang thé trung hoa phd rong khang virut ctim. Tuy nhién, nhu cau duoc dua ra
dbi véi lich ching nglra hang nam cac khang thé nay hau nhu khong hodc chi duoc
kich hoat & mirc do rat thap sau khi nhiém hodc ching ngira bang virut cum (mua)
thudc cac typ phu H1 va/hodic H3. Theo mdt sb phuong 4n, sang ché do d6 dé xuit cac
polypeptit trinh dién ving gbc cia HA theo céch chinh x4c vé cau hinh sao cho cac
epitop kich thich c4c khang thé trung hoa phd rong duge trinh dién cho hé mién dich
khi khong c¢6 ving bién ddi tréi mién dich. Béi vi biét rang mAu hinh glycan khéc
nhau gitta HA ctua H1 va cua H3, va su khac nhau nay cé thé dan dén dap ung cua
khang thé bi gii han & nhém nhiéu hon, theo cac phuong an khéc polypeptit theo sang
ché dua trén cac phan tir HA ctia nhém 2 (vi du HA cta H3). Nhu duoc thé hién trong
Vi du 3, duéi day, kha ning trung hoa in vitro cia CR9114 ¢ céc typ phu H1 cao hon
so v6i cac typ phu H3. Do do, gia thuyét ring epitop ciia CR9114 ¢ kha nang truy
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nhdp hon & H1 so véi cac phan tt HA cua H3, diéu nay c6 thé 1a do glycan & N38
trong HA1 1a chung nhau & nhiéu typ phu HA ctia nhém 2. Mong mudn khong bi gisi
han béi 1y thuyét nay, diéu nay c6 thé duoc giai thich ring néu polypeptit theo sang
ché dua trén HI, cac khang thé tao ra c6 nhiéu kha ning bi can tro béi glycan & vi tri
N38 trén cac phan tor HA cia nhém 2 va do do phén nao it hoat dong & virut cim
nhém 2. Do d6, & cho phép kich hoat cac khéng thé trung hoa phd rong ma hoat dong
trén ca virut cum nhom 1 va nhém 2 véi hoat tinh tét, theo mot sé phuong an
polypeptit ving gdc theo sang ché dwa trén HA ctia cac typ phu H3.

Nguoi thuong bi nhiém virut cim mua chita HA cta typ phu H1 hodc H3. Mac
du phoi nhiém c4c virut cim nay, nhung duong nhu cac khang thé trung hoa phé rong
thuong khong xudt hién trong truong hop tuw nhién. Mot trong nhitng ly do cta hién
tuong nay la, ngoai sy c6 mat ciia vung d4u bién dbi trong HA, c6 thé 1 su phoi
nhiém véi mot typ phu méi ¢6 quan hé gan giii véi typ phu da duoc phat hién truée d6
bang cach nay hay cach khac gay ra phd dap umg it hon. Do d6 ¢6 thé duge uwu tién
hon 14 phoi nhi®m cta cé thé véi trinh tu typ phu khong lién quan. Do d6, theo phuong
an khac nita, polypeptit ving gbc theo sang ché dua trén HA ctia typ phu nhém 2 ma
chtra asparagin (N) ¢ vi tri 38 trong HA1 (N38), va khong phai 1a typ phu H3.

Theo mdt s6 phuong an, polypeptit dwa trén typ phu virut cim A. Theo mot sd
phuong an, polypeptit khong dua trén HA cua H7.

Nhu duge mé ta trén day, polypeptit theo sang ché duoc thiét két khong chi
dua trén céc trinh tw HA bb me tir cac typ phu ctia virut nhém 1 1am vacxin ctim (vi du
nhu H1 va H5), nhung ciing ¢6 thé dya trén céc trinh tw HA ctia cac typ phu virut cim
tr nhém 2, cu thé 1a cac typ phu cua virut cum nhém 2 ma duoc str dung lam vacxin
cm, nhu H3. Theo sang ché, cac polypeptit dugc tao ciu triic ma bao tdn epitop cia
CR8020 va CR8043 do céc khang thé nay c6 kha nang trung hoa phd rong cac ching
thudc nhom 2 (WO2010/130636). Trong cac polypeptit ndy, dai beta & phan duéi cing
ctia ving gbc va ving bao quanh né can dugc bao tdn boi vi vung nay 1a CR8020 va
CR8043 lién két véi HA ctia H3.

Theo mot s6 phuong 4n, cac ving cia HA 13 cta typ phu H3, t6t hon cia
ching A/Wisconsin/67/2005 (SEQ ID NO: 89), hodac A/Hong Kong/1/1968 (SEQ ID
NO: 121). Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc can phai hiéu rang virut cim
khac A chira HA cia typ phu H3 cfing c¢6 thé dugc str dung theo sang ché.

Theo mdt s6 phuong 4n, polypeptit chira, hodc bao gdm, doan polypeptit dau
tan cung N cia HA1 chua axit amin tor vi tri 1 dén vi tri x cta ving HA1 ctia H3, tbt

hon 14 axit amin tir vi trf p dén vi tri x cia ving HA1, trong d6 x 14 axit amin bt ky
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nam gitra cac vi trf 56 va 69, nhu 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67 hodc 68, cua
HA1 cuaa H3, t6t hon trong d6 x 1a 61, 62, 63 hodc 68. Theo mot sd phuong an, doan
polypeptit du tan cling C cia HAI chwa axit amin tir vi tri y dén va bao gdm axit
amin dau tdn cing C cta ving HA1 cta H3, trong d6 y 1a axit amin bét ky nam gitta
va bao gém cac vi tri 292 va 325, cia HA1 cta H3, t5t hon trong do y 1a 293, 306, 318
hoac 323.

Theo mot s& phuong an, cac ving ctia HA 1a ctia typ phu H3, t6t hon 1a chung
A/Wisconsin/67/2005 (SEQ ID NO: 89), hoic A/Hong Kong/1/1968 (SEQ ID NO:
121).

Theo sang ché, ving dau duoc loai bo béng cach loai bé mot phﬁn 16n cua trinh
tu HA1 va ndi lai cac trinh tu ddu tin cing N va C théng qua mot cau nbi ngén. Poan
bi loai bo co thé thay dbi vé& chiéu dai, nhung duoc wu tién 1a gbc cudi clng cua trinh
tu dau tan cung N cua HAI va géc dAu tién cta trinh ty ddu tan cung C gén nhau vé
mit khong gian dé tranh viéc dua ching vao thong qua trinh tu nbi. Trong trinh ty H3
cac doan duoc loai bo c6 thé duoc dua vao & (cac vi tri twong duong clia) S62-P322,
S63-P305 va T64-T317. Céac vi tri twong duong c6 thé duoc x4c dinh d& dang béi
ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc bang cach sap xép va so sanh trinh tw nhd
sir dung thuét toan thich hop vi du nhu Clustal hodc Muscle. Cac phén con lai cia
trinh tu c6 thé duoc ndi truc tiép hoac theo cach khic co thé dua vao cdu ndi linh
dong. Trinh tu cau ndi c6 thé c6 chibu dai tir 1 dén 50 axit amin. Puoc wu tién 13 cac
cau ndi linh dong c6 chidu dai gisi han (nhé hon hodc bang 10 axit amin), vi du GGG,
GGGG, GSA, GSAG, GSAGSA, GSAGSAG hoic twong tw. Chidu dai ctia doan bi
loai bo ciling c6 thé thay déi, vi du bang cach giam sb lugng gbc trong doan duogc loai
b6 bang cach bit ddu & (tuong dwong cia) vi tri 63, 64, 65, 66, 67, hodc lam ting
chiéu dai ctia doan bi loai bd, bang cach cit & vi tri 57, 58, 59, 60 hozc 61. Tuong tu,
axit amin cudi cing bi loai bo ¢6 thé & (twong dwong cta) vi tri 317, 318, 319, 320
hoac 321, hodc lam tang chiéu dai cua doan bi loai bo & (twong duong cua) vi tri 323,
324, 325, 326, hodc 327. Quan trong 1a nhan dién dugc su thay d6i vé chiéu dai cua
doan duogc loai bo c6 thé & trong phan duge bu bang cach 1am cho phu hop chidu dai
ctia trinh tu cAu ndi, tic 12 doan duoc loai bd 16n hon ¢6 thé duoc 1am cho phi hop véi
cau ndi dai hon va nguoc lai. Cac polypeptit ndy ciing dugce bao g0m trong sang ché.

Theo mot s phuong 4n, x 14 61 vay 1a 323.

Theo mdt sb phuong an, x 1 62 va y 12 306.

Theo mdt sb phuong an, x 12 63 va y 1a 318.
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Theo mot ) phuong an, x 1a (twong duong cta) vi tri 62, 63, 64, 65, 66, hodc
vi tri 56, 57, 58, 59 hodc 60.

Theo mét sé phuong 4n, y 14 (twong dwong cua) vi tri 306, 318, 319, 320, 321
hoac 322, hodc (twong duong cta) vi tri 324, 325, 326, 327, hoac 328.

Theo mdt phuong an, trinh tu axit amin ndi géc & dau tan cung C cia chudi
xodn A v6i gbe & dau tan cing N ctia chudi xodn CD tuong ng véi trinh tu axit amin
gifta axit amin & vi trf 400 va axit amin & vi tri 420 cia HA2 cua trinh tuw SEQ ID NO:
89, hodc cac gbe axit amin & cac vi tri twong duong trong cdc chung virut H3 khac,
trong d6 polypeptit chira mot hodc nhiéu dot bién trong trinh ty axit amin ndi gbc &
dAu tan cing C cta chudi xodn A véi gbe ¢ dau tan cing N ctia chudi xoan CD, tirc 1a
trinh tu axit amin kéo dai tir axit amin 400-420 cta trinh ty SEQ ID NO: 89, hodc céc
gbc axit amin twong dwong trong cac chiing virut cum H3 khéc.

Theo mdt sé phuong 4n, trinh ty axit amin néi gbc & dau tan cung C cua chudi
xodn A v6i gbe ¢ du tan cing N cta chudi xodn CD ctia HA ctia virut ctim thude typ
huyét thanh H3 chira trinh tu axit amtrong trinh tw SEQ ID NO: 104.

Theo sang ché, polypeptit chira mot hozic nhidu dot bién trong trinh tu axit
amin ndi gdc & dAu tan cing C cta chudi xoan A véi gbc & dau tén cing N ctia chudi
xo&n CD. Theo mét sb phuwong an, polypeptit chira mdt hozc nhiéu d6t bién trong
Bang 8, hodc dot bién trong dwong trong céc chiing virut ciim khac thudc typ phu H3.

Theo sang ché, vi tri cat gitra HA1 va HA2 duoc loai bd. Theo mot s6 phuong
an, viéc loai bod vi tri cét & vi tri 345 (d4nh sé d& cap dén trinh ty SEQ ID NO: 89)
duoc 1am dot bién (R345Q) dé ngin chan su tao thanh HAT va HA2 tir HAO. Mt cach
thy v cac gbe 347 dén 351 (IFGAIL mot phan ciia peptit dung hop) c6 thé duoc loai bo
thém dé 1am giam dén muc thip nhit su tiép xuic cia cac gbe ky nudc véi dung moi
chita nuéce. Dién tich duong & vi trf cét duoc bao tén 100% trong H3 va do d6 dot bién
nay c6 thé dugc 4p dung trong tat ca cac trinh tur.

Viéc loai bo ving dau ra khoi vong B giita cac gbe 400 dén 420 hién duoc cho
tiép xuc v6i dung moi chita nude. Trong cac HA ciia H3 vong ndy c6 tinh béo thi cao
(xem Bang 9). Trinh ty lién tng la: 401 I(E/G)KTNEKFHQIEKEFSEVEGR 421
(SEQ ID NO: 104; danh sé d& cap dén trinh ty SEQ ID NO: 89). Dé lam tang do hoa
tan cua vong nay dbi voi polypeptit theo sang ché trong céu hinh trude dung hop va
lam mét 6n dinh cAu hinh sau khi dung hop mét s gbc ky nuéc phai dugce bién dbi
thanh géc phén cuc (S,T,N,Q), axit amin tich dién (R,H,K,D,E), hodc phai lam ting do
linh dong bang cach gdy dot bién thanh G. Gay dot dic hiéu & cac vi tri 401, 408, 411,
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415, 418, (dénh s6 d& cip dén trinh tw SEQ ID NO: 89) s& gép phan lam 6n dinh
polypeptit theo sang ché.

Pé 1am 6n dinh cu hinh truée dung hop cta polypeptit theo sang ché lién két
cong hoa tri gifta hai phan xa nhau trong cac trinh tu bdc mét nhung gén nhau trong
céu hinh duoc cudn gip truée dung hop duoe dua vao. Cubi cung cau disulfit c6 thé
duogc thiét ké trong polypeptit theo sang ché, t6t hon 1a gitta (tuong duo*ng cua) vi tri
326 va 438 trong chung H3 A/Wisconsin/67/2005 (SEQ ID NO: 89). C4c vi tri tuong
duong c6 thé duoc xac dinh dé dang boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
bing cach sip xép va so sanh trinh tu nho sit dung thuat toan thich hop nhu Clustal,
Muscle etc. CAu disulfit duoc thiét ké duoc tao ra bing cach gy dot bién it nhét mot
(néu gbc con lai 1a xystein r6i), nhung thudng 1a hai gbc gan nhau vé khong gian véi
xystein, ma s€ tao thanh lién két cong héa tri mot cach tu phat hodc bang phan ng oxi
héa hoat hoa gifta cac nguyén tir luu huynh cta céc gbc nay. Cau xystein thay thé co
thé duoc tao ra gilta (twong dwong cua) vi tri 334 va 393 trong ching H3
A/Wisconsin/67/2005 (SEQ ID NO: 89) bing cach giy dot biét cac gdc niy thanh
xystein. Trong mdt s6 tudng hop xystein & (twong duong ctia) vi tri 321 duoc cai bién
thanh glyxin dé tranh sy tao thanh cau disulfit khong mong mudn.

Theo mét sd phuong 4n, polypeptit chira mot hodc nhiéu d6t bién trong sb cac
dot bién sau: F408S, 1411T, F415S, V418G, 1401R, K326C, S438C, T334C, 1393C,
C321G.

HA tu nhién tdn tai ¢ dang trime trén bé mat t& bao. Hau hét cac tuong tac giita
timg monome ma gitr dang trime cing ndm trong ving dAu. Sau khi loai b6 vung dau,
do do cu triic bac ba duoc 1am mét 6n dinh va vi vay ciing cb céc twong tc gifta cac
monome trong phan tir bi cit cut s& lam ting d6 on dinh. Trong ving gbc, trime hoa
dugc trung gian boi sy hinh thanh ctia motip cudén xodn dang trime. Bang c4ch cing ¢
motip nay cé thé tao ra dang trime thich hop hon. Trinh ty lién Umg dé tao ra dang
trime xoén cudn, IEAIEKKIEAIEKKIEAIEKK, duoc dua vao & (twong duong cua) vi
tr{ 421 dén 441. Dé tranh su can trd hinh thanh cau disulfit gitta cac vi tri 326 va 438
mot trinh tu thay thé ngin hon IEATEKKIEAIEKKI & (twong duong cta) cac vi tri
421 dén 435 ciing duoc st dung. Mot cach khac 1a dua vao trinh tu
RMKQIEDKIEEIESKQKKIEN, ¢6 ngudn gbc tir GCN4 va duoc biét 14 trime hoa, &
vi tri 421-441 hoc trinh ty ngin hon RMKQIEDKIEEIESK & vi trf 421 dén 435.

Polypeptit theo sang ché ¢ thé chira trinh tu noi bao va ving xuyén mang cta
HA vi vay cac polypeptit thu dugc trinh dién trén bé mat t& bao khi duoc biéu hién

trong té bao. Theo cac phuong 4n khéc, trinh tu trong té bao chit va trinh tu xuyén
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mang tir (twong dwong cua) vi tri 522 dén dau tin cing C duoc loai bo do do6
polypeptit duoc tiét ra (hoa tan dugc) duge san sinh sau khi biéu hién trong t& bao.
Tay ¥, mot sé gbe bd sung c6 thé duge bao gdm trong protein hoa tan duoc bang cach
loai b6 trinh tu tir (twong dwong cua) 523, 524, 525, 526, 527, 528 hodc 529.
Polypeptit hoa tan dugc co thé dugc lam 6n dinh hon nita b::ing cach dua vao trinh tu
da biét dé tao céu truc trime, tic 14 AYVRKDGEWVLL (SEQ ID NO: 143)(trinh tu
‘cudn gip’), tiy ¥ duoc ndi thong qua cau nbi. Céu ndi nay c6 thé tiy y chta vi tri
phan cit dé xir Iy sau d6 theo quy trinh ma ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc
da biét. Bé d& dang tinh ché dang hoa tan c¢6 thé bd sung thém trinh tu dudi, vi du dudi
his (HHHHHHH) duoc ndi théng qua cdu ndi ngan, vi du EGR. Theo mot sé phuong
4n cau ndi va trinh tu dudi his dugc thém vao khdng c6 trinh tw cudn gép duoc thé
hién.

Theo sang ché, trinh tu axit amin tir vi trf 530 (d4nh sb theo trinh ty SEQ ID
NO: 1) dén gbc axit amin dAu t4n cing C cta ving HA2 c6 thé dugc loai b va thay
thé bang cac trinh tr sau: EGRHHHHHHH (SEQ ID NO: 81), hodc
SGRSLVPRGSPGSGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLGHHHHHHH (SEQ
ID NO: 82).

Theo mét sé phuong an doan gbc dau tan cing N ctia HA1 khong chira trinh ty
tin hiéu. Nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc can phai hiéu rang trinh tu dén
dau (hodc trinh ty tin hiéu) ma didu khién sw van chuyén protein trong qua trinh san
sinh (vi du twong tmg v&i axit amin 1-17 cta trinh tu SEQ ID NO: 89), thuong sé&
khong c6 mit trong polypeptit cudi cing, vi du duge s dung trong vacxin. Do dé,
theo mot sd phuong 4n, polypeptit theo sang ché bao gdm trinh tur axit amin khong co
trinh tw dén dau.

Theo sang ché, polypeptit khong dua trén céc phan tir HA cta virut cim B.
Chung virut cum typ B gdy bénh cim lanh tinh & nguoi. Su bién ddi khang nguyén
trong HA trong chung virut cim typ B nho hon su bién ddi quan sat dugc trong ching
virut cim A. Hai giéng khac nhau vé di truyén va khang nguyén cua virut cim B dang
Ivu hanh & nguoi, dugc dai dién boi giéng B/Yamagata/16/88 (con duogc goi la
B/Yamagata) va B/Victoria/2/87 (B/Victoria) (Ferguson et al., 2003). Mac du phd gdy
bénh do virut cim B thudng nhe hon bénh do virut cim A gy ra, nhung van thuong
quan sat duoc ca bénh trdm trong cin phai nam vién do nhiém virut ciim B.

Theo sang ché céc polypeptit dugc d& xuit ma mé phong cac epeitop dic hiéu
ctia CR6261 va CR9114, va c6 thé duoc sir dung 1am cac polypeptit gdy mién dich, vi

du dé kich hoat cac khang thé trung hoa chéo khi duoc str dung in vivo, riéng hozc két
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hop véi chét didu tri du phong va/hodc diéu tri chita bénh khéc. Véi “céc khang thé
trung hoa chéo”, cac khang thé dé chi rang c6 kha nang trung hoa it nhét 14 hai, tSt hon
it nhat 1a ba, bdn, hodc nam typ phu khac nhau ctia virut cim A thudc nhém phét sinh
chung loai 1, va/hodc it nhéat 1a hai, tt hon it nhét 12 ba, bdn, hodc nam typ phu khac
nhau cia virut cim A thudc nhém phat sinh chung loai 2, va/hodc it nhat 14 hai, typ
phu khac nhau cta virut cim B, cu thé 1a it nhét 1 tit ca céc ching virut ma duoc
trung hoa boi CR6261 va CR9114.

Polypeptit theo sang ché khong chita HA1 chiéu dai di. Theo mot sd phuong
an, cac polypeptit gdy mién dich hdu nhu nhé hon HAO, t6t hon khong c6 toan bo hoic
hau nhu toan bd ving ddu hinh ciu cua HA. T4t hon, cac polypeptit giy mién dich c¢6
chiu dai khong nhiéu hon 360, tbt hon khong nhiéu hon 350, 340, 330, 320, 310, 305,
300, 295, 290, 285, 280, 275, hodc 270 axit amin. Theo mdt phuong &n, polypeptit gy
mién dich c6 chiéu dai tir 250 dén 350, t6t hon 1a tir 260 dén 340, tot hon la tir 270 dén
330, t6t hon 14 tir 270 dén 330 axit amin.

Theo mot s6 phuong 4n, polypeptit lién két c6 chon IQC v6i khang thé CR6261
va/hodc CR9114. Theo mot phuong an, polypeptit khong lién két v6i khang thé
CR8057. Theo mdt phuong 4n, CR6261 chira ving bién dbi cua chudi ning chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 20 va vung bién dbi cta chudi nhe chira trinh tir
axit amin néu trong SEQ ID NO: 21; CR9114 chira viing bién d6i ctia chudi ning chta
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 18 va vung bién ddi cua chudi nhe chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 19. Theo mdt phuong an, CR8057 chtra ving bién
d6i ctia chudi ning chua trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 22 va viing bién doi
cta chudi nhe chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 23.

Nhu duoc mo6 ta trén day, polypeptit chira ving HA1 ctia hemagglutinin cta
virut cum ma bao gdm doan gbe dau tan cing N ciia HA1 dugc lién két cong hoa tri
bang trinh tw nbi gdm 0- 50 cac gbe axit amin voi doan gbe dau tan cing C cua HAL.
Trinh tu ndi khong ¢6 trong tw nhién, hozc kiéu dai, HA. Theo m6t sb phuong 4n, cau
nbi 1a peptit ma bao gdbm mot gde axit amin, hai gdc axit amin hodc it hon, ba gbc axit
amin hodc it hon, bdn gbc axit amin hodc it hon, nam gdc axit amin hogc it hon, mudi
géc axit amin hodc it hon, 15 géc axit amin hodc it hon, hodic 20 gdc axit amin hosc it
hon hodc 30 géc axit amin hodc it hon hodc 40 géc axit amin hodc it hon hodc 50 gbc
axit amin hodc it hon. Theo phuong an cu thé, trinh tu ndi 1a trinh tu duoc chon tir
nhém bao gbm G, GS, GGG, GSG, GSA, GSGS, GSAG, GGGG, GSAGS, GSGSG,
GSAGSA, GSAGSAG, va GSGSGSG.
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Sang ché con d& cap dén cac phuong phap tao ra polypeptit theo sang ché, cu
thé 1a dé c4p dén trinh tu axit amin cta polypeptit ving gbc cua HA theo sang ché,
cling nhu polypeptit ¢ thé thu duoc hoic thu duge bang cac phuong phap nay. Theo
mdt s phuong an, phuong phép bao gdm céc budce sau:

- Cung cip trinh tu axit amin HAO ctia virut cim, vi du trinh tw HAO cta virut
cum thudc typ huyét thanh H1, H5 hozc H3;

- Loai bo vi trf cét gitra HA1 va HA2, t6t hon 1a biang cach gay dot bién axit
amin dau tin cting C ciia HA1 thanh axit amin khac véi arginin (R) hoic lysin (K);

- Loai b6 trinh ty axit amin ctia vung dAu hinh cau tir trinh tu HAO; Buéc nay
duogc thuc hién bang cach loai bo mot doan ciia ving HA1 gitta axit amin & vi trf x va
axit amin & vi tri y, va ndi lai doan déu tan ciing N (kéo dai tir axit amin & vi trf 1 dén
va bao gdm axit amin & vi trf x cia HA1) va doan dAu tan cing C ciia HA1 (kéo dai tir
axit amin y dén axit amin dau tan cing C ctia HA1), do d6 thu duge, tiy ¥ thong qua
trinh tw ndi gdm 0-50 axit amin.

- Lam tang do én dinh ctia cu hinh trude khi dung hop va loai bé viéc lam 6n
dinh cAu hinh sau khi dung hop ctia HA cai bién, t5t hon 14 bang cach dua mot hodc
nhiéu dot bién vao trong trinh ty axit amin nbi gbc ¢ dau tan cing C ctia chudi x04n A
v6i gbe & dau tan cung N cta chudi xo#n CD, tét hon 1 trong trinh tu axit amin kéo
dai tir axit amin 402-418 cua HA cua HI1, cu thé 1a chta trinh ty axit amin
MNTQFTAVGKEFN(H/K)LE(K/R) (SEQ ID NO: 17) hoac
I(E/G)KTNEKFHQIEKEFSEVEGR 421 (SEQ ID NO: 104) d6i véi HA ctia H3. Dot
bién tt hon 12 dot bién thay thé cac gbe axit amin ky nuée thanh cac gbe axit amin wa
nudc.

- Pua mot hodc nhiéu ciu disulfit vao polypeptit ving gbc ctia HA.

Theo sang ché, viéc loai bo vi tri cit gitta HA1 va HA2 ¢6 thé dat duoc béng
cach gdy dot bién R (mét sb it truong hop 14 K) thanh Q & vi tri P1 (xem vi du Sun et
al, 2010 dé biét giai thich vé danh phap ctia vi tri cét (vi tri 343 trong trinh tw SEQ ID
NO: 1). Viéc gay dot bién thanh Q duoc wu tién nhung S, T, N, D hoic E 1 cac dang
thay thé.

Viéc loai bo vung dau c6 thé dat duoc, vi du béng cach loai bo axit amin 53
dén 320 tr SEQ ID NO; 1. Céc vi tri tuong duong c6 thé duoc xac dinh dé dang boi
ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc bang cach sip xép va so sanh trinh tu nho
stt dung thuét toan thich hop vi du nhu Clustal hodc Muscle. Céc phén con lai cua
trinh tw c¢6 thé dugc ndi truc tiép, ho#c theo cach khac ¢6 thé dua vao ciu ndi linh

dong. Trinh ty cau noi co thé cd chiéu dai tir 1 dén 50 axit amin. Dugc wvu tién la cac
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cau ndi linh dong c6 chiéu dai gii han (nho hon hodc bang 10 axit amin), vi du GGG,
GGGG, GSA, GSAG, GSAGSA, GSAGSAG hoic tuong ty. Chiéu dai cia doan bi
loai b cling c6 thé thay dbi, vi du bang cach bat dau loai bo & (twong duong ctia) vi tri
(x), vi du & vi tri 54, 55, 56, 57 hodc 58, hodc lam ting chiéu dai coa doan bi loai bo,
bang cach cat & vi tri.47, 48, 49, 50, 51, hodc 52. Twong tu, axit amin cubi cing bi loai
b6 c6 thé & (twong duong ciia) vi tri (y), nhu 315, 316, 317, 318 hodc 319, hodc lam
tang chiéu dai ctia doan bi loai bé & (twong dwong ctia) vi tri 321, 322, 323, 324, hodc
325. Quan trong la nhan dién dugc su thay ddi vé chiéu dai caa doan dugc loai bo ¢co
thd & trong phan dugc bu bing cach 1am cho phu hop chiéu dai cua trinh ty cau ndi,
ttrc 1a doan duge loai b 16n hon ¢6 thé dugc 1am cho phu hop voéi cau ndi dai hon va
nguoc lai. Cac polypeptit nay ciing c6 thé dugc bao gdm trong sang ché.

Theo séang ché, d6 hoa tan ctia vong gifta chudi cudn xoan A va chudi cudn
xo04n CD duoc tang 1én. Vong nay dugc tao thanh béi (twong duong cua) cac gbe 402
dén 418 trong ching H1 A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1). Do d6, d6 6n dinh ctia
cAu hinh trude khi dung hop duoc ting 1én va cau hinh sau khi dung hop ctia HA duge
cai bién dugc 1am mét én dinh. Vong nay c6 tinh bao thu cao trong trinh ty H1, nhu
duoc thé hién trong bang 6 dudi day. Diéu nay c6 thé dat dwoc ching han bang cach
thay thé axit amin I, L, F hodc V trong vong nay bing cac ban sao ua nude. Vi tri
tuong duong cé thé duoc xac dinh dé dang bai ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh
vue bang cach sép xép va so sanh trinh tu nho st dung thuét toan thich hop vi du nhu
Clustal hogc Muscle. Dot bién thanh glyxin 1am méat 6n dinh cdu hinh sau khi dung
hop do d6 linh dong cao cua axit amin nay dan dén sy giam d6 6n dinh clia chudi cudn
xo#n sau dung hop duoc tao thanh boi phin nay cta trinh tw HA. Trinh tu lién tmg mo
ta vong gifra gbc 402-418 cua HA ctia virut ctiim thudc typ huyét thanh H1 1a (SEQ ID
NO: 17) MNTQFTAVGKEFN(H/K)LE(K/R) . Trong mét sb polypeptit theo sang ché
axit amin & cac vi trf 406, 409, 413 va/hoac 416 (hoac vi tri twong duong cua ching,
nhu duogc xac dinh tu sép Xép va so sanh trinh tu ) la axit amin phan cuc (S,T,N,Q),
tich dién (R,H,K,D,E) hodc linh dong (G). Ciing ¢6 thé 1a t hop ctia cac dot bién nay
& cac vi tri nay, vi du F406S, V409T, L416S nhu trong trinh tu SEQ ID NO: 10 va
SEQ ID NO: 14. Trong mdt sb truong hop dot bién dé phuc hdi axit amin lién ung
dugc vu tién, vi du trong d6 V hodc M ¢ vi tri 404 (thanh T), V ¢ 408 (thanh A) hodc
410 (thanh G) hodc I & 414 (thanh N); ty 1& dot bién trong trinh tw & c4c axit amin nay
1a rét thdp. Tong quat vé dot bién duoc mb ta trén ddy ma xac dinh dic tinh polypeptit

theo sang ché duoc dua ra trong cic Bang 6.
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Theo sang ché, mot hoac nhiéu cau disulfit duge dua vao trong polypeptit ving
gbc, tot hon 14 gifta axit amin & (hodc vi trf twong dwong cua) vi tri 324 va 436 trong
ching H1 A/Brisbane/59/2007: SEQ ID NOs: 13-16. Céc vi tri tuong duong co thé
duoc xé4c dinh d& dang boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc bang cach sip
xép va so sanh trinh ty nho sir dung thuét toan thich hgp nhu Clustal, Muscle etc. Cau
disulfit duoc thiét ké duoc tao ra bang cach gay dot bién it nhat mot (néu géc con lai la
xystein rdi), nhung thuong 12 hai gbc gan nhau vé khong gian véi xystein, ma s& tao
thanh lién két cong héa tri mot cach tu phat hodc bﬁng phan Gng oxi hoa hoat hoa gifta
céc nguyén tir luu huynh ciia cac goe nay.

Céc polypeptit c6 thé thu duoc bang phuong phap nay ciing 1a mot phan cua
sang ché.

HA tu nhién ton tai & dang trime trén bé mat t& bao. Hau hét cac twong tac gitra
timg monome ma giit dang trime cling nim trong ving d4u. Sau khi loai bé ving dau,
cAu tric bac ba do d6 duge lam mét én dinh va vi vy clng cb cac tuong tac gitta cac
monome trong phan tir bi cit cut s& lam ting do 4n dinh. Trong ving gbc, trime héa
duoc trung gian boi sy hinh thanh ciia métip cuén xoan dang trime. Bing céch clng cb
motip nay co thé tao ra dang trime thich hop hon. Theo sang ché, trinh tu lién tng dé
tao ra dang trime xodn cudn, IEAIEKKIEAIEKKIE (SEQ ID NO: 83), c6 thé dugc
dua vao trong polypeptit theo sang ché & (twong dwong ctia) vi tri 418 dén 433. Theo
mot sb phuong 4n, trinh tw MKQIEDKIEEIESKQ (SEQ ID NO: 84), c6 ngudn gdc tir
GCN4 va duoc biét 1a trime hoa duoc dua vao & (twong duong clia) vi tri 419-43. Theo
mot s6 phuong 4n, mit trung gian cla trime dugc lam 6n dinh bang cach cai bién
M420, 1423, V427, G430 thanh isoleuxin.

Theo mdt sb phuong 4n, polypeptit bao gdm trinh tu axit amin dugc chon tir
nhém bao gdbm SEQ ID NO: 3-16, SEQ ID NO: 44-53, SEQ ID NO: 111-114, SEQ ID
NO: 119-120, SEQ ID NO: 125, 126, 130, SEQ ID NO: 144-175 va SEQ ID NO: 177-
187.

Theo mdt s6 phuong 4n, polypeptit dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:
45, SEQ ID NO; 113 va SEQ ID NO: 130.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc can phai hiéu ring trinh tu dan
dAu (hodc trinh ty tin hiéu) ma diéu khién sy van chuyén protein trong qué trinh san
sinh (vi du tuong tmg véi axit amin 1-17 cua trinh tu SEQ ID NO: 1 ), khong ¢6 mat
trong polypeptit cudi cing, vi du dugc sir dung trong vacxin. Theo mot s6 phuong 4n,

polypeptit theo sang ché do d6 bao gdém trinh tu axit amin khong c6 trinh tw dan dau.
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Céc polypeptit ving goc hemagglutinin ctia virut cim nay c6 thé duoc didu ché
theo k¥ thuét bt ky dugce xem 1a phit hop véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vue, bao gdm céc k§ thudt md ta dudi day.

Do d6, céc polypeptit gdy mién dich theo sing ché c6 thé dugc tong hop dudi
dang trinh ty ADN béng cac phuong phap chuin da biét trong linh vuc va dugc tach
dong va sau d6 dugc biéu hién, in vitro hodc in vivo, sit dung enzym gi6i han va
phuong phép phii hop d biét trong linh vue. Do d6 sang ché ciing dé cap dén cac phan
tr axit nucleic ma héa cac polypeptit duoc mo ta trén day. Sang ché con dé cap dén
céc vecto chira axit nucleic ma hoa polypeptit theo sang ché. Theo mot sé phuong én,
phén tir axit nucleic theo sang ché 1a mot phén cua vecto, vi du plasmit. Céc vecto nay
6 thé duge thao tac d& dang bang cac phuong phap ma ngudi ¢ hiéu biét trung binh
trong linh vuc da biét, va co thé thé vi du dugc thiét ké dé c6 kha nang sao chép trong
t& bao nhan so vahodc té bao nhan that. Ngoai ra, nhiéu vecto ¢6 thé truc tiép hoac &
dang phan doan mong mudn duoc phan lap tir 46 duge sir dung dé bién d6i t& bao
nhan that va s& tich hop toan b hodc mot phﬁn trong bo gen cua cic té bao nay, tao ra
té bao chu thich hop chta axit nucleic mong mudn trong bd gen cua ching. Vecto
duogce sit dung c6 thé 13 vecto bat ky ma thich hop dé tach dong ADN va c6 thé duoc s
dung dé phién ma axit nucleic quan tim. Khi t& bao chi duoc sir dung, vecto duoc uu
tién 1a vecto tich hop. Theo cach khac, vecto nay c6 thé 1a vecto sao chép thé bd sung.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc c6 kha nang lya chon céc vecto
biéu hién ph hop, va chén cic trinh tu axit nucleic theo séng ché theo cach c6 chic
nang. Dé thu duoc su biéu hién cua cac trinh tu axit nucleic ma hoa polypeptit, ngudi
c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc di biét ring cac trinh tw c6 kha ning diéu kién
su biéu hién ¢6 thé duge ndi theo cach cé chirc ning véi cac trinh tu axit nucleic ma
héa polypeptit, tao thanh cac phan tir axit nucleic tai t6 hop ma hoa protein hoic
polypeptit & dang biéu hién duoc. Nhin chung, trinh ty trinh tw khoi dau phién ma
dugc dat phia trudc céc trinh tu can duoc biéu hién. Nhiéu vecto biéu hién c6 sin
trong linh vuc nay, vi du hang loat vecto pcADN va pEF cua hang Invitrogen, pMSCV
va pTK-Hyg cta hiang BD Sciences, pPCMV-Script cua hang Stratagene, v.v., c6 thé
duoc str dung & thu duge céc trinh tu khoi d4u va/hodc két thuc phién ma phu hop,
trinh tu polyA, va tuong tu. Trong d6 trinh tu ma hoa polypeptit quan tdm dugc chén
vao thich hop c6 dan dén cac trinh tu diéu khién qué trinh phién ma va dich ma cia
polypeptit duoc ma hoa, cat xét biéu hién thu duoc c6 tic dung san sinh ra polypeptit
quan tam, dugc goi la su bidu hién. Cac trinh tu didu khién sy biéu hién c6 thé bao

gbm trinh tu khoi dau phién ma, trinh tu ting cudng va tuong tu, va su két hop cua
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chung. Céac trinh ty nay c¢6 kha nang hoat dong trong té bao chu, qua dé didu khién su
biéu hién cua c4c trinh ty axit nucleic ma duoge ndi theo cach c¢6 chiic ning véi ching.
Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nhan thdy ring cac trinh tu khai dau
phién ma khéc nhau cé thé duoc sir dung dé thu duogc su biéu hién cﬁa gen trong té
bao cha. Céac trinh tu k_héri dau phién ma ¢ thé cdu thanh hodc duge diéu hoa, va co
thé thu duoc tir cac ngudn khéc nhau, bao gdm ngudn virut, nhan so hozc nhén that,
hodc duoc thiét ké nhan tao. Su biéu hién cla céc axit nucleic quan tdm c6 thé 1a tir
trinh tu khoi dau phién ma tu nhién hodc dan xut cia n6 hodc tir trinh tu khoi dau
phién ma hoan toan khac loai (Kaufman, 2000). Mot s trinh tw khoi dau phién ma da
biét va duoc sir dung nhiéu dé biéu hién trong té bao nhan that chia céc trinh tu khoi
d4u phién ma ¢6 ngudn gde tir virut, nhw adenovirut, vi du trinh tu khoi d4u phién ma
ctia E1A, céc trinh tu khoi ddu phién ma c6 ngudn gde tir cytomegalovirut (CMV),
nhu trinh tu khéi ddu phién ma tir CMV ngay ban dau (immediate early-IE) (con duoc
goi 1a trinh tu khoi ddu phién md CMV) (c6 thé thu duoc ching han tir pcADN,
Invitrogen), céc trinh ty khoi dau phién ma co ngudn gbc tir Virut Simian 40 (SV40)
(Das et al, 1985), va tuong tw. Céac trinh tu khéi dau phién ma thich hop ciing ¢6 thé co
ngudn gbc tir t& bao nhan that, nhu céc trinh tu khéi diu phién mi methallothionein
(MT), yéu t6 kéo dai 1o (EF-1a) trinh tw khoi du phién ma (Gill et al., 2001), trinh tur
khéi dAu phién ma ubiquitin C hoic UB6 (Gill et al., 2001), trinh tu khai dau phién ma
actin, trinh tu khoi ddu phién m3 globulin mién dich, cac trinh tu khoi dau phién ma
sb¢c nhiét, va twong tu. Thir nghiém vé chirc ning va chiéu dai cua trinh tu khai dau
phién ma 12 vin dé thong thuong dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc,
va nhin chung c6 thé ching han bao gbém tich dong gen thir nghiém nhu lacZ,
luxiferaza, GFP, etc. nim sau trinh tu trinh tu khoi dau phién ma, va tht nghiém vé su
biéu hién cta gen thir nghiém. T4t nhién, céc trinh tu khai dau phién ma co thé duogc
lam thay dbi bang cach loai bo, thém, gy dot bién vé trinh ty trong d6, va duoc thir
nghiém vé chuc ning, dé tim ra c4c trinh tu khéi dau phién ma méi, dugc lam yéu
hodc duoc cai thién. Theo sang ché, viéc chon lua cac trinh tu khéi dau phién ma
manh tao ra muc do phién ma cao trong té bao nhan that duoc wu tién.

Céc céu tric nay c6 thé duoc chuyén nhiém vao té bao nhan that (vi du t bao
thuc vat, nAm, ndm men hodc dong vét) hoic hé biéu hién nhan so phi hop nhu E. coli
béng céc phuong phap ma ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc da biét. Trong
mét sb trudng hop trinh tu “dudi” thich hop (vi du nhu, nhung khong chi giéi han &,
dudi his-, myc-, strep-, hodc flag-) hodc protein hoan chinh (vi du nhu, nhung khong

chi gi6i han &, protein lién két maltoza hodc glutathion S transferaza) c6 thé duoc
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thém vao céc trinh tu theo sang ché @ cho phép tinh ché va/hodc nhan dién céac
polypeptit tir t& bao hozc dich ndi. Tity y, trinh tu chita vi tri phan gidi protein ddc hiéu
c6 thé duge bao gdm dé sau do loai bo dudi bang cach phan giai protein.

Céc polypeptit tinh sach ¢6 thé duge phan tich bing phuong phap quang phd
da biét trong linh vuc (vi du phuong phép quang phé luong sic vong, phuong phap
quang phé hdng ngoai bién dbi Fourier va phuong phap quang phé NMR hoic tinh thé
hoc tia X) dé kiém tra sy c6 mit cla ciu tric mong mudn nhu chudi cudn xodn va dai
beta. ELISA, Octet va FACS va phuong phép tuong tu ¢ thé dugc st dung dé kiém
tra lién két cta polypeptit theo sang ché véi cac khéng thé trung hoa phd rong dugc
md ta trude (CR6261, CR9114, CR8057). Do d6, cac polypeptit theo sang ché c6 cau
hinh chinh xac ¢6 thé duge chon loc.

Sang ché con dé cap dén cac ché phim gay mién dich chira lugng c6 hidu qua
diéu tri bénh cua it nhat mot polypeptit va/hodc céc axit nucleic theo sang ché. Theo
mot s6 phuong 4n, cdc ché pham chita cac polypeptit chira cic ving gbe
hemagglutinin tir (hoac dua trén) HA ctia mot typ phu virut cum, vi du dya trén HA
ctia virut cim chua HA ctia vi du typ phu H1 hozc H7. Theo mdt sb phuong 4n, cac
ché phdm chua cac polypeptit chita cac ving gbc hemagglutinin dya trén HA cua hai
hodc nhiéu typ phu khac nhau cia virut cum, vi du céc ché phim chira ca cac
polypeptit chira cac ving géc hemagglutinin dua trén HA cua typ phu HI va céc
polypeptit chira cac ving gdc hemagglutinin dua trén HA cta typ phu H7.

Tét hon, cac ché phiam giy mién dich con chira chit mang duoc dung. Trong
ngit canh nay, thuét ngit "duoc dung" chi chit mang, véi liéu lugng va noéng do phu
hop dugc st dung, s& khong gay ra cac tdc dung khong mong mudn hodc ¢6 hai cho
d6i twong str dung cic chit mang nay. Cac chit mang va ta duoc duge dung nay la da
biét trong linh vuc (xem Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th edition, A. R.
Gennaro, Ed., Mack Publishing Company [1990]; Pharmaceutical Formulation
Development of Peptides va Proteins, S. Frokjaer va L. Hovgaard, Eds., Taylor &
Francis [2000]; va Handbook of Pharmaceutical Excipients, 3rd edition, A. Kibbe, Ed.,
Pharmaceutical Press [2000]). Thuét ngft "ch4t mang" chi chat pha loéng, chit bd tro,
t4 dugc, hodc chat din thudc ma duoc str dung cung véi ché phém. Dung dich nuéc
mubi va dung dich nudc dextroza va dung dich glyxerol c6 thé vi du duoc sir dung lam
chit mang long, cu thé 1a 1am cac dung dich tiém dugc. Dang bao ché chinh x4c can
phai phu hop véi duong st dung. Polypeptit va/hodc cac phén tir axit nucleic t6t hon 1a
duoc bao ché va st dung dudi dang dung dich vo tring. Dung dich vo tring duge didu

ché bang cach loc vé tring hodc bang cic phuong phap khic ma nguoi c6 hiéu biét
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trung binh trong linh vuc da biét. Dung dich nay sau d6 c6 thé dugc lam dong kho
hodc dugc nap vao céc vat chura phan lidu duge phém. Do pH cua dung dich thuong
nim trong khoang pH 3,0 d&n 9,5, vi du pH 5,0 dén7,5.

Sang ché con dé cap dén cac phuong phéap gdy dap tmg mién dich & d6i tuong,
phuong phap nay bao gdm sir dung cho dbi tuong, polypeptit, phan tir axit nucleic
va/hodc ché phdm gay mién dich nhu duge mo ta trén day. Déi tuong theo sang ché t6t
hon 13 dong vat ¢6 vi ma c6 thé duoc gdy nhidm bing tac nhan gdy bénh lay nhiém,
cu thé 1a virut cum, hodc theo cach khac c6 thé c6 loi tir viéc gdy dap ung mién dich,
dbi twong nay chiang han 1a loai gam nham, vi du chudt nhét, chdn, hoic vt nudi trong
nha hodc trang trai, hodc dong vat linh truéng khong phai nguoi, hodc nguoi. Tét hon,
d6i twong nay 1a déi twong ngudi. Do d6 sang ché dé xuit cic phuong phép giy dép
img mién dich dbi véi hemagglutinin (HA) ciia virut cim, cu thé 14 virut cim A thude
nhom 1 va/hodc nhém 2, nhu virut cim chita HA thudc typ phu H1, H2, H3, H4, HS,
H7 va/hodc H10, va/hodc cua virut cum B, & dbi twong sir dung polypeptit, cac axit
nucleic va/hodc cac ché phdm gdy mién dich duge mb ta & day. Theo mot s6 phuong
4n, dép tmg mién dich duoc gy ra c6 hidu qua phong ngira va/hodc didu tri nhiém
virut cum do typ phu cta virut cim A thugc nhom 1 va/hodc nhom 2 va/hodc virut
cim B gy ra. Theo mdt s6 phuong 4n, dap tng mién dich dugc giy ra béi polypeptit,
c4c axit nucleic va/hodc cac ché pham gdy mién dich duoc mb ta & day c6 hiéu qua
phong ngira va/hodc diéu tri nhidm virut cim A vi/hodc B gdy ra boi hai, ba, bbn, nim
hodc sau typ phu cua viruts cim A va/hodc B.

Boi vi da biét rang cac protein va/hodc cac phén tir axit nucleic nho ludn ludn
khong gdy ra mot cach hiéu qua dap img mién dich c6 hiéu lue, ¢6 thé can thiét dé lam
tang tinh gay mién dich ctia polypeptit va/hodic cac phan tir axit nucleic bang cach bd
sung t4 duoc. Theo mot sé phuong an, cac ché pham gy mién dich duoc mo ta & day
chura, hodc duoc sir dung két hop véi, ta duoc. T4 duoc dé st dung két hop voi ché
phém duge mod ta & day c6 thé duoc str dung trudc, déng thoi, hodc sau khi sir dung
ché phdm nay. Vi du vé céc ta duogc thich hop bao gém céc mudi nhém nhu nhém
hydroxit va/hodc nhém phosphat; cac ché phdm nhii twong trong dau (hodc cac ché
phdm dau trong nudc), bao gdm cac nhil tuong squalen-nuée, nhu MF59 (xem vi du
WO 90/14837); ché phdm saponin, vi du nhu QS21 va cac phiic hop kich thich mién
dich (ISCOMS) (xem vi du US 5,057,540; WO 90/03184, WO 96/11711, WO
2004/004762, WO 2005/002620); cac cht dan xudt tir vi khun hodc vi sinh vat, vi du
vé céc chat nay 1a monophosphoryl lipit A (MPL), MPL 3-O-deaxylat héa (3dMPL),
CpG-mdtif chira oligonucleotit, doc t& vi khuan ADP-ribosyl hoa hoac dang dot bién
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ctia n6, nhu ndi doc td6 LT khong bén nhiét tir E. coli, doc td khudn ta CT, doc t6 ho ga
PT, hodc doc t& udn van TT, M chét nén (Isconova). Ngoai ra, cac k§ thuat 1am cho c6
kha ning mién dich da biét c6 thé duoc sir dung, nhu dung hop polypeptit theo sang
ché v6i céc protein da biét trong linh vuc dé tang cuong dap tmg mién dich (vi du doc
t6 udn van, CRM197, rCTB, flagellin tir vi khuin hodc cac protein khac) hodc bao
gdm polypeptit trong virosom, hodc két hop céc k¥ thuat nay. Céc vi du khong gi6i
han khac c6 thé duoc sir dung 1a cac vi du duge boc 16 bdi Coffman et al. (2010).

Theo mdt phuong an, cac polypeptit vung gbc hemagglutinin cua virut cim
nay theo sang ché duoc két hop vao vecto dang hat twong tu virut (VLP). VLP thuong
chira (cac) polypeptit cta virut thong thuong co6 ngudn gde tir (cac) polypeptit ciu tric
ctia virut. Tt hon, VLP khong c6 kha ning sao chép. Theo mdt s6 phuwong an, VLP ¢6
thé khong c6 bd gen hoan chinh ciia virut hodc chtta mot phén cua bd gen virut . Theo
mdt s phuong 4n, VLP khong c6 kha nang giy nhiém té bao. Theo mdt s phuong an,
VLP biéu hién trén bé mit ctia ching mdt hoic nhiéu gbc dich cta virut (vi du,
glycoprotein bé mit cta virut) hoic khong phai cua virut (vi du, khang thé hodc
protein) ma ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc da biét.

Theo phwong an cu thé, polypeptit theo sang ché duoc két hop vao virosom.
Virosom chtra polypeptit theo sang ché ¢ thé dugc tao ra bang cach s dung cac k¥
thuat ma ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc da biét. Vi du, virosom c6 thé
duoc tao ra bang cach pha v& virut tinh sach, tich biét bo gen, va lap ghép lai cac hat
bang céc protein ciia virut (vi du, polypeptit ving gbc hemagglutinin cta virut cim) va
lipit dé tao ra cac hat lipit chira céc protein cia virut.

Sang ché con dé cap dén cac polypeptit duge mo ta trén ddy, cac axit nucleic
va/hodc cac ché phdm gy mién dich dé gay dép tng mién dich & d6i twong khang HA
clia virut cim, cu thé 1a duge st dung lam vacxin. Céc polypeptit ving goc
hemagglutinin cua virut cim nay, cac axit nucleic ma hoa céc polypeptit nay, hodc cac
vecto chita cac axit nucleic nay hodc cac polypeptit duge md ta & day do d6 c6 thé
dugc st dung dé kich hoat cac khang thé trung hoa khéang virut cim, vi du, khang
ving gbc cia virut cim hemagglutinin. Cu thé, séng ché @ cap dén céc polypeptit, cac
axit nucleic, va/hodc céc ché phém gdy mién dich nhu duoc mé ta trén diy duge st
dung lam vacxin trong viéc phong ngtra va/hoac diéu tri bénh hodc tinh trang bénh 1y
gdy ra boi virut cim A thudc nhém phat sinh ching loai 1 va/hodc nhém phat sinh
chung loai 2 va/hoac virut cum B. Theo mdt phuong 4n, vacxin c6 thé duoc str dung
trong viéc phong ngtra va/hodc diu tri cac bénh gay ra béi hai, ba, bdn, ndm, sdu hoic

nhiéu hon typ phu khéc nhau ctia nhém phat sinh ching loai 1 va/hodc 2 va/hodc virut
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cum B. Polypeptit theo sang ché ¢6 thé duge str dung sau tong hopin vitro hoic trong
hé biéu hién té bao thich hop, bao gdm t€ bao vi khuan va t& bao nhén that, hoic theo
cach khac, c6 thé duoc biéu hién in vivo & dbi tuong can, béng cach biéu hién axit
nucleic mi hoa polypeptit gdy mién dich. Vacxin axit nucleic nay c6 thé & dang bét ky,
bao gbém va tran, plasmit, hoic cic vecto virut bao gdm cac vecto adenovirut.

Viéc str dung polypeptit, cac phan tir axit nucleic, va/hodc cac ché phim gay
mién dich theo séng ché c6 thé duoc thuc hién bﬁng cac duong st dung tiéu chuén.
Céc vi du khong giéi han bao gbm st dung ngoai duong tiéu héa, nhu trong mach,
trong da, qua dd, trong co, dudi da, v.v., hodc stt dung & niém mac, vi du trong mili,
miéng va tuong tw. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc c6 thé xac dinh cac
kha ning khac nhau dé sir dung polypeptit, cdc phan tir axit nucleic, va/hodc cac ché
phdm gdy mién dich theo sang ché, d giy dap tmg mién dich. Theo mét s6 phuong
an, polypeptit, phan tir axit nucleic, va/hodc ché phdm gay mién dich (hoic vacxin)
duoc str dung nhiéu hon mét 1an, tirc 13 trong phac dd duoc goi 14 khoi mao-thic day
cung loai. Theo mét s& phuong an trong d6 polypeptit, phan tir axit nucleic, va/hodc
ché phim gdy mién dich duoc st dung nhiéu hon mot 14n, viée st dung lidu thir hai c6
thé duoc thuc hién sau mot khoang thoi gian, vi du, mot tudn hodc 14u hon sau khi st
dung lidu tht nhét, hai tudn hodc 14u hon sau khi sir dung lidu thir nhit , ba tudn hodc
1au hon sau khi st dung lidu tht nhat, mot thang hodc 1au hon sau khi sir dung lidu thtr
nhét, sau tudn hodc l4u hon sau khi str dung liéu thr nhét, hai thang hosc 14u hon sau
khi sir dung lidu tht nhét, 3 thang hozc 14u hon sau khi str dung liéu thir nhit, 4 thang
hodc 14u hon sau khi sir dung lidu thtr nhét, v.v., dn vai ndm sau khi st dung liu tha
nhit ciia polypeptit, phan tir axit nucleic, vid/hodc ché pham giy mién dich. Ciing ¢
thé st dung vacxin nhiéu hon hai 14n, vi du ba lan, bén 1an, v.v., do dé viéc str dung
khoi mao déu tién duge theo sau bdi nhiéu hon mét 1an s dung tang cuong. Theo cac
phuong an khéc, polypeptit, phan tir axit nucleic, va/hodc ché phim gay mién dich
theo sang ché duoc sir dung chi mot lan.

Polypeptit, cac phan tir axit nucleic, va/hodc cac ché pham gay mién dich ciing
¢6 thé duoc st dung, hoic & dang khoi mao, hodc & dang ting cudng, trong phic dd
khoi mao-tang cuong khéc loai.

Séng ché con @& xuét cac phuong phép phong ngira va/hodc diéu tri bénh do
virut ctim & ddi tuong st dung polypeptit, cac axit nucleic vi/hodc céc ché pham duoc
md ta & ddy. Theo phuong 4n cu thé, phuong phap phong ngira va/hozc diéu tri bénh
do virut cum & dbi twong bao gdm viée s dung cho ddi tuong can diéu tri lwong c6

hiéu qua ctia polypeptit, axit nucleic va/hodc ché pham gy mién dich, nhu duge mo ta
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trén day. Luong c6 hiéu qua diéu tri chi lugng polyf)eptit, axit nucleic, va/hoic ché
phim nhu duoc x4c dinh & ddy, ma c6 hidu qua phong ngira, 1am thuyén giam va/hodc
diéu tri bénh hodc tinh trang bénh ly bat ngudn tir viéc nhiém virut cim A nhém 1
hodc 2, va/hodc virut cum B. Phong ngtra bao gém viéc lam urc ché hodc 1am giam su
phat tan cua virut cim hodc trc ché hodc 1am giam sy khoi phat, phat trién hoac tién
trién ctia mot hodc nhiéu triéu chimg di kém véi nhiém virut cim. Viéc lam thuyén
giam nhu dugc st dung ¢ day cé thé chi viéc 1am thuyén giam céc triéu chtimg bénh
nhin thdy duoc hodc quan sat duoc, sy x4m nhiém va phat trién trong méu cta virut
(viremia), hodc su biéu hién khéac c6 thé danh gia dugc ciia nhiém virut cam.

Nhitng ngudi can diéu tri bao gdm nhiing ngudi da bi nhiém c6 tinh trang bénh
ly do nhiém virut cim A nhém 1 hodc nhém 2, hodc virut cum B, cling nhu nhiing
ngudi di duoc phong ngtra 1dy nhiém virut cim. Polypeptit, cac axit nucleic va/hodc
céc ché phdm theo sang ché do d6 c6 thé duge st dung cho dbi twong chua timg phoi
nhidm, tic 13, dbi twong khéng méic bénh gy ra bai nhiém virut cim hogc chua timg
va hién nay khéng bi nhiém virut ciim, ho#c cho dbi tuong hién nay da va/hodc da
timg nhiém virut cim.

Theo mét phuong an, phong ngira va/hodc diu trj ¢ thé duge nhadm vao nhém
ngudi bénh d& bi nhidm virut cim. Cac nhém ngudi bénh nay bao gdm, nhung khong
chi gi6i han & vi du, ngudi gia (vi du > 50 tudi, > 60 tudi, va tot hon > 65 tudi), ngudi
tré (vi du <5 tudi, < 1 tudi), ngudi bénh nim vién va ngudi bénh di timg dugc diéu tri
bang hop chét khang virut nhung c6 biéu hién dap tmg khang virut khong day du.

Theo phuong an khac, polypeptit, cac axit nucleic va/hodc cac ché phdm gay
mién dich ¢6 thé duoc st dung cho d6i tuong két hop vé1 mot hode nhiéu tac nhan
hoat tinh khéc, nhu vacxin ctm hién c¢6 hodc trong twong lai, khéang thé don dong
va/hodc tdc nhan khang virut, va/hoac tac nhan khang khuén, va/hodc tac nhan diéu
bién mién dich. Mot hodc nhiéu tic nhan hoat tinh khac c6 thé ¢co loi trong diéu tri
va/hodc phong ngtra bénh do virut cim hodc cé thé 1am thuyén giam triéu chimg hozc
tinh trang bénh ly di kém va&i bénh do virut cim. Theo mdt sd phuong &an, mdt hodc
nhiéu tac nhan hoat tinh khéc 1a thudc giam dau, thudc chdng sdt, hoac cac thude didu
tri lam giam hodc hd tro thd.

Ché d6 liéu dung cua polypeptit va/hodc cac phén tir axit nucleic theo sang ché
¢6 thd duge diu chinh d mang lai ddp tmg t6i wu mong muébn (vi du, dap tng diéu tri
bénh). Khoang lidu dung thich hop c6 thé ching han 1a tir 0,1-100 mg/kg khbi luong
co thé, t6t hon 1a tir 1-50 mg/kg khéi luong co thé, t6t hon 1a tir 0,5-15 mg/kg khéi

lwong co thé. Liéu dung chinh x4c cua polypeptit va/hodc cac phan tir axit nucleic aé
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dugc st dung s& vi du phu thudc vao duong su dung, va muic do trdm trong cua tinh
trang nhiém hodc bénh gay ra boi nhiém virut, va phai duoc quyét dinh theo huéng
dan ctia bac s§ va tinh trang cta d6i tuong. Vi du, lidu ¢6 hiéu qua phu thudc nhiéu
vao vi tri dich, trang théi sinh 1y ctia ngudi bénh (bao gdm d6 tudi, khéi lugng co thé,
ste khoe), va viée diéu tri 1a du phong hodc chita bénh. Thong thuong, ngudi bénh 1a
ngudi nhung ciing c6 thé 1a dong vat c6 vii khong phai ngudi bao gdm dong vat co v
chuyén gen ciing ¢6 thé duoc st dung. Lidu diéu tri duoc chudn do t6i wu dé t6i wu
hiéu luc va do an toan.

Polypeptit theo sang ché ciing c6 thé dugc sir dung dé x4c nhan lién két cua
khang thé don dong duoc x4c dinh 13 tng vién cé tiém nang chita bénh. Ngoai ra,
polypeptit theo sang ché co thé duoc sir dung lam cong cu chén doan, vi du dé kiém tra
tinh trang mién dich cia c4 thé bang cach ching minh liéu c6 khang thé trong huyét
thanh cia cac thé nay c6 kha nang lién két véi polypeptit theo séng ché. Do d6, sang
ché con @ xuit phuong phép chin doan in vitro dé phat hién sy c¢6 mit ctia nhiém
virut cim & nguoi bénh, phuong phép nay bao gdm cac budc sau a) cho mau sinh hoc
thu duoc tir ngudi bénh nay tiép xic v6i polypeptit theo sang ché; va b) phét hién su
¢6 mit cua phirc hop khang thé-khang nguyén. ;

Polypeptit theo sang ché ciing c6 thé duoc st dung dé nhan dién cic phan tir
lién két mai hodc cai thién cac phan tir lién két hién c6, nhu khang thé don dong va tac
nhan khéang virut.

Sang ché duoc minh hoa cu thé hon bang cac vi du va hinh vé sau day. Cac vi
du khong nhdm lam giéi han pham vi bao hd ctia sang ché theo cach bét ky.

Vi du thwe hién sang ché

Vi du 1: Nhdn dién khdang thé trung hoa chéo maoi thugc nhém 1 va nhom 2:
CR9114

Méu ngoai vi dugc iy tir ngudi hién méu khoe manh binh thuong bing cach
tiém tinh mach trong éng dung mau chéng déng chira EDTA. Thu vién trung bay thuc
khudn thé scFv duoc thu nhdn vé co ban nhu dugc mé ta trong WO 2008/028946,
duoc két hop bang cach vién din ¢ ddy. Tién hanh chon loc khang hemagglutinin
(HA) tai t6 hop cua typ phu H1 cia virut cim A (A/New Caledonia/20/99), H3
(A/Wisconsin/67/2005), H4 (A/Duck/Hong Kong/24/1976), H5
(A/Chicken/Vietnam/28/2003), H7 (A/Netherlands/219/2003) va H9
(A/HongKong/1073/99). Tién hanh hai vong chon loc lién tiép trudc khi phan 1ap
khang thé chudi don cua thuc khuin thé tach biét. Sau vong chon loc thir hai, cac

dongF. coli tach biét dugc st dung dé tao ra khang thé don dong cua thuc khuan thé.
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Dich ndi dugc chon loc chita khang thé chudi don cta thuc khudn thé ma thu duoc
trong qua trinh sang loc dugc mo ta trén day dugc cong nhan vé tinh dac hiéu trong
thir nghiém ELISA, irc Id lién két v6i cac khang nguyén HA khac nhau. Dé thyuc hién
muc dich nay, baculovirut biéu hién cac HA tai tb hop cia H1 (A/New
| Caledonia/20/99), H3 (A/Wisconsin/67/2005), HS5 (A/Vietnam/1203/04) H7
(A/Netherlands/219/2003), va B (B/Ohio/01/2005) (Protein Sciences, CT, USA) duoc
pht Maxisorp™ 1én dia ELISA. Trong sb céc khang thé chudi don ctia thuc khuan thé
thu duoc, khang thé chudi don cta thuc khuan thé SC09-114 thé hién lién két ddc hiéu
v6i HA tai td hop cua virut cim A typ phu H1, H3, H5, H7 va virut cam B. Lién két
va tinh ddc hiéu ctia SC09-114 duoc xac nhan bang phéan tich FACS. Dé thuc hién
muc dich nay, cac HA tai t6 hop chiéu dai du ctia virut cim A cac typ phu H1 (A/New
Caledonia/20/1999), H3 (A/Wisonsin/67/2005) va H7 (A/Netherlands/219/2003) HA
dugc biéu hién trén bé mit cia té bao PER.C6. SC09-114 duoc thé hién lién két dac
hiéu v6i HA cia virut cim A cac typ phu H1, H3 va H7. Cac ving bién dbi ctia chudi
ning va chudi nhe ctia scFv duge tach dong nhu duge mo ta truée (WO 2008/028946).
Céac cAu tric biéu hién thu dugc mé’ héa chudi ning va nhe cia IgG1 cua nguoi dugc
bidu hién tam thoi & dang két hop trong té bao 293T va dich ndi chira khang thé IgG1
ctia ngudi CR9114 duoc thu nhén va tao ra bang céch sir dung cc quy tinh tinh ché
chuén. Trinh tw axit amin ctia cac CDR cta chudi ning va chudi nhe ciia CR9114 duogc
dua ra trong Bang 1. Trinh tu nucleotit va axit amin cta cic ving bién d6i cia chudi
ning va chudi nhe duoc dua ra dudi day.

Vi du 2: Hoat tinh lién két chéo ciia CR9114

CR9114 duoc x4c nhan vé tinh dic hiéu lién két trong ELISA, fitc Ia lién két
v6i cac khang nguyén HA khéc nhau. Dé thuc hién muc dich nay, baculovirut biéu
hién cic HA tai t6 hop cua typ phu HI (A/New Caledonia/20/1999), H3
(A/Wisconsin/67/2005), H5 (A/Vietnam/1203/04, H7 (A/Netherlands/219/2003) va
H9 (A/HongKong/1073/99) (Protein Sciences, CT, USA) dugc phit Maxisorp™ 1én
dia ELISA. PBé lam d6i ching, IgG khong lién quan CR4098 duoc sir dung. CR114
duogc thé hién 12 ¢6 hoat tinh lién két chéo khéc typ phu véi tat ca cac HA tai t6 hop
duoc thir nghiém. Xem Bang 2.

Ngoai ra, khang thé duoc thir nghiém vé tinh lién két khac typ phu bang phan
tich FACS. Bé thuc hién muc dich nay, cac HA chiéu dai du tai to hop cta virut cim
A cac typ phu H1 (A/New Caledonia/20/1999), H3 (A/Wisonsin/67/2005) va H7
(A/Netherlands/219/2003) dugc biéu hién trén bé mit cua té bao PER.C6. U té bao véi
CR9114 trong 1 gid, sau do6 12 ba bude rira bang PBS+0,1%BSA. Khang thé lién két
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dugc phat hién nho st dung khang thé lién hop PE khang nguoi. Pé lam dbi chimg, té
bao PER.C6 khong chuyén nhim duoc sit dung. CR9114 thé hién hoat tinh lién két
chéo v6i HA ctia virut cim A céc typ phu H1, H3 va khong lién két v6i té bao PER.C6
kiéu dai. Xem Bang 2.

Vi du 3: Hoat tinh trung hoa chéo cua CR9114

Pé x4c dinh xem CR9114 ¢6 kha ning phong bé nhiéu ching virut cim A
khong, tién hanh céc thir nghiém trung hoa virut in vitro (VNA). Tién hanh VNA trén
t& bao MDCK (ATCC CCL-34). Té bao MDCK duoc nuéi cdy trong mdi truong nudi
cdy t& bao MDCK (méi trudong MEM duoc bd sung khang sinh, 20 mM Hepes va
0,15% (w/v) natri bicarbonat (méi trudong MEM day du), dugc bd sung 10% (v/v)
huyét thanh bao thai bo). Céc chung thudc typ phu HI (A/WSN/33, A/New
Caledonia/20/1999, A/Solomon Islands/IVR-145 (ching sap xép lai sinh truéng cao
cia A/Solomon Islands/3/2006), A/Brisbane/59/2007, A/NYMC/X-181 (ching sip
xép lai sinh truéng cao ctiia A/California/07/2009), H2 (A/Env/MPU3156/05), H3
(A/Hong Kong/1/68, A/Johannesburg/33/94, A/Panama/2000/1999,
A/Hiroshima/52/2005,  A/Wisconsin/67/2005 va  A/Brisbane/10/2007), H4
(A/WF/HK/MPA892/06), H5 (PR8-H5N1-HK97 (6:2 ching sip xép lai ctia A/Hong
Kong/156/97 va A/PR/8/34) va A/Eurasian Wigeon/MPF461/07), H6 (A/Eurasian
Wigeo/MPD411/07), H7 (NIBRG-60 (62 ching siap xép lai cha
A/Mallard/Netherlands/12/2000) va PR8-H7N7-NY (7:1 chung sap xép lai ciia A/New
York/107/2003 (H7N7) va A/PR/8/34)), H8 (A/Eurasian Wigeon/MPH571/08) HO9
(A/Hong Kong/1073/99 va A/Chick/HK/SSP176/09), H10 (A/Chick/Germany/N/49)
va H14 (PR8-HI14N5 (6:2 ching sip xép lai ciia A/mallard/Astrakhan/263/1982
(H14N5) va A/PR/8/34)) duoc st dung trong thir nghiém tat ca dugc pha lodng dén do
chudn 5,7 x10° TCID50/ml (50% liéu gdy nhidm nudi ciy md cho mdi ml), véi do
chuén duogc tinh theo phuong phdp ciia Spearman va Karber. Ché pham IgG (200
pg/ml) dugc pha lodng lién tiép 2 14n (1:2 - 1:512) trong mdi truong MEM day du lap
lai trong 4 giéng. 25 ul IgG mdi d6 pha lodng duge tron véi 25 ul huyén phu chua
virut (100 TCID50/25 pl) va duoc @ trong 1 gior & nhiét 6 37°C. Sau d6 chuyén huyén
phil 4 14n 1én dia 96 giéng chira dich nuéi cdy MDCK nhép dong trong 50 pl moi
truong MEM ddy du. Trude khi st dung, t& bao MDCK duoc nudi ciy ¢ mat do 3x10*
té bao mdi giéng trong méi truong nudi cdy té bao MDCK, duge sinh truong dén khi
té bao dat dugc nhép dong, duoc rira béng 300-350 ul PBS, pH 7.4 va cudi cung bd

sung 50 pl méi truong MEM ddy du vao mdi giéng. Céc té bao duge u dugc nudi chy
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trong 3-4 ngay ¢ nhiét do 37°C va duoc quan sat hang ngay vé sy phét trién tac dong
gdy bénh té bao (cytopathogenic effect-CPE). CPE duoc so véi déi ching duong.

CR9114 duoc thé hién 1a c6 hoat tinh trung hoa chéo typ phu khic & cac ching
dai dién trong tAt ca cac typ phu virut cam A duge thir nghiém H1, H2, H3, H4, H5,
He6, H7, H8, H9 va H10 Xem Bang 3.

Vi du 4: Thiét ké polypeptit vimg goc chira viing goc béo thii cé cdc epitop ciia
CR6261 va CR9114 dya trén HA cua HI _

Khang thé don dong chiéu dai di cia ngudi khang hemagglutinin cta virut
cum kha nang trung hoa chéo rong da duoc xac dinh trude d6. CR6261 (nhu dugec md
ta trong WO 2008/028946) duoc thé hién 1a ¢ hoat tinh trung hoa chéo rong khang
virut cim A thudc nhom phat sinh chiing loai 1. Ngoai ra, CR9114, duoc mo ta trén
day, da dugc thé hién 1a c6 kha nang lién két voi va trung hoa virut cim A & ca nhém
phét sinh ching loai 1 va 2, cling nhu virut cim B. Phan tich vé chtrc ning va ciu tric
d3 chimg t6 rang cac khang thé nay 1am can tr& qua trinh dung hop mang va c6 huéng
khang epitop bao thu cao trong ving gbc cna protein HA cua virut cam (Throsby et
al.(2008); Ekiert et al. (2009) W02008/028946, va don yéu ciu cap patent dang theo
dudi ddng thoi s EP11173953.8).

Trong nghién ctru ma din dén sang ché nay, cac phan tir méi chira ving gbe
ctia HA chura cac epitop nay duoc thiét ké dé tao ra cac polypeptit gy mién dich dya
trén epitop phd quét c6 thé duoc sir dung, vi du 1am vacxin gay ra su bao vé khang phd
rong cac chung virut cim. Quan trong la, phan bién ddi cao va quyét dinh mién dich,
tte 1a ving dau duogc loai bo dau tién tir phan tir HA chiéu dai du dé tao ra polypeptit
ving gbc HA, con duge goi 13 “mini-HA”. Theo cach nay dap ung mién dich s& duoc
chuyén huéng dén ving gbc trong d6 ¢ cac epitop cho cac khing thé trung hoa phd
rong. Khang thé CR6261 va CR9114 duoc sir dung dé tham do su cudn gip chinh xac
cua céc phan tir méi duoc tao ra, va dé x4c nhén su c6 mit cia cac epitop trung hoa.

Polypeptit theo sang ché do d6 trinh dién céc epitop bao thi ctia phan tr HA
ving cudng gan gbec mang cho hé mién dich khi khong c6 cac epitop trdi ma cé mit
trong ving dau & xa mang. Cudi cing, mot phan cua trinh t ban déu ctia protein HAQ
tao ra vung dau duoc loai bo va duoc nbi lai, hodc theo cach truc tiép hoac béng cach
dua vao trinh tu nbi ngin linh dong(‘cu nbi’) dé khoi phuc tinh lién tuc ctia chudi.
Trinh tu thu duoc tiép tuc duoc cai bién bang cach dua cac dot bién dic hiéu lam 6n
dinh c4u tric ba chiéu ty nhién cta ph?m con lai ctia phéan tt HAO.

Chitc ndng ctia phan t HA trong virut 1a lién két véi axit sialic thu thé bé mat

té bao va, sau d6 hap thu vao trong endosom, 1am trung gian cho sy dung hop mang
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virut va endosom dan dén su giai phong ARN cua virut trong té bao. Budc quan trong
trong qué trinh dung hop 12 sy thay ddi vé cau hinh 16n ctia phan tr HA ma sap xép lai
cac yéu té ciia ciu tric bic hai ciia phén tir nay do d6 peptit dung hop trd nén duge
boc 16. Két qua 13, hai c4u hinh (trudc va sau dung hop) cua phan tir HA tdn tai rat
khéc nhau vé cdu tric bac ba cta chung. Do protein HA ctia virut duge boc 16 chu yéu
cho hé mién dich & trang thai trudc dung hop, didu quan trong la dam bao ring
polypeptit theo sang ché chap nhan céu hinh nay. Yéu cdu nay c6 thé dugc dap tmg
béang cach 1am 6n dinh c4u hinh true dung hop va ddng thoi 1am mét 6n dinh cdu hinh
sau khi dung hop. Viéc lam én dinh/mét 6n dinh nay 1a can thiét do cdu hinh trudc
dung hop 1a gia én dinh va chdp nhan c4u hinh sau khi dung hop tao ra céu hinh phu
hop, tirc 14 ning luong tbi thiéu (Chen et al, 1995).

Trong vi du nay, HA tr HIN1 A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1) dugc 14y
lam trinh tw bac 1 (hodc kiéu dai) d tao ra polypeptit theo sang ché.

Trong budc thi nhét, polypeptit theo sang ché duoc tao chu tric bang céach loai
bd céac trinh tw HA1 gifta cac vi tri 59 va 291 (viéc déanh sb chi vi tri trong trinh tu
HAO, nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1. Theo mdt sb phuong &n, phan HA1
chira axit amin 18-343 va phan HA2 chtra cac gbc axit amin 344-565; do SEQ ID NO:
1 chita peptit tin hiéu, va phin HA1 bit d4u & & vi tri 18). Diéu nay dan dén viéc loai
bo cac gbe 60 dén 290 ciia HAO. Cac gbe nay dugc thay thé bang trinh tu ndi GGGG.
Tiép theo, dién tich bé mit cé thé truy nhap vao cta mdi gbe trong ca cu hinh trudc
va sau dung hop duogc tinh véi su hd trg ctia Brugel (Delhaise et al., 1984). Mtc do
boc 16 va che gidu ciia mdi gbe duge xac dinh nhu duge md ta trong Samantha et al
(2002), trong d6 trong tim la cac gbc ma duge boc 1§ trong céu hinh trude dung hop
va bi che gidu trong c4u hinh sau khi dung hop. Céc phan tich tiép theo vé cac gbc nay
cho thdy rdng mot s trong cac gde axit amin ndy c6 thé duoc gay dot bién theo cach
ma dot bién nay khong c6 tac dong 1én cdu hinh truéc dung hop nhung lam mét on
dinh cAu hinh sau khi dung hop. Céc gbc nay nhin chung cé chudi bén ki nuéc va tham
gia vao su tao thanh chudi cudn xoan trong céu hinh sau khi dung hop. Viéc giy dot
bién cac gbc axit amin thanh axit amin wa nude s& s& lam nhiu cac dic tinh ctia chudi
cudn xodn — céc tuong téc gifta cac chudi xodn & dang cudn xoan nhin chung 1a tuong
tac ki nude — va do d6 1am mét 6n dinh cAu hinh sau khi dung hop.

Sau 1ap luan nay, trong phdn HA2 ctia trinh ty mot s dot bién da duoc dua
vao: Phe 406 thanh Ser (F406S), Val 409 thanh Thr (V409T), Leu 416 thanh Ser
(L416S) va Tyr 502 thanh Ser (Y502S). Day la cac dot bién ma loai di gbe ki nudc tix
bé mit ctia HA. Cén luu ¥ rang dot bién L416 thanh S hodc T cling dwa vao vi tri
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glycosyl hoa N (trinh tu lién ung la NX(S/T). Su glycosyl héa & vi tri nay s€ lam tang
hon nita d6 6n dinh cta ving nay. Ngoai ra, Leu 58 duoc dot bién thanh Thr (L58T),
Val 314 thanh Thr (V314T) va Ile 316 thanh Thr (I316T); céc dot bién nay déu nam
trong ving HA1, tic 1a mdt phan cia trinh tu tuong tmg v6i HA1 sau vi tri cit cla
chudi HAO. Hai dot bién sau duy tri nhanh beta ctia chudi bén nhung loai bo géc ki
nuée tir bé mat. Nhu duoc théy dudi day méot sd trong s6 céac dot bién nay duoc dua
vao trong tAt ca cac bién thé, cac dot bién con lai dugce thir nghiém trong céc polypeptit
riéng 1& dé kiém tra xem cac dot bién c6 tac dong 1an nhau theo cich khong mong
mubn.

Pé lam ting d6 6n dinh cua polypeptit, hai cau disulfit dwgc nghién ctru aé
khéa HA trong cdu hinh trudc dung hop. Céu disulfit duoc tao thanh giita céc gbe &
khoang céch thich hop trong khong gian véi nhau (trong phéan tor HA chiéu dai du) va
¢6 nguyén tir C-beta ctia chung & vi tri chinh xac dé tao ta cau disulfit. Cau disulfit dau
tién duoc dé xuét 1a gitta vi trf 321 (ving HA1) va vi tri 405 (ving HA2). Nam trong
vung HA2, céu disulfit duoc tao ra gitta cac vi tri 413 va 421.

Do viéc cit phan tir HA & vi trf R343 13 bude can thiét dé su thay d6i cAu hinh
¢6 thé xay ra, trong polypeptit theo sang ché vi tri cit nay duoc loai bo bang cach dua
vao dot bién Arg (R) thanh Gln (Q). Mdt giai phap khac theo séng ché 13 thay dbi Arg
thanh Gln va loai bé cac gbc 345 dén 350, mdt phan nhod cua peptit dung hop cia
HAZ2. Viéc loai bo trinh tu nay (ki nuéce) s€ lam 6n dinh hon cho polypeptit.

Theo mdt s6 phuong 4n, polypeptit theo sang ché chira trinh tw ndi bao cia HA
va vung xuyén mang. Theo cac phuong &n khac, trinh tu trong té bao chit va trinh tu
xuyén mang tr vi tri (hoac dang twong duong cta nd) 523, 524, 525, 526, 526, 527,
528, 529, hodc 530 cua HA2 dén diu tan cing C cia HA2 (d4nh sb theo trinh tw SEQ
ID NO: 1) dugc loai bé do do polypeptit dugc tiét ra (hoa tan duoc) duoc tao ra sau
khi biéu hién trong t& bao, c¢6 thé duoc st dung vi du trong vacxin. Polypeptit hoa tan
dugce duoc 1am 6n dinh hon nira bang cach dua vao trinh tu da biét dé tao cAu truc
trime, tic 124 AYVRKDGEWVLL (SEQ ID NO: 143), tuy y dwoc nbi théng qua cau
nbi. Cau ndi nay c6 thé tiy ¥ chita vi tri phan cit dé xir ly sau do theo quy trinh ma
ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc da biét. Dé dé dang tinh ché dang hoa tan,
¢6 thé bd sung thém trinh tw dudi, vi du dudi his (HHHHHHH) duoc ndi thong qua
cau nbi ngan, vi du EGR. Theo mot s6 phuong an cu ndi va trinh tu dudi his duoc
thém vao khong c6 trinh tu cuén gép duogc thé hién. Theo séang ché, trinh ty axit amin
tir vi tri 530 (d4nh sb theo trinh tu SEQ ID NO: 1) dén gdc axit amin dau tan cung C

cta vung HA2 dugc loai bd va dugc thay thé bang cac trinh ty sau:
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EGRHHHHHHH (SEQ ID NO: 81), chira cu nbi ngan va dudi his, hozc
SGRSLVPRGSPGSGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLGHHHHHHH (SEQ
ID NO: 82), chira vi tri cit thrombin, ving trime héa, va dudi his.

Dot bién duge mo ta trén day duoc tao nhém thanh cum theo chitc ning va vi
tri ca ching trong cdu tric ba chidu ciia cac polypeptit ving gbc HA . Tét ca cac
polypeptit chira trinh tw HA cta H1 1-59 va 291-565 va dot bién R343Q, c6 thém cac
dot bién sau day: L58T, V314T, 1316T, F406S, V409T, L416S (SEQ ID NO: 3; dugc
goi 14 cum 1). Ngoai ra céc bién thé ciing dugc tao ra ma c6 thém céc dot bién sau:

Cum 2: K321C, Q405C (SEQ ID NO: 4)

Cum 3: F413C, E421C (SEQ ID NO: 5)

Cum 4: HA2 Y502S (SEQ ID NO: 6)

Hon nita hai bién thé dugc tao ra ma c6 trinh tu cum 1 va ngoai ra dot bién cta
cum 2 va 3 (SEQ ID NO: 7) hodc cum 2, 3 va 4 (SEQ ID NO: 8).

Céc gen ma héa céc trinh tu protein néu trén dugc tong hop va tach dong vao
vecto biéu hién pcADN2004 st dung cic phuong phéap thong thudng ma ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc da biét. Vi 1y do so sanh trinh tu chidu dai da (SEQ
ID NO: 1) dugc bao gdm trong thir nghiém cfing nhu trinh tu duge mé ta bang Steel et
al (2010) (H1-PR8-dH1; SEQ ID NO: 24), ma dua trén trinh tv HIN1 A/Puerto
Rico/8/1934. |

Huyén phi té bao HEK293F (Invitrogen) (10° té bao/ml, 30 ml) dugc chuyén
nhim bing vecto biéu hién (1 pg/ml) sit dung 40 pl 293transfectin 1am tac nhan
chuyén nhim va dé cho tiép tuc nhan 1én trong 2 ngay. Té bao dugc thu gom, dugc
chia thanh c4c phin phan udc (0,3 ml, khoang 3*10° té bao ) va cac phan phan wéc
duoge xir 1y bang huyét thanh da dong xuit hién khang HA cta H1 d tham do su biéu
hién hoic khang thé don dong dac hiéu HA (5 microgram/ml) va khang thé thir cap
duoc st dung dé nhudm. Sau d6 t& bao duoc phén tich bing phuong phap phén loai té
bao lién két huynh quang (fluorescence associated cell sorting - FACS) vé su biéu hién
ctia polypeptit ving gbc ctia HA dugc gin 1én mang theo sang ché st dung huyét
thanh da dong xuét hién khang HA ctia H1 dé tham do su biéu hién. Dai khang thé don
dong c6 tinh dic hiéu da biét ma lién két voi protein chiéu dai da (vi du CR6261 va
CR9114) duogc st dung dé tham do vé sy c6 mit cia epitop bao thu va, bang cach suy
luan, su cudn gip chinh xéc ciia HA chiéu dai da va cic mini-HA polypeptit theo sang
ché. Cac két qua dugc biéu hién dudi dang ty 16 phan tram té bao duong tinh va cuong

do phat huynh quang trung binh va duoc thé hién trong FIG. 2.
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Céc két qua thé hién ring tht ca cac cAu truc duoc biéu hién trén bé mat té bao
phan tng v6i huyét thanh da dong (khang-poly H1) déan dén 75% hodc cao hon trong
sd tat ca cac té bao duoc phén tich 1a duong tinh so véi trudng hop 4% d6i voi té bao
khéng duoc chuyén nhiém . Két qua nay duge xc nhan bang céc tri s6 cia cuong do
phat huynh quang trung binh (MFI), ma tuong tu d61 voi tat ca cac cau tric sau khi xir
ly bing huyét thanh da dong. Céc thir nghiém d6i chimg khong c6 IgG, chi st dung
khéng IgG ngudi duoc danh diu hodc mAb khong lién quan tat ca déu am tinh. Ca hai
protein HA chiéu dai d ctia chung the A/Brisbane/59/2007 va A/Puerto Rico/8/1934
dugc nhan dién biang khang thé don dong CR6261, CR6254, CR6328 (tht ca dugc biét
1a lién két va trung hoa HA cia H1; Throsby et al. (2008), WO 2008/028946), CR9114
(dwoc mo ta trén day), CR8001 (lién két vi HA ctia H1, nhung khong trung hoa Hl;
duoc mé ta trong W0O2010/130636), nhung CR8057 thi khong (chi lién két v6i mot sb
chung H3, ciing dugc md ta trong W02010/130636) va CR6307 (Throsby et al.
(2008), WO 2008/028946).

Xem x¢ét dic diém ciu hinh va khong lién tuc cta epitop CR6261 (Ekiert et al.
2009) két luan ring ca hai protein chiéu dai da déu cé mit trong ciu hinh 3 chiéu tu
nhién cta ching. D6i véi polypeptit duge thiét ké méi theo sang ché ma duoc thir
nghiém trong thir nghiém nay quan sat duogc thong s6 twong tu vé su nhan dién boi dai
khang thé don dong: lién két boi CR6261, CR6254, CR6328, CR9114 va CR8001
nhung khong lién két béi CR6307 va CR8057. Pay 1a bang chimg rd rang nhét trong
dir lidu v& ty 1é phan trim té bao duong tinh, nhung cling quan sat duoc dit liéu vé
cudng do phat huynh quang trung binh. Cac két qua t6t nhat thu duoc véi miniHA-
cuml ca vé % té bao duong tinh cling nhu cudng dd phat huynh quang trung binh.

Nhimg su cai bién bd sung hon nita, nhu cdu disulfit (cum 2 va 3) dugc mo ta
trén day va dot bién Y502S ctia cum 4 (hodc su két hop clia cic cai bién nay, dan dén
giam ty 1é phan tram cia té bao duong tinh va giam cuong do trung binh. CAu tric nay
duoc mod ta boi Steel et al. (2010) (SEQ ID NO: 24) ma bao gém viée loai bo ving
dau, nhung khong cé cac cai bién hon nita khong duoc nhan dién cao hon mirc do nén
boi khang thé bat ky duoc s dung trong thir nghiém nay. Do d6, két luan rang sau
chuyén nhim bing ADN protein nay khong dugc biéu hién & cau hinh 3 chiéu tu
nhién ma co trong HA.

Céc két qua duoc mo ta trén day chi vé hudng tdm quan trong cua dot bién
cum 1 lam tang dac tinh wa nudc cua vong duoc tao boi cac géc 402 dén 418 ndi chudi
cudn xodn A va chudi cudn xodn bd khung dai (CD) cla phan tir HA va ving xung

quanh. Dé dua vao hon nira tic dong co lgi dot bien ctia cuml vé do on dinh va cudn
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glp cua polypeptit theo sang ché miniHA (SEQ ID NO: 2; Polypeptit theo Steel, but
dua trén A/Brisbane) va miniHA cuml (polypeptit theo sang ché; SEQ ID NO: 3)
duoc so sanh trong mat thur nghiém riéng (FIG. 3).

Trong khi khoang 60% té bao duoc chuyén nhim bing miniHA-cuml 1a
duong tinh sau lién két ciia CR6261, CR6254, CR6328 va CR9114, sw chuyén nhiém
bing miniHA (polypeptit theo Steel, nhung dua trén A/Brisbane; SEQ ID NO: 2) dan
dén cac tri sb rat gin v6i ndng do nén (1-3%). Cac téc gia sang ché da két luan rang
dot bién cua cuml gop phén c6 loi vao su cudn gép dung cach va do 6n dinh cua
polypeptit theo sang ché, so vdi protein miniHA khong duoc cai bién (SEQ ID NO: 2)
ma khong c6 cac dot bién nay.

Steel et al. tao ra phan tir méi bang cach loai bo gbc axit amin 53 dén 276 cua
HAT1 cta chung H1 A/Puerto Rico/8/1934 va H3 HK68 ra khdi trinh tu bac mot, va
thay thé doan bi loai bo nay bang ciu ndi linh dong. Nhu duoc thé hién trong vi du nay
diu nay dan dén phan tir khong 6n dinh cao ma khong didu chinh ciu hinh chinh x4c,
nhu duoc chimg té do khong co lién két cua cac khang thé ma duoc thé hién trude d6
1a 6 lién két véi epitop bao tha trong ving gc. Su cudn gép khong dung céch co
nguyén nhén do su tiép xtc véi dung méi cia dién tich bé mit 16n ma thuong duoc
che gidu bang du hinh cau trong phan tir HA chiéu dai du. Béi vi ving nay c6 ban
chét 12 ki nu6e, nén phan t khong con 6n dinh va do d6 su thich nghi 1a can thiét.

Su chuyén ddi cua cac géc ki nudce thanh céc géc ua nudc nhu duoc thuc hién
trong polypeptit theo sang ché khang lai tac dong nay va lam dn dinh polypeptit ving
géc ctia HA. Pat duoc su 1am 6n dinh hon nita cho su cudn gép ba chiéu tu nhién cta
ving gbe bang cach dua cau disulfit vao vi trf thich hop d& ndi chit cac gbe gan nhau
trong khong gian trong cau triic bac ba tw nhién nhung tich rdi trong cAu tric bac mot.

Vi du 5: Kha néng sinh mién dich ciia polypeptit vimg goc ctia HA trong Vi du

Pé danh gia kha nang sinh mién dich cia polypeptit ving gbe cac con chudt
dwoc gdy min dich bing vecto biéu hién ma hoéa HI chiéu dai da tir
A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1), miniHA-cum1 (SEQ ID NO: 3), miniHA-
cuml1+2 (SEQ ID NO: 4) va miniHA- cum1+4 (SEQ ID NO:6). Vi ly do so sanh thiét
ké miniHA béi Steel et al. (2010) (mini-PR8; SEQ ID NO: 24) va protein HA chiéu
dai du twong ung tir A/Puerto Rico/8/1934 ciing dugc bao gém trong thir nghiém nay.
Vecto biéu hién ma hoa cM2 ciing dugc bao gdbm 1am dbi chimg 4m.

Céc nhém gdm 4 con chudt (BALB\c) dugc giy mién dich bang 50 pg chu tric
+ 50 pg ta duge (pUMCVI1-GM-CSF) tiém bap vao ngay 1, 21 va 42. Vao ngay 49
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tién hanh 14y mau 1an cudi va thu ldy huyét thanh. Phén tich huyét thanh bang thit
nghiém FACS. Huyén phu té bao HEK293F (Invitrogen) (10° té bao/ml, 30 ml) dugc
chuyén nhim bing vecto biéu hién (I microgram/ml) st dung 40 microlit
293transfectin 1am tac nhan chuyén nhi®m va dé cho tiép tuc nhan lén trong 2 ngay. Té
bao duge thu gom, chia thanh céc phan phan wée (0,3 ml, khoang 3*10° té bao ) va cac
phén phén udc duge xu ly bang huyét thanh dic hiéu véi cdu tric nay, duoc nhudm
bing khang thé thtr cdp va duoc phan tich bang phwong phép phan loai té bao lién két
huynh quang. Céc két qua dugc thé hién trong FIG. 4.

Nhu mong doi, huyét thanh ddc hiéu ¢cM2 (d6i chting am) nhan dién cM2,
nhung khong nhan dién HA chiéu dai da hodc polypeptit ving gbe nhu duogc ching
minh bang % té bao duong tinh va MFI. Nguoc lai, huyét thanh dic hiéu HA chiéu dai
da nhudm té bao bidu hién HA chiéu dai da tuong tng (SEQ ID NO: 1), ma con
miniHA-cum1 (SEQ ID NO: 3) , miniHA-cum1+2 (SEQ ID NO:4) va miniHA-
cum1+4(SEQ ID NO:6), d & ndng dd thip (ca 40% té bao duong tinh vdi ca 80% dbi
v6i chiéu dai du, MFTI ca 1000 vé6i ca 7000 déi chidu dai du). Piéu nguoc lai cling
dung: huyét thanh dac hiéu dbi véi miniHA-cum1 (SEQ ID NO: 3), miniHA-cum1+2
(SEQ ID NO:4) va miniHA-cumI1+4(SEQ ID NO:6) nhan dién té bao biéu hién cdu
tric twong tmg cfing nhu HA chidu dai da (SEQ ID NO: 1). Céc két qua dugc tom tit
trong Bang 4, dudi day.

Nguoc lai v6i két qua trén ddy dbi véi miniHA-cumI(SEQ ID NO: 3) ,
miniHA-cum1+2 (SEQ ID NO:4) va miniHA-cum1+4(SEQ ID NO:6), huyét thanh
thu duge tir chudt duoc gdy mién dich bang PR8 chiéu dai du khong lién két tot véi té
bao duoc chuyén nhidm bang H1-PR8-dH1 (SEQ ID NO:24). Ty 1¢ phan tram té bao
duong tinh khoang 20%, so voi 40-50% d6i v6i miniHA-cum1 (SEQ ID NO: 3) va
miniHA-cum 1+2 (SEQ ID NO: 4). Cac két qua con dugc phan 4nh trong cudng do
phat huynh quang trung binh quan sat dugc ma chi vira di cao hon nong d6 nén.

Két luan 13, dir liéu nay cho thiy rang polypeptit theo sang ché c6 kha nang gy
dap ung mién dich huéng dén HA chidu dai di. Cu thé 1a céc cai bién trong ving gitra
gbc 402 va 418 (danh s theo trinh ty SEQ ID NO: 1) 1a quan trong dé tao ra phan tir
bén viing. ,

Vi du 6: Tao ra polypeptit vimg goc thé hé hai

Cuong d6 phat huynh quang trung binh d6i véi polypeptit ving gbe duge mod
ta trong Vi du 4 trong tat ca cac truong hop déu thip hon quan sat duge dbi véi protein
chidu dai du tuong tmg; thuc té thiét ké t6t nhat, miniHA-cum 1 (SEQ ID NO: 3), ¢6

cuong d6 ma theo thu tu 1a 10% cudng do trung binh cua chu tric c6 chiéu dai du sau
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khi lién két voi khang thé don dong. Diéu nay ching té rang su biéu hién va/hodc
cudn gp cia polypeptit ving gdc trén bé mat té bao 1a thdp hon quan sat dugc d6i véi
protein chiéu dai du va rang cac thiét ké nau co6 thé duogc cai thién hon nita. Céc két
qua thu dugc tu thé hé thir nhit thé hién rang su cai thién cac cAu truc thé hé thir nhat
12 ¢6 thé va do d6 bat ddu vong thiét ké thir hai.

Polypeptit dugc mo ta trong Vi du 4 dua trén cung doan bi mét ctia chudi HAO,
tuc 1a cac gbe L60 dén K290 (minil; danh sb chi vi tri trong HAO chiéu dai du tur
HIN1 A/Brisbane/59/2007; SEQ ID NO: 1). Nghién ciru nay tao ra vong khong c6 cau
tric dai hién tai khong con gin véi ving dau. D6 1a 1y do vi sao vong nay khong gbép
phén vao do 6n dinh ctia toan bd protein va co thé duoc lam ngén di mot cach dang ké
ma khong ¢6 tac dong dén sy cudn gip cua cac phan khéc ciia polypeptit. Ba doan
duoc loai bd bd sung duge thiét ké va duoc thay thé bang trinh tu cu ndéi GGGG nhu
trude va c6 duge két hop céc dot bién ctia cum! duge mo ta trén day. Cac doan duogc
lao bo tir S53 dén P320 (mini2), H54 dén 1302 (mini3), G56 dén G317 (mini4). Cac
cai bién bd sung duoc dua vao gibng véi cum 1 trén day (LS8T, V314T, 1316T,
F406S, V409T, L416S).

Mot s6 trong s6 cac gbe thude cum nay 1a mot phan cua trinh tu duoc loai bd
va do d6 c6 thé khong duoc cai bién nita (xem duéi ddy). Hon nita, hai dot bién bd
sung duoc tao ra trong chudi cudn x0&n C dai ma tao thanh trime cudn xoin & trang
thai trude dung hop. DA biét 15 trong linh vuc ring céc trime cudn xoén dugc 1am 6n
dinh boi e & cac vi tri 420 a va d cua trinh tu 13p lai nhém 7 ma 1a d4u chudn xac
nhan cua motif cau tric nay (Suzuki et al., (2005); Woolfson et al. (2005)). Kién thirc
nay dugc 4p dung bang cach dua Ile vao cac vi tri 420 (M4201) va 427 (V4271). Su két
hop cua hai dot bién nay va dot bién cta cum 1 dugce thiét ké cum11; dé 1am 5 céc su
két hop duoc dua ra dudi day:

Minil: mét doan L60 dén cumll: M4201, V4271, L58T, V314T, 1316T,
K290 ’

F406S, V409T, L416S
Mini2: mat doan S53 dén cumll: M4201, V4271, F406S, V409T, L416S
P320
Mini3: mat doan H54 &n  cumll: M4201, V4271, V314T, 1316T, F406S,
1302

V409T, L416S
Mini4: mit doan G56 &én  cumll:  M4201, V4271, F406S, V409T, L416S
G317
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Dé 1am 6n dinh hon trang théi trude dung hop cia polypeptit ving gdec mot ciu
disulfit nita dugc dua vao gitta vi tri 324 va 436 (cum 5: R324C, T436C) va dugc két
hop v6i cac thé dot bién mét doan khac. Céc dang két hop sau duoc tong hop va thir
nghiém vé lién két trong thir nghiém FACS nhu duge mo ta trén day:

Minil-cuml11 (SEQ ID NO: 9)

Mini2-cum11 (SEQ ID NO: 10)

Mini3-cum11 (SEQ ID NO: 11)

Mini4-cum11 (SEQ ID NO: 12)

Minil-cum11+5 (SEQ ID NO: 13)

Mini2-cum11+5 (SEQ ID NO: 14)

Mini3-cum11+5 (SEQ ID NO: 15)

Mini4-cum11+5 (SEQ ID NO: 16)

Vi ly do so sanh miniHA-cum1 (SEQ ID NO:3) ciing duoc bao gbm trong thir
nghiém. Céc két qua dugc thé hién trong FIG. 5.

Trong tit ca cac trudng hop polypeptit ving gbc 6 mat trén bé mit té bao sau
khi chuyén nhidm vecto biéu hién vao té bao HEK293F, nhu duoc chimg minh bang ty
1é phan tram cua té bao dwong tinh (90% hozc 16n hon) sau khi xt 1y bang huyét thanh
khang thé da dong khang H1.

Tét ca polypeptit ving gbc ciia HA trong thir nghiém nay duoc nhén dién béi
CR6261, CR6254, CR6328 va CR9114, nhung khong dugc nhén dién béi CR8057;
khang thé sau 1a mong mubn boi vi mAb nay dic hidu d6i voi HA ciia H3. Tuy nhién,
6 su khac nhau 13 rang vé ty 18 phan trdm cta té bao duong tinh va MFI dbi véi cac
khéng thé khac. Khang thé duoc xac dinh dic tinh & nhat 1a CR6261, trong d6 epitop
nay la da biét chi tiét. Epitop nay la gian doan va c6 cu hinh, va do d6, lién két cua
khéang thé nay c6 thé duoc coi 1a thir nghiém nghiém ngit vé su cudn gép chinh xac
cta polypeptit ving gbc cia HA. CR9114 trung hoa phd réng, bao gdm cac ching tir
ca nhom 1 va 2 (Bang 3). Trong sb cac epitop ctia CR6328 va CR6254 chi tiét duoc
thé hién it hon, nhung dua trén cac tri s6 cao hon ma duge tim thiy déi véi % té bao
duong tinh va MFI, cling nhu sy phét tan nho hon trong dit liéu, lién két cua cac khang
thé nay duong 1a mau do it nhay hon ctia su cudn gip chinh xéc so véi CR6261.

So sanh ty 1 phan trim té bao duong tinh (l4y trong béo cdo dit liéu d6i voi
toan bo khang thé) cac cAu tric Minil dén 4 c6 thé dwoc sip xép (cao nhit dén thép
nhét %). |

Mini2 > Minil > Mini4 > Mini3 dbi v6i cac két hop véi cum11 va

Mini2 > Minil = Mini4 > Mini3 dbi v6i cac két hop v6i cum11+5
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Su xép xép nay c6 thé dugc bao gdm trong dit liéu vé MFI, va dan dén két luan
rdng viée loai bo ciu truc Mini2, S53 thanh P320, din dén ndng do protein cao nhat
duoc biéu hién trén bé mit t& bao trong cdu hinh chinh x4c tir tip hop nay.

So sanh MiniHA-cum1 (SEQ ID NO: 3) véi minil-cum11 (SEQ ID NO: 9),
cac dot bién bd sung M4201, V4271 duong nhu khong dan dén viée 1am 6n dinh hon
nita ciu trac nay; néu co, ching dan dén ty 1& phan tram té bao dwong tinh va céc tri s6
MFTI thap hon, nhung nhimg sai khac nay 13 nho.

Viée dua vao cdu disulfit R324C, T436C (cum 5) din dén lam ting protein
duoc cudn gip chinh x4c trén bé mit té bao dbi véi mini2-cum11 (SEQ ID NO: 10) va
mini4-cum11 (SEQ ID NO: 12), nhung cai thién nhd hoic khong cai thién ddi véi
minil-cum11 (SEQ ID NO: 9) va mini3-cum11 (SEQ ID NO: 11). Két qua téng thé t5t
nhét thu duoc véi mini2i-cum1 1+5 (SEQ ID NO: 14). Pay 1a bang chimg cu thé tir cac
tri s6 MFI ma dbi véi cdu tric nay 14 ca 50% cua tri sb d6i voi cdu trac chiéu dai da.

Theo mét sb phuong an, polypeptit theo sang ché chira trinh tw ndi bao caa HA
va ving xuyén mang. Theo cdc phuong 4n khéc, trinh tur trong té bao chit va trinh tu
xuyén mang tr vi tri (hodc dang tuong duong cia nd) 523, 524, 525, 526, 526, 527,
528, 529, hodc 530 ctia HA2 dén dau tin cing C ctia HA2 (d4nh sb theo trinh tu SEQ
ID NO: 1) duge loai bo, va tuy ¥ duoc thay thé bing cach dua vio trinh tu di biét dé
tao cdu truc trime, tic 14 AYVRKDGEWVLL (SEQ ID NO: 143), tuy ¥ duoc nbi
thong qua cdu ndi. Cau ndi nay c6 thé tuy y chira vi tri phan cét dé xi 1y sau d6 theo
quy trinh ma ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc da biét. Dé dé dang tinh ché
dang ha tan c6 thé bd sung thém tfnh tu dudi, vi du dudi his HHHHHHH duoc ndi
thong qua cdu ndi ngin, vi du EGR. Theo sang ché, trinh ty axit amin tir vi tri 530
(danh sb theo trinh tw SEQ ID NO: 1) dén gbc axit amin dau tén ciing C cia ving HA2
duoc loai bo va duoc thay thé bang SEQ ID NO: 81 hoic SEQ ID NO: 82.

Vi du 7: Kha ndng sinh mién dich ciia polypeptit vimg goc cia HA thé hé hai

Pé danh gia kha ning sinh mién dich cta polypeptit ving gc trong Vi du 6,
cac con chudt duge gdy mién dich béng vecto biéu hién ma héa H1 chiéu dai du tir
A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1), miniHA-cum1 (SEQ ID NO: 3), Mini2-cum11
(SEQ ID NO: 10), Minil-cum11+5 (SEQ ID NO: 13), Mini2-cum11+5 (SEQ ID NO:
14). Vecto biéu hién ma héa cho cM2 ciing duoc bao gdm lam dbi chimg 4m.

Céc nhém gdm 4 con chudt (BALB\c) dugce gdy mién dich bang 50 pg ciu tric
+ 50 pg ta duoc (pUMCV1-GM-CSF) tiém bip vao ngay 1, 21 va 42. Viao ngay 49
tién hanh 14y mau 1an cudi va thu 14y huyét thanh. HAO chiéu dai da (SEQ ID NO: 1),
d6i ching 4m ¢cM2 va Mini2-cum11+5 (SEQ ID NO: 14) ciing duoc str dung cho cac
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nhom con chudt riéng r& bang sung ban gen, st dung ca 10 ug chu truc + ca. 2ug ta
duge (pUMCV1-GM-CSF) va phac d6 gy mién dich twong tu. Huyét thanh duoc
phéan tich bang ELISA str dung ving ngoai ctia HA chidu dai du tai t6 hop tir ching
A/Brisbane/59/2007 (liy tir hang Protein Sciences Corporation, Meriden, CT, USA)
lam khang nguyén. Tém lai, phu 1én dia 96 giéng bang 50 ng HA qua dém & 4 °C, sau
d6 1 v6i dém phong bé (100 pul PBS, pH 7.4 + 2% sita khong kem) trong 1 gid & nhiét
d6 trong phong. Rua cic dia bang PBS + 0,05% Tween-20, va 100 pl cta day do pha
loang 2 14n trong dém phong bé, bét dAu tir 4o pha loang 20 14n cua huyét thanh dugc
b sung. Khang thé lién két duoc phat hién bang cach sir dung IgG cla dé khang chudt
lién hop véi HRP, su dung cac quy trinh chuin da duoc thiét 1ap trong linh vuc nay.
Céc dd chudn dugc so v6i dudong cong chuin sir dung mAb 3AH1 InA134 (Hytest,
Turku, Finland) dé nhan duoc s6 don vi/ml theo ELISA (EU/ml).

Céc két qua cua ELISA sau 28 va 49 ngay duoc thé hién trén Fig. 6A va B,
twong tmg. Huyét thanh thu dugc tir cac con chudt duge gdy mién dich bang ADN ma
héa Mini2-cum11+5 (SEQ ID NO: 14) biéu thi lién két rd rang véi viing ngoai ctia HA
chidu dai du sau 28 va 49 ngay sau khi gdy mién dich sir dung sing bén gen va ciing
sau 49 ngay sau khi gy mién dich trong co IM. For Mini2-cym11 (SEQ ID NO: 10)
va Minil-cum11+5 (SEQ ID NO: 13) phat hién duoc dap tmg & 1 trong s 4 con
chuot, trong khi dbi véi miniHA-cum1 (SEQ ID NO: 3) khéng phat hién dugc lién két.

Két luan 13, di lidu nay cho thdy ring polypeptit theo sang ché c6 kha ning giy
d4p tmg mién dich huéng dén HA chiéu dai da. Cu thé 1a céc cai bién trong ving giita
gbc 402 va 418 (d4nh s theo trinh tw SEQ ID NO: 1), loai bo doan tir S53 dén P320
két hop véi cau disulfit R324C, T436C 14 quan trong d tao ra phan tir 6n dinh.

Vi du 8: Tao ra polypeptit vimg goc thé hé ba

Dé cai thién hon nira thiét k& polypeptit ving gdc vong thiét ké tha ba duoc
thuc hién. Dot bién bd sung dé lam tang tinh wa nudc ciia cac bé mit dugc che gidu
trong HA chiéu dai ¢, nhung khong phai polypeptit ving gbc duoc dwa vao & vi tri
413, F413G (danh s6 theo trinh tu SEQ ID NO: 1), va duoc goi 1a cum 6. Cum nay
duoc két hop v6i cum duoc loai bd mini-2 (S53 dén P320), cau disulfit ciia cum 5
(R324C, T436C) va dot bién ctia cum 1 (tic 12 F406S, V409T, L416S; SEQ ID NO:
46) hodc cum 11 (M4201, V4271, F406S, V409T, L416S; SEQ ID NO: 47). Két hop
clia viéc loai bo doan mini-2 (S53 dén P320) véi cum 1 (F406S, V409T, L416S) va
cum 5 (R324C, T436C) ciing duoc bao gbm trong thir nghiém nay dé tham khao (SEQ
ID NO: 48).
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HA tu nhién ton tai & dang trime trén bé mit té bao. Hau hét cac tuong tac
gifta tirng monome ma gitr dang trime cung nim trong ving dau. Sau khi loai bo ving
dAu, do do cAu tric bac ba duge 1am mat 6n dinh va vi vdy cing cb céc twong tic gitta
cac monome trong phén tir bi cit cut s& lam ting do 4n dinh. Trong vung gbc, trime
hoa dugc trung gian béi sy hinh thanh ctia métip cudn xoén dang trime. Bing céch
cung ¢b métip nay c¢é thé tao ra dang trime thich hop hon. Theo sang ché, trinh tu lién
tng d& tao ra dang trime xodn cudn, IEAIEKKIEAIEKKIE (SEQ ID NO: 83), duoc
dwa vao trong polypeptit theo sang ché & (tuong duong ctia) vi tri 418 dén 433 (SEQ
ID NO: 44) trong chung H1 A/Brisbane/59/2007 (danh sé theo trinh tw SEQ ID NO:
1). Mot cach khac 1a dua vao trinh tu MKQIEDKIEEIESKQ (SEQ ID NO: 84), co6
ngudn gbc tir GCN4 va duoc biét 14 trime hoa, & vi tri 419-433 (SEQ ID NO: 45).

Trong trudng hop polypeptit ving gbc dugc mo ta bang trinh ty SEQ ID NO:
44 v6i trinh tw SEQ ID NO: 48 tit ca protein ¢ mat trén bé mat t& bao sau khi chuyén
nhim vecto biéu hién vao t& bao HEK293F, nhu dwoc ching minh bang ty 1& phan
trim cua t& bao duong tinh (90% hodc 16n hon) sau khi xir 1y bang huyét thanh khang
thé da dong khang H1. Céc két qua duogc thé hién trén Fig.7.

T4t ca polypeptit ving gbc ctia HA trong thir nghiém nay, ngoai trir miniHA
(SEQ ID NO: 2), duoc nhan dién boi CR6261, CR6328 va CR9114, nhung khong
duoc nhan dién béi CR8020; khang thé sau 12 mong mudn boi vi mAb nay dic hiéu
dbi voi HA cua H3. Ty 18 phin trim té bao duong tinh 1 khoang 80% ddi véi
polypeptit ving gbc sit dung CR6261, CR6328 va CR9114 dé nhudm, ngoai trir
miniHA, chi dugc nhan dién boi huyét thanh khang thé da dong khang H1. M6t lan
nita, diéu nay chumg t6 ring khong c6 su cudn gap dung cach cua cdu tric cu thé nay.
Tuy nhién c6 sy sai khac ro rang vé MFI d6i véi cac khang thé khac. Khang thé duoc
xéc dinh dac tinh 3 nhét 1a CR6261, trong d6 epitop nay la da biét chi tiét. Epitop nay
1a gian doan va ¢ cAu hinh, va do d6, lién két ctia khang thé nay c6 thé duoc coi 1a thit
nghiém nghiém ngit vé& su cudn gip chinh x4c ciia polypeptit ving gbc cua HA.
CR9114 trung hoa phd rong, bao gdm céc chung tir ca nhém 1 va 2 (Bang 3). Chi tiét
cta epitop cia CR6328 duoc thé hién it hon nhung quan sit dugc trong cic thi
nghiém lién két vé tinh canh tranh ctia HA chiéu dai da véi CR6261.

MFI d6i v6i Hl-mini2-cl11+5 (SEQ ID NO: 14), Hl-mini2-cl1+5 (SEQ ID
NO: 48), Hl-mini2-cl1+5+6 (SEQ ID NO: 46) va H1-mini2-cl11+5+6 (SEQ ID NO:
47) 1a rét gibng nhau, bét chip khang thé don dong duoc sir dung trong thir nghiém.
Viéc bao gdm vung trime héa lién tmg (SEQ ID NO: 44) lam giam MFI boi yéu t6 3

dén 4 so véi trinh tu twong dwong khong c6 ving trime héa (tic 1a H1-mini2-
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cum1+5+6; SEQ ID 46), nhung két qua van 1a t6t hon rd rang so véi khong c6 céc cai
bién dbi voi polypeptit gbc sau khi loai bo ving dau (cac két qua cf miniHA). Viéc bd
sung trinh tu trime hoa GCN4 (SEQ ID NO: 45) lam tang ndng do MFI c6 thé so sanh
duoc véi protein chiéu dai du.

Vi du 9: Thiét ké polypeptit ving goc khdc chita ving goc bdo thii ¢é cdc
epitop cua CR6261 va CR9114

Polypeptit theo sang ché dugc thiét ké theo quy trinh duge md ta trén day c6
thé duoc cai bién hon nita dé 1am tang do dn dinh. Céc cai bién nay c6 thé duoc dua
vao dé tang cuong su hinh thanh céc dang trime ctia polypeptit theo sang ché so voi
cac loai monome va/hodc dime. Nhu dugc mo ta trén day, HA ty nhién ton tai ¢ dang
trime trén bé mit té bao. Hau hét cac tuong tac giita timg monome ma gift dang trime
cing ndm trong ving dau. Sau khi loai b ving d4u, do do céu tric bac ba duoc lam
mét dn dinh va vi vy cing c¢b cac tuong tc giita cic monome trong phén tir bi cét cut
s& lam tang do én dinh. Trong ving gbc, trime héa duoc trung gian boi sy hinh thanh
clia motip cudn xodn dang trime. Bang cach cing c6 métip nay c6 thé tao ra dang
trime thich hop hon.

Theo sang ché, trinh tu lién tGng d& tao ra dang trime X04n cudn,
IEAIEKKIEAIEKKIE (SEQ ID NO; 83), dugc dua vao trong polypeptit theo sang ché
O (twong duong cua) vi tri 418 dén 433 (SEQ ID NO: 44) trong ching HI
A/Brisbane/59/2007 (d4nh sé theo trinh tw SEQ ID NO: 1). Theo cach khéc
IEAIEKKIEATEKKI (SEQ ID NO: 85) ¢6 thé duoc dua vao & 419-433 (SEQ ID NO:
49) hoac IEAIEKKIEAIEKK (SEQ ID NO: 86) ¢ 420-433 (SEQ ID NO: 50). Mot
céch khac 1a dua vao trinh tu MKQIEDKIEEIESKQ (SEQ ID NO: 84) ¢6 ngudn gbc
tir GCN4 va duoc biét 1a trime héa, & vi trf 419-433 (SEQ ID NO: 45). Theo cach khac
MKQIEDKIEEIESK (SEQ ID NO: 87) c6 thé duoc dua vao & vi tri 420-433 (SEQ ID
NO: 51 ) hoac RMKQIEDKIEEIESKQK (SEQ ID NO: 88) & vi tri 417-433 (SEQ ID
NO: 52). Tuong tu, bé mit trung gian cua trime dugc cing cd bang cach cai bién
M420, 1.423, V427, G430 thanh isoleuxin. (SEQ ID NO: 53).

T4t ca céc peptit duoc thé hién 1a 1ién két voi CR9114 va CR6261.

Theo mét sé phuong 4n, polypeptit theo sang ché khong chira trinh tu tin hiéu
va/hodc cac trinh tu ndi bao va ving xuyén mang cua HA, nhu duge mo ta trude.

Vi du 10: Thiét ké polypeptit vimg goc chita vimg goc bdo thii cé cdc epitop
cua CR6261 va CR9114 duwa trén H7 HA

Quy trinh dugce mo ta trén day dé thiét ké polypeptit theo sang ché ciing dugc
ap dung dbi véi H7. Trong vi du nay viéc thiét ké polypeptit theo séng ché dua trén
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typ huyét thanh H7 duoc mo ta. HA cta virut cim H7 A/Mallard/Netherlands/12/2000
(SEQ ID NO: 31) duoc st dung lam trinh tu bd me, nhung ngudi ¢ hiéu biét trung
binh trong linh vuc s& hiéu rang viéc st dung céc trinh tu H7 khéc 1a c6 thé twong
tuong boi vi cac trinh tu ¢6 tinh bao thu tbt, cu thé 1a trong ving géc.

Cai bién thu nhét trong trinh tyr 12 viéc loai bo vi tri ¢t & vi tri 339 (dénh sé dé
cép dén trinh tu SEQ ID NO: 31 bing c4ch gy dot bién R thanh Q (R339Q) dé ngan
chin su tao thanh HA1 va HA2 tir HAO. Mbt céach ty ¥ cac gbe 341 dén 345 (LFGAI,
mdt phin cua peptit dung hop) ¢é thé duoc loai bo thém dé lam giam dén muc thap
nhét su tiép xtc cia cac gbe ky nudce véi dung moi chira nude. Dién tich dwong & vi tri
cét duge bao ton 100% trong H7 va do d6 dot bién nay c¢6 thé duge ap dung trong tat
ca cac trinh tu.

Cai bién tht hai 12 viéc loai bo ving ddu bang cach loai bo mot phéan 16n cia
trinh tw HA1 va ndi lai c4c trinh tw ddu tin cing N va C théng qua mdt cdu ndi ngén.
Doan bi loai bo ¢6 thé thay d6i vé chiéu dai, nhung duoc vu tién la gbc cudi cling cua
trinh tu du tin cing N ctia HA1 va géc dAu tién cua trinh tu dau tan cung C gén nhau
v& mit khong gian dé tranh viéc dua ching vao thong qua trinh tw ndi. Trong cac trinh
tw H7 cac doan duogce loai bo ¢6 thé duge dwa vao & (cac vi tri twong duong cia) R53-
P315 (mini2; SEQ ID NO: 33) trong chung H7 A/Mallard/Netherlands/12/2000 (SEQ
ID NO: 31). Cac vi trf tuong duong c6 thé duge xac dinh d& dang boi ngudi co hiéu
biét trung binh trong linh vuc bing cach sip xép va so sanh trinh tw nho sir dung thuat
toan thich hop vi du nhu Clustal hodac Muscle. Cac ph?m con lai cua trinh tu c6 thé
duoc nbi truc tiép hodc theo cach khac c6 thé dua vao cau ndi linh dong. Trinh ty cdu
nbi ¢6 thé c6 chidu dai tir 1 dén 50 axit amin. Puoc uu tién 13 cac cau ndi linh dong c6
chiéu dai gidi han (nho hon hodc béng 10 axit amin), vi du GGG, GGGG, GSA,
GSAG, GSAGSA, GSAGSAG hoac tuong tu.

SEQ ID NO: 40 mb ta polypeptit naytheo sang ché chira doan duoc loai bo tir
T54-C314 (mini5; SEQ ID NO: 40). Cac doan dugc loai bd duoc mo ta trén ddy dam
bao rang céac ving khong c6 cdu triic duoc tao thanh boi cac gbe 280 — 310 ciing duoc
loai bo; didu nay c6 loi d6i véi tinh on dinh tong thé cua polypeptit theo sang ché.
Quan sat duoc tac dong tuong tu ddi v6i polypeptit theo sang ché c6 ngudn gbc tir
trinh tw H1 (xem trén day).

Viéc loai bo ving dau ra khoi vong giita cac gde 394 dén 414 hién duoc cho
tiép xtc voi dung moi chira nude. Trong H7, vong clia HA nay c6 tinh bao thi cao
(xem Bang 7). Trinh ty lién tng la: LI (E/D/G) KTNQQFELIDNEF (N/T/S) E (I/'V) E
(Q/K) (SEQ ID NO: 32).
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Pé lam tang do én dinh cua vong nay trong cdu hinh truée dung hop va lam
mét 6n dinh cau hinh sau khi dung hgp mot s6 géc ki nudc duge cai bién thanh axit
amin phén cuc (S,T,N,Q), axit amin tich dién (R,H,K,D,E), hodc lam gia tang do linh
dong bang cach gy dot bién thanh G. Gay dot dic hidu & cac vi tri 402, 404, 405, 409,
412 (d4nh sb d& cap dén trinh tw SEQ ID NO: 31) s& gop phan lam on dinh polypeptit
theo sang ché.

Dbi véi cac vi tri F402 va F409 dot bién thanh S duoc uu tién nhung cic axit
amin phan cyuc (T,N,Q), axit amin tich dién (R,H,K,D,E) va axit amin linh dong cao
(G) khéc s& co tac dong tuong tu. Déi v6i vi trf 404 (96% L), dot bién thanh N hodc S
duoc wu tién; axit amin sau cfing c6 thé xay ra trong tu nhién, mic du & tan suét thap,
va dot bién cua vi trf nay trong cac trudong hop nay khong can thiét. Axit amin phén
cuc (T, Q), axit amin tich dién (R,H,K,D,E) va axit amin linh dong cao (G) khéc s& c6
tac dong tuong tu. D&i véi vi tri 405 (99% T) dot bién thanh T hodc D duoc wu tién. D
cling c6 trong tu nhién va d6t bién cia vi tri nay sau d6 1a khong can thiét. Axit amin
phén cuc (S, N, Q), axit amin tich dién (R, H, K, ) va axit amin linh dong cao (G) khac
s& ¢6 tac dong tuong tu. Pbi véi vi tri 412 (I hodc V) dot bién thanh N dugc vu tién
nhung axit amin phéan cuc (S, T, Q), axit amin tich dién (R, H, K, D, E) hodc axit amin
linh d6ng (G) khac 12 ciing c6 thé duge. Do d6 cic polypeptit chira it nhit mot dot bién
duoc mo ta trén ddy. Céc su két hop cua nhiéu hon mot dot bién ciing duoc ap dung,
nhu duoc thé hién trong cac trinh ty SEQ ID NO: 34-39 va 41-43.

Pé lam dn dinh cAu hinh truée dung hop ciia polypeptit theo sang ché lién két
cong hoa tri giita hai phan xa nhau trong céc trinh tw bic mdt nhung gan nhau trong
chu hinh dugc cudn gép truée dung hop duoc dua vao. Cudi cing cau disulfit dugc
thiét k& trong polypeptit theo sang ché, tot hon 1a & gitta (twong dwong ctia) vi tri 319
va 432 trong chung H7A/Mallard/Netherlands/12/2000 (SEQ ID NO: 36-39, 42, 43).
Céc vi trf twong dwong c6 thé duge xac dinh d& dang béi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc bang cach sap xép va so sénh trinh tw nho st dung thuat toan thich hop
nhu Clustal, Muscle etc. Cau disulfit dugc thiét ké duoc tao ra bing cach gy dot bién
it nhat mot (néu gbe con lai 13 xystein rdi), nhung thuong 13 hai gbc gin nhau vé
khong gian véi xystein, ma s€ tao thanh lién két cong hoa tri modt cach tu phat hoic
bang phan tmg oxi hoéa hoat hoa gifta cdc nguyén tir luu huynh cua céc gbc nay.

Nhu dugc mo ta trén day, HA tu nhién ton tai & dang trime trén bé mit té bao.
Hau hét cac tuong tac gifta ting monome ma gitt dang trime cung nim trong ving
dau. Sau khi loai bo ving dAu, do do cAu tric bac ba duoc lam mét 6n dinh va vi vay

cing ¢ cac tuong tac gilta cac monome trong phan tr bi cat cut s€ lam ting do 6n
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dinh. Trong ving gbc, trime héa duoc trung gian boi sy hinh thanh ctia métip cudn
xodn dang trime. Bing cach cﬁng ¢b motip nay c6 thé tao ra dang trime thich hop hon.
Da biét 13 trong linh vuc réng cdc trime cudn xodn duogc lam 6n dinh béi Ile & cac vi
tri a va d cua trinh tu ldp lai nhém 7 do 1a ddu chuén x4c nhan ctia motip cAu truc nay.
Trong ban mé t4, kién thirc nay dwoc ap dung bang cach dua Ile vao (twong duwong
cta) cac vi tri 419, 423, 426 va 430 (SEQ ID NO: 38, 43). Theo cach khdc trinh tu lién
g dé tao ra dang trime xo4n cudn, EAIEKKIEAL dugc dua vao & (twong duong cua)
vi tri 417 dén 426 (SEQ ID NO: 39).

Céac trinh tu nay (SEQ ID NO: 33-43) dugc dua vao thir nghiém phén loai té
bao lién két huynh quang duoc mé ta trén day. Tuy nhién, khong c6 lién két ciia khang
thé don dong CR8020, CR8043, CR9114 hozc CR8957 c6 thé dugc phat hién. Céc tac
gia sang ché da két lusn rang cac trinh tu nay khong trinh dién cic epitop cia cac
khang thé nay va do dé cac protein nhu duge trinh dién trén mang t& bao khong dugc
cudn gép thanh c4u tric 3 chiéu tu nhién cua né.

Vi du 11: Thiét ké polypeptit vimg goc chira vimg goc bao thii cé cdc epitop
cua CR8020, CR8043 va CR9114 dwa trén HA cua H3

Trong budc thtr nhat, trinh tu dai dién polypeptit theo séng ché dugc tao ciu
truc theo cach tuong tu nhu duge mé ta bai Steel va cac dong tac gia (Steel et al 2010)
st dung HA tir H3 A/Wisconsin/67/2005 nhu trinh tu b me (SEQ ID NO: 89). Pau
ctia HA duoc loai bé bang cach loai bé mot phan ciia HA1 tir axit amin D69 dén axit
amin K292 .

Céac gbe nay co thé duoc thay thé bang 3 hoac 4 Gly. Cau ndi 4 Gly duoc thir
nghiém béi Steel va cac ddng tac gia va da dua ra cac két qua tot v& sy biéu hién va
duoc chip nhén ¢ ddy dé tao ra mini-H3 (SEQ ID NO: 90). Pé ngin chin su cit chudi
polypepetit, budc xi 1y sau dich ma thong thuong dbi voi protein HA chiéu dai du, vi
trf cit & vi tri 345 (arginin) duoc gdy dot bién thanh glutamin (R345Q).

| Tiép theo, dién tich bé mat c¢6 thé truy nhap duge ciia mdi gbc trong ca mini-
HA duoc tao cdu triic va cdu hinh sau khi dung hop duoc tinh véi su hd tro cia
Brugel. Mtc do boc 10 va che giéiu cua moi géc dugc xéc dinh nhu dugc mo ta trong
Samantha va céc dong tac gia (Samantha et al., 2002). T4p chung vio cic gbc ma
duoc dé 16 trong cdu hinh trude dung hop va tré nén dugc che gidu trong c4u hinh sau
khi dung hop. Tiép tuc phén tich cac gbc nay da chi ra ring mot s trong sb cac gbe
nay co thé duoc cai bién theo cach ma dot bién khong c6 tac dong dén cAu hinh trudce
dung hop nhung ¢6 1am mat 6n dinh cdu hinh sau khi dung hop. Nhin chung cac gbc

nay c¢6 chuoi bén ki nudc va tham giam vao su tao thanh chuoi cudn xoan trong cau
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hinh sau khi dung hop. D6t bién cia cac gbe nay dé bao gdm chudi bén ua nude sé
pha hiy céac dic tinh cta chudi cudn xodn — twong tac giita cac cAu tric xo4n trong
chudi cudn xodn nhin chung 14 twong tac ki nudc — va do d6 lam mat 6n dinh cu hinh
sau khi dung hop. Cac gbc ma chuyén ddi tir trang thai dwoc boc 19 trong céu hinh
trude dung hop thanh duge che gidu trong cdu hinh sau khi dung hop va dugc mong
mubn réng c6 tac dong lam mét &n dinh trén cAu hinh sau, sau dot bién & vi tri L397,
1401 va L425 (dénh sb theo trinh tw SEQ ID NO: 89). Trong sing ché L397K va
1401T duoc bao gom.

Vong (vong B, cac gbc 401 dén 420) ndi chudi cudn xoén A (gbc 383 dén 400)
v6i chudi cudn xoén CD & tAm (cac gbe 421 dén 470) 1am thay d6i cAu hinh khi chép
nhén tinh trang sau dung hop; né trd thanh vong xo4n va 12 mot phan cua chudi cudn
xodn trime kéo dai. P& lam én dinh cu hinh vong trudc dung hop chtra cdu ndi nay
va/hodc @ lam mét 6n dinh cdu hinh sau dung hop cia né duoc 1y giai ring né can
phai du @& gy dot bién tit ca cac gbc ma tham gia vao viéc tao 16i ctia vong cudn
xodn. D61 voi vi trf N405 mot s6 dot bién duoc thiét ké, cu thé 1a cac gdec mang dién
tich &m (Asp va Glu, N405D, N405E) bdi vi dién tich ngoai nay s€ cing ¢b nehaik ion
quan sat thit trong cAu hinh truéc khi dung hop. Dot bién thanh Ala trung hoa
(N405A) ciing duoc bao gdm trong nghién ctru nay. Céc tic gia sang ché cling gay dot
bién Phe 408 thanh Thr, His 409 thanh Ser va Val 418 thanh Ser (danh s theo trinh tu
SEQ ID NO: 89; F408T, H409S, V418S) d 1am ting hon nita d6 6n dinh ctia bé mit
duoc boc 16 maéi sau khi loai bd ving dau.

Nam ciu disulfit duoc thiét ké dé khoa HA trong cdu hinh trude dung hop. Cac
cdu nay duogc tao thanh gifta cac gbe & cac vi tri xa nhau thich hop vé khéng gian va da
6 cac nguyén tir CP cua ching & vi tri chinh xéc dé tao thanh cau disulfit. Cac cau nay
dugc dua vao gilta céc vi tri 320 va 406 (A320C, E406C; danh s6 theo trinh tu SEQ
ID NO: 89), 326 va 438 (K326C, S438C) va gifta 415 va 423 (F415C, Q423C). Hai
cau dau tién 1a lién két chéo gitra cac phdn HA1 va HA2 cia chudi, trong khi cau cudi
lién két cong hoa tri voi phén trén cing ctia vong B. Cau disulfit K326C, S438C duoc
thuc hién bang dot bién ctia Asp 435 thanh Ala (D435A). Cau disulfit F347C/N461C
va S385C/L463C duoc lay tir bai bao ctia Bommakanti va cac dong tac gia (2010) va
cling dugc st dung trong nghién ctru nay. |

Dé loai bo cac gbe ki nude duge bdc 16 méi tir dung moi, mot vai dot bién b
sung duoc thiét ké. Ile & vi tri 67 (d4nh s6 theo trinh tu SEQ ID NO: 89) duogc gay dot
bién thanh Thr (I67T). Dot bién nay duy tri nhanh beta ctia chudi bén nhung loai bd

céc gbe ki nude ra khoi bé mit. Pidu twong tu ciing c6 thé dbi véi dot bién Ile 298
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thanh Thr (I298T). Dot bién khéc dugc dua vao & vi tri 316, isoleuxin trong trinh tur tur
nhién. Bing truc gidc, mot ngudi c6 thé dé xudt tao dot bién gdc nay thanh Thr dé duy
tri nhanh beta nhung loai bé tinh ki nu6ce khoi bé mit. Tuy nhién, dot bién nay co thé
dan dén viéc dwa vao vi tri N-glycosyl hoa bd sung (vi tri 314 1a Asn) va do d6 dot
bién thanh Gln duogc dwa vao (1316Q).

Gly 495 ciing dugc gdy dot bién thanh Glu (G495E). Dot bién nay dugc thiét
ké dé dua vao cdu ion boi vi ¢6 dién tich duong trong ving xung quanh. Nature da dé
xut mot sb chung H3 ¢6 Glu & vi trf ndy.

Mot gbe quan trong ciua HA 13 vi trf 345 (Arg) boi vi ddy 14 vi tri trong d6 xay
ra su cit bing protaza d& 1am cho su dung hop protein c6 di kha ning. Dot bién cia
Arg nay thanh Gln (R345Q) ngan chén xay ra viéc phan cat do d6 khoa protein trong
trang thai trudc dung hop.

Dot bién duge mo ta trén day dugc tap hop nhu duge md ta dudi day:

Cum 1:167T, 198T, 1316Q, F408T, H409S, V418S

Cum 2: A320C, E406C

Cum 3:K326C, D435A, S438C

Cum 4:L397K, 1401T

Cum 5:N405D hoac N405E hoac N405A

Cum 6:F415C, Q423C

Cum 7:G495E

Cum 8:F347C, S385C, N461C, L463C

Dé di dén polypeptit theo sang ché, cac cum dugc két hop véi viée loai bo
doan D69 dén K292 va dot bién R345Q theo so dd duoc md ta dudi day

H3 Mini-HA cum 1 (SEQ ID NO: 91)

H3 Mini-HA cum 1+2 (SEQ ID NO: 92)

H3 Mini-HA cum 1+3 (SEQ ID NO: 93)

H3 Mini-HA cum 1+4 (SEQ ID NO: 94)

H3 Mini-HA cum 1+5 N405A (SEQ ID NO: 95)

H3 Mini-HA cum 145 N405D (SEQ ID NO: 96)

H3 Mini-HA cum 1+5 N405E (SEQ ID NO: 97)

H3 Mini-HA cum 1+6 (SEQ ID NO: 98)

H3 Mini-HA cum 1+7 (SEQ ID NO: 99)

H3 Mini-HA cum 1+2+3+4+5+6+7-N405E (SEQ ID NO: 100)

H3 Mini-HA cum 14+2+3+4+5+6+7-N405A (SEQ ID NO: 101)H3 Mini-HA
cum 1+2+3+4+5+6+7-N405D (SEQ ID NO: 102)
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H3 Mini-HA cum 1+8 (SEQ ID NO: 103).

Cac gen ma hoa trinh tu protein néu trén dugc tong hop va tach dong vao vecto
biéu hién pcADN2004 sir dung cac phuong phép thong thuong ma ngudi ¢é hiéu biét
trung binh trong linh vuc da biét. Vi 1y do so sanh trinh tu HA chiéu dai du coa H3
A/Wisconsin/67/2005 duoc bao gdm trong thir nghiém, ciing nhu trinh tw HA chiéu
dai di cua H1 A/Brisbane/59/2007 chtra dot bién vi tri cat R343Q.

Huyén phu té bao HEK293F (Invitrogen) (10° té bao /ml, 30 ml) duoc chuyén
nhidm bang vecto biéu hién (1 pg/ml) sir dung 40 pl 293transfectin lam tac nhan
chuyén nhiém va dé cho tiép tuc nhan 1én trong 2 ngay. Té bao duoc thu gom, chia
thanh cdc phan phan uéc (0,3 ml, khoang 3*10° té bao ) va cac phan phéan uéc duoc
xtr Iy bang huyét thanh da dong xuét hién khang HA cua H3 (Protein Sciences Corp,
Meriden, CT, USA) dé tham do su biéu hién hoac khang thé don dong dic hiéu HA (5
microgram/ml) va khang thé tha cip dugc st dung dé nhudém. Sau d6 té bao duoc
phén tich bing phwong php phén loai t& bao lién két huynh quang (FACS) vé su biéu
hién cua polypeptit ving gbe ciia HA dugc gén 1én mang theo sang ché sir dung huyét
thanh da dong xuét hién khang HA caa H3 hodc HA cta H1 @ tham do su biéu hién.
Dai khang thé don dong c6 tinh dac hiéu da biét ma lién két véi protein chiéu dai da
(CR8020, CR8043 va CR9114) duogc su dung dé tham do vé su c6 mét cua epitop bdo
thi va, bang cach suy luan, su cudn gip chinh xdc ctia HA chiéu dai du va céc mini-
HA polypeptit theo sang ché. Khang thé don dong CR6261 (d biét 1a khong lién két
véi cac HA cua H3) va CRS8057 (lién két véi ving dau cia HA tr
A/Wisconsin/67/2005) ciing duge bao gdm trong thir nghiém nay. Cac két qua duoc
biéu hién dudi dang ty 18 phan trim t€ bao duong tinh va duoc thé hién trong FIG. 8.

Cac két qua thé hién rang tit ca cac cAu tric duge biéu hién trén bé mat t& bao
phan tng v6i huyét thanh da dong H3 dan dén 80-90% tat ca cac té bao dugc phén tich
1a duong tinh véi trinh tw dwa trén H3 va nhiéu hon 50% d6i véi trinh tu chidu dai da
cua H1 so voi dudi 4% dbi voi té bao khong duoc chuyén nhiém . Str dung khéng thé
da dong khang H1, 60-70% tit ca cac t& bao 1a duong tinh, ngoai trir trinh tw chiéu dai
dt ctia H1 dat t61 100%. Cac thit nghiém d6i chtmg khong c6 IgG, chi sir dung IgG
khéng nguoi hodc khang tho duge danh d4u tit ca déu 4m tinh. Ca protein HA chiéu
dai @0 cua A/Wisconsin/67/2005 va A/Brisbane/59/2007 duoc nhan dién bé’mg khéang
thé don dong CR9114, da biét 1a c6 kha ning trung hoa ca hai ching. HA chiéu dai du
ctia A/Wisconsin/67/2005 con lién két vi CR8020, CR8043, va CR8057 (chi lién két
v6i mét sb ching H3, duge mé ta trong WO2010/130636), nhung khong lién két véi
CR6261 (Throsby et al. (2008), WO 2008/028946). Dbi véi HA chiéu dai da tur
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A/Brisbane/59/2007 didu nguoc lai 1a dung: né lién két véi CR6261 nhung khong
duoc nhén dién boi CR8020, CR8043 va CR8057.

Polypeptit nhu duge mo ta trong SEQ ID NO: 91 véi trinh tw SEQ ID NO: 103
khong ¢ kha nang lién két véi CR8020, CR8043 va CR9114 trong bét ky truong hop
nao nhu duge chimg minh bang viée khong c¢6 cac tin hidu trén nén trong FIG. 8. Do
d6 két ludn rang céc trinh tu nay khong trinh dién cac epitop ciia cac khang thé nay va
két qua 1a céc protein nhu c6 mit trén mang té bao khong duoc cudn gip thanh cau
tric 3 chiéu tu nhién cua no.

Vi du 12: Thiét ké polypeptit vimg géc chita vimg géc bdo thi khdc cé cdc
epitop cua CR8020, CR8043 va CR9114 dya trén HA cua H3

Trong vi du nay viéc thiét ké polypeptit theo sang ché khac dua trén typ huyét
thanh H3 duoc md ta. HA cua virut cam H3 A/Wisconsin/67/2005 (SEQ ID NO: 89 )
va A/Hong Kong/1/1968 (SEQ ID NO: 121) dugc st dung lam trinh tu b6 me.

Cai bién thtt nhét trong trinh tu 1a viéc loai bo vi tri cit & vi tri 345 (dénh s6 dé
cap dén trinh ty SEQ ID NO: 89 bang cach giy dot bién R thanh Q (R345Q)'dé ngin
chan su tao thanh HA1 va HA2 tir HAO. Mot cach tily ¥ céc g6¢ 347 dn 351 (IFGAI,
mdt phan cta peptit dung hop) ¢6 thé duoc loai bd thém d8 lam giam dén muc thap
nhét sy tiép xtc ctia cac gbe ky nude véi dung moi chira nuée. Dién tich duong & vi tri
cét duoc bao ton 100% trong H3 va do d6 dot bién nay c6 thé dugc 4p dung trong tat
ca cac trinh tu.

Cai bién thtr hai 1a viéc loai bo ving dau bang cach loai bo mét phan 16n cta
trinh tu HA1 va ndi lai c4c trinh tu dau tan cung N va C thong qua mot cau ndi ngén;
Doan bi loai bo ¢6 thé thay dbi vé chiéu dai, nhung duogc wu tién la géc cudi cung cua
trinh tu dau tan cung N cua HA1 va géc dAu tién cta trinh tu dau tin cung C gén nhau
vé mat khong gian dé tranh viéc dua ching vao thong qua trinh tu nbi. Trong trinh tu
H3 céac doan dugc loai bo 6 thé duge dua vao & (cac vi tri twong duong cua) S62-
P322 (mini2; SEQ ID NO: 105), S63-P305 (mini3; SEQ ID NO: 119) va T64-T317
(mini4; SEQ ID NO: 120. Céc vi tri twong duong co thé duoc xac dinh dé dang bai
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc bang cach sép xép va so sénh trinh tu nho
str dung thuét toan thich hop vi du nhu Clustal hodc Muscle. Cac phén con lai cua
trinh tu ¢6 thé duoc nbi truc tiép hosic theo cach khac ¢6 thé dua vao cau ndi linh
dong. Trinh tu cAu nbi c6 thé co chidu dai tir 1 dén 50 axit amin. Dugc uu tién 1a cac
cau ndi linh dong c¢6 chidu dai giéi han (nho hon hodc bang 10 axit amin), vi du GGG,
GGGG, GSA, GSAG, GSAGSA, GSAGSAG hoic twong tu. Chiéu dai cia doan bi

loai bé ciing c6 thé thay déi, vi du béng cach giam sd luong géc trong doan duoc loai
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bo bang cach bat ddu & (tuong duong cua) vi tri 63, 64, 65, 66, 67, hodc lam ting
chiéu dai cta doan bi loai bo, béng cach cat & vi tri 57, 58, 59, 60 hoac 61. Tuong tu,
axit amin cudi cing bi loai bo ¢ thé & (twong duong cta) vi tri 317, 318, 319, 320
hodc 321, hodc lam ting chiéu dai ctia doan bi loai bo & (twong duong cla) vi tri 323,
324, 325, 326, hodc 327. Quan trong 1a nhan dién dugc su thay dbi vé chidu dai cta
doan duoc loai bo 6 thé & trong phén duogc bu béng cach lam cho phu hop chiéu dai
cta trinh tw cu ndi, tic 1a doan duoc loai bo 16n hon ¢6 thé duoc lam cho phu hop véi
cau néi dai hon va nguoc lai. Cac polypeptit nay ciing duoc bao gdm trong sang ché.

Viéc loai bo ving ddu ra khoi vong B giita cac gde 400 dén 420 hién duge cho
tiép xtic voi dung moi chira nude. Trong cadc HA ctia H3 vong nay c6 tinh bao thu cao
(xem Bang 9). Trinh tu lién ung la: 401 I(E/G)KTNEKFHQIEKEFSEVEGR 421
(SEQ ID NO: 104; dénh sb dé cap dén trinh tw SEQ ID NO: 89). P& lam tang d hoa
tan cua vong nay dbi v6i polypeptit theo sang ché trong cu hinh truéc dung hop va
lam mAt én dinh cAu hinh sau khi dung hop mdt sb gbc ky nuéc phai dwoc bién dbi
thanh géc phén cuc (S,T,N,Q), axit amin tich dién (R,H,K,D,E), hodc phai lam tang d6
linh dong bang cach gy dot bién thanh G. Gay dot dic hidu & céc vi tri 401, 408, 411,
415, 418, (d4nh sb d& cap dén trinh tw SEQ ID NO: 89) s& gop phan lam on
dinhpolypeptit theo sang ché.

Déi v6i cae vi tri F408 va F415 dot bién thanh S duoc wu tién nhung axit amin
phén cuc khac (T,N,Q), axit amin tich dién (R,H,K,D,E) va axit amin linh dong cao
(G) s& c6 tac dong tuong tw. Dbi véi vi tri 411 (I), dot bién thanh T duoc wu tién; axit
amin phan cuc khac (S, N, Q), axit amin tich dién (R,H,K,D,E) va axit amin linh dong
cao (G) s& co tac ddong tuong tu va do d6 ciing duoc bao gdm trong séng ché. Ddi véi
vi trf 418 (V) dot bién thanh G duoc wu tién. Axit amin phan cuc khac (S, T, N, Q),
axit amin tich dién (R, H, K, D, E) s& c6 tac ddng tuong tu va do d6 ciing duoc bao
gbm trong sang ché. Dbi véi vi tri 401 (I) dot bién thanh R dugc wu tién nhung axit
amin phéan cuc khac (S, T, N, Q), axit amin tich dién (H, K, D, E) hodc cac géc linh
dong (G) 1a ciing c6 thé dugc. Vi vy polypeptit theo sang ché chira it nhat mot dot
bién duge mo ta trén day. Cac su két hop cia nhiéu hon mdt dot bién 1a cling c6 thé
duoc, nhu duoc thé hién trong céc trinh tuw SEQ ID NO 123-127 va 129-131.

Pé lam 4n dinh c4u hinh truée dung hop caa polypeptit theo sang ché lién két
cong hoa tri gifta hai phin xa nhau trong céc trinh tu bic mdt nhung gan nhau trong
cAu hinh duoc cudn gip truée dung hop duoc dua vao. Cubi cling cau disulfit duoc
thiét ké trong polypeptit theo sang ché, t6t hon giita (tuong duong cta) vi tri 326 va
438 trong H3 A/Wisconsin/67/2005 (SEQ ID NO: 89). Céc vi tri tuong duong co thé
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duoc xéac dinh d& dang boi ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc bang cach sap
xép va so sanh trinh tu nho st dung thuét toan thich hop nhu Clustal, Muscle etc. Cau
disulfit duoc thiét ké dugc tao ra bang cach giy dot bién it nhat mot (néu gbe con lai 1a
xystein rdi), ﬁhtmg thuong 12 hai gbc gin nhau vé khong gian véi Xystein, ma sé tao
thanh lién két cong héa tri mot cach tu phét hodc béng phan ing oxi hda hoat hoa gitta
céc nguyén tir luu huynh ciia cac goc nay. CAu xystein thay thé co thé dugc tao ra giita
(twong duong cua) vi tri 334 va 393 trong H3 A/Wisconsin/67/2005 (SEQ ID NO: 89)
bing cach gy dot biét cac gbe nay thanh xystein. Trong mot s6 twong hop xystein &
(twong duong cua) vi tri 321 dugc cai bién thanh glyxin dé tranh sy tao thanh ciu
disulfit khéng mong mudn.

HA ty nhién ton tai & dang trime trén bé mit t€ bao. Hau hét cac tuong tac giita
timg monome ma gift dang trime cting nim trong ving dau. Sau khi loai b ving dau,
do do céu tric bac ba duoc lam mét én dinh va vi vy cing ¢b cac twong tac giita cac
monome trong phéan tir bi cét cut s& lam tang d6 on dinh. Trong ving gdc, trime héa
duogc trung gian boi sy hinh thanh ctia métip cudn xo#n dang trime. Bang cach ciing cb
mdtip nay c6 thé tao ra dang trime thich hop hon. Trinh tu lién tng dé tao ra dang
trime xo4n cudn, IEAIEKKIEAIEKKIEAIEKK, duoc dua vao & (twong duong cia) vi
trf 421 dén 441.Dé tranh sy can tré hinh thanh cau disulfit gitra cac vi trf 326 va 438
moét trinh tu thay thé ngan hon IEAIEKKIEAIEKKI & (twong duong ctia) céc vi tri
421 dén 435 ciing dwoc st dung. Mot cach khac 1a dua vao trinh tu
RMKQIEDKIEEIESKQKKIEN, ¢6 ngudn gbe tir GCN4 va duoc biét 1a trime hoa, &
vi trf 421-441 hodc trinh tu ngédn hon RMKQIEDKIEEIESK & vi tri 421 dén 435.

Polypeptit theo sang ché c6 thé chta trinh ty noi bao ctia HA va ving xuyén
mang vi vay céc polypeptit thu duoc trinh dién trén bé mit té bao khi dugc biéu hién
trong té bao. Theo cac phuong an khac, trinh tu trong t& bao chit va trinh tu xuyén
mang tir (twong duong ciia) vi tri 522 dén dau tén cing C dugc loai bé do do6
polypeptit duoc tiét ra (hoa tan dwoc) dwoc san sinh sau khi biéu hién trong t bao.
Tuy vy, mot s& gbe bd sung ¢6 thé duoc bao gdm trong protein hoa tan dugce bang cach
loai bo trinh tu tir (twong dwong cua) 523, 524, 525, 526, 527, 528 hodc 529.
Polypeptit hoa tan duoc c¢6 thé duge lam 6n dinh hon nita bang cach dua vao trinh tu
d3 biét dé tao cAu tric trime, tic 1a AYVRKDGEWVLL (SEQ ID NO: 143)(trinh tu
‘cudn gap’), tiy ¥ duoc ndi théng qua cdu nbi. Cau ndi nay cé thé tuy y chia vi tri
phan cit dé xir Iy sau d6 theo quy trinh ma nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
da biét. Dé d& dang tinh ché dang hoa tan c6 thé bd sung thém trinh tu dudi, vi du dudi

his (HHHHHHH) dwoc néi thong qua cau ndi ngan, vi du EGR. Theo mdt s6 phuong
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4n cau noi va trinh ty dudi his dugc thém vao khdng co trinh tu cudn gap dugc thé

hién.

Mot gbe quan trong ctia HA 14 vi tri 345 (Arg) bdi vi day 1a vi trf trong d6 xay

ra sy cit do proteaza dé lam cho su dung hop protein c6 dit kha ning. Dot bién cia

Arg nay thanh Gln (R345Q) ngén chén xay ra viéc phan cat do d6 khoa protein trong

trang thai trude dung hop.

Dot bién duoc md ta trén ddy duoc tap hop nhu duoc mé ta dudi day:

Cum 9 F408S, I411T, F415S
Cum 10V418G

- Cum 111401R
Cum 12K326C, S438C
Cum 13T334C, 1393C
Cum 14 C321G

GCN4RMKQIEDKIEEIESKQKKIEN & vi trf 421 dén 441
hoic RMKQIEDKIEEIESK & vi tri 421 dén 435
trilEAIEKKIEAIEKKIEAIEKK & vi tri 421 dén 441
hoac IEAIEKKIEAIEKKI & céc vi tri 421 dén 435
Str dung trinh tu cia HA chidu dai du tir H3N2 A/Wisconsin/67/2005 1am diém

khoi ddu cac cum duoc md ta trén ddy duoc két hop véi viée loai bd cum S62-P322

(mini2; SEQ ID NO: 105) dé di dén polypeptit theo sang ché

441)

SEQ ID NO: 105: H3-mini2

SEQ ID NO: 106: H3-mini2-c19+10

SEQ ID NO: 107: H3-mini2-c19+11

SEQ ID NO: 108: H3-mini2-cl9+10+11

SEQ ID NO: 109: H3-mini2-cl9+10+11-tri (trinh tu tri & vi tri 421-441)

SEQ ID NO: 110: H3-mini2-c19+10+11-GCN4 (trinh ty GCN4 & vi tri 421-

SEQ ID NO: 111: H3-mini2-cl9+10+11+12
SEQ ID NO: 112: H3-mini2-cI9+10+12
SEQ ID NO: 113: H3-mini2-cl9+10+11+12-GCN4 (trinh tw GCN4 ngén o vi

trf 421-435)

435)

SEQ ID NO: 114: H3-mini2-c19+10+11+12-tri (trinh tu tri ngan & vi trf 421-

SEQ ID NO: 115: H3-mini2-c19+13
SEQ ID NO: 116: H3-mini2-cl9+10+11+13
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SEQ ID NO: 117: H3-mini2-c19+10+11+13-GCN4 (trinh tv GCN4 & vi tri
421-441)

SEQ ID NO: 118: H3-mini2-cl9+10+11+13-tri (trinh tu tri & vi tri 421-441)

Ngoai ra viéc loai bd céac dban S63-P305 (mini3) va T64-T317 (mini4) dugc
két hop v6i cac cum 9, 10, 11 va 14 d tao ra polypeptit theo sang ché

SEQ ID NO: 119: H3-mini3-cl9+10+11+12+14

SEQ ID NO: 120: H3-mini4-cl9+10+11+12+14

Str dung trinh ty cia HA chiéu dai du tir H3N2 A/Hong Kong/1/1968 lam diém
khéi dAu cac cum duoc mé ta trén day duoc két hop véi viée loai bé cum S62-P322 dé
di dén polypeptit theo sang ché

SEQ ID NO: 121: H3 Chiéu dai da A/Hong Kong/1/1968

SEQ ID NO: 122: HK68 H3m2-cl9

SEQ ID NO: 123: HK68 H3m2-c19+10

SEQ ID NO: 124: HK68 H3m2-c19+10+11

SEQ ID NO: 125: HK68 H3m2-cI9+10+12

SEQ ID NO: 126: HK68 H3m2-cl9+10+11+12

SEQ ID NO: 127: HK68 H3m2-c19+10+11+13

SEQ ID NO: 128: HK68 H3m2-c19+10+11+12-tri (trinh tu tri ngén & vi tri
421-435)

SEQ ID NO: 129: HK68 H3m2-cl19+10+11+13-tri (trinh ty tri & vi tri 421-441)

SEQ ID NO: 130: HK68 H3m2-c19+10+11+12-GCN4 (trinh tw GCN4 ngén &
vi tri 421- 435)

SEQ ID NO: 131: HK68 H3m2-c19+10+11+13-GCN4 (trinh ty GCN4 & vi tri
421-441).

Cé4c gen ma hoa trinh tu protein néu trén dugc tong hop va tach dong vao vecto
bidu hién pcADN2004 st dung céc phuwong phép thong thudng ma ngudi ¢6 hiéu biét
trung binh trong linh vyc da biét. Vi ly do so sanh trinh tu HA chiéu dai da ctia H3
A/Wisconsin/67/2005 va/hoic H3 A/Hong Kong/1/1968 duoc bao gdm trong thir
nghiém.

Huyén pha t& bao HEK293F (Invitrogen) (10° t bao /ml, 30 ml) dugc chuyén
nhim bing vecto biéu hién (1 pg/ml) sit dung 40 pl 293transfectin lam tic nhan
chuyén nhiém va dé cho tiép tuc nhén Ién trong 2 ngay. Té bao dugc thu gom, chia
thanh cac phan phan uéc (0,3 ml, khoang 3*10° té bao ) va cac phan phéan udc dugc
xtr 1y bang huyét thanh da dong xuét hién khang HA cua H3 (Protein Sciences Corp,
Meriden, CT, USA) dé tham do su biéu hién hodc khang thé don dong dac hiéu HA (5
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microgram/ml) va khang thé tha clp duoc st dung dé nhudm. Sau do6 té bao duoc
phan tich bing phuong phép phan loai té bao lién két huynh quang (FACS) vé sy biéu
hién cua polypeptit ving gbc cia HA dugc gan 1én mang theo séng ché s dung huyét
thanh da dong xuét hién khang HA cta H3 hodc HA cua H1 dé tham do su biéu hién.
Déi khéng thé don dong c6 tinh dic hiéu da biét ma lién két v6i protein chiéu dai du
(CR8020, CR8043 va CR9114) duogc str dung dé tham do vé su c6 mit cua epitop bao
tha va, bang cach suy luan, su cudn gép chinh xac ctia HA chiéu dai du va cac mini-
HA polypeptit theo sang ché. Khéng thé don dong CR6261 (da biét 1a khong lién két
v6i cac HA cua H3 ) va CR8057 (lién két véi ving dau cia HA tr
A/Wisconsin/67/2005) ciing duge bao gdm trong cac thir nghiém nay. Céc két qua
duoc biéu hién dudi dang ty 18 phén tram té bao duong tinh va duoc thé hién trong
FIG. 9 dbi véi HA cta H3 ctia A/Wisconsin/67/2005 dua trén céc trinh tu va FIG. 10
d6i voi HA ctia H3 ctia A/Hong Kong/1/1968 dua trén céc trinh tu.

Céc két qua thé hién ring tat ca A/Wisconsin/67/2005 dua trén cac cau tric
(FIG. 9) dugc biéu hién trén bé mat té bao phan tng véi huyét thanh da dong H3 dén
dén ca 80% hoac lau hon tat ca céc t& bao dugc phan tich 1a duong tinh so véi dudi
5% dbi véi té bao khong duoc chuyén nhifm . Cac thir nghiém dbi ching khong c6
IgG, chi st dung IgG khang nguoi hodc khang thé duoc danh d4u tat ca déu am tinh.
HA chidu dai di cua A/Wisconsin/67/2005 duoc nhan dién bang khang thé don dong
CR8020, CR8043, CR8057 (chi lién két voi mot sb chung H3, dugc mo ta trong
W02010/130636) va CR9114 dugc biét 1a ¢6 kha nang lién két véi protein nay, nhung
khong dugc nhén dién bing mAb CR6261. Nguoc lai, hau hét polypeptit ving gbc
khoéng dugc nhén dién boi CR8020, CR8043 hoac CR9114 véi mot sb ngoai trir can
luu §. Cé polypepetit chira dot bién cum 12 dugc nhén dién bsi CR8020 va/hodc
CR8043. H3-mini2-c19+10+11+12 (SEQ ID NO: 111), H3-mini2-cI9+10+12(SEQ ID
NO: 112), H3-mini2-c19+10+11+12-GCN4 (SEQ ID NO: 113) va H3-mini2-
c19+10+11+12-tri (SEQ ID NO: 114) biéu thi sy nhan dién bang CR8020 (ty 1& % té
bao duong tinh nim trong khoang tir ca 10 dén 60) va CR8043 (40 dén 70%) (nhu
duoc thé hién bing cdc mii tén). Trong s6 4 céu tric duong tinh H3-mini2-
cl9+10+11+12-GCN4 (SEQ ID NO: 113) thé hién dép tmg 16n nhat trong thir nghiém
nay. Thu duoc céc két qua twong tu tir cudng dd phét huynh quang trung binh duoc
thé hién trong dai B (FIG. 9). H3-mini2-c19+10+11+12 (SEQ ID NO: 111), H3-mini2-
cl9+10+12(SEQ ID NO: 112), H3-mini2-c19+10+11+12-GCN4 (SEQ ID NO: 113) va
H3-mini2-c19+10+11+12-tri (SEQ ID NO: 114) biéu thi cuong d6 phat huynh quang
trung binh t5t cao hon nén sau khi tiép xtic véi CR8020 va CR8043 va nhudm, véi dap
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{ng cao nhat d6i v6i H3-mini2-cl9+10+11+12-GCN4 (SEQ ID NO: 113). Khong c6
polypeptit nao dua trén HA tur A/Wisconsin/67/2005 c6 kha nang nhén dién CR9114.

Fig.10 thé hién that tat ca A/Hong Kong/1/1968 dua trén céc ciu tric (FIG. 10)
duoc biéu hién trén bé mit t& bao phan img véi huyét thanh da dong H3 dbi voi hau
hét cac céu tric din dén ca 40-60% tit ca céc té bao dugc phan tich 1a dwong tinh so
voi dudi 5% déi véi té bao khong duge chuyén nhidm . Céc thir nghiém dbi chimg
khéng. ¢6 IgG, chi st dung IgG khang ngudi hodc khang tho duoc danh du tat ca déu
4m tinh. Ty 1é phén tram té bao duong tinh dbi véi protein chidu dai di tir A/Hong
Kong/1/1968 sau khi xtr Iy bang huyét thanh da dong 1a thép (ca 10%), nhung thu
dugc cac tin hiéu manh tir lién két cia CR8020, CR8043 va CR9114 chi ra rang
protein c6 mit trén bé mit té bao. CR8057 khong nhan dién A/Hong Kong/1/1968 dwa
trén céc trinh tu, chi protein chiéu dai da tir A/Wisconsin/67/2005. Bén céu tric (chtra
dot bién cum 12) dugc nhan dién bang CR8020 va CR8043, tic la HK68 H3m2-
cl9+10+12 (SEQ ID NO: 125), HK68 H3m2-cI9+10+11+12 (SEQ ID NO: 126),
HK68 H3m2-c19+10+11+12-tri (SEQ ID NO: 128 chtra trinh tu tri duoc lam ngén di &
vi tri 421-435) va HK68 H3m2-cl19+10+11+12-GCN4 (SEQ ID NO: 130, chua the
trinh tw GCN4 ngén & vi trf 421- 435), nhu dugc chi ra béi % té bao duong tinh (15%
hodc cao hon) va MFI cao hon nén rd rét. C4c tin hiéu manh nhat (MFI) thu nhan duoc
d6i v6i HK68 H3m2-c19+10+11+12-GCN4 (SEQ ID NO:130); cdu triic polypeptit
ving gbe nay ciing thé hién lién két c6 thé phat hién dwuoc véi CR9114.

Két luan 14 céc tac gia sang ché da thé hién rang theo phuong phép duge mo ta
trén day, co thé thu duoc polypeptit ving gbc theo sang ché dbi voi cac typ huyét
thanh ctia nhém 2, cu thé 1a virut cim A ctia typ phu H3.

Vi du 13: Thiét ké, biéu hién va tinh ché mgt phan polypeptit vimg goc hoa tan
dwoc chita cdc epitop vimg goc bao thi

Theo mot sb phuwong an, polypeptit theo sang ché chira trinh tu ndi bao va ving
xuyén mang ctiia HA vi vy céc polypeptit thu duoc trinh dién trén bé mat té bao khi
duoc bidu hién trong té bao. Theo cac phuong an khéc, trinh tu trong té bao chit va
trinh ty xuyén mang tur vi tri (hodc vi tri twong duong cua) 523, 524, 525, 526, 527,
528, 529 hodc 530 dén dau tan cing C ciia HA2 (danh sb theo trinh tu SEQ ID NO: 1)
duoc loai b do dé su biéu hién trong t& bao dan dén polypeptit dwoc tiét ra (hoa tan
duogc) c6 thé duge st dung vi du trong vacxin. Polypeptit hoa tan duge co thé duoc
lam 6n dinh hon béng cach dua vao trinh tu da biét d tao ciu truc trime (con dugc goi
1a ‘cudn gip’), tirc 14 AYVRKDGEWVLL (SEQ ID NO: 143) tiy ¥ duoc nbi thong
qua cau ndi (vi du GSGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL). Cau nbi nay c6
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thé tuy y chta vi tri phan cit dé xa 1y sau khi tinh sach theo quy trinh ma nguoi c6
hiéu biét trung binh trong linh vic da biét. Dé d& dang tinh ché dang hoa tan c6 thé bd
sung thém trinh tu dudi, vi du dudi histidin (siu hodc bay Histidin lién tiép) dugc ndi
thong qua cdu ndi ngan, vi du EGR. Theo mdt s6 phwong 4n cau ndi va dudi histidin
duoc thém vao khong cé trinh tu cuén gép duoc thé hién.

Theo sang ché trinh ty axit amin tir vi tri 530 cta HA chiéu dai da tir HIN1
A/Brisbane/59/2007 (danh s theo trinh tw SEQ ID NO: 1) dén gdc axit amin dau tin
cung C cua vung HA2 duoc loai bé va duoc thay thé béng cac trinh tu sau
EGRHHHHHHH (SEQ ID NO: 81) chira ciu ndi ngin va dudi histidin. Su thay dbi
nay dugc ap dung voi trinh tw SEQ ID NO: 44: H1-mini2-cum1+5+6-trim (tao ra trinh
tu SEQ ID NO 144: s-Hl-mini2-cum1+5+6-trim), SEQ ID NO: 45: Hl-mini2-
cum1+5+6-GCN4 (tao ra trinh tv SEQ ID NO: 145: s-H1-mini2-cum1+5+6-GCN4),
SEQ ID NO: 46: mini2-cum1+5+6 (A/Brisbane/59/2007) (tao ra trinh ty SEQ ID NO:
146: s-H1-mini2-cum1+5+6), SEQ ID NO: 47: mini2-cuml1+5+6
(A/Brisbane/59/2007) (tao ra trinh ty SEQ ID NO: 147: s-H1-mini2-cum11+5+6),
SEQ ID NO: 48: mini2-cum1+5 (A/Brisbane/59/2007) (tao ra trinh tu SEQ ID NO:
148: s-H1-mini2-cum1+5).

Tuong tu, vi ly do so sanh su thay d6i nay duogc 4p dung véi trinh tw SEQ ID
NO 1: H1 chiéu dai da (A/Brisbane/59/2007) va ngoai ra vi tri cit cia HA dugc phuc
hdi bang cach cai bién Arginin 343 thanh Glutamin (d6t bién R343Q) dé tao ra trinh tu
SEQ ID NO: 149: s-H1 chiéu dai da R343Q). Hon nira hai polypeptit theo sang ché
duoc tao ra c6 cdu ndi khéc gitta cac phin diu tén cing N va dau tan ciing C ctia HATL:
s-H1-mini2-cum1+5+6-nl (SEQ ID NO:150) va s-H1-mini2-cum1+5+6-n12 (SEQ ID
NO: 151).

Céc gen ma héa trinh ty protein néu trén duoc tdng hop va tach dong vio vecto
biéu hién pcADN2004neo sit dung cac phuong phép thong thudng ma nguoi cé hiéu
biét trung binh trong linh vuc da biét. Huyén phu té bao HEK293F (Invitrogen) duoc
chuyén nhiém bing vecto biéu hién sit dung \ 293transfectin 1am tic nhan chuyén
nhiém theo quy trinh da biét 15 trong linh vuc va dé cho tiép tuc nhan 1én trong 7 ngay.
Té bao duoc tach tir mdi trudng nudi cdy bang cach ly tAm va loai bd manh vun té bao,
trong khi dich ndi chira polypeptit hoa tan dugc theo sang ché dwoc thu gom dé tiép
tuc xt 1y. Dich ndi dugc tinh ché béng phuong phép sac ky ai luc kim loai c¢b dinh trén
cot Ni-NTA dé lién két polypeptit theo sang ché da duoc gan dudi his véi nhua va thu
hoi dich chay qua cot. Rira cot bang 3-10 thé tich ¢6t 20 mM natri phosphat pH 7.4,
500 mM NaCl, 10 mM imidazol (‘rira’), 5-15 thé tich c6t 20 mM natri phosphat pH
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7.4, 500 mM NaCl, 100 mM imidazol (‘rira nghiém ngat’) va ria giai bang 20 mM
natri phosphat pH 7,4, 500 mM NaCl, 500 mM imidazol. Trong cic truong hop riéng
thanh phan dém hoic thé tich dugc st dung duoc diéu chinh phit hop dé 1am tang hiéu
suét hodc do tinh sach, hodc gradient'tuyén tinh dugc st dung thay vi gradient theo
bac. Cac phan doan dugc thu gom tur d4u dén cudi va dugc phan tich trén SDS-PAGE
va Western blot, str dung khang thé da dong khéang HA cua huyét thanh H1 dé phat
hién (xem Fig.11a-h). Céc két qua cho thay su lam giau rd rét polypeptit theo sang ché
trong dich rira gii so v6i nguyén liéu ban dau.

Dé x4c nhén viée cudn gip chinh xac va chirc ning cia polypeptit tinh sach
theo sang ché, ché phdm duoc thir nghiém vé lién két cta khang thé don dong
CR9114. Cubi cing khang thé don dong c6 kha nang gan dudi His (6 hozc 7 histidin
lién tiép) & dau tan cung C clia protein duoc phi 1én dia 96 giéng tiéu chuén bang cach
cho 100 microlit dung dich khang thé ndng d6 1 pg/ml vao mdi giéng va i qua dém &
4 °C. Sau khi loai bé dung dich thira va rira, dia duoc phong bé bang 150 microlit
dung dich sita khong kem 2% trong 1 gi¢ ¢ nhiét d§ trong phong. Sau khi loai bo tac
nhan phong bé va rira, bd sung 100 microlit dung dich ndng d§ 1 pg/ml chia
polypeptit theo sang ché, cling nhu ving ngoai cta protein chiéu dai du twong ung
(SEQ ID NO: 149) va u trong 2h ¢ nhiét do trong phong. Sau khi loai bo polypeptit
theo sang ché thira, bd sung mAb CR9114, mAb CR8020 (ddi chimg am) hodc huyét
thanh da dong xuét hién khang HA cta H1 & tho (d6i chimg duong) & ndng do thay
d6i gifra 2 va 20 pg/ml va u trong 2h & nhiét do trong phong. Lién két duoc phat hién
qua khang thé lién hop HRP khéng nguoi sir dung quy trinh d4 biét 18 trong linh vuec.

Céc két qua (fig 12) thé hién ring khang thé don dong CR9114 c6 lién két véi
polypeptit tinh sach, hoa tan duoc theo sang ché ciing nhu véi viing ngoai chiu dai du
(Fig.12a), trong khi khang thé don dong CR8020 thi khong lién két (Fig.12b). Huyét
thanh khang thé da dong khang H1 ciing lién két véi polypeptit theo sang ché va ving
ngoai chidu dai du theo cach rét tuong tu (Fig.12c). Do d6, két luén ring epitop trung
hoa phd rong ctia CR9114 duoc bao toan trong polypeptit theo sdng ché, va c6 tinh
dén dac tinh khong lién tuc va tao hinh cta epitop niay, ma ving gbc duoc cudn gap
pht hop va chip nhan cAu hinh ba chidu twong dwong hodc rat giéng véi cdu hinh
trong HA chiéu dai du tu nhién.

Ché pham polypeptit theo sang ché khong dong nhit vé kich thudc nhu duoc
xé4c dinh tir cac két qua SDS-PAGE va Western blot. Céc tac gia sang ché gia thiét
rang su bién di nay 1a do sy bién doi trong mau glycosyl héa ctia protein gitra cac

phén tir protein riéng biét. D€ xac nhan di€u nay, cac phan phan udc nhd cia ché pham
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protein dugc xi ly bang 3 don vi N-glycosidaza F (enzym loai bé céc gbc carbohydrat
lién két N ra khoi cac gbc Asparagin) trong thoi gian 18 gior & nhiét do 37 °C va duge
phén tich bang SDS-PAGE va Western Blot. Céc két qua (Fig.13a va 13b) thé hién
rang xir Iy bang N-glycosidaza lam tip trung cac dai khuéch tan cua polypeptit theo
sang ché tao thanh mot dai ¢ khdi lwong phan tir mong mudn duoc tinh toan tir trinh t
axit amin. D4y 1a bing ching rd rang ring su khong dong nhat vé kich thudc quan sat
duoc thue chét 13 do sy bién ddi trong mau glycosyl hoa.

Ché phdmpolypeptit theo sang ché con duoc xac dinh dic tinh bang HP-SEC.
Cudi cung khoang 40 pg polypeptit theo séng ché trong thé tich ndm trong khoan 43
dén 63 ul (ndng dd Polypeptit trong khoang 0,64 va 0,93 mg/ml) dugc bom 1én cot
Tosoh TSK-gel G2000 SWxl duoc ndi voi thiét bj do tan xa 4nh séang da goc. Cac két
qua duoc thd hién trén Fig.14. Dinh chinh (thoi gian luu ca 8 phut) xuit hién tir
polypeptit theo sang ché, va phan tach tét tir cac loai 16n hch, chimg to ring c6 thé dat
duoc su tinh sach hon nita. Dua trén dit li¢u cta thiét bi do tan xa 4nh sang da goc, cac
dinh chinh tuong tmg v6i cac loai phan tir c6 khbi lwong phan tir trong khoang 50 dén
80 kiloDalton (xem Bang 9) tuy thudc vao polypeptit theo sang ché theo nghién ciu
nay. Trén co s& su da dang va khong dong nhét vé& kich thude trong glycosyl hoa
polypeptit dugc mo ta trén day, cling nhu sy phu thude cta cac két qua vao loai thiy
dong luc hoc cua cac phén ti, nhimng con s6 nay can dugc 14y chi theo chi dinh.

Vi du 14: Biéu hién va tinh ché mét phan polypeptit vimg goc hoa tan duoc
chira epitop vimg géc béo thi cia khdng thé don dong CR9114, CR6261 va FI6v3

Pé thu dugc ché phim polypeptit theo sang ché c6 do tinh khiét cao hon, té
bao HEK293F duoc chuyén nhidm bing vecto biéu hién pcADN2004 chita gen ma
hoéa s-H1-mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 145). Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc can phai hiéu rang trinh tu dén dAu (hodc trinh ty tin hidu) ma diéu
khién su van chuyén protein trong qué trinh san sinh (twong tng véi axit amin 1-17
clia trinh tu SEQ ID NO: 145) s& khong c¢6 mit trong polypeptit cudi ciing duoc tiét ra.
Cudi cing, 1,0% 10° ve/mL duoc cdy bang cach ly tim xubng (spin-down) té bao
HEK293F (Invitrogen) & tbe d6 300g trong 5 phit va tao huyén phu lai trong 300 mL
mdi trudng Freestyle™ da duoc 1am 4m trude cho mdi SF1000. U dich nudi cdy trong
1 gid ¢ nhiét d6 37°C, 10% CO2 ¢ 110 rpm trong tu nudi cdy multitron. Sau 1 gio,
AND plasmit duoc hut nho giot bang pipet vao 9,9 mL moi truémg Optimem dé ndng
no dat 1,0 pg/mL trong 300 mL thé tich dich nu6i ciy. Pong thoi 440 pL 293fectin®
dwoc hut nhé giot bang pipet vao 9,9 mL méi truong Optimem va duge 0 trong 5 phut

& nhiét d trong phong. Sau 5 phut hdn hop ADN plasmit/Optimem dugc b6 sung vao
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hdn hop 293fectin®/Optimem va u & nhiét do trong phong trong 20 phut. Sau khi 0
hén hop ADN plasmit/293fectin® duogc bd sung nhé giot vao huyén phu t€ bao. Dich
nuéi cdy duoc chuyén nhim duoc U & nhiét d§ 37°C, 10% CO, va 110 rpm trong t
nudi ciy multitron. Vao ngay 7 té bao dugc tach ra tir mdi trudng nudi cAy bang cach
ly tdm (30 phut & tdc do 3000 g), trong khi d6 dich ndi chira polypeptit hoa tan duoc
theo sang ché dugc loc trén mang loc kich thudc 0,2 pm miéng chai dé xir Iy tiép theo.

Pé x4c nhén su c6 mit cua polypeptit theo sang ché mot phan phan udc nho
ctia dich ndi nhu dugc phan tich bai Western Blot, sit dung khang thé don dong dinh
huéng khang duéi his d& tham do (Fig.15a). Quan sat duoc mot sé dai & khéi luong
phan tir hién ndm trong khoang 37 dén 50 kDa, gan hodc cao hon khdi lugng phén tir
tinh toan duoc dua trén axit amin cua ché phdm protein. Sy khéng dong nhit vé kich
thuge 1a do su bién ddi trong mau glycosyl hoa, béi vi cac thir nghiém truée da chi ra
rang viéc xur ly protein nay bang N-glycosidaza F dé loai bo glycan lién két N duogc
gén vao ra khoi protein d4n dén tap trung vao dai & khdi lugng phan tir mong mubn.

Su c6 mit cua cac epitop trung hoa phd rong trong polypeptit theo séng ché
duoc x4c nhan bang ELISA, st dung cac khang thé trung hoa phd rong CR6261,
CR9114 va FI6v3 lam mdi. Vi 1y do so sanh khang thé don dong CR8020 ciing dwgc
bao gdm lam ddi chtmg 4m trong thir nghiém; khéng thé nay c6 kha ning lién két vai
phén tir HA tir virut nhém 2 (vi du H3 va H7 HA), nhung khong lién két v6i HA tir
virut nhém 1 (vi du H1 va H5 HA). Cubi cung khang thé don dong c6 kha nang gin
duéi His (6 hodc 7 histidin lién tiép ) & dau tan cting C cia protein dugc phu 1én dia 96
giéng tiéu chuin bing cach cho 100 microlit dung dich khéng thé nong do 1 pg/ml
vao mdi giéng va 0 qua dém & 4°C. Sau khi loai bo dung dich thira va rira, dia duoc
phong bé bang 150 microlit dung dich sita khong kem 2% trong 1 gio & nhiét do trong
phong. Sau khi loai bo tac nhan phong bé va rira, bd sung 100 microlit dich nbi va
trong 2h ¢ nhiét d6 trong phong. Sau khi loai bo polypeptit theo sang ché thira, bd
sung mAb CR9114, theo diy d6 pha loang 1:2 bét dau tir ndng do Spg/ml, va dugc
trong 2h & nhiét d6 trong phong. Lién két duoc phét hién qua khang thé lién hop HRP
khang ngudi sit dung quy tinh di biét r5 trong linh vuc. Quan st dugc lién két 15 rang
ctia CR9114, FI6v3 va & muc do kém hon ctia CR6261 vé6i polypeptit theo sang ché,
trong khi d6 khong quan sat doc dap ting nao dbi véi CR8020 ching t6 rang lién két
quan sat duoc 1a ddc hidu vé6i the khang thé don dong dugce thir nghiém (Fig.15b).

Déi v6i muc dich tinh sach 250 ml dich ndi nudi cdy dugc dua lén cot bét giit
His 5mlL, rira bang 75 ml dém rira (20 mM TRIS, 500 mM NaCl, pH 7,8), va rira giai
bing gradient timg béc cua imidazol ( 10, 50, 100, 200, 300 va 500 mM trong dém
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rira). Séc ky dd (fig. 16) thé hién nhiéu dinh, c6 polypeptit theo sang ché rira giai & 100
mM imidazol (dinh A) va 200 mM imidazol (dinh B). Ca hai dinh duoc thu gom, c6
va dua 1én cot loai trir theo kich thuéce dé tinh ché thém (Superdex 200). Thong s rira
giai duogc thé hién trén Fig.17a va 17b. Cac phan doan duogc thu gom va duge phan
tich trén SDS-PAGE (Fig.17¢ va d). Phan doan 3 ¢6 ngudn gbc tir ca hai dinh A va B
chira polypeptit theo sang ché c6 d9 tinh khiét cao. Hiéu suét cudi ciing 1a ca 10 pg/ml
cua dich nudi céy. Cac mé duoc tinh sach khong chira ndi doc t6 (lidu Smg/kg; < 1
EU/mg); Sinh mau LAL) va tai trong sinh hoc dudi 1 CFU/50pg.

Vi du 15. Thiét ké polypeptit ving géc chira epitop ving goc bdo thi cia
CR9114 dua trén HA cua virut cum B

Quy trinh duoc mb ta trén day dé thiét ké polypeptit theo séng ché ciing duoc
ap dung cho virut cum B. Trong vi du nay, polypeptit theo sdng ché dua trén céc trinh
tu HA 14y tir cac ching virut thudc ca hai gidng da biét, tac 1a B/Florida/4/2006
(B/Yamagata lineage) va B/Malaysia/2506/2004 (B/Victoria lineage) duoc mo ta.
Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vure s& hiéu ring viée sit dung cac trinh tw HA
khéc cta virut cim B ciing c6 thé dugc boi vi cac trinh tu nay cé tinh bao thi tdt, cu
thé 1a trong ving gbc. Do d6 céc polypeptit c6 ngudn gde tir cac trinh tu HA khac ctia
virut cum B theo phin md ta dudi day ciing dugc bao gdm boi sang ché.

Cai bién thu nhét trong trinh tw HA ciia B/Florida/4/2006 14 viéc loai bo vi tri
cit & vi tri 361 (danh sb dé cap dén trinh tu SEQ ID NO: 132) bang cach gay dot bién
R (hogc trong sb lugng gidi han cta céc truong hop K) thanh Q (R361Q) dé ngan chan
su tao thanh HA1 va HA2 tir HAO. M6t cach tiy v cac gbe 363 dén 367 (GFGAIL mot
phin cia peptit dung hop) ¢6 thé duoc loai bo thém dé 1am giam dén murc thap nhat su
tiép xtic cia cac gbe ky nudc voi dung mdi chira nude. Dién tich duwong & vi tri cat
duoc bao toan 100% trong HA tir virut cam B va do d6 dot bién nay c6 thé dugc ap
dung trong tat ca céc trinh tu.

Cai bién tht hai 13 viéc loai bé ving dau bﬁng cach loai bo mot phﬁn 16n cua
trinh tw HA1 va ndi lai c4c trinh tw ddu tan cing N va C thong qua mot cau nbi ngan.
Poan bi loai bo ¢6 thé thay dbi vé chiéu dai, nhung duoc wu tién 1a gde cudi cling cua
trinh tu d4u tan cung N ciia HAI va géc dAu tién cta trinh tu dau tan cung C gﬁn nhau
vé mit khong gian dé tranh viéc dua ching vao thong qua trinh tu nbi. Trong cac trinh
tu B cac doan duoc loai bo c6 thé dugce dua vao ¢ (cac vi tri twong duong caa) P51-
1336 (m2; SEQ ID NO: 133) trong ching B/Florida/4/2006 (SEQ ID NO:132). Céc vi
trf tvong duong c6 thé duoc x4c dinh d& dang bai nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong

linh vuc béng cach se'ip xép va so sanh trinh ty nho st dung thuat toan thich hop vi du
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nhu Clustal hodc Muscle. Céc phan con lai cta trinh tu ¢6 thé dugc ndi truc tiép hoac
theo cach khéc ¢6 thé dua vao ciu ndi linh dong. Trinh tu cdu nbi c6 thé co chiéu dai
tr 1 dén 50 axit amin. Puoc vu tién 1a cc cdu ndi linh dong c¢6 chiéu dai giéi han (nhod
hon hoac béng 10 axit amin), vi du GGG, GGGG, GSA, GSAG, GSAGSA,
GSAGSAG hodc tuong tu.

SEQ ID NO: 133 m6 ta polypeptit theo sang ché chira doan dugc loai bo P51-
I332 (m2; SEQ ID NO: 133). Viéc loai bo céac doan dugc md ta trén ddy dam bao rang
cac ving khong c6 cdu tric duoc tao thanh boi cac goe gitta P51 va N58 va gifta E306
va 1337 ciing duoc loai bo; didu nay c6 loi dbi véi tinh 6n dinh téng thé ctia polypeptit
theo sang ché. Quan sat dugc tac dong tuong tu ddi véi polypeptit theo sang ché ¢6
ngudn gbc tir trinh ty H1 (xem trén day).

Viéc loai bo ving dau ra khoi vong gitta céc gbc 416 dén 436 hién duoc cho
tiép xtic v6i dung moi chira nude. Cac HA ciia B vong nay c¢6 tinh béo thi cao (xem
Bang 10). Trinh tu lién ung la: LSELEVKNLQRLSGAMDELHN.

Pé lam ting do 6n dinh cua vong nay trong cdu hinh truée dung hop va lam
mét 6n dinh cdu hinh sau khi dung hop mot sé gbc ki nude duoc cai bién thanh axit
amin phéan cuc (S,T,N,Q), axit amin tich dién (R,H,K,D,E), hoac phai lam tdng d¢ linh
dong bang cach gay dot bién thanh G. Gay dot dic hidu & cac vi tri 421, 424, 427, 434
(d4nh sb dé cép dén trinh ty SEQ ID NO: 132) s& gop phan lam 6n dinhpolypeptit theo
sang ché.

Déi v6i cac vi tri V421 va L427 @6t bién thanh T dugc wu tién nhung axit amin
phén cuc khac (S,N,Q), axit amin tich dién (R,H,K,D,E) va axit amin linh dong cao
(G) s& c6 tac dong twong tw. D6 voi vi tri 424, dot bién thanh S dwoc wu tién. Axit
amin phéan cuc khac (N, T, Q), axit amin tich dién (R,H,K,D,E) va axit amin linh dong
cao (G) s& co tac dong tuong tw. Pbi véi vi tri L434 dot bién thanh G dugc uu tién.
Axit amin phan cuc khéac (S, T, N, Q), axit amin tich dién (R, H, K, D, E) s€& ¢0 tac
dong twong tu. Cac polypeptit chira it nhat mot dot bién duge mo ta trén day duogc tao
ra. Céc su két hop cua nhiéu hon mot dot bién 1a cling co thé duoc, nhu duge thé hién
trong céc trinh tr SEQ ID NO: 134-136.

Dé 1am én dinh cAu hinh truée dung hop ctia polypeptit theo sang ché lién két
cong hoa tri gitta hai phan xa nhau trong cac trinh tu bic mot nhung gén nhau trong
cAu hinh duoc cudn glp trude dung hop duge dua vao. Cudi cing cau disulfit duoc
thiét ké trong polypeptit, t6t hon 14 giita (twong duong cta) vi tri K340 va S454 trong
HA tir B/Florida/4/2006 (SEQ ID NO: 134-136). Cac vi tri tuong duong c6 thé dugc

xé4c dinh d& dang boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc bing cach sap xép
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va so sanh trinh tu nho st dung thuat todn thich hop nhu Clustal, Muscle etc. Cau
disulfit duoc thiét ké dugc tao ra bang cach gy dot bién it nhat mot (néu géc con lai la
xystein rdi), nhung thuong 1a hai gbc gan nhau vé khong gian véi xystein, ma s& tao
thanh lién két cong hoa tri mot cach tu phét hodc bang phan tmg oxi hoa hoat héa gitta
c4c nguyén tir luu huynh cua cac gbc nay.

Trong vung gbc, trime hda dwoc trung gian boi sy hinh thanh ctia motip cudn
xodn dang trime. Bang cach cung ¢b métip niy c6 thé tao ra dang trime thich hop hon.
Céc trinh tu hd tro cho viéc tao vong cudn x04an trime c6 nguén géc tr GCN4 duoc
dwa vao & (twong duong cua) vi tri 436 dén 452 RRMKQIEDKIEEILSKI (SEQ ID
NO: 135), hodc theo cach khdac RMKQIEDKIEEILSKI & vi tri 436 dén 451 (SEQ ID
NO: 136).

Quy trinh twong tu ciing duoc ap dung dbi véi HA tir B/Malaysia/2506/2004
(SEQ ID NO: 137) d tao ra céc polypeptit. So v6i HA tir B/Florida/4/2006, HA nay
¢6 gbc asparagin bd sung dugce chén vao & vi tri 178 nhu ¢6 thé duge nhin thiy dé
dang trong khi ghép va so sanh cac trinh tu HA. Két qua 1a vi tri cit 1a & vi tri 362, va
d6t bién tuong tng tao thanh ngan chin sy cit & R362Q. Viéc cét bo dé loai ving dau
trong trudong hop nay 1a vi du & doan tir P51 dén 1337 (m2; SEQ ID NO: 138). Mot lan
nfta cac phan con lai cia trinh tu ¢6 thé duoc ndi truc tiép hodc theo cach khac ¢6 thé
dwa vao cdu ndi linh dong. Trinh tu ciu ndi ¢6 thé ¢ chidu dai tir 1 dén 50 axit amin.
Puogc uu tién 14 cdc cdu ndi linh dong c6 chiéu dai gidi han (nhé hon hodc bang 10
axit amin), vi du GGG, GGGG, GSA, GSAG, GSAGSA, GSAGSAG hoic tuong tu.

SEQ ID NO:138 md ta polypeptit chira doan dugc loai bo tir P51-1332 (m2;
SEQ ID NO: 138). Viéc loai bo cac doan dugc mo ta trén day dam bao réng cac viung
khong ¢6 ciu tric duoc tao thanh boi cac gbe gitta P51 va N58 va gitta E307 va 1338
cling duoc loai bo; didu nay c6 loi déi véi tinh 6n dinh tong thé cta polypeptit theo
sang ché. Quan sat duoc tac dong twong tu dbi véi polypeptit theo sang ché c6 ngudn
gbc tir trinh ty H1 (xem trén day).

Viéc loai bo ving diu ra khoi vong gitta cac gbe 1420 dén H436 hién dugc
cho tiép xuc véi dung mdi chita nude. Trong cac HA clia B vong nay c6 tinh bao thi
cao (xem Bang x). Trinh tu lién tng la: LSELEVKNLQRLSGAMDELHN.

Dé lam tang do 6n dinh cua vong nay trong cdu hinh trudc dung hop va lam
mét 6n dinh cdu hinh sau khi dung hop mot s6 gbe ki nude duge cai bién thanh axit
amin phan cuc (S,T,N,Q), axit amin tich dién (R,H,K,D.E), hoac phai lam tdng d¢ linh
dong bang cach gay dot bién thanh G. Gay dot dic hidu o cac vi tri 422, 425, 428, 435
(danh sb dé cap dén trinh tu SEQ ID NO: 137) dugc thir nghiém.
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Dbi v6i cac vi trf V422 va 1428 dot bién thanh T dwoc vu tién nhung axit amin
phéan cuc khac (S,N,Q), axit amin tich dién (R,H,K,D,E) va axit amin linh dong cao
(G) s& ¢6 tac dong twong tu. Dbi véi vi trf 425, dot bién thanh S duoc wu tién. Axit
amin phan cuc khac (N, T, Q), axit amin tich dién (R,H,K,D,E) va axit amin linh dong
cao (G) s& ¢o tac dong tuong tw. D1 véi vi tri L435 d6t bién thanh G dwoc wu tién.
Axit amin phan cuc khac (S, T, N, Q), axit amin tich dién (R, H, K, D, E) s€ ¢6 tac
dong tuong tu. Céac polypeptit chira it nhét mot dot bién dugc mé ta trén ddy duoc tao
ra. Céc su két hop cia nhiéu hon mét dot bién 1a cling c6 thé duoc, nhu dugc thé hién
trong céc trinh tu SEQ ID NO: 139-141.

Pé lam én dinh cAu hinh truée dung hop ciia polypeptit theo sang ché lién két
cong hoa tri gitra hai phan xa nhau trong cic trinh tu bac mot nhung gan nhau trong
c4u hinh dwoc cudn gép trude dung hop duoc dua vao. Cubi cung cau disulfit duoc
thiét ké trong polypeptit theo sang ché a, tot hon giita (twong duong ctia) vi tri K341
va S455 trong HA tir B/Malaysia/2506/2004 (SEQ ID NO: 139-141). Céc vi tri tuong
duong c6 thé duoc xac dinh d& dang bai ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
bang cach sip xép va so sanh trinh ty nhd str dung thuét toén thich hgp nhu Clustal,
Muscle ete. Cau disulfit duoe thiét ké duoc tao ra bang cach giy dot bién it nhét mot
(néu gbc con lai 1a xystein rdi), nhung thuong 13 hai gbc gan nhau vé khong gian véi
xystein, ma s& tao thanh lién két cong hoa tri mot cach tu phat hozc bang phan tmg oxi
hoa hoat héa gitra cac nguyén tir luu huynh cua cac gbe nay.

Nhu duge mo ta trén day, HA ty nhién ton tai & dang trime trén bé mit € bao.
Hau hét cac tuong tac gifta timg monome ma giit dang trime cling nim trong ving
d4u. Sau khi loai bé ving du, do do ciu triac bac ba duoc lam mét On dinh va vi vay
cling b cac twong tac gitta cdc monome trong phan tir bi cit cut s& lam ting do 6n
dinh. Trong ving gbc, trime héa duoc trung gian boi sy hinh thanh ctia motip cudn
xo#n dang trime. Bang cach cing cb métip nay c¢é thé tao ra dang trime thich hop hon.
Trinh tus hd tro cho viée tao vong cudn xodn trime ¢6 ngudn gdc tir GCN4 duogc dua
vao & (twong dwong cua) vi tri 437 dén 453 RRMKQIEDKIEEILSKI (SEQ ID NO:
135), hoic theo cach khac RMKQIEDKIEEILSKI & vi tri 437 dén 452 (SEQ ID NO:
136).

Polypeptit dua trén hemagglutinin cta virut cam B, SEQ ID NO: 133-136 va
138-141 dugc thir nghiém vé sy ¢6 mat cia epitop cia CR9114 bing phuong phap
phén loai t& bao lién két huynh quang nhu dwoc moé ta trén day. Tuy nhién, khong

quan sat duoc lién két cia mAb CR9114 dbi véi cac ciu tric nay.
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Vi du 16: Khd nang sinh mién dich cia polypeptit vimg goc ciia HA thé hé thir

Pé danh gia kha ning sinh mién dich ctia polypeptit ving gbe cac con chudt
dwoc gdy mién dich bing vecto biéu hién mid héa HI chidu dai du t
A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1), Mini3- cumll (SEQ ID NO: 11), Mini2-
cuml1+5 (SEQ ID NO: 14), mini2-cum1+5 (SEQ ID NO: 48), mini2-cum1+5+6
(SEQ ID NO: 46), mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 45) va mini2-cum1+5+6-nl
(SEQ ID NO: 152). Vecto biéu hién ma hoa cM2 ciing duge bao gom lam déi chimg
am.

Céc nhom gdm 4 con chudt (BALB\c) duoc gdy mién dich bang 50 pg cu tric
+ 50 pg ta duge (pUMCV1-GM-CSF) tiém bap vao ngay 1, 21 va 42. Vao ngay 49
tién hanh 14y méau 1an cubi va thu 4y huyét thanh. Huyét thanh duoc phan tich bang
ELISA st dung ving ngoai ciia HA chiéu dai du tai t hop tir cac ching
A/Brisbane/59/2007 va A/California/07/2009 (thu dugc tir hang Protein Sciences
Corporation, Meriden, CT, USA) lam khang nguyén. Tém lai, pht 1én dia 96 giéng
bing 50 ng HA qua dém & 40C, sau d6 @ v6i dém phong bé (100 pl PBS, pH 7,4 + 2%
sita khong kem) trong 1 gio & nhiét do trong phong. Rira céc dia bang PBS + 0,05%
Tween-20, va 100 pl cia day d6 pha lodng 2 14n trong dém phong bé, bat dau tir do
pha lodng 20 lan ciia huyét thanh dugc bd sung. Khang thé lién két dwgc phat hién
bang céch su dung IgG ctia dé khang chudt lién hop véi HRP, sir dung cdc quy trinh
chudn da duogc thiét 1ap trong linh vuc nay. Cac do chuan duoc so véi duong cong
chudn st dung mAb 3AHI1 InA134 (Hytest, Turku, Finland) dé nhan dugc s6 don
vi/ml theo ELISA (EU/ml).

Tién trinh thoi gian cua dap tmg IgG huéng dén ving ngoai clia protein ciing
loai chiéu dai du duoc gy ra boi quy trinh gy mién dich duge md ta trén day duge
thé hién trén Fig.18. C6 thé da quan sat dugc c6 dap ung cao ddi véi cic con chudt
duoc gdy mién dich bang ADN (SEQ ID NO: 1) ma hoa protein chiéu dai du sau 4
tudn. Pép ung duoc ting 1én bang cach tiém tiéu tang cuong, nhu duoc thé hién tir do
chudn duoc tang 1én & 7 tudn. Viéc gy mién dich bing ADN ma héa polypeptit theo
sang ché mini2-cum11+5 (SEQ ID NO: 14), mini2-cum1+5 (SEQ ID NO: 48), mini2-
cuml+5+6 (SEQ ID NO: 46), mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 45) va mini2-
cum1+5+6-nl (SEQ ID NO: 152) din dén céc d6 chudn trung gian ma tiép tuc duoc
tang 1én khi gdy mién dich ting cudng nhu dugc chimg minh tr cac do chuin & tudn 7.
Viéc gdy mién dich bing ADN ma héa Mini3-cum11 (SEQ ID NO: 11) va d6i chung
4m cM2 khong gay ra dap tmg c6 thé phat hién dugc trong thir nghiém nay.

-84-



30903

Fig.19 thé hién dép ung IgG & tudn 7 sau lan gdy mién dich ban dau cho cé thé
chudt khang ving ngoai cua hemagglutinin chiéu dai da tir chung cing loai HIN1
A/Brisbane/59/2007 (dai A) va ching khac loai HIN1 A/California/07/2009. Cac
khang thé dugc gdy ra boéi ADN ma héa polypeptit theo sing ché ADN mi hoa
polypeptit theo sang ché mini2-cum11+5 (SEQ ID NO: 14), mini2-cum1+5 (SEQ ID
NO: 48), mini2-cum1+5+6 (SEQ ID NO: 46), mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO:
45) va mini2-cum1+5+6-nl (SEQ ID NO: 152) lién két tit twong tw v6i viing ngoai clia
hemagglutinin ¢6 ngudn gdc tir ching cling loai va khac loai. Nguoc lai, viéc gdy mién
dich bdng ADN ma héa protein chidu dai di (SEQ ID NO: 1) din dén do chuan cao
khéng hemagglutinin cting loai (nhiéu hon mdt bac vé d6 16n so véi do chuin quan sat
duoc dbi véi viee gay midn dich bdng ADN ma héa polypeptit theo sang ché), nhung
dan dén d6 chuén thip khang ving ngoai ctia hemagglutinin khéc loai. Viéc gdy mién
dich bang ADN m3 héa Mini3-cum11 (SEQ ID NO: 11) va ddi ching 4m cM2 khong
gdy ra dap tmg co6 thé phét hién dugc khang lai cac ving ngoai ctia hemagglutinin
trong thir nghiém nay.

Két luan 13, cac khang thé xuit hién khang polypeptit theo sang ché mini2-
cuml1+5 (SEQ ID NO: 14), mini2-cum1+5 (SEQ ID NO: 48), mini2-cuml1+5+6
(SEQ ID NO: 46), mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 45) va mini2-cum1+5+6-nl
(SEQ ID NO: 152) ¢6 kha ning nhén dién hemagglutin chiéu dai du. Céc epitop ctia
ching cin phai c6 mit & ving gbc hemagglutinin va dwoc bao gitra cic hemagglutinin
chiéu dai du tr HIN1 A/Brisbane/59/2007 va HIN1 A/California/07/2009.

Vi du 17: Khd ndng sinh mién dich cia polypeptit vimg goc HA mini2-
cuml+5+6-GCN4 thé hé thir ba

Pé danh gia hon nita kha ning sinh mién dich cta polypeptit ving gbc theo
sang ché, cac con chudt duoc gy mién dich bang vecto biéu hién ma héa mini2-
cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 45) (khoi mao) va hai lan dé tang cuong bang protein
tinh sach s-H1-mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 145) vé6i khoang cach ba tuan.
Vi ly do so sanh, cac nhom tach biét duge gdy mién dich ba lan véi khoang cach ba
tudn bang vecto biéu hién mi héa mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 45) ciing
nhu H1 chiéu dai da tir A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1). Vecto biéu hién ma hoa
cM2 ciing duoc bao gdm 1am dbi chimg 4m.

Céc nhém gdm 4 con chudt (BALB\c) duoc gdy mién dich theo duong tiém
bap (qua dudng trong co - i.m.) bang 1000 pg ciu tric ma héa mini2-cumI+5+6-
GCN4 (SEQ ID NO: 45) + 100 pg ta duge (pUMCV1-GM-CSF) vao ngay 1 va bang
s-H1-mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 145; 100 pg protein tinh sach) ta duoc
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bang 10 pg Nén-M vao ngay 21 va 42. Mot nhém nhéan 2™ va 3™ duoc gdy mién dich
qua duong dudi da, trong khi nhém con lai nhan 2™ va 3 duoc gdy mién dich qua
dudng tiém bip.. Nhém thir ba lai duge khoi mao bang 100 pg céu tric ma hoa mini2-
cuml+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 45) + 100 pg ta duge (pUMCV1-GM-CSF) vao ngay
1 nhu trén va duoc gdy mién dich ting cudng vao ngay 21 va 41 of s-H1-mini2-
cuml+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 145; 100 pg protein tinh sach) cé ta dugc véi
Montanide ISA-720 (1:1 v/v). DBé so sanh, cc nhém gdm 4 con chudt (BALB\c) duoc
gy mién dich qua dudng tiém bap vao ngay 1, 21 va 42 bang 100 pg cAu trac ma hoa
mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 45), H1 chiéu dai da tir A/Brisbane/59/2007
(SEQ ID NO: 1) hodc cM2, c6 ta duge véi 100 pg ta duge (pUMCV1-GM-CSF).

Vao ngay 49 tién hanh 14y mau 1an cudi va thu ldy huyét thanh. Huyét thanh
duoc phan tich bing ELISA sir dung HA chidu dai da tai to hop tir cac ching HIN1
A/Brisbane/59/2007, HIN1 A/California/07/2009, HSN1 A/Vietnam/1203/2004 va
H3N2 A/Hong Kong//1968 (thu dugc tir hang Protein Sciences Corporation, Meriden,
CT, USA) lam khang nguyén. Tém lai, phii 1én dia 96 giéng bang 50 ng HA qua dém
& 4 °C, sau d6 1 v6i dém phong bé (100 pl PBS, pH 7,4 + 2% sita khong kem) trong 1
gi& & nhiét d6 trong phong. Rira cac dia bang PBS + 0,05% Tween-20, va 100 ul cta
day d6 pha loéng 2 14n trong dém phong bé, bét déu tir 6 pha loang 20 14n cia huyét
thanh duoc bd sung. Khang thé lién két dugc phat hién bang cach s dung IgG cua dé
khang chudt lién hgp véi HRP, st dung céc quy trinh chuén da duoc thiét l4p trong
linh vuc nay. Cac d chun duoc so véi dudng cong chuan gdm d6 pha lodng theo day
ctia khéng thé don dong cua chudt lién két v6i khang nguyén HA va dugc biéu hién
duéi dang cac don vi ELISA cho m&i ml (EU/ml). Fig.20 thé hién dap tmg IgG & tuan
7 sau 1an gdy mién dich ban du cho c4 thé chudt khang ving ngoai cta hemagglutinin
chiéu dai da tir chung cung loai HIN1 A/Brisbane/59/2007 (dai A), chung khéc loai
HIN1 A/California/07/2009 (dai B) ching khac typ phu HSN1 A/Vietnam/1203/2004
(dai C) va chung khac typ phu H3N2 A/Hong Kong/1/1968 (dai D). Cac khang thé
duoc sinh ra do gy mién dich bang ADN ma hoa polypeptit theo sang ché mini2-
cuml+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 45) c¢6 khd nang nhan dién HA cua HINI
A/Brisbane/59/2007, HIN1 A/California/07/2009 va & muc d6 kém hon véi H5NI1
A/Vietnam/1203/2004. Céc khang thé duoc kich thich bang viéc giy mién dich bang
ADN ma héa Hl1 chiéu dai da tir A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1) nhén dién
protein cing loai rat tot, nhung khong nhin dién HA khac loai tor HINI
A/California/07/2009, va khac typ phu HA tor HSN1 A/Vietnam/1203/2004 it hon
nhidu, nhu dwoc chimg minh bing céc do chudn thip trén Fig.17B va C. Nhém cac

-86-



30903

con chudt duoc gy mién dich bing ADN ma héa mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID
NO: 45; khoi mao) sau d6, duoc gay mién dich ting cudong bang protein s-H1-mini2-
cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 145) biéu hién d chuan cao khéng lai ving ngoai
cia HA c6 ngudn gbc tir HINI cing loai A/Brisbane/59/2007, HIN1 khéc loai
A/California/07/2009 va H5N1 khac typ phu A/Vietnam/1203/2004.

Fig.20D thé hién dép tng IgG vao tuan 7 khang ving ngoai ciia HA tir H3N2
A/Hong Kong/1/1968. khong gidng v6i mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 45) va
s-H1-mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 145) c6 ﬁguén gbe tr HA of HINI
A/Brisbane/59/2007, chung thudc virut cum nhém 1, H3N2 A/Hong Kong/1/1968
thudc virut cim nhém 2 va do d6 trinh tu bb me khac nhau vé mit phét sinh ching loai
duoc st dung dé thiét ké polypeptit theo sang ché dugc sir dung trong thir nghiém nay.
Gay mién dich ba lan bing ADN ma héa mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 45)
hosic HA chiéu dai du tir HIN1 A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1) khong dan dén
céc muc IgG c6 thé phat hién duoc bang ELISA khang khang nguyén nay. Nguoc lai,
viéc gay mién dich bang ADN mi héa mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 45) sau
d6 gay mién dich hai 1an & ting cuong bang protein tinh sach s-H1-mini2-cum1+5+6-
GCN4 (SEQ ID NO: 145) din dén d6 chuan cao khang HA tir H3N2 A/Hong
Kong/1/1968. Két qua nay thu dugc khong phu thude vao dudng gdy mién dich dugc
sir dung (tuc 14 itiém bap va dudi da) hodc the t4 duoc duge bd sung vao viéc gay
mién dich ting cudng bang protein (Matrix-M hodc Montanide ISA-720).

Két ludn 13, viéc gay mién dich bang polypeptit theo séang ché c6 thé kich thich
cac IgG ma c6 kha ndng nhan dién HA tur phd rong cac ching virut ctim, bao gdm céc
chung cung loai, khac loai va khac typ phu tur virut cim 1 cfing nhu ching tir virut
cum 2. Nguoc lai viée gy mién dich bing HA chidu dai du din dén do chuan cao
khang HA cta chung cung loai, lam giam do chuén cta chung khang khic ngoai va
khac typ phu va cac mirc IgG thap hon giéi han phat hién d6i v6i chiing tir virut cim
2.

Vi du 18: Thiét ké polypeptit vimg géc chita vimg goc bao thi khdc cé cdc
epitop cua CR6261 va CR9114

Polypeptit theo sang ché dugc thiét ké theo quy trinh duge mo ta trén day c6
thé duoc cai bién hon nita dé 1am ting do én dinh. Céc cai bién nay c6 thé dugc dua
vao dé tang cuong su hinh thanh céc dang trime cla polypeptit theo séng ché so voi
cic loai monome va/hodc dime. Nhu dugc mo ta, HA tu nhién ton tai & dang trime
trén bé mat t& bao. Nhiéu twong tac gifta timg monome ma gift dang trime cling nam

trong vung dau. Sau khi loai bo ving dau, do do cAu truc bac ba duoc 1am mét 6n dinh
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va vi vAy cung ¢d cac tuong tac giita cAc monome trong phén tit bi cét cut s& lam tang
d6 6n dinh cta dang trime. qua trinh trime héa dugc trung gian béi sy hinh thanh dang
trime. Bang cach cing ¢6 métip vong cudn xodn trong ving gbc dang trime 6n dinh
hon ¢6 thé dat duoc.

Theo séang ché, trinh tu lién tng dé tao ra dang trime x0dn cudn,
IEAIEKKIEAIEKKIE (SEQ ID NO: 83), dugc dua vao trong polypeptit theo sang ché
o6 (tuong duong cua) vi tri 418 dén 433 (SEQ ID NO: 44) trong ching H1
A/Brisbane/59/2007 (dénh sé theo trinh ty SEQ ID NO: 1). Theo cach khac
IEAIEKKIEATEKKI (SEQ ID NO: 85) ¢6 thé dugc dua vao & 419-433 (SEQ ID NO:
49) hoac IEAIEKKIEAIEKK (SEQ ID NO: 86) ¢ vit tri 420-433 (SEQ ID NO: 50).
Mbt cach khéc la dua vao trinh tu MKQIEDKIEEIESKQ (SEQ ID NO: 84), c6 ngudn
gbc tir GCN4 va duge biét 1a trime hoa, & vi trf 419-433 (SEQ ID NO: 45). Theo cach
khac MKQIEDKIEEIESK (SEQ ID NO: 87) c6 thé dugc dua vao & vi tri 420-433
(SEQ ID NO: 51 ) hodc RMKQIEDKIEEIESKQK (SEQ ID NO: 88) ¢ vi tri 417-433
(SEQ ID NO: 52). Twong tu, bé mit trung gian ctia trime c6 thé duoc gia c¢b bang cach
cai bién M420, 1423, V427, G430 thanh isoleuxin (SEQ ID NO: 53).

Theo mot sé phuong an, polypeptit theo sang ché chira trinh tu ndi bao cia HA
ctia H1 va ving xuyén mang. Theo cdc phuong 4n khac, trinh tu trong té bao chét va
trinh tu xuyén mang tir vi tri (hodc dang tuong duong ctia nd) 523, 524, 525, 526, 526,
527,528, 529, hodc 530 cua HA2 dén dau tan cung C cia HA2 (danh sb theo trinh tu
SEQ ID NO: 1) duoc loai bo do d6 polypeptit duoc tiét ra (hoa tan dugc) duge san
sinh. Polypeptit hoa tan dugc co thé duoc 1am 6n dinh hon nhu duoc mo ta trén day.

MG té cic bién thé cAu noi

Céc gen ma hoa trinh tu protein néu trén (SEQ ID NO: 44 dén 46; SEQ ID NO:
49 dén 53 va SEQ ID NO: 152-157 duogc tdng hop va tach dong vao vecto biéu hién

pcADN2004 sir dung céc phuong phap thong thuong ma ngudi co hiéu biét trung binh
trong linh vuc da biét. Vi 1y do so sanh vecto biéu hién ma héa trinh tu chiéu dai du
(SEQ ID NO: 1) ciing nhu ¢cM2 duogc bao gdm trong thir nghiém.

Huyén phu té bao HEK293F (Invitrogen) (10° t& bao/ml, 30 ml) duoc chuyén
nhidm bang vecto biéu hién (1 pg/ml) s dung 40 pl 293-transfectin lam tac nhan
chuyén nhiém va dé cho tiép tuc nhan 1én trong 2 ngay. Té bao duoc thu gom; chia
thanh cac phin phan u6c (0,3 ml, khoang 3*10° t bao) va cac phan phan uéce duge xit
Iy bing huyét thanh da dong xuét hién khang HA ctia H1 ¢ tham do su biéu hién hozc
khang thé don dong dac hiéu HA (5 microgram/ml) va khang thé thw cap duoc st
dung d nhudm. Sau d6 té bao dugc phan tich bang phuong phap phan loai té bao lién
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két huynh quang (FACS) vé su biéu hién cta polypeptit ving gbe ciia HA duoc gin
1én mang theo sang ché sir dung huyét thanh da dong xuat hién khang HA cua H1 dé
tham do su biéu hién. Dai khang thé don dong c6 tinh dac hidu da biét ma lién két véi
protein chiéu dai du (CR6261, CR9114, CR9020 va CR8020) duoc sir dung dé tham
do vé su ¢6 mit ctia epitop bao thu va, bang cach suy ludn, su cudn gap chinh xéc ctia
HA chiéu dai du va cac mini-HA polypeptit theo sang ché. Céc két qua duoc biéu hién
dudi dang ty 18 phan tram té bao duong tinh va cudng do phat huynh quang trung binh
va duoc thé hién trong FIG 21.

Céc két qua thé hién ring tit ca cac bién thé dugc thir nghiém dwoc biéu hién
trén bé mit té bao nhu duogc chimg minh bang dap tmg duong tinh tir huyét thanh
khang thé da dong khang H1. Khang thé CR8020 dic hiéu HA cua H3 khong nhén
dién bét ky ciu tric nao dugc bao gdbm trong thir nghiém, frong khi CR9020, lién két
v6i ving dau cua cidc HA ctia H1 chi nhan dién 6 rang protein chidu dai do. Tit ca
polypeptit theo sang ché, cling nhu protein chiéu dai di duge nhan dién biang CR6261
va CR9114, chung t6 ring céc epitop tuong tmg c6 mit trong polypeptit theo sang ché
trong c4u hinh tuong tu nhu trong protein kiéu dai. Trong sb polypeptit theo sang ché
c6 motip trime héa bd sung duge bao gdm trong chudi cudn xoén CD (xem FIG. 1),
SEQ ID NO: 45, 51 va 52 chtra céc trinh tu co nguén géc tr GCN4 SEQ ID NO: 84,
87 va 88, twong Gng din dén d4p tmg tuong tu hoic cao hon (MFI) so v6i SEQ ID
NO: 44, 49 va 50, chira cac trinh tu trime hoa lién ing cuia trinh tu SEQ ID NO: 83, 85
va 86.

Su bién dbi trong thanh phan cua cdu ndi ndi axit amin 52 va 321 (danh sb @&
cap dén trinh ty SEQ ID NO: 1) trong polypeptit theo sang ché khong dan dén sy thay
dbi chinh trong viéc nhén dién cta khang thé don dong CR6261 va CR9114. Quan st
dugc su thay dbi 16n nhat khi GGGG trong SEQ ID NO: 46 duoc thay thé béng
HNGK, tao ra trinh tu SEQ ID NO: 152, din dén dap ung & muc d6 thip hon véi
CR6261, nhung khong tic dong dén dap tng véi CR9114. Loai bo cdu ndi va dua cac
axit amin 53-56 ¢6 trinh tw SEQ ID NO: 1 (SHNG), tirc 14 tao polypeptit theo sang ché
khong c6 cdu ndi trong SEQ ID NO: 46 (tao ra trinh tw SEQ ID NO: 153), SEQ ID
NO: 45 (tao ra trinh tw SEQ ID NO: 154) hodac SEQ ID NO: 50 (tao ra trinh tw SEQ ID
NO: 155) khong tac dong dén dap ung trong thir nghiém FACS, chiing t6 rang trinh tu
cau nbi khong phai yéu t6 quyét dinh.

SEQ ID NO: 156 ¢6 ngudn gbe tir SEQ ID NO: 46 bang cach dua vao dot bién
1337N, 1340N va F352Y, trong khi SEQ ID NO: 157 chita dot bién bd sung & vi tri
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353, tie 1a I353N. Cac dot bién nay khong dan dén cai thién dap ing véi CR6261 va
CR9114 trong thir nghiém FACS duoc thé hién trong FIG. 21.

Theo mét sé phuong an, polypeptit theo sang ché chira trinh tu ndi bao cia HA
va ving xuyén mang. Theo cac phuong an khéc, trinh tu trong té bao chét va trinh tu
xuyén mang tir vi tri (hodc dang twong duong cia no) 523, 524, 525, 526, 526, 527,
528, 529, hogc 530 cua HA2 dén diu tan cing C cia HA2 (danh s theo trinh tu SEQ
ID NO: 1) dugc loai bd, va tuy y dugc thay thé bang cach dua trinh tu da biét dé tao
cAu tric trime, tic 1a AYVRKDGEWVLL (SEQ ID NO: 143), tiiy ¥ dugc ni thong
qua ciu ndi. Cau néi nay c6 thé tiy y chira vi tri phan cat dé xur 1y sau d6 theo quy
trinh ma ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh virc da biét. Bé d& dang tinh ché dang
hoa tan ¢ thé bd sung thém trinh tu dudi, vi du dudi his HHHHHHH dugc ndi thong
qua cau ndi ngén, vi du EGR. Theo sang ché, trinh tu axit amin tir vi tri 530 (d4nh s6
theo trinh tu SEQ ID NO: 1) dén gbc axit amin dau tan cing C cta ving HA2 dugc
loai bo va dugc thay thé béng SEQ ID NO: 81 hodac SEQ ID NO: 82.

Vi du 19: Khd ndng sinh mién dich cia polypeptit vimg goc ctia HA thé hé thir

Dé danh gia kha nang sinh mién dich cta polypeptit ving gbe céc con chuot
dugc gdy mién dich bing vecto biéu hién mid héa HI1 chiéu dai du t
A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1), Mini3- cumll (SEQ ID NO: 11), Mini2-
cum11+5 (SEQ ID NO: 14), mini2-cum1+5+6 (SEQ ID NO: 46), mini2-cum]1+5+6-
GCN4 (SEQ ID NO: 45), mini2-cum1+5+6-nl (SEQ ID NO: 152), mini2-cyum1+5+6-
nl2 (SEQ ID NO: 153), mini2-cum1+5+6-n12s-GCN4 (SEQ ID NO: 154), mini2-
cum1+5+6-GCN4t2 (SEQ ID NO: 51), mini2-cum1+5+6-GCN4t3 (SEQ ID NO: 52),
mini2-cum1+5+6+12 (SEQ ID NO: 156) va mini2-cum1+5+6+12+13 (SEQ ID NO:
157). Vecto biéu hién ma hoa cM2 ciing dugc bao gébm lam d6i chung am.

Cac nhém gdém 4 con chudt (BALB\c) duge gdy mién dich béng 100 pg ciu
tric + 100 pg ta duge (pUMCV1-GM-CSF) tiém bép vao ngay 1, 21 va 42. Vao ngay
49 tién hanh l4y méu 1an cubi va thu 1y huyét thanh. Huyét thanh dugc phan tich bang
ELISA st dung HA chiu dai du tai t6 hop tir cic ching HIN1 A/Brisbane/59/2007,
HIN1 A/California/07/2009 va H5N1 A/Vietnam/1203/2004 (thu dugc tir Protein
Sciences Corporation, Meriden, CT, USA) lam khang nguyén. Tém lai, phu lén dia 96
giéng bang 50 ng HA qua dém & 4 °C, sau d6 u véi dém phong bé (100 ul PBS, pH 7,4
+ 2% sira khong kem) trong 1 gi¢ & nhiét d§ trong phong. Rira cac dia bang PBS +
0,05% Tween-20, va 100 ul cua diy d6 pha lodng 2 lan trong dém phong bé, bat dau
tir 40 pha lodng 50 lan cta huyét thanh dugc b6 sung. Khang thé lién két dugc phét
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hién bang cach str dung IgG ctia dé khang chudt lién hop v6i HRP, st dung cac quy
trinh chudn da duoc thiét 1ap trong linh vuc nay. Cac do chuén duoc so véi duong
cong chuén gdbm do pha loing theo diy ctia khang thé don dong cua chudt lién két véi
khang nguyén HA va dugc biéu hién dudi dang cac don vi ELISA cho mdi ml
(EU/ml).

Fig.22 thé hién déap ung IgG & tudn 7 sau 1an gay mién dich ban dau cho ca thé
chudt khang hemagglutinin chiéu dai da tir chiing cing loai HIN1 A/Brisbane/59/2007
(dai A), ching khac loai HIN1 A/California/07/2009 (dai B) va chung khac typ phu
H5N1 A/Vietnam/1203/2004 (dai C). Cac khang thé dugc sinh ra do gdy mién dich
bang ADN ma hoa polypeptit theo sang ché Mini2-cum11+5 (SEQ ID NO: 14), mini2-
cuml+5+6 (SEQ ID NO: 46), mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 45), mini2-
cuml+5+6-nl (SEQ ID NO: 152), mini2-cum1+5+6-n12 (SEQ ID NO: 153), mini2-
cum1+5+6-n12s-GCN4 (SEQ ID NO: 154), mini2-cum1+5+6-GCN4t2 (SEQ ID NO:
51), mini2-cum1+5+6-GCN4t3 (SEQ ID NO: 52), mini2-cum1+5+6+12 (SEQ ID NO:
156) va mini2-cum1+5+6+12+13 (SEQ ID NO: 157) lién két tét twong tu v6i ving
ngoai clia hemagglutinin ¢6 ngudn gbc tir ching cling loai HIN1 A/Brisbane/59/2007
va ching khéc loai H IN1 A/California/07/2009 (Fig.22A va B). Quan sat duoc do
chuén cao nhit dbi véi mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 45), mini2-cum1+5+6-
GCN4t2 (SEQ ID NO: 51) va mini2-cum1+5+6-n12s-GCN4 (SEQ ID NO: 154).
Nguoc lai, viée gdy mién dich bing ADN m3 héa protein chiéu dai da (SEQ ID NO:
1) dan dén d6 chudn cao khang hemagglutinin cling loai (nhiéu hon mdt bac vé& d6 16n
so voi d0 chudn quan sat dugc ddi véi viée gdy mién dich bing ADN mi hoa
polypeptit theo sang ché), nhung & do chuén thp khéng viing ngoai ciia hemagglutinin
khéc loai (nhiéu hon mot bac vé do 16n). Viéc gdy mién dich bing ADN ma héa
Mini3-cum11 (SEQ ID NO: 11) va dbi ching am c¢cM2 khong gay ra dap tGng c6 thé
phat hién dugc khang cac ving ngoai cua hemagglutinin trong thir nghiém nay.

Cac d6 chuan khang ving ngoai ctia hemaglutinin khéc typ phu tr H5NI1
A/Vietnam/1203/2004 (Fig.22C) cho thdy dap tmg rd rét dbi véimini2-cuml+5+6-
GCN4t2 (SEQ ID NO: 51). Ciing thu duoc do chuin c6 thé quan sat dugce ddi véi 2
trong sb 4 con chudt sau khi gdy mién dich bang ADN mé héa mini2-cum1+5+6-
GCN4 (SEQ ID NO: 45) va dbi véi 1 trong sb 4 con chudt dbi v6i mini2-cum1+5+6-nl
(SEQ ID NO: 152), mini2-cum1+5+6-n12 (SEQ ID NO: 153), mini2-cym1+5+6-nl2s-
GCN4 (SEQ ID NO: 154). Ngac nhién la, cac tac gia sang ché ciing phat hién duoc
céc do chudn co thé phat hién duoc sau khi gy mién dich bﬁng ADN mai hoa Mini3-

cuml1 (SEQ ID NO 11) va Mini2-cum11+5 (SEQ ID NO: 14). Céu tric cii khong giy
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ra d6 chudn khang thé ¢ thé phat hién duge khang HA cung loai va khéc loai cua H1,
trong khi cdu tric sau chi diéu bién dép tng (Fig.22A va B). So sanh céc trinh tu cua
tAt ca cAu tric trong thir nghiém nay va HA cta H5 chi huéng dén epitop thing gia
dinh nim & diu xa mang cta chudi cudn xo&n CD dai (xem Fig.1). Dot bién metionin
thanh isoleuxin & vi tri 175 trong trinh tw SEQ ID NO: 11 va vi tri 156 trong trinh tu
SEQ ID NO: 14 dan dn trinh tu thdng ERRIENLNKK (vi tri 172 dén 181 trong trinh
tu SEQ ID NO: 11; vi tri 153 to 162 trong trinh tw SEQ ID NO: 14). Trinh tu nay cling
c6 mat trong HA tr HSN1 A/Vietnam/1203/2004, nhung khong cé trong HA tir HIN1
A/Brisbane/59/2007 va HIN1 A/California/07/2009, trong d6 céc trinh tu tuong Ung
lan lugt 13 ERRMENLNKK va EKRIENLNKK.

Két luan 13, cac khang thé xuét hién khang polypeptit theo sdng ché mini2-
cuml1+5 (SEQ ID NO: 14), mini2-cum1+5+6 (SEQ ID NO: 46), mini2-cum]1+5+6-
GCN4 (SEQ ID NO: 45), mini2-cym1+5+6-nl (SEQ ID NO: 152), mini2-cym1+5+6-
nl2 (SEQ ID NO: 153), mini2-cum1+5+6-n12s-GCN4 (SEQ ID NO: 154), mini2-
cum1+5+6-GCN4t3 (SEQ ID NO: 52), mini2-cum1+5+6-GCN4t2 (SEQ ID NO: 51),
mini2-cum1+5+6+12 (SEQ ID NO: 156) va mini2-cum1+5+6+12+13 (SEQ ID NO:
157) ¢6 kha ning nhan dién hemagglutin chiéu dai du. CAc epitop cia cac khang thé
nay phai c6 mit & ving gdc hemagglutinin va dugce bao gitta cac hemagglutinin chidu
dai du tr HIN1 A/Brisbane/59/2007 va HIN1 A/California/07/2009. Cac khang thé
duoc san sinh ra théng qua viée gy mién dich bing ADN ma héa mini2-cum1+5+6-
GCN4t2 (SEQ ID NO: 51), va ¢ muc do kém hon v6i mini2-cum11+5 (SEQ ID NO:
14), mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 45), mini2-cum1+5+6-nl (SEQ ID NO:
152), mini2-cum1+5+6-n12 (SEQ ID NO: 153), mini2-cuml1+5+6-n12s-GCN4 (SEQ
ID NO: 154) va mini2-cum1+5+6+12 (SEQ ID NO: 156) cling c6 thé nhén dién ving
ngoai cia HA tor H5N1 A/Vietnam/1203/2004. Polypeptit theo sang ché Mini3-
cumll (SEQ ID NO: 11) c¢6 kha ning gdy cam ung cac khang thé ma nhén dién tir
H5N1 A/Vietnam/1203/2004.

Vi du 20. Phuong phdp phé bién dé thiét ké polypeptit viing goc chita viimg goc
bao thi co cac epitop cua CR6261 va CR9114

Dua trén cac két qua duge mo ta trén ddy, phuong phap thong thuong dugce xéac
dinh dé tao ra polypeptit theo sang ché tir trinh twr HAO ctia virut cim, cu thé 1a tir trinh
tu HAO ctia virut cum thudc typ huyét thanh H1. Phuong phép nay bao gdm céc budc:

1. Loai bo vi tri. cat gitta HA1 va HA2. Budc nay co thé dat duoc bang
cach gy dot bién R (mot s it truong hop 14 K) thanh Q & vi trf P1 (xem vi du Sun et
al, 2010 dé biét giai thich vé& danh phap ctia vi tri cit (vi tri 343 trong trinh tw SEQ ID
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NO: 1). Gay dot bién thanh Q duogc uu tién nhung S, T, N, D hodc E 1a c4c dang thay
thé.

2. Loai bo ving dau bang cach loai bo axit amin 53 dén 320 tir trinh tur
SEQ ID NO: 1, hodc & cac vi tri tuong duong trong HA tur virut ciim khac. Céc vi tri
tuong duong c6 thé duoc xac dinh dé dang boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc béng cach sép xép va so sanh trinh tu st dung thuat toén thich hop vi du nhu
Clustal hodc Muscle. Cac phén con lai cta trinh tu ¢6 thé duoc ndi truc tiép hoéc theo
cach khéc bang cach dua vao mot ciu ndi linh dong. Trinh tu cdu nbi co thé c6 chiéu
dai tr 1 dén 50 axit amin. Puoc wu tién 12 cac cu ndi linh dong co chidu dai gi6i han
(nho hon hodc bang 10 axit amin), vi du GGG, GGGG, GSA, GSAG, GSAGSA,
GSAGSAG hoic tuong tu. Chidu dai ciia doan bi loai bo ciing ¢6 thé thay ddi, vi du
béng cach bét dau loai bo & (twong duong cua) vi tri 54, 55, 56, 57 hodc 58, hodc lam
tang chidu dai ctia doan bi loai bo, bang cach cit & vi tri 47, 48, 49, 50, 51, hogc 52.
Twong ty, axit amin cubi cing bi loai bo ¢6 thé & (twong duong cua) vi tri 315, 316,
317, 318 hodc 319, hodc 1am ting chiéu dai ctia doan bi loai bé & (twong duong clia) vi
trf 321, 322, 323, 324, hodc 325. Quan trong 1a nhén dién dugc sy thay ddi vé chiéu
dai cua doan duoc loai b c¢6 thé & trong phin duogc bu bang cach lam cho phi hop
chiéu dai cta trinh tu cAu nbi, tic 1a doan duge loai bd 16n hon ¢6 thé duge 1am cho
phit hop v6i cau ndi dai hon va ngugc lai. Cac polypeptit ndy cling ¢6 thé duoc bao
gbm trong sang ché.

3. Lam tang d6 hoa tan cta vong (gitra chudi cudn xodn A va chudi cudn
xodn CD) duoc tao thanh béi (tuong duong cta) cac gbe 402 dén 418 trong chung H1
A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1) dé lam ting d6 on dinh ctia cdu hinh truéc khi
dung hop va 1am mét 6n dinh cAu hinh sau khi dung hop of the modified HA. Vong
nay co tinh bao thu cao trong trinh ty H1, nhu dugc thé hién trong bang 6 dudi day.
Piéu nay c6 thé dat duoc ching han bang cach thay thé I, L, F hogc V cac gbc trong
vong nay bang cac ban sao ua nude. Cac vi tri twong duong co thé duoc xac dinh dé
dang boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vucbang cach sap xép va so sanh
trinh tw nhod st dung thuét toan thich hop vi du nhu Clustal hoac Muscle. Dot bién
thanh glyxin 1am mét 6n dinh cdu hinh sau khi dung hop do d9 linh dong cao cta axit
amin nay dan dén su giam do 4n dinh cua chudi cudn xoin sau dung hop duoc tao
thanh boi phan nay ca trinh tw HA. Trinh tu lién tmg md ta vong gifta gbc 402-418
cia HA cia virut cum thudc typ huyét thanh H1 1a (SEQ ID NO: 17)
MNTQFTAVGKEFN(H/K)LE(K/R). Trong polypeptit theo sang ché axit amin & cac
vi tri 406, 409, 413 va/hoac 416 (hodc vi tri twong duong cua ching, nhu duoc xac
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dinh tir sip xép va so sanh trinh tu ) 1a axit amin phan cuc (S,T.N,Q), tich dién
(R,H,K.D,E) hoic linh déng (G). Cén luu ¥ ring dot bién ctia 1416 thanh S hoic T
cling dua vao vi tri glycosyl héa N lién ung (trinh tu lién tmg la NX(S/T)). Glycosyl
héa Asparagin ¢ vi tri ndy s€ lam tang hon nira 4o 6n dinh cua ving nay. Ciing ¢6 thé
1atd hop cua cac dot bién nay & cac vi tri nay, vi du F406S, V409T, L416S nhu trong
trinh tw SEQ ID NO: 10 va SEQ ID NO: 14. Trong mdt s truong hop dot bién dé
phuc hdi axit amin lién tmg duoc wu tién, vi du trong d6 V hodic M & vi trf 404 (thanh
T), V & 408 (thanh A) hodc 410 (thanh G) hodc I & 414 (thanh N); ty 1¢ dot bién trong
trinh tu & cac axit amin nay 1a rat thap. Téng quat vé& dot bién duoc mod ta trén ddy ma
xé4c dinh dic tinh polypeptit theo sang ché duoc dua ra trong bang 6.

4. Pua ciu disulfit vao trong polypeptit theo sang ché, t6t hon 14 giita axit
amin & (twong duong cua) vi tri 324 va 436 trong chung H1 A/Brisbane/59/2007; SEQ
ID NO: 13-16. Céc vi tri tuong duong c6 thé duoc x4c dinh d& dang boi ngudi co hiéu
biét trung binh trong linh vire bang cach sip xép va so sanh trinh tw nhd st dung thuat
toan thich hgp nhu Clustal, Muscle etc. Cau disulfit duoc thiét k& duoc tao ra bang
cach gy dot bién it nhat mot (néu gbe con lai 14 xystein rdi), nhung thudong 1 hai gbc
gén nhau vé khong gian véi a xystein, ma s& tao thanh lién két cong hoa tri mot cach
tu phat hodic bang phan tmg oxi héa hoat héa gitta cic nguyén tit luu huynh cua céc
gbc nay.

St dung phuong phap thong thuong theo sang ché, duoc mo ta trén day,
polypeptit theo sang ché dugc tao ra dua trén céc trinh ty HAO cta HINI
A/California/04/2009 (SEQ ID NO: 159), HIN1 A/California/07/2009 (SEQ ID NO:
56), HIN1 A/Puerto Rico/8/1934 (SEQ ID NO: 78), va HIN1 A/Texas/36/1991 (SEQ
ID NO: 64). Ngoai ra phuong phap dugc ap dung cho HA tir typ phu khac ma la mot
phén cia Nhém 1, tirc 1a HS, sir dung HA tir HSN1 A/Vietnam/1203/2004 (SEQ ID
NO: 158).

H1 mini-HA A/California/07/2009 (SEQ ID NO: 160) dugc tao ra tr H1 FL
HA A/California/07/2009 (SEQ ID NO: 56) bang cach

1. Loai bo vi trf cét: dot bién R344Q (danh sb d& cap dén trinh tw SEQ ID
NO: 56)

2. Loai bo cac gbc K53 dén P321 va dua cdu ndi GGGG giita D52 va
K322 (d4nh sb d cap dén trinh tw SEQ ID NO: 56)

3. Pua gbc Serin vao vi tri 407, 417 (F407S, L417S; dénh s& dé cap dén
trinh tw SEQ ID NO: 2), Treonin vao vi tri 410 (V410T; danh sé dé cap dén trinh tu
SEQ ID NO: 56) va gbc Glyxin & vi tri 414 (F414G; danh sb dé cap dén trinh tw SEQ
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ID NO: 2) trong vong giita chudi cudn xodn A va chudi cuén xoan CD (cic gbe 403-
419 trong trinh tu SEQ ID: NO: 56)

4. Pua ciu disulfit vao bang cach gy dot bién cac gbc Lysin 325 va
Treonin 437 thanh xystein (K325C, T437C; danh s6 dé cap dén trinh tw SEQ ID NO:
56)

5. Yéu t6 lam én dinh bd sung duoc dwa vao bing cach thay thé
419KRIENLNKKVDDGFLD434(d4anh sb @& cap dén trinh tw SEQ ID NO: 56) bang
trinh tr RMKQIEDKIEEIESKQ.

Trinh ty mini-HA dua trén HA chiéu dai du tir A/California/04/2009 (SEQ ID
NO: 159) c6 thé duoc tao ra theo cach twong tu va giéng vOi trinh tu ctia HI mini-HA
A/California/07/2009 (SEQ ID NO: 160).

Tuong tu, H1 mini-HA A/Puerto Rico/8/1934 (SEQ ID: NO: 161) dugc tao ra
tir H1 FL HA A/Puerto Rico/8/1934 (SEQ ID NO: 78) bing cach

1. Loai bo vi trf cét: dot bién R343Q (d4nh s6 dé cap dén trinh tw SEQ ID
NO: 78)

2. Loai bo céc gbe S53 dén P320 va dua ciu ndi GGGG vao giita D52 va
K321 (d4nh sb d& cép dén trinh tu SEQ ID NO: 78)

3. Pua gdc Serin vao vi trf 406, 416 (F406S, L416S; dinh sb dé cap dén
trinh tw SEQ ID NO: 78) Treonin vao vi trf 409 (V409T; d4nh sb dé cép dén trinh tur
SEQ ID NO: 78) va gbc Glyxin vao vi tri 413 (F413G; danh s6 dé cap dén trinh tu
SEQ ID NO: 78) trong vong gitta chudi cuén xoén A va chudi cudn xoan CD (cac gbe
402-418 trong trinh tu SEQ ID NO: 78)

4. Pua ciu disulfit vao bing cach gdy dot bién cac gbc Arginin 324 va
Treonin 436 thanh xystein (R324C, T436C; danh s6 dé cap dén trinh tu SEQ ID NO:
78)

5. Yéu t6 lam én dinh bd sung dugc dwa vao bing cach thay thé
418KRMENLNNKVDDGFLD433 (d4nh sé d& cap dén trinh ty SEQ ID NO: 78)bang
trinh tt RMKQIEDKIEEIESKQ.

Su khac nhau nita gitta H1 mini-HA A/Puerto Rico/8/1934 (SEQ ID: NO: 161)
va H1 FL HA A/Puerto Rico/8/1934 (SEQ ID NO: 78) 1a ¢ vi tri 397, vi tri nay la
Serin trong protein chiéu dai da (SEQ ID: NO: 78) nhung 1 Treonin trong polypeptit
theo sang ché cua trinh ty SEQ ID: NO: 161 (S397T dot bién). Pay 1a su bién dbi c6
trong tu nhién trong trinh tu A/Puerto Rico/8/1934, va céc trinh tu chtra dot bién nay

do d6 ciing duoc bao gdm trong séang ché.
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H1 mini-HA A/Texas/36/1991 (SEQ ID NO: 162) dugc tao ra tr HI FL HA
A/Texas/36/1991 (SEQ ID NO: 64) bang cach

1. Loai b vi tri cit: dot bién R344Q (danh sb d& cép dén trinh tu SEQ ID
NO: 64) '

2. Loai bo cac gbc S$53 dén P321 va dua cau ndi GGGG vao gitta D52 va
K322 (d4nh s dé cap dén trinh tw SEQ ID NO: 64)

3. Dua gdc Serin vao vi tri 407, 417 (F407S, L417S; danh s6 dé cap dén
trinh tu SEQ ID NO: 64), Treonin vao vi trf 410 (V410T; danh s6 dé cap dén trinh tu
SEQ ID NO: 64) va gbc Glyxin vao vi tri 414 (F414G; danh sb dé cap dén trinh tu
SEQ ID NO: 64) trong vong gifta chudi cudn xoén A va chudi cudn xoan CD (cac gbc
403-419 trong trinh tuy SEQ ID: NO: 64)

4. Pua ciu disulfit vao bing cach giy dot bién cac gbc Arginin 325 va
Treonin 437 thanh xystein (R325C, T437C; dénh s dé cap dén trinh tu SEQ ID NO:
64)

5. Yéu t6 lam én dinh bd sung dugc dwa vao bang cach thay thé
419RRMENLNKKVDDGFLD434(d4nh sé d& cap dén trinh ty SEQ ID NO: 64) bang
trinh tw RMKQIEDKIEEIESKQ.

H5 mini-HA A/Vietnam/1203/2004 (SEQ ID NO: 163) duoc tao ra tir H5 FL
HA A/Vietnam/1203/2004 (SEQ ID NO: 158) bang cach

1. Loai bo vi tri cit. Do H5 FL HA A/Vietnam/1203/2004 (SEQ ID NO:
158) chira vi tri cét da bazo (341RRRKKR346) dot bién & mot vi tri 1a khong da dé
ngan chan sy cat protein. Thay vi loai bo trinh tw 341RRRKK345 va dua vao dot bién
R346Q.

2. Loai bé cac gbe K52 dén P319 va dua ciu ndéi GGGG vao gitta K51 va
K320 (d4nh sé dé cap dén trinh tu SEQ ID NO: 158)

3. Dua gdc Serin vao vi tri 409, 419 (F409S, L419S; danh sb dé cép dén
trinh tw SEQ ID NO: 158), Treonin vao vi tri 412 (V412T; d4nh sb dé cap dén trinh tu
SEQ ID NO: 158) va gbc Glyxin vao vi tri 416 (F416G; dénh s6 dé cap dén trinh tu
SEQ ID NO: 158) trong vong giita chudi cuén xodn A va chudi cuén xoan CD (cic
gbc 405-421 trong trinh tw SEQ ID: NO: 158)

4. Pua cdu disulfit vao bing cach gy dot bién cac gbe Lysin 323 va
Treonin 439 thanh xystein (K323C, T439C; dénh s6 d& cap dén trinh tw SEQ ID NO:
158)
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5. Yéu t5 1am 6n dinh bd sung dwoc dua vao bang cach thay thé
42 1rrienlnkkmedgfldv437(danh sb dé cap dén trinh tw SEQ ID NO: 158) bing trinh tu
RMKQIEDKIEEIESKQLI.

C4c gen mi hoa cac trinh ty protein cua trinh tw SEQ ID: NO: 56, 160, 78, 161,
162, 158 va 163 duoc tong hop va tach dong vao vecto biéu hién pcADN2004 sir dung
cac phuong phap thong thuong ma nguoi cd hiéu biét trung binh trong linh vuc da
biét. Vi Iy do so sanh trinh tw HA chiéu dai du ctia H3 A/Hong Kong/1/1968 (SEQ ID
NO: 121), ciing nhu trinh tw HA chiéu dai da ctia H1 A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID
NO: 1) ¢6 thém dot bién vi tri cit R343Q duoc bao gém trong thir nghiém.

Huyén phu té bao HEK293F (Invitrogen) (10° t& bao /ml, 30 ml) duoc
chuyén nhiém bang vecto biéu hién (1 pg/ml) stt dung 40 pl 293transfectin lam tac
nhan chuyén nhiém va dé cho tiép tuc nhan 1én trong 2 ngay. Té bao dugc thu gom,
chia thanh cac phan phan uée (0,3 ml, khoang 3*10° té bao ) va cc phan phan udc
duoc xir 1y bang huyét thanh da dong xut hién khang HA cua H1 (Sino Biological
Inc. Beijing, China) d& tham do sw biéu hién hozc khang thé don dong dac hiéu HA (5
microgram/ml) va khéng thé thi cdp dugc st dung dé nhudm. Sau d6 té bao dugc
phan tich bing phuong phap phan loai té bao lién két huynh quang (FACS) vé su biéu
hién cta polypeptit ving gdc ctia HA duge gin 1én mang theo séng ché trén bé mat té
bao. Dai khang thé don dong c6 tinh dic hiéu da biét 1a lién két véi ving gbe trong
protein chiéu dai du (CR6261, CR9114) dyoc st dung 3¢ thim do vé su c6 mit clia
epitop bao thii va, bing cach suy luan, sy cudn gép chinh x4c ciia HA chiéu dai da va
cac mini-HA polypeptit theo sang ché. Khang thé don dong CR8020 (d4 biét 1a khong
lién két v6i cac HA cuia H1 va H5) va CR9020 (lién két v6i ving dau ctia HA tir H1
A/Brisbane/59/2007) ciing dwoc bao gébm trong thir nghiém nay. Céc két qua duogc
bidu hién duéi dang ty 16 phan tram té bao dwong tinh va Cuong do phat huynh quang
trung binh (MFT) va duoc thé hién trong FIG. 23.

Xt 1y té bao chuyén nhidm bing huyét thanh khang thé da dong khang H1 dan
dén 20 dén 80% té bao duong tinh vé HA chidu dai du (thanh lién) va 40-50% té bao
duong tinh vé& cac mini-HA. Déi chimg am FL H3 A/Hong Kong/1/1968 va cM2 chi
bidu hién s luong rat thip té bao duong tinh. Diéu nay dugc phan 4nh bang cuong do
phat huynh quang trung binh (day dai) thé hién r6 rang c6 thé phat hién duoc tin hiéu
& tht ca protein HA chidu dai du ctia H1. Tinh hiéu v& HA chiéu dai dd ctia HS vén
thdp; tuy nhién, diéu nay c6 thé duoc giai thich 1a do sb luong té bao chuyén nhiém
thép két hop voi sy giam nhan dién boi huyét thanh da dong H1. Déi ching am FL
A/Hong Kong/1/1968 va cM2 thé hién cudng d6 & mic nén.
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Ca CR6261 va CR9114, da biét 1a cac chét lién két v6i ving gbc nhém 1
manh, nhan dién tit ca proteinHA chiéu dai du va protein mini-HA ctia Nhém 1 nhu
duoc thé hién boi sb luong té bao duong tinh 16m (ca. 50 to ca. 95%) va MFI cao. Day
1a bang chumg ching t6 rd rang rang céc epitop trung hoa clia cac khang thé nay c6
mat trong protein mini-HA, cho thiy ring c4u tric ba chiéu ma twong ddng mach voi
c4u trac tu nhién cta ving gdc HA trong HA chiéu dai du. Nhuw mong doi, dbi chimg
am CR8020 (dac hiéu ddi véi HA nhém 2) khong lién két véi HA chiéu dai da caa H1
va H5 hoac mini-HA cua H1 va HS, chung té réng lién két quan sat dugc cua cac
khéng thé trung hoa CR6261/CR9114 vé6i céc protein mini-HA khéng xuit phat tir
tuong tac protein-protein ddc hiéu. Quan sat dugc 16 rang lién két gitta HA chiéu dai
du cua H3 tir A/Hong Kong/1/1968 va CR9114 hodac CR8020 tir ca ty 1€ phan tram té
bao duong tinh va MFI, phu hop vdi ghi nhan trude d6 va ching té chic ndng cua cac
khang thé don dong nay. Tuong tu, ddi chimg am khéng thé CR9020 (yéu t6 lién két
v6i ving dau HA d6i v6i A/Brisbane/59/2007) khong nhén dién protein mini-HA hoc
protein HA chiéu dai du, ngoai trir cua HA tir A/Brisbane/59/2007, nhin manh thém
rang tinh dic hiéu cua lién két quan sat dugc gitta CR6261 va CR9114.

Két luan 13, bdn polypeptit m&i theo sang ché c6 ngudn gbe tir HA da duoc tao
ra thé hién chira céc epitop duoc nhan dién béi cac khang thé trung hoa CR6261 va
CR9114 trong d6 khong c6 ving dau HA.

Vidu 21: Su bao vé khdng lai thir thdch gdy chét cia virut ciim trong chuot boi
polypeptit theo séng ché

Pé xac dinh xem polypeptit theo sang ché c6 kha ning gay dap tmg mién dich
bao vé chudt khong bi chét khi phoi nhidm véi virut cim ma c6 thé bi chét, tién hanh
thir nghiém thir thach bang virut cam. Céc con chudt dugc gay mién dich qua dudong
tiém bép béng vecto biéu hién ma hoa trinh tu SEQ ID NO:78, 161, 45 va 6, cling nhu
HA chidu dai du tr A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1) chtra dot bién bd sung
R343Q dé loai bo vi trf cit. Vecto biéu hién ma hoa cM2 duoc bao gém lam d6i ching
am. Tién hanh gdy mién dich bang cach sit dung 50 pg ciu trac biéu hién + 50 pg ta
duoc (pUMCV1-GM-CSF) theo quy trinh nghién ctru dudi day

Quy trinh nghién ciru

Ngay -1 Liy méu.

Ngay 0 Sir dung vacxin (tiém bap).

Ngay 21 Sir dung vacxin (tiém bap).

Ngay 28 Liy mau.

Ngay 42 St dung vacxin (tiém bép).
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Ngay 47 LAy mau.

Ngay 48 Po khdi luong, nhiét do, diém 14m sang va kha ning gdy chét hang
ngay.

Ngay 49 Thtr thach véi liéu gay chét ctia nhiém virut cim (qua mfii).

Ngay 49 Chét chiing ngira con lai duge str dung dé chuén d6 sau virut.

Ngay 49-70 Do khéi lugng, nhiét 9, diém 14m sang va kha nang gy chét hang
ngay.

Nhimg con vat ¢ diém 1am sang > 3 dugc kiém tra hai 1an mdi ngay.

Nhimg con vat ¢6 diém 1am sang >4 hozc nhiét do " 32° C, bat ké xuat hién
yéu t6 nao trude, dugce loai ngay ra khoi nghién ctru nay.

Ngay 70 Hy sinh tat ca con chudt.

Nhém 1-6: Thir thach voi PRS (A/Puerto Rico8/34, HIN1)

Nhom 1: SEQ ID NO: 78
Nhém 2: SEQ ID NO: 161
Nhém 3: SEQ ID NO: 1 R343Q
Nhém 4: SEQ ID NO: 45
Nhém 5: SEQID NO: 6

Nhém 6: vecto tréng

10 con chudt méi nhém. Tong s6 60 con chudt. BALB/c.

Vit liéu va phwong phap:

Chiing virut va nguon:

Ching virut cam PR8 (A/Puerto Rico8/34, HIN1) duoc lay tir Virapur (San
Diego). Dung dich gbc 1x10e8 pfu/ml Batch #E2004B.

Diéu kién bao quan. -75 °C + 10 °C. Ta dong lanh: -86°C UCT tu dong lanh.
Dang nhiét. Fisher Scientiﬁc.

Dong vdt:

Chudt, BALB/c (khong gay bénh cu dac hi€u - Specified Pathogen Free; SPF),
con céi. 6-8 tudn tudi vao Ngay 0 ctia nghién ctru ~17-19 gam. Duge 14y tir Charles
River Laboratories va dugc xac dinh béng ‘nhan dién tai’ T4t ca cac con vat dugc lam
thich nghi va duy tri trong 11 ngay truéc khi bat dau thir nghiém.

Sur dung ADN

Phuong phép hoan nguyén chat ching ngira

Ché phém ADN thich hop, nhu duoc liét ké trén day duoc chuén bj chia thanh

céc phan phéan udc va gitt ¢ -20 °C. Mai cau tric mot phan phan uée duge lam tan da

dén nhiét d6 trong phong ngay trude khi tiém, rut vao xi lanh va tiém. Phan con lai cta
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mdi phan phan wéc duoc loai bd sau khi hoan thanh tat ca viéc tiém ctia moi vong gay
mién dich.

Mirc d6 lidu va phuong phép st dung

Céc con vat duoc gdy mé biang cach tiém vao bung véi 9,75mg Xylasol
(Graeub E Dr. AG (www.graeub.com);Cat: 763.02) va 48,75mg Ketasol (Graeub E
Dr. AG (www.gracub.com); Cat: 668.51) cho mdi kg khdi lugng co thé. 50 pl dung
dich ADN duoc tiém st dung xi lanh 0,5ml v6i kim tiém G29 qua dudng trong co
(im.) co bdn dau cia mdi chén sau, tao ra téng thé tich 1a 100 pl duge tiém cho mdi
con chudt. Phén con lai ciia mdi phén phan ude dugc loai bo sau khi hoan thanh tat ca
viée tiém cta mdi vong gdy mién dich.

Sur dung virut:

Phuong phép hoan nguyén chét chung ngira

VAt liéu virut duge gitt & -75 °C + 10 °C va dugc lam tan bang trudc khi st
dung. Khi 1am tan bang, pha long vét liéu trong PBS lanh (4 °C) tuong tmg vé1 5
LD50/50 ul @ thir thach véi A/PR/8/34. Virut duge pha loang duoc giit trén nude da
cho dén khi sir dung cho chudt.

Mitc d6 liéu va phuong phdap sit dung

Céc con vat dugc gdy mé bang cach tiém vao bung véi 9,75mg Xylasol va
48,75mg Ketasol cho mdi kg khdi luong co thé va mdi con vat nhan 50 pl dung dich
virut qua dudng mii. V4t liéu chua st dung duge dua trd lai phong thi nghiém dé
chuén do sau.

Riit mdu va diéu ché huyét thanh

O cac ngay duge chi dinh trong quy trinh nghién ctru, trén day, 14y mAu mau
(ldy mAu mau trung gian: 100-150 pl thong qua viéc dit 6ng thong sau obitan, terminal
ldy mauing via cardiac puncture: khoang 300-500 ul). Huyét thanh duoc phan lap tir
méu nay bang cach ly tAm trong 5 phut & tbe do 14000 g va gitr 6 -20 °C cho dén khi
chuyén 1én nuéc da khd.

Tinh diém lam sang

Céc dAu hiéu 1am sang sau khi thir thach bang virut duoc ghi lai bang hé théng
ghi diém (1 diém cho chudt khoe manh; 2 diém cho chudt biéu hién cic déu hiéu kho
chiu, bao gdm ndi da ga nhe, dang di hoi thay d6i va tang van dong bang chan mut; 3
diém cho chudt biéu hién cac d4u hiéu ndi da ga manh, bung co thét, dang di thay déi,
giai doan khong hoat dong, ting tbc do tho va doi khi c6 tiéng ran (tiéng dong lach
cach/nd lach tach); 4 diém cho chudt c6 cac dic diém ctia nhém trude dugce ting gia

tang, nhung biéu hién it hoat dong va tré' nén gan chét; 5 diém cho chudt chét). Cac
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con vat duoc kiém tra hai ngay mot l4n voi didu kién ching nhan duoc diém 3. Viéc
ghi diém dugc thyuc hién bang mot méy kiém tra va céc con chudt ¢6 triéu ching duge
biéu hién khong hoan chinh bing hai diém s6 1 diém +/- 0,5.

Do khéi lwgng co thé

TAt ca céc con vat duge do khdi lwong hang ngay, bit déu vao ngay 48 (s6 cép
phép 2216). Cac con vat cling dugc can trudc khi két thic nghién ciru nay trong
truong hop chét, tie 1a khi loai bo khoi nghién ctu nay. Khdi lugng co thé dugc ghi
lai & don vi gam (g).

Chudn dé sau cia virut

Liéu virut duoc st dung duoc xac dinh béng cach chuin do 8 mau lap lai tir
phan chét ching nglra con lai sau hoan thanh viéc ching ngira cho cdc con vét. bé
chudn do sau cua virut sit dung phép do TCID50 theo quy trinh duge dua ra trong
‘Current Protocols in Immunology, Animal Models of Infectious Disease 19.11.7.

Ciac két qua:

Nghién ctru dugc thuc hién khong c6 nhitng kho khan vé k¥ thuat va theo quy
trinh nghién ctru da duoc xac dinh. Chuin d6 sau cta cac chit chung ngira chtra chung
virut cim PR8 (A/Puerto Rico8/34, HIN1) thu dugc IDIC50 sau day: PR8 (A/Puerto
Rico8/34, HIN1) : 3,2x104 TCID50/ml.

Fig.24A thé hién duong cong sdng sot Kaplan-Meier ddi vé6i thir nghiém nay.
Viéc gdy mién dich bing ADN ma héa polypeptit theo sang ché ¢o trinh tu SEQ ID
NO: 45, 6 va 161 dan dén su séng sot 50, 40 va 40% céc con chudt duge gy nhiém
bing lidu gay chét cua virut ciim, tuong tmg, chimg t6 rang viéc gy mién dich béng
polypeptit theo sang ché thuc té 1a c6 thé gay ra dap ing mién dich bao vé. Ngugc lai
cac con vat duge gdy mién dich bing vecto tréng lam ddi chung, tat ca déu ngimg
khang lai su nhi®m 8 ngay sau khi thir thach bang virut. Viéc gdy mién dich bang
ADN ma hoa HA chiéu dai da cing loai véi ching thir thach (SEQ ID NO: 78) bao vé
hoan toan tat ca cac con vat (ttrc 1a 100% sdng sét) trude thir thach gay chét, trong khi
viéc gdy mién dich bang ADN mi héa HA chiéu dai du c6 ngudn gbc tir ching khac
loai A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1) chtra thém dot bién & vi tri cat (R343Q;
danh sé dé cap dén trinh tw SEQ ID NO: 1) din dén 90% cac con vét duge gay nhiém
séng sot.

Céc két qua thu dugc tir dudong con sdng s6t ciing phan anh sy thay d6i khéi
luong trung binh va diém 14m sang trung binh d6i véi mdi nhém dugce thé hién trén
Fig.24B va 24C. Cac con vat dugc gdy mién dich bang polypeptit theo sang ché c6
trinh tu SEQ ID NO: 45, 6 va 161 su giam khéi luong dén 25-30%, nhung céc con vét
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song sot sau ngay 9 sau khi gay nhiém thé hién tang khéi luong. P&i véi cac con vt
duoc gdy mién dich bang SEQ ID NO: 45 quan sit dugc diém 14m sang giam tir 4
xubng 3. Cac con vat duoc gy mién dich bang ADN ma hoa HA chiéu dai du cing
loai voi chung thtr thach (SEQ ID NO: 78) khong thé hién su giam khdi luong, trong
d6 cac con vat duoc gdy mién dich bang ADN ma héa HA chiéu dai da c6 ngudn gbc
tir ching khac loai A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO: 1) chira thém dot bién & vi tri
cit (R343Q; dénh sb dé cap dén trinh ty SEQ ID NO: 1) trai qua su giam khdi luong
va cac triéu ching 1am sang nhung céc con sbt s6t bao gdm toan bd. Quan sat duoc su
giam khéi lugng va cac triéu ching 14m sang cao nhit déi véi nhom ddi ching duoc
gdy mién dich bing vecto trng, phit hop véi viée khong c6 con vét nao sdng sdt trong
sb cac con vt nay.

Két luan 13, polypeptit theo sang ché SEQ ID NO: 6, 45 va 78 c6 kha ning gly
dap tmg bao vé€ khang lai thir thach gay chét voi HINT A/Puerto Rico/8/1934 & chudt.
Luu ¥ réng polypeptit theo sang ché SEQ ID NO: 6 va 45 c6 ngudn gbe tlr phan tir HA
khéc loai véi ching thir thach, trong khi SEQ ID NO: 78 ¢6 ngudn gdc tir ching virut
cum cung loai. Vi vay polypeptit theo sang ché ¢6 thé gdy cam tmg su bao vé khang ca
viéc nhiém virut cim cting loai va khéc loai.

Vi du 22. Chon loc dai trinh tw HA cua HINI dai dién va thiét ké polypeptit
theo sdng ché dia trén cdc trinh tu nay.

Pé thé hién kha ning ung dung rong rii cia phuong phap duoc thiét ké duoc
mo ta trong vi du 20, phuong phap nay dugc ap dung d6i véi dai cac trinh tw HAO
duoc chon loc ma bao g@)m ty 1& phan tram 1én cta bién ddi trinh tu trong tu nhién
duogc tim théy trong virut HIN1. Viéc chon loc dai cac trinh tu HA dai dién tir tap hop
c4c trinh tw HA cua HIN1 da biét & nguoi, cac trinh tu trong vi du nay duge dua vao
dé chon loc sé luong nho nhit cac ching c6 tinh dai dién cao nhét. Dé dat duoc diéu
nay, tit ca nhitng su khac nhau gifta c4c trinh ty HA cua virut cim HIN1 & nguoi co
mat trong dir licu vé trinh tw cta virut cim duge dinh lwong, ciu tric trong nhitng su
khac nhau nay duoc kiém tra va xac dinh cac nhém phu cing loai. Tt mdi nhém trong
s6 cac nhom nay, trinh tu dai dién nhat duoc chon loc dé dua vao dai cac trinh tu nay.

Budc dau tién trong quy trinh nay 1a dinh lwong sw khac nhau gitta mdi cép
hodc cac trinh tu trong dit li¢u v& trinh tu dugc xem xét. PAM250 nguoc (rPAM250)
nén (Xu, 2004) duoc su dung dé dinh luong su khac nhau & mdi vi tri axit amin. Sau
d6 str dung phép cong Oclit dé dinh luong tdng s6 su khac nhau cho mdt cap. Tht ca

nhitng sy khac nhau ctia mot cap duge su dung dé tao nén ma trdn doi ximg nxn cua
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nhitng su khac nhau, trong d6 n tuong duong véi s6 luong ching virut dugc nghién
cuu.

Phén tich hiép nhan t6 chinh (Principal Coordinates Analysis-PCA) duoc st
dung dé tao ma trn vé sy khac nhau (Higgins, 1992). PCA dua trén sy gidm kich
thuéc. DAu vao ma tran duoc xem 1a su sép xép trong khong gian n chiéu (trong d6 n
tuong duong véi sb luong ching duge nghién ctru). Sau d6 do bién thién duoc phan
tich va x4y dung theo cich ma doi hoi sé chidu thdp nhat dé bao phu hau hét (hoic
toan bo) tinh bién thién. Két qua trong h¢ toa dd m chiéu (trong d6 m 1a s6 chiéu dé
bao phu hdu hét hodc toan by do bién thién) véi hau hét sy bién doi trén truc thi nhét
va sau d6 giam. T4t ca trinh tu duoc nghién ctru duge dit trong hé toa d6 nay. Trong
trudng hop ma chi cin 2 hoic 3 chiéu, két qua c6 thé dugc vé dd thi trong d thi 2D
hodc 3D, twong tmg, trong d6 c6 thé nhin thiy duoc sw khic nhau gitta cac ching.
Trong trudng hop can nhidu chidu hon, c¢6 thé duge xay dung dd thi 3D tir 3 truc dau
tién, nhung dd thi nay khong bao ham toan bd do bién thién, béi vi mot phan bién
thién 1a trong 4™ va cac chiéu cao hon.

Céc trinh tu trong khong gian m chiéu sau d6 dwoc tip hop thanh nhom, sir
dung ca phuong phép tao nhém phan cép va phwong phép tao nhém k trung binh. Su
lién két tfung binh trong c4c nhém duge st dung dé thu duoc cac nhém co & bién
thién bén trong tuong tu, va dé tranh ty 1& 16n ctia mot nhém chung. Viée xép thanh
nhém duoc thuc hién & tit ca cac muc do, bat diu & 1 (tht ca cac ching trong mot
nhoém) cho dén n (mdi ching tao thanh nhém cta chinh né). Tir mdi nhém, ching
trung tAm nhat dugc chon lam dai dién nhéat. Sau d6, tip hop cac ching trung tim nhat
tao thanh dai gdm céc chung dai dién cho nhém & mirc d9 d6. Pdi véi mdi mie do cta
nhém, mirc dd bao phu (hodc ty 1& phan tram ctia d6 bién thién dugc giai thich) dugc
wéc tinh bang cach tinh téng khoang cach binh phuong ctia mdi ching dén ching
trung tAm cua chung khi so v6i tong khoang cach binh phuong cia mdi chiing dén tam
cta hé tao do. Sau d6 mic dd bao phu tbi thiéu dat duoc dugc thiét 1ap dé 1a kich
thude nho nhat duoc yéu cau cta dai dai dién.

Ngoai ma tran Xu rPAM250, céac gid tri nhd duoc chi dinh dbi véi su khac
nhau khi mot trong hai trinh tw ¢6 khoang tréng & mét vi tri cu thé (do céc doan chén
hoic doan duoc loai bo). Cac yéu té vé can nang ciing duoc bao gdm trong quy trinh,
dé tinh su khac nhau 16n nhét trong sb cac chung phan l4p qua cac nim. Do bién thién
nay dugc xem 1a do bién thién mot phan xay ra that, mot phan bat ngudn tir cic mic
d6 giam sat/nhan biét khac nhau. Do d6, yéu t6 vé khdi luong duge dit & 1 duoc chia

boi can bac hai cia so luong quan sat dugc trong mot nam cu thé. Yéu to vé khoi
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luong duge dua vao xem xét khi tao céu tric khong gian m chiéu, trong qua trinh phan
tich nhom va chon loc diém trung tdm, va udc tinh mirc do bién thién dugc bao phu.

Trong vi du nay, céc trinh tu ¢6 cu trac duge sir dung, bao gdm céc phéan cua
HA ma hoa polypeptit theo sang ché. Hai tdp hop khac nhau clia céc trinh tu c6 chu
truc duoc tao ra. Trong tap hop thu nhét, cac trinh tu ty nhién ngoai tr trinh tu tin
hiéu (vi du axit amin 1-18), axit amin 53 dén 320 (ving dau HA), trinh ty xuyén mang
(axit amin 530 dén axit amin ddu tan cing C) (danh s6 d& cap dén trinh tw SEQ ID
NO: 1) hodc twong duong cta cac vi tri nay trong cac trinh tu khac duoc dua vao xem
xét. Trong tAp hop thir hai axit amin & vi tri (hodc vi tri twong duong) 406, 409, 416,
324, 436, 413 khong duoc xem xét, lidu ding dugc cai bién theo phuong phap chung
duoc mo ta trong vi du 20. Hon nita, (twong duong cta) cac vi tri 419-433 ciing khong
duoc tinh vao tap hop tht hai phan 4nh viéc bd sung trinh tu lam 6n dinh dwa trén
GCN4 vao trong polypeptit theo sang ché nhu duoc mo ta trong vi du 9.

Str dung phuong phap duge mo ta trén day 7 trinh tw HA duoc chon tir tdp hop
cdc trinh tu ¢6 ciu truc 1, dugce chon loc, bao phi 75% do bién thién trinh ty va 8 trinh
tu HA tir tdp hop céc trinh tw ¢6 cdu tric 2 bao phi 74% do bién thién trinh ty. Céc
chung duogc liét ké trong bang 10. Ba trong s6 céc trinh tu duge chon xuét hién trong
c& hai tap hop, do d6 con lai 13 trinh tw HA duy nhat. C4c trinh tw nay duoc sir dung
dé thiét k& polypeptit theo sang ché theo phwong phap dugc md ta trong vi du 20.
Ngoai ra trinh tu lam 6n dinh GCN4 MKQIEDKIEEIESKQ (SEQ ID NO: 84) duoc
dua vao & tuong duong cua vi tri 419-433 (danh sb & cap dén trinh tw SEQ ID NO:
1), nhu dugc md ta trong vi du 9. Polypeptit theo sang ché duoc thiét ké dua trén trinh
tu HA cua HINT A/Memphis/20/1978 va HIN1 A/USSR/92/1977 gidng nhau, vi la
polypeptit theo sang ché dugc thiét ké dwa trén trinh tw HA cta A/Wisconsin/629-
D01415/2009 va HIN1 A/Sydney/DD3-55/2010. Do d6 trong tong s6 duy nhat 10
polypeptit theo sang ché dwoc thiét ké, va viéc ghép va so sanh cic trinh ty nay dugc
thé hién trén Fig.25.

Céc vecto biéu hién chita ADN ma hoa polypeptit theo sing ché SEQ ID
NO:164 véi trinh tu SEQ ID NO: 173, ciing nhu polypeptit theo sang ché SEQ ID NO:
45 dya trén céc trinh tu HA cua A/Brisbane/59/2007 va HA chiéu dai da tuong tng
SEQ ID NO: 1 ¢6 thém dot bién vi trf cit R343Q trong vecto biéu hién pcADN2004
duoc sir dung dé chuyén nhidm té bao HEK293F va té bao dugc phan tich bang FACS
nhu trude. Ngoai khang thé don dong ctia ngudi CR6261, CR9114 va CR8020, khang
thé don dong cua chudt C179 dugc biét 14 trung hoa cic ching cim A H1 va H2
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(Okuna et al., 1993) cling dugc bao gdm trong thir nghiém. Cac két qua dugc thé hién
trén Fig.26.

Tat ca polypeptit theo sang ché cling nhu trinh tu chiéu dai da cua
A/Brisbane/59/2007 duoc biéu hién trén bé mat té bao va nhan dién boi cac khang thé
trung hoa phé rong CR6261, CR9114 va C179, nhung khong dugc nhdn dién boi
CR8020. Khang thé sau dwoc biét 1a chi lién két voi HA tir virut cim A nhom 2. Lién
két cua khang thé CR6261, CR9114 va C179 ching to rdng c4c epitop trung hoa phd
rdng duoc bao toan tét trong polypeptit theo séng ché. Xem xét d0 bién thién trinh tu
bao ham trong céc trinh tu nay, ddy 1a bang ching rd rang vé kha ning 4p dung phd
bién cia phuonig phap do céc tac gia sang ché thiét ké @ tao ra polypeptit theo sang
ché chtra céc epitop trung hoa phd rong.

Vi du 23. Xdc dinh ddc tinh cia polypeptit theo sdng ché s-HI-mini2-
cuml+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 145)

Polypeptit tinh sach theo sang ché s-H1-mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID
NO: 145) thu dugc nhu dugec md ta trong vi du 13. DPé xé4c nhan sy c¢6 mit cla cac
epitop tao cu hinh ctia CR6261 va CR9114 lién két cuia cac khang thé nay véi protein
tinh sach dwoc nghién ciru bang phuong phap do giao thoa 16p sinh hoc (Octet Red*?,
Forte Bio). Cudi cing CR6261, CR9114 va CR8020 duoc biotinyl hoa dugc ¢b dinh
trén bo cam bién dugc phu streptavidin, bd cam bién duge cho tiép xtc dau tién véi
dung dich polypeptit tinh sach (250 nM) theo sang ché dé do ty 1¢ lién két va sau d6
v6i dung dich rira dé do ty 1¢ phan ly. Vi 1y do so sénh thir nghiém nay duogc 1dp lai voi
protein chiéu dai da (SEQ ID NO 149) ca & dang trime va monome ctia né. Cac két
qua duoc thé hién trén Fig.27.

CR6261 dugce cb dinh nhan dién ca dang monome va trime cia viing ngoai clia
HA chiéu dai du tr HIN1 A/Brisbane/59/2007 nhu duoc ching minh bang dap tmg 16
rang sau khi tiép xtc véi cac protein nay trong dung dich (Fig.27A). Dap Gng quan sat
dugc ddi véi protein dang trime 1 16m hon dép Gng quan sat dugc d6i v6i dang
monome (ca. 1,3 nm va 0,9) c6 cung trinh tu, tac ddng dugc gay ra (it nhat mot phan)
do kich thude nhé clia monome so véi trime. Lién két cia CR6261 véi s-H1-mini2-
cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 145) d4n dén dép ung 16n nhét vao khoang 0,25 nm.
Khi tiép xtc v6i dung dich rira, quan sat duge su phén ly ctia phtic hop & tAt ca ba chat
phan tich su giai phong nhanh nhat quan sat duoc d6i véi polypeptit theo sang ché s-
H1-mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 145), va chim nhat déi v6i dang trime ciia
ving ngoai ctia HA chiéu dai du tir HIN1 A/Brisbane/59/2007 (SEQ ID NO 149).
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Tuong tu voi CR9114 duoc ¢ dinh CR6261 ciing nhén dién ca dang trime va
monome cua ving ngoai ciia HA chiéu dai du tir HIN1 A/Brisbane/59/2007, cling nhu
polypeptit theo sang ché s-H1-mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 145). Pap tmg
14 manh hon & tAt ca ba chit phan tich so v6i CR6261 (1,5, 1,4 va 0,8 nm dbi v6i dang
trime va monome ctia HA chiéu dai da (SEQ ID NO: 149) va polypeptit ving gdc s-
H1-mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO: 145), tuong Ung) va khi su tiép xtc cua
phttc v6i dém rira, sy giai phong ciia khang nguyén 1a nho nhit hodc khong thé phat
hién duoc & tit ca ba trudng hop. Dbi voi CR8020 khong co dép Gmg nao quan sét
duoc ddi véi bt ky chét phan tich nao, phit hop véi tinh ddc hiéu cta khang thé véi
ving gbe cua virut cam 2.

Pé tiép tic x4c dinh ddc tinh cta lién két ctia CR6261 va CR9114 véi
polypeptit ving gbc tinh sach, tién hanh chudn d6. Cudi cing CR6261 duogce cb dinh
chtta bd cam bién duoc cho tiép xtic v6i cac dung dich chira s-H1-mini2-cum1+5+6-
GCN4 (SEQ ID NO: 145) ¢ ndng dd 500, 250, 125, 63, 31, 16 va 8 nM, tuong tng, va
déap tmg cudi cung sau 14000s duoc ghi lai. Cac dép tng duge vé d6 thi dudi dang
ham s6 cua ndng d6 polypeptit ving gbc, va phil hop véi trang thai 6n dinh cta 1:1
lién két mAu duoc tién hanh, tao ra sw phan ly 6n dinh K4 6 ca 190 nM di véi phiic
hop CR6261/polypeptit ving géc FIG.28A. Tuong tw, bd cam bién duoc thay dbi bang
CR9114 cb dinh duge cho tiép xtic véi s-H1-mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID NO:
145) & cac ndng do 80, 40, 20, 10, 5, 2,5 va 1,3 nM, tuong tmg, va dap tmg cudi ciing
sau 10800s dugc ghi lai. Lam phi hop cac dép tng cudi cuing theo ham s6 cua ndng do
polypeptit ving gbc tao ra tri s6 Kg bang 5.4 nM dbi véi phic CR9114/polypeptit
ving gbc (FIG. 28B).

Két luan 1a polypeptit theo sang ché s-HI-mini2-cum1+5+6-GCN4 (SEQ ID
NO: 145) ¢6 kha nang ién két v6i khang thé don dong trung hoa phd rong CR6261 va
CR9114, x4c nhan sy c6 mit clia cac epitop trung hoa tuwong ung trong polypeptit
ving gbc nay.

Vi du 24: Bao vé khang lai thir thach gdy chét bang virut cim ¢ chudt bang
polypeptit theo sdng ché

Pé xac dinh xem polypeptit theo sang ché c6 kha ning gy dap tmg mién dich
ma bao vé cac con chudt trudce cai chét khi phoi nhidm véi virut cim ma néu khong sé
chét tién hanh thir nghiém thir thach bang virut cim. Céc con chudt duge gy mién
dich qua dudng tiém bip bing vecto biéu hién ma héa H3 Chiéu dai da A/Hong
Kong/1/1968 (SEQ ID NO: 121), HK68 H3m2-cI9+10+11 (SEQ ID NO: 124) va
HK68 H3m2-c19+10+11+12-GCN4 SEQ ID NO: 130. Tién hanh giy mién dich st
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dung 50 pg expression cdu truc + 50 pg ta duge (pUMCV1-GM-CSF) theo quy trinh
nghién ctru dudi day

Quy trinh nghién ciru

Ngay -1 L4y mau.

Ngay 0 Str dung vacxin (tiém bap).

Ngay 21 Sir dung vacxin (tiém bép).

Ngay 28 Liy méu.

Ngay 42 Str dung vacxin (tiém bép).

Ngay 47 Liy mau.

Ngay 48 Po khéi lugng, nhiét do, didm lam sang va kha ning gy chét hang
ngay.

Ngay 49 Thir thach véi lidu gdy chét ctia nhiém virut cim (qua mii).

Ngay 49 Chit chiing ngira con lai duoc str dung dé chudn do sau virut.

Ngay 49-70 Do khéi luong, nhiét do, diém 14m sang va kha nang gay chét hang
ngay.

Nhimg con vat ¢6 diém 14m sang > 3 dwoc kiém tra hai 1an mdi ngay.

Nhiing con vat cé diém 1am sang >4 hodc nhiét d6 " 32° C, bat k& xuét hién
yéu té nao trude, duoc loai ngay ra khoi nghién ctru nay.

Ngay 70 Hy sinh tat ca con chudt.

Nhém 7-10: Thi thach voi HK68 (A/Hong Kong/1/68, H3N2)

Nhém 7: SEQ ID NO: 121

Nhém 8: SEQ ID NO: 130

Nhém 9: SEQ ID NO: 124

Nhoém 10: vecto tréng

10 con chudt méi nhém. Tong s6 40 con chudt. BALB/c.

Vit liéu va phwong phap:

Chiing virut va nguon:

Chung virut cam HK68 (A/Hong Kong/1/68) dugc cung cép boi Prof J. Katz
(Trung tAm phong ngira va kiém soat bénh, Atlanta, GA, USA) sau d6 dugc nhén
gidng boi Virapur (San Diego). Virut duoc chuyén qua nhiéu 1an trong phdi chudt dé
tang doc tinh & chudt. Pbi chimg phit hop cho virut nay 1a: Frace et al., Vacxin 1999;
17:2237. Dung dich gbc 3x10e8 pfu/ml. Lo #F1109A.

Diéu kién bao quan. -75 °C £ 10 °C. Tt dong lanh: -86°C UCT ti dong lanh.
Dang nhiét. Fisher Scientific.

Dong vdt:
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Chudt, BALB/c (Specified Pathogen Free; SPF), con céi. 6-8 tuan tubi vao
Ngay 0 cta nghién ctu ~17-19 gam. Duoc lay tir Charles River Laboratories va duoc
x4c dinh bang ‘nhén dién tai’ T4t ca cac con vat duge lam thich nghi va duy tri trong
11 ngay trude khi bit dau thir nghiém.

Sur dung ADN

Phuong phép hoan nguyén chét ching ngira

Ché phdm ADN thich hop, nhu dugc liét ké trén ddy dugc chuin bi thanh cac

phin phan uéc va gitt & -20 °C. Cho mdi chu trac mot phan phan udc duge lam tan
bing & nhiét d6 trong phong ngay trude khi tiém, rat vao xi lanh va tiém. Phan con lai
ctia mdi phén phén uéc dugce loai bd sau khi hoan thanh tAt ca viée tiém ctia mdi vong
gdy mién dich.

Mirc d6 lidu va phuong phép st dung

Céc con vét dugc gdy mé bang cach tiém vao bung véi 9,75mg Xylasol
(Graeub E Dr. AG (www.graeub.com);Cat: 763.02) va 48,75mg Ketasol (Graeub E
Dr. AG (www.graeub.com); Cat: 668.51) cho mdi kg khéi luong co thé. 50 pl dung
dich ADN dugc tiém st dung xi lanh 0,5ml v6i kim tiém G29 qua dudng trong co
(i.m.) co bén dau ciia mdi chan sau, tao ra tong thé tich 1a 100 ul dugc tiém cho méi
con chudt. Phan con lai ciia mdi phén phan udc dugce loai bo sau khi hoan thanh tat ca
viée tiém ctia mdi vong gay mién dich. |

St dung virut:

Phuong phap hoan nguyén chét ching ngira

Vit liéu virut duogc gitt ¢ -75 °C £ 10 °C va duogc lam tan bang trudc khi st
dung. Khi lam tan bang, pha loang vét li¢u trong PBS lanh (4 °C) tuong ung véi 10
LD50/50 pl @ tht thach véi A/HK/1/68. Virut duge pha lodng dugc gitt trén nudce da
cho dén khi sir dung cho chudt.

Mirc d6 lidu va phuong phép st dung

Céc con vat dugc gy mé bing cach tiém vao bung véi 9,75mg Xylasol va
48,75mg Ketasol cho mdi kg khdi luong co thé va mdi con vat nhan 50 ul dung dich
virut qua duong mii. Vat liéu chua st dung dugc dua tr¢ lai phong thi nghiém dé
chuén db sau.

Rilt mdu v diéu ché huyét thanh

O cac ngay duoc chi dinh trong quy trinh nghién ctru, trén day, 14y miu mau
(l4y mAu mau trung gian: 100-150 pl thdng qua viéc dat dng thong sau obitan, 14y mau

sau cing bang cach chich vao mach: khoang 300-500 ul). Huyét thanh dugc phan lap
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tr mau nay bang cach ly tAm trong 5 phut & téc do 14000 g va giit & -20 °C cho dén
khi chuyén 1én nuéc da kho.

Tinh diém lam sang

Céac d4u hiéu 14m sang sau khi thir thach bang virut dugc ghi lai bang hé théng
ghi diém (1 diém cho chudt khoe manh; 2 diém cho chudt biéu hién cac dau hiéu khé
chiu, bao gdm ndi da ga nhe, dang di hoi thay d6i va tang van dong bang chan mut; 3
diém cho chudt biéu hién cac ddu hiéu ndi da ga manh, bung co that, dang di thay d6i,
giai doan khong hoat dong, ting tbc do thd va doi khi co tiéng ran (tiéng dong lach
cach/nd lach tach); 4 diém cho chudt co céc dic diém ctia nhom trude duge ting gia
tang, nhung bidu hién it hoat dong va trd nén gan chét; 5 diém cho chudt chét). Cac
con vit duge kiém tra hai ngay mot lan v6i didu kién ching nhén duge diém 3. Viée
ghi diém duoc thuc hién bing mot may kiém trava cac con chudt ¢ triéu ching duoc
biéu hién khong hoan chinh bang hai diém s6 1a diém +/- 0,5.

Do khoi luong co thé

T4t ca céc con vat duoc do khdi lwong hang ngay, bat dau vao ngay 48 (sb cap
phép 2216). Céac con vét cling dugc can trude khi két thuc nghién ctru nay trong
trudmg hop chét, tic 1a khi loai bo khoi nghién ctru nay. Khéi luong co thé duoc ghi
lai & don vi gam (g).

Chudn do sau ciia virut

Liéu virut dugc st dung duge xac dinh bang cach chuin do 8 mau lap lai tr
phén chit ching ngira con lai sau hoan thanh viéc ching ngtra cho céc con Vét. bé
chuén d6 sau cta virut st dung phép do TCID50 theo quy trinh dugc dua ra trong
‘Current Protocols in Immunology, Animal Models of Infectious Disease 19.11.7".

Cic két qua:

Nghién ctru dugc thue hién khong c¢6 nhiing kho khin vé k¥ thuat va theo quy
trinh nghién ctru da duge xac dinh. Chuan d6 sau clia cc chét ching ngira chitaChing
virut cim HK68 (A/Hong Kong/1/68, H3N2) thu dugc IDIC50 sau day: HK68
(A/Hong Kong/1/68): 1x10* TCID50/ml.

Fig.29 thé hién dép ung IgG khing ving ngoai cua HA tir A/Hong
Kong/1/1968 & ngay 49 nhu duoc xdc dinh bang ELISA. Viéc gdy mién dich bang
ADN ma hoa polypeptit theo sang ché SEQ ID NO: 124 va SEQ ID NO: 130 gy dép
mg c6 thé phat hién duoc 16 rang khang lai viing ngoai HA ctia H3 HK68, trong khi
khéong phat hién duge dép tng dbi véi vecto trbng d6i chimg 4m. Nhu mong doi, quan
sat duoc dép tmg cao nhat dbi v6i viéc gay mién dich bang H3 Chiéu dai du A/Hong
Kong/1/1968 (SEQ ID NO: 121).
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Fig.30A thé hién duong cong séng sot Kaplan-Meier ddi véi thir nghiém nay.
Viéc gdy mién dich bang ADN ma héa polypeptit theo sang ché SEQ ID NO: 124 va
130 dAn dén su sdng sot 40 va 20% céc con chudt dugc gy nhidm bang liéu gay chét
clia virut cim, tuong tmg, chung té ring viéc gdy mién dich bang polypeptit theo sdng
ché thuc té 14 c6 thé gy ra dap timg mién dich bao vé&. Nguoc lai céc con vat duge gay
mién dich bang vecto tréng 1am ddi chung tit ca ngimg khang véi su nhiém 10 ngay
sau khi thtr thach bang virut. Viéc gy mién dich bang ADN mi hoa HA chiéu dai du
(SEQ ID NO: 121) bao vé hoan toan tAt ca cac con vt (tirc 13 100% sdng sot) trude
thir thach gay chét.

Céc két qua thu duge tir dudong con sdng sét ciing phan anh su thay d6i khéi
lwong trung binh va diém 14m sang trung binh d6i v6i mbi nhom dugc thé hién trén
Fig.30B va 30C. Céc con vét duge gdy mién dich bang ADN ma hoéa polypeptit theo
sang ché SEQ ID NO: 124 va 130 su giam khdi lugng dén 20%, nhung céc con vt
sdng s6t sau ngay 9 sau khi gay nhiém thé hién ting khéi lugng. Céc con vt dugce giy
mién dich bdng ADN ma hoa HA chiéu dai da (SEQ ID NO: 121) khong thé hién su
giam khdi luong. Quan sat duoc sy giam khéi luong va tridu chimg 14m sang cao nhat
d6i v6i nhom ddi chimg duoc gy mién dich bang vecto tréng, phit hop véi viée khong
c6 sur sbng st trong cac con VAt nay.

Két luan 13, polypeptit theo sang ché SEQ ID NO: 124 va 130 c6 tinh giy mién
dich va c¢6 kha nang gay ra dap Gmg bao vé khang lai thir thach gay chét véi H3N2
A/Hong Kong/1/1968 & chudt.

Vi du 25. Thiét ké va xdc dinh déic diém ciia polypeptit ving goc dwa trén HA
cua H3

Pé cai thién polypeptit ving gbe duoc md ta trong vi du 12 tap hop cac cAu
trac bd sung duoc thiét ké. Hai tap hop bd sung chita dot bién xystein dugc thiét ké s&
cho phép viéc hinh thanh cau disulfit 1am on dinh & vi trf 53 va 334 (T53C, G334C;
cum 16) va vi tri 39 va 51 (G39C-E51C; cum 17) (dénh sb dé cap dén trinh tw SEQ ID
NO: 121). Hon nfta, hai trinh tu dugc chén vao gitra vi tri 420-421, tic 1a & vi tri dau
tan cung N ctia chudi cudn xoin CD- dai (xem Fig.1). Cac trinh tu chén nay duoc thiét
ké ching tao thuan loi cho su hinh thanh cau disulfit ndi-monome gitta cdc monome
riéng trong phan tir trimer. Hai trinh tu khac nhau dugc thiét ké, tic 1a NATGGCCGG
(Cum 18) va GSGKCCGG (Cum 19). Trinh tu cum 18 con bao gom viée dua trinh tu
vi trf glycosyl hoéa (tic 1a NAT) vao trong polypeptit ving gdc. Trong mt sé trudong
hop vi tri glycosyl héa cling dugc dua vao & vi tri 417-419 bang cach gdy dot bién
thanh NAT.
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St dung trinh tu ciia HA chiéu dai du tir A/Hong Kong/1/1968 1am diém khoi
dau cac su cai bién duoc mé ta trén day duoc két hop véi viée loai b6 cum S62-P322
dé di dén polypeptit ving gbc sau:

SEQ ID NO: 174:H3 HK mini2a-cau ndi+cl9 +10+11+12+GCN4T-CG7-1

SEQ ID NO: 175:HK68 H3mini2a-cau ndi+cl9 +10+12+18+GCN4T

SEQ ID NO: 176:HK68 H3mini2a-cau ndi+cl9_+10+12+16+CG7-GCNAT

SEQ ID NO: 177:HK68 H3mini2a-cau ndi+cl9 +10+12+19+GCN4T

SEQ ID NO: 178:HK68 H3mini2a-cau néi+cl9_+10+12+17+CG7-GCN4T

SEQ ID NO: 179:H3 HK68 mini2a-ciu n6i2+cl9 +10+12+GCN4T

Cé4c gen ma hda céc trinh ty protein duge md ta trén day duoc tong hop va tach
dong vao vecto biéu hién pcADN2004 sir dung cac phuong phép thong thudong da biét
trong linh vue. Su biéu hién trén bé mat t& bao va lién két cia khang thé don dong
duoc phan tich boi phuong phap xép loai té bao lién két huynh quang nhu dwoc mo ta
trén day. Vi Iy do so sanh HA chiéu dai du ctia H3N2 A/Hong Kong/1/1968 (SEQ ID
NO: 121), ngoai viéc chira dot bién R345Q & vi tri cat, va SEQ ID NO: 130 (HK68
H3m2-c19+10+11+12-GCN4) ciing duoc bao gdm trong thir nghiém nay ciing nhu d6i
ching am cM2.

Fig.31 thé hién cac két qua ctia thir nghiém nay. T4t ca céc cAu truc duge biéu
hién trén bé mat t& bao nhu duge ching minh bing cac dap tmg (MFI, dii A; ty 1é
phén tram té bao dwong tinh, dai B) quan sat dugc d6i v6i huyét thanh da dong khang
H3. Quan sét dugc lién két ciia CR8043 va CR8020 dbi véi SEQ ID NO: 174, 175,
176,177,178, 179, 121 va 130, ching t6 rang dot bién cta cum 16 khong gép phéan lam
én dinh cac epitop cAu hinh cua cac khang thé nay. Déi véi mAb CR9114 lién két trén
day nén c6 thé chi quan sat duoc ddi véi SEQ ID NO: 174 :H3 HK mini2a-ciu ndi+cl9
+10+11+12+GCN4T-CG7-1 va 6 mic d0 kém hon véi SEQ ID NO: 177 :HK68
H3mini2a-cdu ndi+cl9_+10+12+17+CG7-GCN4T. Ca hai trinh tu chua thém vi tri
| glycosyl hoa trong vong B, ching to rang hiéu qua lam én dinh cia cai bién nay 1én
epitope trung hoa c4u hinh ctia CR9114.

K&t luan 1a cac tac gia sang ché da thé hién ring bang phuong phép duoc md ta
trén déy c6 thé thu duoc ddi polypeptit ving gbe theo sang ché véi cac typ huyét thanh
ctia nhém 2, cu thé 14 cac typ phu H3. Viéc 1am on dinh hon céc polypeptit ving gbe
nay c6 thé dat dugc bang dua vi tri glycosyl héa vao vong B. Céc trinh tw nay cling
duoc bao gdm boi sang ché.

Vi du 26: Tinh gdy mién dich ciia polypeptit viing goc cuia HA dya trén HA cia
H3
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Dé danh gia kha nang sinh mién dich cta polypeptit ving gdc, cac con chudt
duoc gdy mién dich béng vecto biu hién md héa H3 chidu dai du to
A/Wisconsin/67/2005 (SEQ ID NO: 89), SEQ ID NO: 105: H3-mini2, SEQ ID NO:
108: H3-mini2-c19+10+11, SEQ ID NO: 112: H3-mini2-c19+10+12, SEQ ID NO: 111:
H3-mini2-cl9+10+11+12, SEQ ID NO: 114: H3-mini2-cl9+10+11+12-tri, SEQ ID
NO: 113: H3-mini2-cI9+10+11+12-GCN4, SEQ ID NO: 119: H3-mini3-
cl9+10+11+12+14, SEQ ID NO: 120: H3-mini4-cl9+10+11+12+14. Vecto biéu hién
ma héa cM2 ciing dugc bao gdm lam ddi chtng am.

Céc nhém gdm 4 con chudt (BALB\c) dugc gdy mién dich bang 50 pg ciu tric
+ 50 pg ta duge (pUMCV1-GM-CSF) tiém bap vao ngay 1, 21 va 42. Vao ngay 49
tién hanh 14y mau 1an cubi va thu 14y huyét thanh. Di chimg 4m plasmit cM2 duoc sir
dung bing sung bin gen, st dung khoang 10 pg cdu tric + khoang 2ug ta duoc
(pUMCV1-GM-CSF) va phac d6 gdy mién dich tuong tu. Huyét thanh dugc phén tich
bang ELISA st dung HA chiéu dai du tai t6 hop tir A/Wisconsin/67/2005 va A/Hong
Kong/1/1968 (thu dugc tir Protein Sciences Corporation, Meriden, CT, USA) lam
khang nguyén. Tém lai, pht 1én dia 96 giéng bang 50 ng HA qua dém & 4 °C, sau d6
v6i dém phong bé (100 ul PBS, pH 7,4 + 2% sita khong kem) trong 1 gid & nhiét @
trong phong. Rira cac dia bang PBS + 0,05% Tween-20, va 100 ul cia diy do pha
lodng 2 14n trong dém phong bé, bét dau tir d6 pha lodng 50 14n ciia huyét thanh duoc
bd sung. Khang thé lién két duoc phat hién bang cach sir dung IgG ciia dé khang chuot
lién hop véi HRP, sit dung céc quy trinh chudn da duogc thiét lap trong linh vuc nay.
Céc d6 chuin dugc so v6i dudng cong chuin gdm d6 pha lodng theo ddy cua khéng
thé don dong cta chudt lién két véi khang nguyén HA va duge biéu hién dudi dang
cac don vi ELISA cho mdi ml (EU/ml). Cac két qua ctia ELISA st dung HA tir
A/Wisconsin/67/2005, A/Hong Kong/1/1968 va A/Perth/16/2009 sau 49 ngay duogc
thé hién trén Fig.32A, B va C, tuong tmg. Huyét thanh thu duoc tir chudt duogc gay
mién dich bang ADN mi hoa polypeptit ving goc duoc bao gbm trong thir nghiém
nay c6 kha nang nhan dién HA chiéu dai di tir ching cting loai A/Wisconsin/67/2005
va & muc do tuong tw v6i HA chiéu dai dua tir chung khac loai A/Hong Kong/1/1968.
Nguoc lai, huyét thanh thu duogc tir cac con chudt duge gy mién dich béng HA chiéu
dai da tir A/Wisconsin/67/2005 (SEQ ID NO: 89) thé hién d4p tng cao hon véi HA
cia ching cung loai so v6i HA cta ching khac loai tr A/Hong Kong/1/1968 va
A/Perth/16/2009.

Két luan 13, dit liéu nay cho thiy rdng polypeptit theo sang ché c6 ngudn gdc tir

HA cua H3 ¢6 kha ning giy dap ung mién dich huéng dén HA chiéu dai du.
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Vi du 27: Tinh gdy mién dich cia polypeptit vimg goc ciia HA dua trén HA cua
H3 cua A/Hong Kong/1/1968

Dé danh gia kha ning sinh mién dich ctia polypeptit ving gbe céc con chudt
duoc gdy mién dich bang vecto biéu hién ma hoa HA chiéu dai da caa H3 tir A/Hong
Kong/1/1968 (SEQ ID NO: 121), SEQ ID NO: 124: HK68 H3m2-c19+10+11, SEQ ID
NO: 125: HK68 H3m2-c19+10+12, SEQ ID NO: 126: HK68 H3m2-cl9+10+11+12,
SEQ ID NO: 128: HK68 H3m2-c19+10+11+12-tri, SEQ ID NO: 130: HK68 H3m2-
cl9+10+11+12-GCN4. Vecto biéu hién ma héa ¢cM2 ciing dwoc bao gdm lam dbi
ching am.

Céac nhém gbm 4 con chudt (BALB\c) duge gy mién dich bang 100 pg cdu
trac + 100 pg ta duoc (pUMCV1-GM-CSF) tiém bép vao ngay 1, 21 va 42. Vao ngay
49 tién hanh 14y mau 1an cubi va thu ldy huyét thanh. D4i chimg 4m plasmit cM2 dugc
sir dung bing sung ban gen, sir dung khoang 10 ug cAu trac + khoang 2pg ta duoc
(pUMCV 1-GM-CSF) va phac d gay mién dich tuong tw. Huyét thanh dwoc phan tich
bing ELISA str dung HA chiéu dai du tai to hop tir A/Hong Kong/1/1968 (thu dugc tix
Protein Sciences Corporation, Meriden, CT, USA) lam khang nguyén. Tém lai, phu
1én dia 96 giéng bang 50 ng HA qua dém & 4 °C, sau d6 u voi dém phong bé (100 pl
PBS, pH 7.4 + 2% sita khong kem) trong 1 gio' ¢ nhiét 46 trong phong. Rira cac dia
bang PBS + 0,05% Tween-20, va 100 ul cta day d6 pha lodng 2 l4n trong dém phong
bé, bt dau tir d0 pha lodng 50 1dn cua huyét thanh dugce bo sung. Khang thé lién két
dwoc phat hién bang cach sir dung IgG ctia dé khang chu6t lién hop véi HRP, sir dung
cac quy trinh chuén da duoc thiét 1ap trong linh vuc nay. Cac do chuén duoc so véi
duong cong chuan gdm d6 pha lodng theo day ctia khang thé don dong cua chudt lién
két v6i khang nguyén HA va duogc biéu hién dudi dang cc don vi ELISA cho mbi ml
(EU/ml).

Céac két qua ctia ELISA s dung HA tir A/Hong Kong/1/1968 sau 49 ngay
duoc thé hién trén Fig.33. Huyét thanh thu duoc tir cac con chudt duoc gdy mién dich
bing ADN ma héa polypeptit ving gbc bao gdmd trong thir nghiém nay c6 kha ning
nhan dién ching cing loai HA chiéu dai da tir A/Hong Kong/1/1968. Nhu mong doi
viéc gdy mién dich bang ADN ma hoa HA chiéu dai dii dan dén high khang thé cac do
chuén to chung cung loai HA protein, trong khi viéc gdy mién dich bang d6i chung 4m
13 vecto biéu hién ma héa cM2 khong gy cam tmg khang thé nhan dién HA chiéu dai
du cua chung A/Hong Kong/1/1968.

Két luan 13, dir liéu nay cho thdy rang polypeptit theo sang ché c6 ngudn gde tir

HA cua H3 ¢6 kha nang gdy dép tng mién dich huéng dén HA chiéu dai da caa H3.
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Vi du 28: Thiét ké polypeptit vimg goc khdc dwa trén HA cia HI c¢é kha ning
kich hoat cdc khang thé trung hoa virut ciim nhém 1 va nhém 2

Vi du 4 va 6 boc 10 céac polypeptit dua trén cac trinh tu H1 ma boc 10 on dinh
epitop ctia khang th CR6261 trung hoa phd rong. Véi thuc té 1a CR6261 chi trung
hoa virut cim tir nhém phat sinh chung loai 1, cac polypeptit duoc thiét ké ddi voi
epitope nay co thé khong kich hoat phan tmg manh véi virut cam thudc nhom phat
sinh chung loai 2. Phuong phap khac dé thiét ké cac polypeptit theo sang ché bao gbm
céc khang thé trung hoa chéo phd rong nay 1a st dung trinh tw HA cta céc bién thé cua
H1 ma giéng gan hon véi céc trinh ty HA cua H3 vé céc dac tinh ciu tric va sinh héa
cla axit amin quan trong trong epitop. Dua trén so sanh gifta cac chu tric clia céc
khang thé dic hiéu nhom va cac phan tir (CR6261, F10 va HB36) va khang thé FI6
clia virut cum gdy dai dich dang tinh thé (Corti et al, 2011), cac tac gia sang ché da
phat hién ra ring dot bién nhém 1-nhém 2 T49N (HA2) chi c6 thé dugc cung cép boi
FI6 ma khong dua vao va cham nguyén tu trong khong gian. Asparagin & vi tri 49 cua
HA2 tdn tai trong hai virut nhém 1 trong dit liéu vé virut cum cioa NCBI:
A/swine/Hubei/S1/2009  (ACY06623) va  A/swine/Haseluenne/IDT2617/2003
(ABV60697). Do do, theo mot phuong an cac trinh ty H1 lam thanh phan co s cla
séng ché nhu duoc boc 16 trong vi du 4, 6 va 9 1a mot trong s6 N49 nay chira trinh tur
HA. Theo céach khac, trinh tu theo sang ché nhu duge mo ta trong vi du 4, 6 va 9 co
dot bién bd sung & vi trf 49 trong HA2 bién ddi T thanh axit amin N. Bang 7 thé hién
su ghép va so sanh trinh ty cia cac trinh ty HA ctia H1 minh hoa ma ¢6 thé duoc st
dung 1am trinh tu khéi ddu ddi véi polypeptit theo sing ché.

SEQ ID NO: 180 c¢6 ngudn gbc tir SEQ ID NO: 45 bing cach giy dot bién
T392N (dénh s6 d& cép dén trinh tu SEQ ID NO: 1) T392 trong trinh tw SEQ ID NO: 1
tuong ung voi Treonin & vi tri 49 trong HA2 nhu duge mo ta trén ddy. Gen ma hoa
polypeptit theo sang ché nay duogc tbng hop va tach dong vao vecto biéu hién
pcADN2004 st dung cac phuong phdp ma nguoi co6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc da biét. Su c6 mit cua cac epitop trung hoa cia CR9114 va CR6261 duge xac
nhan bang phuong phap phan loai t& bao lién két huynh quang nhu duoc md ta trén
day. Céc két qua duge thé hién trén Fig.34. MFI d6i véi SEQ ID NO: 180 c6 thé so
sénh duoc véi MFI quan sat duoc dbi voi SEQ ID NO: 45 va SEQ ID NO: 1 déi véi
lien két v6i CR6261 va CR9114, trong khi CR9020 (da biét 1 c6 lién két voi ving dau
ctia phan tir HA chiéu dai du) chi nhan dién SEQ ID NO: 1, va CR8020 (dic hiéu dbi
v6i HA cua virut cim nhom 2) khong nhan dién SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 1
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hodc SEQ ID NO: 45. Pbi chimg 4m ¢M2 khong duoc nhan dién boi bt ky khang thé
don dong nao duge su dung trong thir nghiém nay.

Két luan 14, SEQ ID NO: 180, chira d6t bién T392N chira cac epitop trung tinh
CR6261 va CR9114.

Vi du 29. Thiét ké thém polypeptit theo sdng ché khong c6 trinh tu xuyén mang.

HA cua virut cim trong dang tu nhién cta nd ton tai dudi dang trime trén
mang té bao hodc virut. Theo mot s6 phuong 4n trinh tu ndi bao va xuyén mang duoc
loai bo do d6 polypeptit duoc tiét ra (hoa tan dugc) duge san sinh sau khi biéu hién
trong t& bao. Phuong phap d biéu hién va tinh sach cac viing ngoai ciia HA dugce tiét
ra da dugc mo ta (xem vi du Dopheide et al 2009; Ekiert et al 2009, 2011; Stevens et
al 2004, 2006; Wilson et al 1981). Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& hiéu
rang cac phuong phap nay cling c6 thé dwoc ap dung truc tiép dbi véi polypeptit ving
gbc theo sang ché dé dat duoc su bidu hién cta polypeptit duoc tiét ra (hoa tan duoc).
Do d6 cac polypeptit nay ciing dugc bao ham trong sang ché. Vi du, trong trudong hop
polypeptit theo sang ché c6 ngudn gbc tir trinh ty HA cla virut cim nhém 1,
polypeptit hoa tan dugc theo sang ché c6 thé duoc tao ra bing cach loai bé trinh tur
polypeptit tir gbc (twong duong cua) 514 dén dAu tan cung C (d4nh sb theo trinh tu
SEQ ID NO: 1), Theo cach khac, cac gbc bd sung c6 thé dugc bao gdm trong
polypeptit theo sang ché, vi du bang cach loai bo trinh tu tir gbc 515, 516, 517, 518,
519, 520, 521 hodc 522. Tuy v, trinh tw dudi his (HHHHHH hoic HHHHHHH) c6 thé
duoc thém vao, cho muc dich tinh sach, tiy y dwoc ndi thong qua cau ndi. Ty y, cdu
ndi c6 thé chtra vi tri cit thiy phéan protein dé loai bé duodi his sau khi tinh sach.
Polypeptit hoa tan dugc c6 thé dugc lam 6n dinh hon nira bang cach dua trinh tu da
biét dé tao cdu trtc trime, nhu trinh tu cudn gip. Cac polypeptit thu dwoc nhu duge mo
ta trén day cling dugc bao gdm trong sang ché.

SEQ ID NO: 181 dén 185 thé hién céc trinh tu ctia polypeptit hoa tan dugc
theo sang ché c6 ngudn goc tir trinh tw HA cta HIN1 A/Brisbane/59/2007. Tuong tu,
SEQ ID NO: 186 dén 187 thé hién cic trinh tw ctia polypeptit hoa tan duoc theo séng
ché trinh tu HA ciia H3N2 A/Hong Kong/1/1968. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc s& hiéu ring cic trinh tu twong duong véi polypeptit theo sang ché c6 ngudn
gbe tir trinh tu HA khac ctia chiing vacxin virut cim A khéc cta cdc typ phu vi du H1,
H3, H5 c6 thé dugce thiét ké. Ciing s& 12 hién nhién dbi v6i nguoi co hiéu biét trung
binh trong linh vuc rang 6 histidin & d4u tan cing C dugc gin vao cho muc dich tinh

sach. B6i vi cac phuong phéap tinh sach khac khong su dung dudi his cling duoc dé
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cap, trinh tu 6 histidin 1a tiy ¥, céc trinh tu khong cé duoi tinh sach nay ciing duge bao
gdm trong sang ché.
Bang 1. Cac vung CDR cua khang thé. SEQ ID NO duoc dua ra gitta trong

ngoac.

Ab |HC CDR1 HCCDR2 |HCCDR3 LC CDR1 LC CDR2|LC CDR3

9114|GGTSNNYA (25)|ISPIFGST (26)| ARHGNYYYYSGMDYV (27)| DSNIGRRS (28)|SND (29) |AAWDDSLKGAYV (30)

Bang 2. Hoat tinh lién két chéo cia CR9114, nhu duge do bing ELISA va
FACS. H1= HA tai to hop hoa tan dugc cia H1 A/New Caledonia/20/1999; H3= HA
t4i t6 hop hoa tan dugc ctia H3 A/Wisconsin/67/2005; H5= HA tai t6 hop hoa tan
dugc cua H5 A/Vietnam/1203/04; H7= HA tai t6 hop hoa tan dugc cta H7
A/Netherlands/219/2003; H9= HA tai t6 hop hoa tan dwoc cia H9 A/Hong
Kong/1073/99; B= HA téi to hop hoa tan dugc ctia virut cim B B/Ohio/01/05; Bénh
dai= glycoprotein virut dai; PER.C6=té bao PER.C6 khong dugc chuyén nhiém (d6i
chimg); mH1= HA ctia H1 A/New Caledonia/20/1999 dugc biéu hién béi t€ bao
PER.C6; mH3= HA cua H3 A/Wisconsin/67/2005 dugc biéu hién bai té bao PER.C6;
mH7= HA ciia H7 A/Netherlands/219/2003 dugc biéu hién boi té€ bao PER.C6;
ND=khong duoc thuc hién. + = lién két (>10x nén); +/- = lién két thdp (2-10x nén) - =

khong c6 lién két c6 thé phét hién duorc.

IgG ELISA IgG Facs

H1 | H3 | H5 | H7 | H9 | B | Bénh dai | PerC6 | mH1 | mH3 | mH7
CRO114 |+ |+ |+ |+ |+ |+]- - + + T
CR4098 | - - - - - |-+ - - - -

Bang 3. Hoat tinh trung hoa chéo cia CR9114; Céc do chuan (dugc thé hién &
ng/ml) 13 tri sb trung binh nhan ctia IC50 nhu duoc xac dinh theo phwong phép
Spearman-Karber cua it nhat hai thir nghiém; >100 = khong trung hoa & ndng do thir

nghiém cao nhit (100 pg/ml).

Typ phu |Chung CR9114
Nhom I |H1 A/WSN/33 1,1
A/New Caledonia/20/99 ‘ 3,7
A/Solomon Islands/3/2006 1,8
A/Brisbane/59/2007 2,6
A/California/7/2009 0,3
H2 A/Env/MPU3156/05 8,8
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HS5 A/Hong Kong/156/97 0,4
| A/EW/MPF461/07 10,5
H6 A/EW/MPD411/07 10,5
H8 A/EW/MPHS571/08 8,8
H9 A/Hong Kong/1073/99 4.4
A/Ck/HK/SSP176/09 6,3
Nhém IT (H3 A/Hong Kong/1/68 19
A/Johannesburg/33/94 21,9
A/Panama/2007/1999 39,9
A/Hiroshima/52/2005 12,5
A/Wisconsin/67/2005 32,4
A/Brisbane/10/2007 5,6
H4 A/WF/MPA 892/06 0,8
H7 A/Mallard/Netherlands/12/2000 4.8
A/New York/107/2003 > 100
H10 A/Chick/Germany/N/49 15,7
H14 A/Mallard/Astrakhan/263/1982 > 100

Bang 4. Lién két cua huyét thanh thu dugc tir cic con chudt duge gdy mién
dich bang HA chiéu dai di hodc cic ciu triic mini-HA nhu dugc phén tich bdi FACS.
Dit lidu 12 gié tri trung binh (n=4) vé ty 1& phan tram té bao dwong tinh sau khi nhuom,
sau d6 1a cuong dd phat huynh quang trung binh (trong ngoéc). H1-FL (SEQ ID NO:
1), CL1 (SEQ ID NO: 3), CL142 (SEQ ID NO: 4) va CL1+4 (SEQ ID NO: 6). cM2 1a

doi chung am.

gdy mién dich cM2 HI-FL CL1 CL1+2 CL1+4
(huyét thanh)

duoc chuyén nhiém bing ADN

cM2 47.5 (1817) 4.8 (404) 0.9 (272) 0.7 (263) 0.7 (269)
HI-FL 2.1(389) 84.1 (7130) 40.0 (1324) 38.7 (1195) 45.5 (1618)
CL1 2.1 (368) 39.1 (1124) 43.9 (1763) ND ND
CL1+2 1.7 (348) 47.9 (1616) ND 51.4 (2472) ND

CL1+4 1.7 (342) 19.6 (787) ND ND 30.0 (1047)

% MFT1 trung binh nhén

Bang 5. Axit amin chuan, cdc chit viet tat va dac tinh
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Axit amin 3-Chit |1-Chi |Tinh phan cwe cia  [Dién tich ciia chudi bén
cai cai chudi bén (pH 7,4)

alanin Ala A khong phén cuc Trung hoa

arginin Arg R cd cuc Dién tich duong

asparagin Asn N cd cuc Trung hoa

axit aspartic Asp D cb cuc Dién tich &m

xystein Cys C khong phén cuc Trung hoa

axit glutamic  |Glu E co cuc Dién tich am

glutamin Gln Q cb cuc Trung hoa

glyxin Gly G khong phén cuc Trung hoa

histidin His H co cuc dién tich duong(10%)
trung hoa(90%)

isoleuxin Ile | khong phén cuc Trung hoa

leuxin Leu L khong phén cuc Trung hoa

lysin Lys K cd cuc Dién tich duong

methionine Met M khong phén cuc Trung hoa

phenylalanin  |Phe F khong phén cuc Trung hoa

prolin Pro P khong phén cuc Trung hoa

serin Ser S co cuc Trung hoa

treonin Thr T cd cuc Trung hoa

tryptophan Trp W khong phén cuc Trung hoa

tyrosin Tyr Y cb cuc Trung hoa

valin Val \Y khong phén cuc Trung hoa

Béng 6. Trinh tu lién tmg d6i voi H1 402-418 (SEQ ID NO: 17), cac bién thé

khéc trong tu nhién va dot bién 1am 6n dinh polypeptit theo sang ché. Mét hodc nhiéu

d6t bién trong trinh tu bb me ¢6 mat trong polypeptit theo sang ché.

-118-




30903

vi tri|axit amin |bao toan (%) |a.a. khac c6 trong|dot bién Dot bién axit D6t bién axit Dot bién linh

tu nhién duoc uu tién |amin phén cuc [amin tich dién  |dong khac
khéac khéc

402 |M 99.88 T1

403 |N 99.88 T.D

404 |T 96,24 S, AAM,N,LV

405 |Q 99.92 HK

406 |F 99,92 L S T.N,Q R.HK.,D.E G

407 T 99,73 ALK

408 |A 96,71 S.G.V

409 |V 99.45 QMILG,.L T,Q.G S, N R.HK.D.E

410 |G 99,1 S,N,D,C,V

411 |K 99.8 TN,R,E

412 [E 99,84 AG

413 |F 99,92 S.L S T.N,Q R,HK,D.E G

414 N 96,52 S,D,I

415 |H/K 56.20/32.76 |S.,T.N.E.Q.R.D

416 |L 99.8 F,S,LP S T.N,Q R.HK.D.E G

417 |E 99,84 AD,R

418 |[K/R 63.95/35.69 |S.Q,T.N

-119-




30903

Bang 7. Sap xép va so sanh trinh tu cla c4c trinh -tu H1 theo cac phuong an
cu thé theo sang ché
1. A/Solomon Islands/6/2003 (HINT1) (SEQ ID NO: 54)
. A/Brisbane/59/2007 (HIN1) (SEQ ID NO: 1)
. A/New Caledonia/20/1999(HINT1)(SEQ ID NO: 55)
. A/California/07/2009 (HIN1) (SEQ ID NO: 56)
. A/swine/Hubei/S1/2009(H1NT1) (SEQ ID NO: 57)
. A/swine/Haseluenne/IDT2617/2003(HIN1) (SEQ ID NO: 58)
. A/NewYork/8/2006(HIN1) (SEQ ID NO: 59)
. A/Solomonlslands/3/2006(HIN1) (SEQ ID NO: 60)
. A/NewYork/146/2000(HINT) (SEQ ID NO: 61)
. A/NewYork/653/1996(HIN1) (SEQ ID NO: 62)
. A/Beijing/262/1995(HIN1)(SEQ ID NO: 63)
. A/Texas/36/1991(HIN1) (SEQ ID NO: 64)
. A/Singapore/6/1986(HIN1) (SEQ ID NO: 65)
. A/Chile/1/1983(HINT)(SEQ ID NO: 66)
. A/Baylor/11515/1982(HIN1)(SEQ ID NO: 67)
. A/Brazil/11/1978(HINT1)(SEQ ID NO: 68)
. A/USSR/90/1977(HIN1)(SEQ ID NO: 69)
. A/NewlJersey/8/1976(HIN1)SEQ ID NO: 70)
. A/Denver/1957(HINT)(SEQ ID NO: 71)
. A/Albany/4835/1948(HIN1)(SEQ ID NO: 72)
. A/FortMonmouth/1/1947(HIN1)(SEQ ID NO: 73)
. A/Cameron/1946(HIN1)(SEQ ID NO: 74)
. A/Weiss/1943(HINT)(SEQ ID NO: 75)
. A/Towa/1943(HIN1)(SEQ ID NO: 76)
. A/Bellamy/1942(H1N1) (SEQ ID NO: 77)
. A/PuertoRico/8/1934(HIN1)(SEQ ID NO: 78)
27. A/WSN/1933(HIN1)(SEQ ID NO: 79)

28. A/SouthCarolina/1/1918(HIN1)(SEQ ID NO: 80)
1. MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCL 60

O 0 3 O W B~ W

[\ T NG T NG TN NG T NG I NG R NG I G S ey S S T e T e e e
AN A WD = OV N Y IR WD = O
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MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL ENSHNGKLCL 60
MKAKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCL 60
MKAILVVLLY TFATANADTL CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDKHNGKLCK 60
MEAKLFVLFC AFTALKADTF CVGYHANYST HTVDTILEKN VIVTHSVNLL ENSHNGKLCS 60
MEAKLFVLFC AFTALKADTI CVGYHANNST DTVDTILEKN VTVTHSINLL ENNHNGKLCS 60
MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCL 60
MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCL 60
MKAKLLVLLC AFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCR 60
10. MKAKLLVLLC AFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCR 60
11. MKAKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCL 60
12. MKAKLLVLLC AFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCR 60
13. MKAKLLVLLC AFTATDADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCR 60
14. MKAKLLVLLC ALSATDADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDNHNGKLCK 60
15. MKAKLLVLLC ALSATDADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCR 60
16. MKAKLLVLLC ALSATDADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCR 60
17. MKAKLLVLLC ALSATDADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCR 60
18. MKAKLLVLLC AFTATDADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCR 60
19. MKAKLLILLC ALSATDADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCR 60
20. MKAKLLVLLC ALSATDADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCR 60
21. MKAKLLILLC ALTATDADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VIVTHSVNLL EDSHNGKLCR 60
22. MKAKLLILLC ALSATDADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCR 60
23. MKARLLVLLC ALAATDADTI CIGYHANNST DTVDTILEKN VIVTHSVNLL EDSHNGKLCR 60
24, MKARLLVLLC ALAATDADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCR 60
25. MKARLLVLLC AIAATDADTI CIGYHANNST DTVDTILEKN VITVTHSVNLL EDSHNGKLCR 60
26. MKANLLVLLC ALAAADADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL EDSHNGKLCR 60
27. MKAKLLVLLY AFVATDADTI CIGYHANNST DTVDTIFEKN VAVTHSVNLL EDRHNGKLCK 60
28. MEARLLVLLC AFAATNADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VIVTHSVNLL EDSHNGKLCK 60

o okookk .ok Rl ook kR k. R R
. LKGIAPLQLG NCSVAGWILG NPECELLISR ESWSYIVEKP NPENGTCYPG HFADYEELRE 120
. LKGIAPLQLG NCSVAGWILG NPECELLISK ESWSYIVEKP NPENGTCYPG HFADYEELRE 120
. LKGIAPLQLG NCSVAGWILG NPECELLISK ESWSYIVETP NPENGTCYPG YFADYEELRE 120
. LRGVAPLHLG KCNIAGWILG NPECESLSTA SSWSYIVETP SSDNGTCYPG DFIDYEELRE 120
. LNGKIPLQLG NCNVAGWILG NPKCDLLLTA NSSSYIIETS KSKNGACYPG EFADYEELKE 120
. LNGKAPLQLG NCNVAGWILG NPECDLLLTV DSWSYIIETS NSKNGACYPG EFADYEELRE 120
. LKGIAPLQLG NCSVAGWILG NPECELLISK ESWSYIVETP NPENGTCYPG YFADYEELRE 120
. LKGIAPLQLG NCSVAGWILG NPECELLISR ESWSYIVEKP NPENGTCYPG HFADYEELRE 120

. LKGTAPLQLG NCSIAGWILG NPECESLFSK ESWSYIAETP NPKNGTCYPG YFADYEELRE 120
10 LKGTAPLQLG NCSVAGWILG NPECESLFSK ESWSYIAETP NPENGTCYPG YFADYEELRE 120
11. LKGIAPLQLG NCSVAGWILG NPECESLISK ESWSYIVETP NPENGTCYPG YFADYEELRE 120
12. LKGIAPLQLG NCSVAGWILG NPKCESLFSK ESWSYIAETP NPENGTCYPG YFADYEELRE 120
13. LKGIAPLQLG NCSIAGWILG NPECESLFSK KSWSYIAETP NSENGTCYPG YFADYEELRE 120
14. LKGIAPLQLG KCSIAGWILG NPECESLFSK KSWSYIAETP NSENGTCYPG YFADYEELRE 120
15. LKGIAPLQLG KCSIAGWILG NPECESLFSK KSWSYIAETP NSENGTCYPG YFADYEELRE 120
16. LKGIAPLQLG KCSIAGWILG NPECESLFSK KSWSYIAETP NSENGTCYPG YFADYEELRE 120
17. LKGIAPLQLG KCNIAGWILG NPECESLFSK KSWSYIAETP NSENGTCYPG YFADYEELRE 120
18. LKGIAPLQLG NCSIAGWILG NPECESLFSK KSWSYIAETP NSENGTCYPG YFADYEELRE 120
19. LKGKAPLQLG NCNIAGWVLG NPECESLLSN RSWSYIAETP NSENGTCYPG DFADYEELRE 120
20. LKGIAPLQLG KCNIAGWILG NPECESLFSK KSWSYIAETP NSENGTCYPG YFADYEELRE 120
21. LKGIAPLQLG KCNIAGWILG NPECESLLSK RSWSYIAETP NSENGACYPG DFADYEELRE 120
22. LKGIAPLQLG KCNIAGWILG NPECESLLSK RSWSYIAETP NSENGACYPG DFADYEELRE 120
23. LKGIAPLQLG KCNIAGWILG NPECESLLSE RSWSYIVEIP NSENGTCYPG DFTDYEELRE 120
24, LKGIAPLQLG KCNIAGWILG NPECESLLSE RSWSYIVETP NSENGTCYPG DFIDYEELRE 120
25. LKGIAPLQLG KCNIAGWILG NPECESLLSE RSWSYIVETP NSENGTCYPG DFIDYEELRE 120
26. LKGIAPLQLG KCNIAGWLLG NPECDPLLPV RSWSYIVETP NSENGICYPG DFIDYEELRE 120
27. LKGIAPLQLG KCNITGWLLG NPECDSLLPA RSWSYIVETP NSENGACYPG DFIDYEELRE 120
28. LKGIAPLQLG KCNIAGWLLG NPECDLLLTA SSWSYIVETS NSENGTCYPG DFIDYEELRE 120
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QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHTTT-GVS ASCSHNGESS FYKNLLWLTG KNGLYPNLSK 179
QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHTVT-GVS ASCSHNGESS FYRNLLWLTG KNGLYPNLSK 179
QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHTVT-GVS ASCSHNGKSS FYRNLLWLTG KNGLYPNLSK 179
QLSSVSSFER FEIFPKTSSW PNHDSNKGVT AACPHAGAKS FYKNLIWLVK KGNSYPKLSK 180
QLSTVSSFER FEIFPKAISW PDHDATRGTT VACSHSGVNS FYRNLLSTVK KGNSYPKLSK 180
QLSTVSSFER FEIFPKATSW PNHDTTRGTT ISCSHSGANS FYRNLLWIVK KGNSYPKLSK 180
QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHTVT-GVS ASCSHNGKSS FYRNLLWLTG KNGLYPNLSK 179
QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHTTT-GVS ASCSHNGESS FYKNLLWLTG KNGLYPNLSK 179
9. QLSSVSSFER FEIFPKDSSW PNHTVTKGVT ASCSHNGKSS FYKNLLWLTE KNGLYPNLSK 180
10. QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHTVTKGVT ASCSHNGKSS FYKNLLWLTE KNGLYPNLSK 180
11. QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHTVT-GVT ASCSHNGKSS FYRNLLWLTE KNGLYPNLSN 179
12. QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHTVTKGVT TSCSHNGKSS FYRNLLWLTK KNGLYPNVSK 180
13. QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHTVTKGVT ASCSHKGRSS FYRNLLWLTK KNGSYPNLSK 180
14. QLSSVSSFER FEIFPKESSW PKHNVTKGVT AACSHKGKSS FYRNLLWLTE KNGSYPNLSK 180
15. QLSSVSSFER FEIFPKESSW PKHSVTRGVT ASCSHKGKSS FYRNLLWLTE KNGSYPNLSK 180
16. QLSSVSSFER FEIFPKERSW PKHNITRGVT ASCSHKGKSS FYRNLLWLTE KNGSYPNLSK 180
17. QLSSVSSFER FEIFPKERSW PKHNVTRGVT ASCSHKGKSS FYRNLLWLTE KNGSYPNLSK 180
18. QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHTVTKGVT ASCSHKGRSS FYRNLLWLTK KNGSYPNLSK 180
19. QLSSVSSFER FEIFPKERSW PNHTTR-GVT AACPHARKSS FYKNLVWLTE ANGSYPNLSR 179
20. QLSSVSSFER FEIFPKERSW PKHNITRGVT AACSHKGKSS FYRNLLWLTE KNGSYPNLNK 180
21. QLSSVSSFER FEIFPKERSW PKHNITRGVT AACSHAGKSS FYKNLLWLTE TDGSYPKLSK 180
22. QLSSVSSFER FEIFPKGRSW PEHNIDIGVT AACSHAGKSS FYKNLLWLTE KDGSYPNLNK 180
23. QLSSVSSFER FEIFPKESSW PKHNTARGVT AACSHAGKSS FYRNLLWLTE KDGSYPNLKN 180
24. QLSSVSSFER FEIFSKESSW PKHTTG-GVT AACSHAGKSS FYRNLLWLTE KDGSYPNLNN 179
25. QLSSVTSFER FEIFPKETSW PKHNTTKGVT AACSHAGKCS FYRNLLWLTE KDGSYPNLNN 180
26. QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHNTN-GVT AACSHEGKSS FYRNLLWLTE KEGSYPKLKN 179
27. QLSSVSSLER FEIFPKESSW PNHTFN-GVT VSCSHRGKSS FYRNLLWLTK KGDSYPKLTN 179
28. QLSSVSSFEK FEIFPKTSSW PNHETTKGVT AACSYAGASS FYRNLLWLTK KGSSYPKLSK 180
sokskoksk ok oks kR K Rk ok Rk ok R RkokkoRE ke
1. SYANNKEKEV LVLWGVHHPP NIGDQRALYH KENAYVSVVS SHYSRKFTPE IAKRPKVRDQ 239
SYANNKEKEV LVLWGVHHPP NIGNQKALYH TENAYVSVVS SHYSRKFTPE IAKRPKVRDQ 239
SYVNNKEKEV LVLWGVHHPP NIGNQRALYH TENAYVSVVS SHY SRRFTPE IAKRPKVRDQ 239
SYINDKGKEV LVLWGIHHPS TSADQQSLYQ NADAYVFVGS SRYSKKFKPE IAIRPKVRXX 240
SYTNNKGKEV LVIWGVHHPP TDSVQQTLYQ NKHTYVSVGS SKYYKRFTPE IVARPKVRGQ 240
SYTNNKGKEV LVIWGVHHPP TDSDQQTLYQ NNHTYVSVGS SKYYQRFTPE IVTRPKVRGQ 240
SYANNKEKEV LVLWGVHHPP NIGDQRALYH TENAYVSVVS SHY SRRFTPE IAKRPKVRDQ 239
SYANNKEKEV LVLWGVHHPP NIGDQRALYH KENAYVSVVS SHYSRKFTPE JAKRPKVRDQ 239
9. SYVNKKGKEV LVLWGVHHPS NMGDQRAIYH KENAYVSVLS SHYSRRFTPE IAKRPKVRDQ 240
10. SYVNNKEKEV LVLWGVHHPS NIGDQRAIYH TENAYVSVVS SHYSRRFTPE ITKRPKVRDQ 240
11. SYVNNKEKEV LVLWGVHHPS NIRDQRAIYH TENAYVSVVS SHYSRRFTPE IAKRPKVRGQ 239
12. SYVNNKEKEV LVLWGVHHPS NIGDQRAIYH TENAYVSVVS SHYSRRFTPE IAKRPKVRDQ 240
13. SYVNNKEKEV LVLWGVHHPS NIGDQRAIYH TENAYVSVVS SHYNRRFTPE IJAKRPKVRDQ 240
14. SYVNNKEKEV LVLWGVHHPS NIEDQKTIYR KENAYVSVVS SHYNRRFTPE IAKRPKVRNQ 240
15. SYVNDKEKEV LVLWGVHHPS NIEDQKTIYR KENAYVSVVS SHYNRRFTPE JAKRPKVRDQ 240
16. SYVNNKEKEV LVLWGVHHPS NIEDQKTIYR KENAYVSVVS SNYNRRFTPE IAKRPKVRGQ 240
17. SYVNNKEKEV LVLWGVHHPS NIEDQKTIYR KENAYVSVVS SNYNRRFTPE IAERPKVRGQ 240
18. SYVNNKEKEV LVLWGVHHPS NIGDQRAIYH TENAYVSVVS SHYNRRFTPE IAKRPKVRDQ 240
19. SYVNNQEKEV LVLWGVHHPS NIEEQRALYR KDNAYVSVVS SNYNRRFTPE IAKRPKVRDQ 239
20. SYVNNKEKEV LVLWGVHHPS NIEDQKTLYR KENAYVSVVS SNYNRRFTPE IAERPKVRGQ 240
21. SYVNNKEKEV LVLWGVHHPS NIEDQKTLYR KENAYVSVVS SNYNRRFTPE IAERPKVRGQ 240
22. SYVNKKEKEV LILWGVHHPP NIENQKTLYR KENAYVSVVS SNYNRRFTPE IAERPKVRGQ 240
23. SYVNKKGKEV LVLWGVHHPS SIKEQQTLYQ KENAYVSVVS SNYNRRFTPE IAERPKVRDQ 240
24. SYVNKKGKEV LVLWGVHHPS NIKDQQTLYQ KENAYVSVVS SNYNRRFTPE JAERPKVRGQ 239
25. SYVNKKGKEV LVLWGVHHPS NIKDQQTLYQ KENAYVSVVS SNYNRRFTPE IAERPKVRGQ 240
26. SYVNKKGKEV LVLWGIHHPP NSKEQQNLYQ NENAYVSVVT SNYNRRFTPE IAERPKVRDQ 239
27. SYVNNKGKEV LVLWGVHHPS SSDEQQSLYS NGNAYVSVAS SNYNRRFTPE IAARPKVKDQ 239
28. SYVNNKGKEV LVLWGVHHPP TGTDQQSLYQ NADAYVSVGS SKYNRRFTPE IAARPKVRDQ 240
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. EGRINYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPRY AFALSRGFGS GIINSNAPMD ECDAKCQTPQ 299
. EGRINYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPRY AFALSRGFGS GIINSNAPMD KCDAKCQTPQ 299
. EGRINYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPWY AFALSRGFGS GIITSNAPMD ECDAKCQTPQ 299
. EGRMNYYWTL VEPGDKITFE ATGNLVVPRY AFAMERNAGS GIIISDTPVH DCNTTCQTPK 300
. AGRMNYYWTL FDQGDTITFE ATGNLIAPWH AFALKKGSSS GIMLSDAQVH NCTTKCQTPH 300
. AGRMNYYWTL LDQGDTITFE ATGNLIAPWH AFALNKGPSS GIMISDAHVH NCTTKCQTPH 300
. EGRINYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPRF AFALSRGFGS GIITSNAPMD ECDAKCQTPQ 299
. EGRINYYWTL LEPGDTIFE ANGNLIAPRY AFALSRGFGS GIINSNAPMD ECDAKCQTPQ 299
. EGRINYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPWY AFALSRGFGS GIIISNASMG ECDAKCQTPQ 300
10. EGRINYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPWY AFALSRGFGS GIITSNASMG ECDAKCQTPQ 300
11. EGRINYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPWY AFALSRGFGS GIITSNAPMN ECDAKCQTPQ 299
12. EGRINYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPWY AFALSRGFGS GIITSNASMD ECDAKCQTPQ 300
13. EGRINYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPWY AFALSRGFGS GIITSNASMD ECDAKCQTPQ 300
14. EGRINYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPWY AFALSRGFGS GIITSNASMD ECDAKCQTPQ 300
15. EGRINYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPWY AFALSRGFGS GIITSNVSMD ECDAKCQTPQ 300
16. EGRINYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPWY AFALSRGFGS GIITSNASMD ECDTKCQTPQ 300
17. AGRINYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPWH AFALNRGFGS GIITSNASMD ECDTKCQTPQ 300
18. EGRINYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPWY AFALSRGFGS GIITSNASMD ECDAKCQTPQ 300
19. SGRMNYYWTL LEPGDTIIFE ATGNLIAPWY AFALSRGPGS GIITSNAPLD ECDTKCQTPQ 299
20. AGRINYYWTL LEPGDTIFE ANGNLIAPWH AFALSRGFGS GIITSNASMD ECDTKCQTPQ 300
21. AGRINYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPWY AFALSRDFGS GIITSNASMD ECDTKCQTPQ 300
22. AGRINYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPWY AFALNRGIGS GIITSNASMD ECDTKCQTPQ 300
23. AGRMNYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPWY AFALSRGFGS GIITSNASMH ECDTKCQTPQ 300
24. AGRINYYWTL LKPGDTIMFE ANGNLIAPWY AFALSRGFGS GIITSNASMH ECDTKCQTPQ 299
25. AGRMNYYWTL LEPGDTIIFE ANGNLIAPWY AFALSRGFGS GIITSNASMH ECNTKCQTPQ 300
26. AGRMNYYWTL LKPGDTIIFE ANGNLIAPMY AFALRRGFGS GIITSNASMH ECNTKCQTPL 299
27. HGRMNYYWTL LEPGDTIIFE ATGNLIAPWY AFALSRGFES GIITSNASMH ECNTKCQTPQ 299
28. AGRMNYYWTL LEPGDTITFE ATGNLIAPWY AFALNRGSGS GIITSDAPVH DCNTKCQTPH 300
sk kskokokokok ook kR K ok % k. kK KR K. ke RRER
. GAINSSLPFQ NVHPVTIGEC PKYVRSAKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 359
. GAINSSLPFQ NVHPVTIGEC PKYVRSAKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 359
. GAINSSLPFQ NVHPVTIGEC PKYVRSAKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 359
. GAINTSLPFQ NIHPITIGKC PKYVKSTKLR LATGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 360
. GALKNNLPLQ NVHLFTIGEC PKYVKSTQLR MATGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGRTG 360
. GALKSNLPFQ NVHPSTIGEC PKYVKSTQLR MATGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 360
. GAINSSLPFQ NVHPVTIGEC PKYVRSAKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 359
. GAINSSLPFQ NVHPVTIGEC PKYVRSAKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 359
. GAINSSLPFQ NVHPVTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNVPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 360
10. GAINSSLPFQ NVHPVTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 360
11. GAINSSLPFQ NVHPVTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 359
12. GAINSSLPFQ NVHPVTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 360
13. GAINSSLPFQ NVHPVTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 360
14. GAINSSLPFQ NVHPVTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 360
15. GAINSSLPFQ NVHPVTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 360
16. GAINSSLPFQ NVHPVTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 360
17. GAINSSLPFQ NIHPVTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 360
18. GAINSSLPFQ NVHPVTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 360
19. GAINSSLPFQ NIHPVTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNIPS VQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 359
20. GAINSSLPFQ NIHPVTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 360
21. GAINSSLPFQ NIHPVTIGEC PKYVKSTKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 360
22. GAINSSLPFQ NIHPFTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWDG 360
23. GAINSSLPFQ NIHPVTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 360
24. GAINSSLPFQ NIHPVTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 359
25. GAINSSLPFQ NIHPVTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 360
26. GAINSSLPYQ NIHPVTIGEC PKYVRSAKLR MVTGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 359
27. GSINSNLPFQ NIHPVTIGEC PKYVRSTKLR MVTGLRNIPS IQYRGLFGAI AGFIEGGWTG 359
28. GAINSSLPFQ NIHPVTIGEC PKYVRSTKLR MATGLRNIPS IQSRGLFGAI AGFIEGGWTG 360
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MVDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLERR 419

. MVDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLERR 419
. MVDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLERR 419
. MVDGWYGYHH QNEQGSGYAA DLKSTQNAID EITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNHLEKR 420

MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQIAID GINNKANSVI GKMNIQLTSV GKEFNSLEKR 420

. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQIAID GINNKVNSII EKMNTQFTSV GKEFNDLEKR 420
. MVDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLERR 419
. MVDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLERR 419

MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSII EKMNTQFTAV GKEFNKLEKR 420

10. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAID GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLERR 420

11

. MMDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLERR 419

12. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLERR 420

13
14
15

. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLERR 420
. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSII EKMNTQFTAV GKEFNKLEKR 420
. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLEKR 420

16. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLEKR 420
17. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLEKR 420

18

. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLERR 420

19. MMDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLEKR 419
20. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLEKR 420

21
22
23

. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN WITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLEKR 420
. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNKLEKR 420
. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNNLEKR 420

24. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNNLEKR 419

25
26

. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNNLEKR 420
. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNIQFTAV GKEFNKLEKR 419

27. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAIN GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNNLEKR 419
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. MIDGWYGYHH QNEQGSGYAA DQKSTQNAID GITNKVNSVI EKMNTQFTAV GKEFNNLERR 420
ok kR R oo, R R R KRR KRR Kk

MENLNKKVDD GFIDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 479
MENLNKKVDD GFIDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 479

. MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 479
. IENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDYHDSNVK NLYEKVRSQL KNNAKEIGNG 480

KENLNKTVDD RFLDVWTFNA ELLVLLENQR TLEFHDLNIK SLYEKVKSHL RNNDKEIGNG 480

. IENLNKKVDD GFLDVWTYNA ELLILLENER TLDFHDFNVK NLYEKVKSQL RNNAKEIGNG 480
. MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 479
. MENLNKKVDD GFIDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 479

MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDLNVK NLYEKVKNQL KNNAKEIGNG 480
. MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKTQL KNNAKEIGNG 480
MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 479
. MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENGR TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 480
. MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 480
. MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 480
. MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 480
. MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 480
. MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 480
. MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 480
. MENLNKKVDD GFMDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKNQL RNNAKELGNG 479
. MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 480
MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKNQL RNNAKEIGNG 480
. MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKNQL RNNAKEIGNG 480
MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLILLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL RNNAKEIGNG 480

. MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKNQL RNNAKEIGNG 479
MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL RNNAKEIGNG 480
. MENLNNKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVK NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 479
. MENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDLNVK NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 479
. IENLNKKVDD GFLDIWTYNA ELLVLLENER TLDFHDSNVR NLYEKVKSQL KNNAKEIGNG 480

sk kokok ok SRRk ok R SRRk R K R Rk R Rk ok ok
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CFEFYHKCND ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 539
CFEFYHKCND ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 539
CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 539
CFEFYHKCDN TCMESVKNGT YDYPKYSEEA KLNREEIDGV KLESTRIYQI LAIYSTVASS 540
CFEFYHKRDN ECLECVKNGT YNYPKYSEES KFNREEIVGV KLESMGIHQI.LAIYSTVASS 540
CFEFYHKCDN ECMESVKNGT YNYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVHQI LAIYSTVASS 540
CFEFYHKCND ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNRERIDGV KLESMGVYQI LATYSTVASS 539
CFEFYHKCND ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 539
CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKYSKES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LATYSTVASS 540
. CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 540
. CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 539
. CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNRGKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 540
. CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 540
. CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 540
. CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 540
. CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 540
. CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 540
. CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 540
. CFEFYHKCDN ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYRI LATYSTVASS 539
. CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 540
. CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 540
. CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKFSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LATYSTVASS 540
. CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 540
. CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTAASS 539
. CFEFYHKCNN ECMESVKNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 540
. CFEFYHKCDN ECMESVRNGT YDYPKYSEES KLNREKVDGV KLESMGIYQI LATYSTVASS 539
. CFEFYHKCDN ECMESVRNGT YDYPKYSEES KLNREKIDGV KLESMGVYQI LATYSTVASS 539
. CFEFYHKCDD ACMESVRNGT YDYPKYSEES KLNREEIDGV KLESMGVYQI LAIYSTVASS 540
kR kR otk ok Rk Rk kR Rk R Rk

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 565

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 565

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 565

LVLVVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRVCI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 565

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 565

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 565

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 565

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 565

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 565

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 565

LVLLVSLGAI SFWMCSNGSL QCRICI 566

sk skokskokokok skkokokskokokskokok skekokokkok
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Bang 9. Trinh tv lién tng di voi H3 401-421 (SEQ ID NO: 104), céc bién
thé khéc trong tw nhién va dot bién lam on dinh polypeptit theo sang ché. Mot hodc

nhiu dot bién trong trinh ty bd me c6 mit trong polypeptit theo sang ché.

Vi | axit bao toan Khac dot bién co cuc axitamin | Linh
tri | amin | (%) co duoc vu tich dién dong
trong tién
tu
nhién
401 |1 99,26 \% R K
402 | E/G 56.2/40.3 | K
403 | K 94,85 R
404 | T 99,88 A
405 | N 99,88 S
406 | E 100
407 | K 100
408 | F 100 S T,N,Q RHKDE | G
409 | H 100
410 | Q 100
411 |1 100 T S.N,Q RHKDE | G
412 |E 100
413 |K 100
414 | E 100
415 | F 100 S T,N,Q RHKD.E | G
416 | S 99,46 T,L
417 | E 99,71 G,D
418 |V 98,64 [ G S, T.N,Q | R.HK.D.E
419 | E 100
420 | G 99,84 E
421 |R 100
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Bang 10. Khdi luong phén tir theo tinh toan va trong thir nghiém nhuw duoc
xéc dinh tir SEC-MALS. Khéi luong phén tir theo tinh toan dya trén thanh phan axit
amin cua polypeptit theo sang ché dugc xtr 1y, tic 14 sau khi cat peptit din dau. Khéi

luong bd sung do glycosyl hoa khong duoc tinh dén.

SEQ ID Khéi lwong phan tir theo tinh Khéi lwong phan tir trong thir
NO toan (Da) nghiém (kDa)
144 29137 75
145 29257 50
146 29203 56
147 29119 60
148 29293 66
150 29411 64
151 29283 79
Bang 11.
Céc ching dugc chon
Tap hop 1 Tap hop 2
HIN1 A/Maryland/12/1991 HIN1 A/Maryland/12/1991
HIN1 A/Henry/1936/ HIN1 A/Henry/1936/
HIN1 A/AA/Marton/1943 HIN1 A/AA/Marton/1943
HIN1 A/Memphis/20/1978 HIN1 A/USSR/92/1977
HINI A/New York/607/1995 HIN1 A/New York/629/1995
HIN1 A/New Jersey/11/2007 HIN1 A/Virginia/UR06-0549/2007
HINI A/Wisconsin/629-D01415/2009 | HIN1 A/Texas/UR06-0526/2007
HIN1 A/Sydney/DD3-55/2010
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DANH MUC TRINH TU
SEQ ID NO 1: H1 chiéu dai du (A/Brisbane/59/2007)
MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VIVTHSVNLL 50
ENSHNGKLCL LKGIAPLQLG NCSVAGWILG NPECELLISK ESWSYIVEKP 100
NPENGTCYPG HFADYEELRE QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHTVTGVSA 150
SCSHNGESSF YRNLLWLTGK NGLYPNLSKS YANNKEKEVL VLWGVHHPPN 200
IGDQKALYHT ENAYVSVVSS HYSRKFTPEI AKRPKVRDQE GRINYYWTLL 250
EPGDTHFEA NGNLIAPRYA FALSRGFGSG IINSNAPMDK CDAKCQTPQG 300
AINSSLPFQN VHPVTIGECP KYVRSAKLRM VTGLRNIPSI QSRGLFGAIA 350
GFIEGGWIGM VDGWYGYHHQ NEQGSGYAAD QKSTQONAING ITNKVNSVIE 400
KMNTQFTAVG KEFNKLERRM ENLNKKVDDG FIDIWTYNAE LLVLLENERT 450
LDFHDSNVKN LYEKVKSQLK NNAKEIGNGC FEFYHKCNDE CMESVKNGTY 500
DYPKYSEESK LNREKIDGVK LESMGVYQIL AIYSTVASSL VLLVSLGAIS 550
FWMCSNGSLQ CRICI 565 '
SEQ ID NO 2: miniHA (A/Brisbane/59/2007)
MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VIVTHSVNLL 50
ENSHNGKLCG GGGCDAKCQT PQGAINSSLP FONVHPVTIG ECPKYVRSAK 100
LRMVTGLRNI PSIQSQGLFG AIAGFIEGGW TGMVDGWYGY HHONEQGSGY 150
AADQKSTQNA INGITNKVNS VIEKMNTQFT AVGKEFNKLE RRMENLNKKV 200
DDGFIDIWTY NAELLVLLEN ERTLDFHDSN VKNLYEKVKS QLKNNAKEIG 250
NGCFEFYHKC NDECMESVKN GTYDYPKYSE ESKLNREKID GVKLESMGVY 300
QILAIYSTVA SSLVLLVSLG AISFWMCSNG SLOCRICI 338
SEQ ID NO 3: miniHA cum1 (A/Brisbane/59/2007)
MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VITVTHSVNLL 50
ENSHNGKTCG GGGCDAKCQT PQGAINSSLP FONVHPTTTG ECPKYVRSAK 100
LRMVTGLRNI PSIQSQGLFG AIAGFIEGGW TGMVDGWYGY HHONEQGSGY 150
AADQKSTONA INGITNKVNS VIEKMNTQOST ATGKEFNKSE RRMENLNKKYV 200
DDGFIDIWTY NAELLVLLEN ERTLDFHDSN VKNLYEKVKS QLKNNAKEIG 250
NGCFEFYHKC NDECMESVKN GTYDYPKYSE ESKLNREKID GVKLESMGVY 300
QILAIYSTVA SSLVLLVSLG AISFWMCSNG SLQCRICI 338
SEQ ID NO 4: miniHA cum1+2 (A/Brisbane/59/2007)
MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL 50
ENSHNGKTCG GGGCDAKCQT PQGAINSSLP FQNVHPTTTG ECPCYVRSAK 100
LRMVTGLRNI PSIQSQGLFG AIAGFIEGGW TGMVDGWYGY HHONEQGSGY 150
AADQKSTQONA INGITNKVNS VIEKMNTCST ATGKEFNKSE RRMENLNKKV 200
DDGFIDIWTY NAELLVLLEN ERTLDFHDSN VKNLYEKVKS QLKNNAKEIG 250
NGCFEFYHKC NDECMESVKN GTYDYPKYSE ESKLNREKID GVKLESMGVY 300
QILAIYSTVA SSLVLLVSLG AISFWMCSNG SLOCRICI 338
SEQ ID NO 5: miniHA cum1+3 (A/Brisbane/59/2007)
MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VITVTHSVNLL 50
ENSHNGKTCG GGGCDAKCQT PQGAINSSLP FQNVHPTTTG ECPKYVRSAK 100
LRMVTGLRNI PSIQSQGLFG AIAGFIEGGW TGMVDGWYGY HHONEQGSGY 150
AADQKSTONA INGITNKVNS VIEKMNTQOST ATGKECNKSE RRMCNLNKKV 200
DDGFIDIWTY NAELLVLLEN ERTLDFHDSN VKNLYEKVKS QLKNNAKEIG 250
NGCFEFYHKC NDECMESVKN GTYDYPKYSE ESKLNREKID GVKLESMGYVY 300
QILAIYSTVA SSLVLLVSLG AISFWMCSNG SLOCRICI 338
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SEQ ID NO 6: miniHA cum1+4 (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VITVTHSVNLL 50
ENSHNGKTCG GGGCDAKCQT PQGAINSSLP FQNVHPTTTG ECPKYVRSAK 100
LRMVTGLRNI PSIQSQGLFG AIAGFIEGGW TGMVDGWYGY HHONEQGSGY 150
AADQKSTQONA INGITNKVNS VIEKMNTQOST ATGKEFNKSE RRMENLNKKV 200
DDGFIDIWTY NAELLVLLEN ERTLDFHDSN VKNLYEKVKS QLKNNAKEIG 250
NGCFEFYHKC NDECMESVKN GTYDYPKYSE ESKLNREKID GVKLESMGVY 300
QILAIYSTVA SSLVLLVSLG AISFWMCSNG SLOCRICI 338

SEQ ID NO 7: miniHA cum1+2+3 (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VITVTHSVNLL 50
ENSHNGKTCG GGGCDAKCQT PQGAINSSLP FQNVHPTTTG ECPCYVRSAK 100
LRMVTGLRNI PSIQSQGLFG AIAGFIEGGW TGMVDGWYGY HHONEQGSGY 150
AADQKSTONA INGITNKVNS VIEKMNTCST ATGKECNKSE RRMCNLNKKYV 200
DDGFIDIWTY NAELLVLLEN ERTLDFHDSN VKNLYEKVKS QLKNNAKEIG 250
NGCFEFYHKC NDECMESVKN GTYDYPKYSE ESKLNREKID GVKLESMGVY 300
QILAIYSTVA SSLVLLVSLG AISFWMCSNG SLOCRICI 338

SEQ ID NO 8: miniHA cum1+2+3+4 (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VIVTHSVNLL 50
ENSHNGKTCG GGGCDAKCQT PQGAINSSLP FONVHPTTTG ECPCYVRSAK 100
LRMVTGLRNI PSIQSQGLFG AIAGFIEGGW TGMVDGWYGY HHONEQGSGY 150
AADQKSTONA INGITNKVNS VIEKMNTCST ATGKECNKSE RRMCNLNKKYV 200
DDGFIDIWTY NAELLVLLEN ERTLDFHDSN VKNLYEKVKS QLKNNAKEIG 250
NGCFEFYHKC NDECMESVKN GTYDSPKYSE ESKLNREKID GVKLESMGVY 300
QILAIYSTVA SSLVLLVSLG AISFWMCSNG SLOCRICI 338

SEQ ID NO 9: minil cum11 (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL 50
ENSHNGKTCG GGGCDAKCQT PQGAINSSLP FONVHPTTTG ECPKYVRSAK 100
LRMVTGLRNI PSIQSQGLFG AIAGFIEGGW TGMVDGWYGY HHONEQGSGY 150
AADQKSTQONA INGITNKVNS VIEKMNTOST ATGKEFNKSE RRIENLNKKI 200
DDGFIDIWTY NAELLVLLEN ERTLDFHDSN VKNLYEKVKS QLKNNAKEIG 250
NGCFEFYHKC NDECMESVKN GTYDYPKYSE ESKLNREKID GVKLESMGVY 300
QILAIYSTVA SSLVLLVSLG AISFWMCSNG SLOCRICI 338

SEQ ID NO 10: mini2 cum11 (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VIVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVR SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWTGMVDGW 100
YGYHHONEQG SGYAADQKST QNAINGITNK VNSVIEKMNT OSTATGKEFN 150
KSERRIENLN KKIDDGFIDI WTYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQILAIYS TVASSLVLLV SLGAISFWMC SNGSLQOCRIC 300

1301
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SEQ ID NO 11: mini3 cum11 (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL 50
ENSGGGGNSS LPFQNVHPTT TGECPKYVRS AKLRMVTGLR NIPSIQSQGL 100
FGAIAGFIEG GWIGMVDGWY GYHHONEQGS GYAADQKSTQ NAINGITNKV 150
NSVIEKMNTQ STATGKEFNK SERRIENLNK KIDDGFIDIW TYNAELLVLL 200
ENERTLDFHD SNVKNLYEKV KSQLKNNAKE IGNGCFEFYH KCNDECMESYV 250
KNGTYDYPKY SEESKLNREK IDGVKLESMG VYQILAIYST VASSLVLLVS 300
LGAISFWMCS NGSLQCRICI 320

SEQ ID NO 12: mini4 cum11 (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VITVTHSVNLL 50
ENSHNGGGGE CPKYVRSAKL RMVTGLRNIP SIQSQGLFGA IAGFIEGGWT 100
GMVDGWYGYH HONEQGSGYA ADQKSTONAI NGITNKVNSV IEKMNTQOSTA 150
TGKEFNKSER RIENLNKKID DGFIDIWTYN AELLVLLENE RTLDFHDSNV 200
KNLYEKVKSQ LKNNAKEIGN GCFEFYHKCN DECMESVKNG TYDYPKYSEE 250
SKLNREKIDG VKLESMGVYQ ILAIYSTVAS SLVLLVSLGA ISFWMCSNGS 300
LQCRICI 307

SEQ ID NO 13: minil cum11+5 (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VITVTHSVNLL 50
ENSHNGKTCG GGGCDAKCQT PQGAINSSLP FONVHPTTTG ECPKYVCSAK 100
LRMVTGLRNI PSIQSQGLFG AIAGFIEGGW TGMVDGWYGY HHONEQGSGY 150
AADQKSTQONA INGITNKVNS VIEKMNTQOST ATGKEFNKSE RRIENLNKKI 200
DDGFIDIWCY NAELLVLLEN ERTLDFHDSN VKNLYEKVKS QLKNNAKEIG 250
NGCFEFYHKC NDECMESVKN GTYDYPKYSE ESKLNREKID GVKLESMGVY 300
QILAIYSTVA SSLVLLVSLG AISFWMCSNG SLQOCRICI 338

SEQ ID NO 14: mini2 cum11+5 (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWIGMVDGW 100
YGYHHQONEQG SGYAADQKST QNAINGITNK VNSVIEKMNT OSTATGKEFN 150
KSERRIENLN KKIDDGFIDI WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQILAIYS TVASSLVLLYV SLGAISFWMC SNGSLOCRIC 300

1301

SEQ ID NO 15: mini3 cum11+5 (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VITVTHSVNLL 50
ENSGGGGNSS LPFQNVHPTT TGECPKYVCS AKLRMVTGLR NIPSIQSQGL 100
FGAIAGFIEG GWIGMVDGWY GYHHQNEQGS GYAADQKSTQ NAINGITNKYV 150
NSVIEKMNTQ STATGKEFNK SERRIENLNK KIDDGFIDIW CYNAELLVLL 200
ENERTLDFHD SNVKNLYEKV KSQLKNNAKE IGNGCFEFYH KCNDECMESV 250
KNGTYDYPKY SEESKLNREK IDGVKLESMG VYQILAIYST VASSLVLLVS 300
LGAISFWMCS NGSLQOCRICI 320
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SEQ ID NO 16: mini4 cum11+5 (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VIVTHSVNLL 50
ENSHNGGGGE CPKYVCSAKL RMVTGLRNIP SIQSQGLFGA IAGFIEGGWT 100
GMVDGWYGYH HONEQGSGYA ADQKSTONAI NGITNKVNSV IEKMNTOSTA 150
TGKEFNKSER RIENLNKKID DGFIDIWCYN AELLVLLENE RTLDFHDSNV 200
KNLYEKVKSQ LKNNAKEIGN GCFEFYHKCN DECMESVKNG TYDYPKYSEE 250
SKLNREKIDG VKLESMGVYQ ILAIYSTVAS SLVLLVSLGA ISFWMCSNGS 300

LOCRICI 307

SEQ ID NO 17: Trinh tu gdc lién tmg ctia H1 402-418 (d4nh s theo trinh tw SEQ ID NO:1)
402 MNTQFTAVG KEFN(H/K)LE(K/R) 418

>s¢09-114 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 18)
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKSSGGTSNNYAISWVRQAPGQGLDWMGGISPIFGSTAYA
QKFQGRVTISADIFSNTAYMELNSLTSEDTAVYFCARHGNYYYYSGMDVWGQGTTVTVSS
>5¢09-114 VL PROTEIN (SEQ ID NO: 19)
SYVLTQPPAVSGTPGQRVTISCSGSDSNIGRRSVNWYQQFPGTAPKLLIYSNDQRPSVVPDRFS
GSKSGTSASLAISGLQSEDEAEYYCAAWDDSLKGAVFGGGTQLTVL

>CR6261 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 20)
EVQLVESGAEVKKPGSSVKVSCKASGGPFRSYAISWVRQAPGQGP
EWMGGIIPIFGTTKYAPKFQGRVTITADDFAGTVYMELSSLRSEDT
AMYYCAKHMGYQVRETMDVWGKGTTVTVSS

>CR6261 VL PROTEIN (SEQ ID NO: 21)
QSVLTQPPSVSAAPGQKVTISCSGSSSNIGNDYVSWYQQLPGTAPK
LLIYDNNKRPSGIPDRFSGSKSGTSATLGITGLQTGDEANYYCATW
DRRPTAYVVFGGGTKLTVLG

>s¢08-057 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 22)
evqlvesggglvgpggslriscaasgftdsvifmswvrqapgkglecvsiiyiddstyyadsvkgrftisthnsmgtvflemnslrpddtavyy
catesgdfgdqtgpyhyyamdv

>s¢08-057 VL PROTEIN (SEQ ID NO: 23)
gsaltgpasvsgspggsitisctgssgdiggynavswyghhpgkapklmiyevtsrpsgvsdrfsasrsgdtasltvsglqaedeahyyccsfa
dsnili

SEQ ID NO: 24 (STEEL)

MKANLLVLLC ALAAADADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VITVTHSVNLL 50
EDSHNGKLCG GGGCNTKCQT PLGAINSSLP YONIHPVTIG ECPKYVRSAK 100
LRMVTGLRNI PSIQSRGLFG AIAGFIEGGW TGMIDGWYGY HHONEQGSGY 150
AADQKSTONA INGITNKVNS VIEKMNIQFT AVGKEFNKLE KRMENLNNKYV 200
DDGFLDIWTY NAELLVLLEN ERTLDFHDSN VKNLYEKVKS QLKNNAKEIG 250
NGCFEFYHKC DNECMESVRN GTYDYPKYSE ESKILINREKVD GVKLESMGIY 300
QILAIYSTVA SSLVLLVSLG AISFWMCSNG SLQOCRICI 338
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SEQ ID NO: 31: H7 chiéu dai du (A/Mallard/Netherlands/12/2000)

MNTQILVFAL MAIIPTNADK ICLGHHAVSN GTKVNTLTER GVEVVNATET 50
VERTNVPRIC SKGKRTVDLG QCGLLGTITG PPQCDQFLEF SADLIIERRE 100
GSDVCYPGKF VNEEALRQIL RESGGIDKET MGFTYSGIRT NGATSACRRS 150
GSSFYAEMKW LLSNTDNAAF PQMTKSYKNT RKDPALIIWG THHSGSTTEQ 200
TKLYGSGNKL ITVGSSNYQQ SFVPSPGARP QVNGQSGRID FHWLILNPND 250
TVTFSFNGAF IAPDRASFLR GKSMGIQSGV QVDANCEGDC YHSGGTIISN 300
LPFQNINSRA VGKCPRYVKQ ESLLLATGMK NVPEIPKGRG LFGAIAGFIE 350
NGWEGLIDGW YGFRHONAQG EGTAADYKST QSAIDQITGK LNRLIEKTNQ 400
OFELIDNEFT EVEKQIGNVI NWTRDSMTEV WSYNAELLVA MENQHTIDLA 450
DSEMNKLYER VKROLRENAE EDGTGCFEIF HKCDDDCMAS IRNNTYDHSK 500
YREEAMONRI QIDPVKLSSG YKDVILWFESF GASCFILLAI AMGLVFICVK 550
NGNMRCTICI 560

SEQ ID NO: 32: Trinh tu gbc lién tng ctia H7 394-414 (danh s theo trinh tw SEQ ID NO:
31)

394 LI(E/D/G)KTNQQFELIDNEF (N/T/S) E (I/V) E (Q/K) 414

SEQ ID NO: 33: H7-mini2 (A/Mallard/Netherlands/12/2000)

MNTQILVFAL MAIIPTNADK ICLGHHAVSN GTKVNTLTER GVEVVNATET 50
VEGGGGRYVK QESLLLATGM KNVPEIPKGQ GLFGAIAGFI ENGWEGLIDG 100
WYGFRHONAQ GEGTAADYKS TQSAIDQITG KLNRLIEKTN QQFELIDNEF 150
TEVEKQIGNY INWTRDSMTE VWSYNAELLV AMENQHTIDL ADSEMNKLYE 200
RVKRQLRENA EEDGTGCFEI FHKCDDDCMA SIRNNTYDHS KYREEAMQNR 250
IQIDPVKLSS GYKDVILWFS FGASCFILLA IAMGLVFICV KNGNMRCTIC 300

1301

SEQ ID NO: 34: H7-mini2-cum15

MNTQILVFAL MAIIPTNADK ICLGHHAVSN GTKVNTLTER GVEVVNATET 50
VEGGGGRYVK QESLLLATGM KNVPEIPKGQ GLFGAIAGFI ENGWEGLIDG 100
WYGFRHONAQ GEGTAADYKS TOSAIDQITG KLNRLIEKTN QQSELTDNES 150
TEVEKQIGNV INWTRDSMTE VWSYNAELLV AMENQHTIDL ADSEMNKLYE 200
RVKROLRENA EEDGTGCFEI FHKCDDDCMA SIRNNTYDHS KYREEAMQNR 250
IQIDPVKLSS GYKDVILWES FGASCFILLA IAMGLVFICV KNGNMRCTIC 300

1301

SEQ ID NO: 35: H7-mini2-cum15+16

MNTQILVFAL MAIIPTNADK ICLGHHAVSN GTKVNTLTER GVEVVNATET 50
VEGGGGRYVK QESLLLATGM KNVPEIPKGQ GLFGAIAGFI ENGWEGLIDG 100
WYGFRHONAQ GEGTAADYKS TOSAIDQITG KLNRLIEKTN QQOSENTDNES 150 -
TENEKQIGNV INWTRDSMTE VWSYNAELLV AMENQHTIDL ADSEMNKLYE 200
RVKROLRENA EEDGTGCFEI FHKCDDDCMA SIRNNTYDHS KYREEAMQNR 250
IQIDPVKLSS GYKDVILWES FGASCFILLA IAMGLVFICV KNGNMRCTIC 300

1301
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SEQ ID NO: 36: H7-mini2-cum17

MNTQILVFAL MAIIPTNADK ICLGHHAVSN GTKVNTLTER GVEVVNATET 50
VEGGGGRYVC QESLLLATGM KNVPEIPKGQ GLFGAIAGFI ENGWEGLIDG 100
WYGFRHONAQ GEGTAADYKS TOSAIDQITG KLNRLIEKTN QQFELIDNEF 150
TEVEKQIGNV INWTRDSMTE VWCYNAELLV AMENQHTIDL ADSEMNKLYE 200
RVKRQLRENA EEDGTGCFEI FHKCDDDCMA SIRNNTYDHS KYREEAMONR 250
IQIDPVKLSS GYKDVILWFS FGASCFILLA IAMGLVFICV KNGNMRCTIC 300

1301

SEQ ID NO: 37: H7-mini2-cum15+16+17

MNTQILVFAL MAIIPTNADK ICLGHHAVSN GTKVNTLTER GVEVVNATET 50
VEGGGGRYVC QESLLLATGM KNVPEIPKGQ GLFGAIAGFI ENGWEGLIDG 100
WYGFRHONAQ GEGTAADYKS TOSAIDQITG KLNRLIEKTN QOSENTDNES 150
TENEKQIGNV INWTRDSMTE VWCYNAELLV AMENQHTIDL ADSEMNKLYE 200
RVKRQLRENA EEDGTGCFEI FHKCDDDCMA SIRNNTYDHS KYREEAMONR 250
IQIDPVKLSS GYKDVILWFS FGASCFILLA IAMGLVFICV KNGNMRCTIC 300

1301

SEQ ID NO: 38: H7-mini2-cum15+16+17+18

MNTQILVFAL MAIIPTNADK ICLGHHAVSN GTKVNTLTER GVEVVNATET 50
VEGGGGRYVC QESLLLATGM KNVPEIPKGQ GLFGAIAGFI ENGWEGLIDG 100
WYGFRHONAQ GEGTAADYKS TOSAIDQITG KLNRLIEKTN QOSENTDNES 150
TENEKQIGNI INWIRDIMTE IWCYNAELLV AMENQHTIDL ADSEMNKLYE 200
RVKRQLRENA EEDGTGCFEI FHKCDDDCMA SIRNNTYDHS KYREEAMONR 250
IQIDPVKLSS GYKDVILWFS FGASCFILLA IAMGLVFICV KNGNMRCTIC 300

1301

SEQ ID NO: 39: H7-mini2-cum15+16+17+tri

MNTQILVFAL MAIIPTNADK ICLGHHAVSN GTKVNTLTER GVEVVNATET 50
VEGGGGRYVC QESLLLATGM KNVPEIPKGQ GLFGAIAGFI ENGWEGLIDG 100
WYGFRHONAQ GEGTAADYKS TOSAIDQITG KLNRLIEKTN QOSENTDNES 150
TENEKQIEAI EKKIEAIMTE IWCYNAELLV AMENQHTIDL ADSEMNKLYE 200
RVKRQLRENA EEDGTGCFEI FHKCDDDCMA SIRNNTYDHS KYREEAMQNR 250
IQIDPVKLSS GYKDVILWFS FGASCFILLA IAMGLVFICV KNGNMRCTIC 300

1301

SEQ ID NO: 40: H7-mini5

MNTQILVFAL MAIIPTNADK ICLGHHAVSN GTKVNTLTER GVEVVNATET 50
VERGGGGPRY VKQESLLLAT GMKNVPEIPK GQGLFGAIAG FIENGWEGLI 100
DGWYGFRHON AOGEGTAADY KSTOSAIDQI TGKLNRLIEK TNQQFELIDN 150
EFTEVEKQIG NVINWIRDSM TEVWSYNAEL LVAMENQHTI DLADSEMNKL 200
YERVKRQLRE NAEEDGTGCF EIFHKCDDDC MASIRNNTYD HSKYREEAMQ 250
NRIQIDPVKL SSGYKDVILW FSFGASCFIL LAIAMGLVFI CVKNGNMRCT 300

ICI 303
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SEQ ID NO: 41: H7-mini5-cum15+16

MNTQILVFAL MAIIPTNADK ICLGHHAVSN GTKVNTLTER GVEVVNATET 50
VERGGGGPRY VKQESLLLAT GMKNVPEIPK GQGLFGAIAG FIENGWEGLI 100
DGWYGFRHQON AQGEGTAADY KSTQSAIDQI TGKLNRLIEK TNOQQOSENTDN 150
ESTENEKQIG NVINWTRDSM TEVWSYNAEL LVAMENQHTI DLADSEMNKL 200
YERVKRQLRE NAEEDGTGCF EIFHKCDDDC MASIRNNTYD HSKYREEAMQ 250
NRIQIDPVKL SSGYKDVILW FSFGASCFIL LAIAMGLVFI CVKNGNMRCT 300

ICI 303

SEQ ID NO: 42:H7-mini5-cum17

MNTQILVFAL MAIIPTNADK ICLGHHAVSN GTKVNTLTER GVEVVNATET 50
VERGGGGPRY CKQESLLLAT GMKNVPEIPK GQGLFGAIAG FIENGWEGLI 100
DGWYGFRHON AQGEGTAADY KSTQSAIDQI TGKLNRLIEK TNOQQFELIDN 150
EFTEVEKQIG NVINWTRDSM TEVWCYNAEL LVAMENQHTI DLADSEMNKL 200
YERVKRQLRE NAEEDGTGCF EIFHKCDDDC MASIRNNTYD HSKYREEAMQ 250
NRIQIDPVKL SSGYKDVILW FSFGASCFIL LAIAMGLVFI CVKNGNMRCT 300

ICI 303

SEQ ID NO: 43:H7-mini5-cum15+16+17+18

MNTQILVFAL MAIIPTNADK ICLGHHAVSN GTKVNTLTER GVEVVNATET 50
VERGGGGPRY VCQESLLLAT GMKNVPEIPK GQGLFGAIAG FIENGWEGLI 100
DGWYGFRHON AQGEGTAADY KSTQSAIDQI TGKLNRLIEK TNOQOSENTDN 150
ESTENEKQIG NIINWIRDIM TEIWCYNAEL LVAMENQHTI DLADSEMNKL 200
YERVKRQLRE NAEEDGTGCF EIFHKCDDDC MASIRNNTYD HSKYREEAMOQ 250
NRIQIDPVKL SSGYKDVILW FSFGASCFIL LAIAMGLVFI CVKNGNMRCT 300

ICI 303

SEQ ID NO: 44: Hl-mini2-cum1+5+6-trim

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWTGMVDGW 100
YGYHHQONEQG SGYAADQKST QNAINGITNK VNSVIEKMNT QSTATGKEGN 150
KSEIEAIEKK IEATEKKIEI WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQILAIYS TVASSLVLLV SLGAISFWMC SNGSLQOCRIC 300

1301

SEQ ID NO: 45: H1-mini2-cum1+5+6-GCN4

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWIGMVDGW 100
YGYHHONEQG SGYAADQKST QNAINGITNK VNSVIEKMNT QSTATGKEGN 150
KSERMKQIED KIEEIESKQI WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQILAIYS TVASSLVLLV SLGAISFWMC SNGSLOCRIC 300

1301
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SEQ ID NO: 46: mini2-cum1+5+6 (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VIVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWIGMVDGW 100
YGYHHQNEQG SGYAADQKST QNAINGITNK VNSVIEKMNT OSTATGKEGN 150
KSERRMENLN KKVDDGFIDI WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQILAIYS TVASSLVLLV SLGAISFWMC SNGSLOCRIC 300

1301

SEQ ID NO: 47: mini2-cum11+5+6 (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VITVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWIGMVDGW 100
YGYHHQNEQG SGYAADQKST QONAINGITNK VNSVIEKMNT QSTATGKEGN 150
KSERRIENLN KKIDDGFIDI WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQILAIYS TVASSLVLLV SLGAISFWMC SNGSLQOCRIC 300

1301

SEQ ID NO: 48: mini2-cum1+5 (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWIGMVDGW 100
YGYHHQNEQG SGYAADQKST QNAINGITNK VNSVIEKMNT QSTATGKEFN 150
KSERRMENLN KKVDDGFIDI WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQILAIYS TVASSLVLLV SLGAISFWMC SNGSLOCRIC 300

1301

SEQ ID NO: 49: H1-mini2-cum1+5+6-trim2

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWIGMVDGW 100
YGYHHQNEQG SGYAADQKST ONAINGITNK VNSVIEKMNT OQSTATGKEGN 150
KSERIEAIEK KIEATEKKII WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQILAIYS TVASSLVLLV SLGAISFWMC SNGSLOCRIC 300

1301

SEQ ID NO: 50: H1-mini2-cum1+5+6-trim3

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VITVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWTIGMVDGW 100
YGYHHONEQG SGYAADQKST QNAINGITNK VNSVIEKMNT QSTATGKEGN 150
KSERRIEAIE KKIEATEKKI WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQILAIYS TVASSLVLLV SLGAISFWMC SNGSLOCRIC 300

1301
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SEQ ID NO: 51: Hl-mini2-cum1+5+6-GCN4t2
MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWIGMVDGW 100
- YGYHHQNEQG SGYAADQKST QNAINGITNK VNSVIEKMNT OQSTATGKEGN 150
KSERRMKQIE DKIEEIESKI WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQILAIYS TVASSLVLLV SLGAISFWMC SNGSLQOCRIC 300
1301
SEQ ID NO: 52: H1-mini2-cum1+5+6-GCN4t3
MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWTGMVDGW 100
YGYHHONEQG SGYAADQKST ONAINGITNK VNSVIEKMNT OQSTATGKEGN 150
KSRMKOQOIEDK IEEIESKQOKI WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQILAIYS TVASSLVLLV SLGAISFWMC SNGSLOCRIC 300
1301 :
SEQ ID NO: 53: Hl-mini2-cum1+5+6-1leTri
MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWTGMVDGW 100
YGYHHQNEQG SGYAADQKST ONAINGITNK VNSVIEKMNT OSTATGKEGN 150
KSERRIENIN KKIDDIFIDI WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQILAIYS TVASSLVLLV SLGAISFWMC SNGSLOCRIC 300
1301
SEQ ID NO: 89: H3 chiéu dai du A/Wisconsin/67/2005
MKTITALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVTNATELVQ SSSTGGICDS PHQILDGENC TLIDALLGDP QCDGFQNKKW 100
DLFVERSKAY SNCYPYDVPD YASLRSLVAS SGTLEFNDES FNWTGVTOQNG 150
TSSSCKRRSN NSFFSRLNWL THLKFKYPAL NVTMPNNEKF DKLYIWGVHH 200
PVTDNDQIFL YAQASGRITV STKRSQQTVI PNIGSRPRIR NIPSRISIYW 250
TIVKPGDILL INSTGNLIAP RGYFKIRSGK SSIMRSDAPI GKCNSECITP 300
NGSIPNDKPF QNVNRITYGA CPRYVKQNTL KLATGMRNVP EKQTRGIFGA 350
. IAGFIENGWE GMVDGWYGFR HONSEGIGQA ADLKSTQAAI NOINGKLNRL 400
IGKTNEKFHQ IEKEFSEVEG RIQDLEKYVE DTKIDLWSYN AELLVALENQ 450
HTIDLTDSEM NKLFERTKKQ LRENAEDMGN GCFKIYHKCD NACIGSIRNG 500
TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG VELKSGYKDW ILWISFAISC FLLCVVLLGF 550
IMWACQKGNI RCNICI 566
SEQ ID NO: 90: mini-H3
MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVTINATELVQ SSSTGGICGG GGCNSECITP NGSIPNDKPF QNVNRITYGA 100
CPRYVKOQNTL KLATGMRNVP EKQTQGIFGA IAGFIENGWE GMVDGWYGFR 150
HONSEGIGQA ADLKSTQAAI NOINGKLNRL IGKTNEKFHQ IEKEFSEVEG 200
RIQDLEKYVE DTKIDLWSYN AELLVALENQ HTIDLTDSEM NKLFERTKKQ 250
LRENAEDMGN GCFKIYHKCD NACIGSIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG 300
VELKSGYKDW ILWISFAISC FLLCVVLLGF IMWACQKGNI RCNICI 346
SEQ ID NO: 91: mini-H3 cum1
MKTIIALSYT LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVTNATELVQ SSSTGGTCGG GGCNSECTTP NGSIPNDKPF QNVNRQTYGA 100
CPRYVKONTL KLATGMRNVP EKQTQGIFGA IAGFIENGWE GMVDGWYGFR 150
HONSEGIGQA ADLKSTQAAI NOINGKLNRL IGKTNEKTSQO IEKEFSESEG 200
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RIODLEKYVE DTKIDLWSYN AELLVALENQ HTIDLTDSEM NKLFERTKKQ 250
LRENAEDMGN GCFKIYHKCD NACIGSIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG 300
VELKSGYKDW ILWISFAISC FLLCVVLLGF IMWACQKGNI RCNICI 346 '
SEQ ID NO: 92: mini-H3 cum1+2

MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SSSTGGTCGG GGCNSECTTP NGSIPNDKPF QNVNRQTYGC 100
CPRYVKOQNTL KLATGMRNVP EKQTQGIFGA IAGFIENGWE GMVDGWYGFR 150
HONSEGIGQA ADLKSTQAAI NQINGKLNRL IGKTNCKISQ IEKEFSESEG 200
RIODLEKYVE DTKIDLWSYN AELLVALENQ HTIDLTDSEM NKLFERTKKQ 250
LRENAEDMGN GCFKIYHKCD NACIGSIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG 300
VELKSGYKDW ILWISFAISC FLLCVVLLGF IMWACQKGNI RCNICI 346

SEQ ID NO: 93: mini-H3 cum1+3

MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SSSTGGTCGG GGCNSECTTP NGSIPNDKPF QNVNRQTYGA 100
CPRYVCONTL KLATGMRNVP EKQTQGIFGA IAGFIENGWE GMVDGWYGFR 150
HONSEGIGQA ADLKSTQAAI NOQINGKLNRL IGKTNEKTSQ IEKEFSESEG 200
RIODLEKYVE DTKIALWCYN AELLVALENQ HTIDLTDSEM NKLFERTKKQ 250
LRENAEDMGN GCFKIYHKCD NACIGSIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG 300
VELKSGYKDW ILWISFAISC FLLCVVLLGF IMWACQKGNI RCNICI 346

SEQ ID NO: 94: mini-H3 cum1+4

MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SSSTGGTCGG GGCNSECTTP NGSIPNDKPF QNVNROQTYGA 100
CPRYVKOQNTL KLATGMRNVP EKQTQGIFGA IAGFIENGWE GMVDGWYGFR 150
HONSEGIGQA ADLKSTQAAI NOINGKKNRL TGKTNEKTSQ IEKEFSESEG 200
RIODLEKYVE DTKIDLWSYN AELLVALENQ HTIDLTDSEM NKLFERTKKQ 250
LRENAEDMGN GCFKIYHKCD NACIGSIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG 300
VELKSGYKDW ILWISFAISC FLLCVVLLGF IMWACQKGNI RCNICI 346

SEQ ID NO: 95: mini-H3 cum1+5 N60A

MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SSSTGGTCGG GGCNSECTTP NGSIPNDKPF QNVNRQOTYGA 100
CPRYVKQNTL KLATGMRNVP EKQTQGIFGA IAGFIENGWE GMVDGWYGFR 150
HONSEGIGQA ADLKSTQAAI NQINGKLNRL IGKTAEKTSQ IEKEFSESEG 200
RIQDLEKYVE DTKIDLWSYN AELLVALENQ HTIDLTDSEM NKLFERTKKQ 250
LRENAEDMGN GCFKIYHKCD NACIGSIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG 300
VELKSGYKDW ILWISFAISC FLLCVVLLGF IMWACQKGNI RCNICI 346

SEQ ID NO: 96: mini-H3 cum1+5 N60D

MKTHALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SSSTGGTCGG GGCNSECTTP NGSIPNDKPF QNVNRQTYGA 100
CPRYVKONTL KLATGMRNVP EKQTQGIFGA IAGFIENGWE GMVDGWYGFR 150
HONSEGIGQA ADLKSTQAAI NQINGKLNRL IGKTDEKTSQ IEKEFSESEG 200
RIODLEKYVE DTKIDLWSYN AELLVALENQ HTIDLTDSEM NKLFERTKKQ 250
LRENAEDMGN GCFKIYHKCD NACIGSIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG 300
VELKSGYKDW ILWISFAISC FLLCVVLLGF IMWACQKGNI RCNICI 346

SEQ ID NO: 97: mini-H3 cum1+5 N60E

MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SSSTGGTCGG GGCNSECTTP NGSIPNDKPF QNVNRQTYGA 100
CPRYVKONTL KLATGMRNVP EKQTQGIFGA IAGFIENGWE GMVDGWYGFR 150
HONSEGIGQA ADLKSTQAAI NOQINGKLNRL IGKTEEKTSQ IEKEFSESEG 200
RIQDLEKYVE DTKIDLWSYN AELLVALENQ HTIDLTDSEM NKLFERTKKQ 250
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LRENAEDMGN GCFKIYHKCD NACIGSIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG 300
VELKSGYKDW ILWISFAISC FLLCVVLLGF IMWACQKGNI RCNICI 346

SEQ ID NO: 98: mini-H3 cum1+6

MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SSSTGGTCGG GGCNSECTTP NGSIPNDKPF QNVNRQTYGA 100
CPRYVKQNTL KLATGMRNVP EKQTQGIFGA IAGFIENGWE GMVDGWYGFR 150
HONSEGIGQA ADLKSTQAAI NOINGKLNRL IGKTNEKTSQ IEKECSESEG 200
RICDLEKYVE DTKIDLWSYN AELLVALENQ HTIDLTDSEM NKLFERTKKQ 250
LRENAEDMGN GCFKIYHKCD NACIGSIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG 300
VELKSGYKDW ILWISFAISC FLLCVVLLGF IMWACQKGNI RCNICI 346

SEQ ID NO: 99: mini-H3 cum1+7

MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SSSTGGTCGG GGCNSECTTP NGSIPNDKPF QNVNRQTYGA 100
CPRYVKQNTL KLATGMRNVP EKQTQGIFGA IAGFIENGWE GMVDGWYGFR 150
HONSEGIGQA ADLKSTQAAI NOINGKLNRL IGKTNEKTSQ IEKEFSESEG 200
RIODLEKYVE DTKIDLWSYN AELLVALENQ HTIDLTDSEM NKLFERTKKQ 250
LRENAEDMGN GCFKIYHKCD NACIESIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG 300
VELKSGYKDW ILWISFAISC FLLCVVLLGF IMWACQKGNI RCNICI 346

SEQ ID NO: 100: mini-H3 cum1+2+3+4+5+6+7-N405E

MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SSSTGGTCGG GGCNSECTTP NGSIPNDKPF QNVNRQTYGC 100
CPRYVCOQNTL KLATGMRNVP EKQTQGIFGA IAGFIENGWE GMVDGWYGFR 150
HONSEGIGQA ADLKSTQAAI NOINGKKNRL TGKTECKTSQ IEKECSESEG 200
RICDLEKYVE DTKIALWCYN AELLVALENQ HTIDLTDSEM NKLFERTKKQ 250
LRENAEDMGN GCFKIYHKCD NACIESIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG 300
VELKSGYKDW ILWISFAISC FLLCVVLLGF IMWACQKGNI RCNICI 346

SEQ ID NO: 101: mini-H3 cum1-+2+3+4+5+6+7-N405A

MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SSSTGGTCGG GGCNSECTTP NGSIPNDKPF QNVNRQTYGC 100
CPRYVCONTL KLATGMRNVP EKQTQGIFGA IAGFIENGWE GMVDGWYGFR 150
HONSEGIGQA ADLKSTQAAI NOQINGKKNRL TGKTACKTSQ IEKECSESEG 200
RICDLEKYVE DTKIALWCYN AELLVALENQ HTIDLTDSEM NKLFERTKKQ 250
LRENAEDMGN GCFKIYHKCD NACIESIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG 300
VELKSGYKDW ILWISFAISC FLLCVVLLGF IMWACQKGNI RCNICI 346

SEQ ID NO: 102: mini-H3 cum1+2+3+4+5+6+7-N405D

MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SSSTGGTCGG GGCNSECTTP NGSIPNDKPF QNVNROTYGC 100
CPRYVCONTL KLATGMRNVP EKQTQGIFGA IAGFIENGWE GMVDGWYGFR 150
HONSEGIGQA ADLKSTQAAI NOINGKKNRL TGKTDCKTSQ IEKECSESEG 200
RICDLEKYVE DTKIALWCYN AELLVALENQ HTIDLTDSEM NKLFERTKKQ 250
LRENAEDMGN GCFKIYHKCD NACIESIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG 300
VELKSGYKDW ILWISFAISC FLLCVVLLGF IMWACQKGNI RCNICI 346

SEQ ID NO: 103: mini-H3 cum1+8

MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SSSTGGTCGG GGCNSECTTP NGSIPNDKPF QNVNROTYGA 100
CPRYVKOQNTL KLATGMRNVP EKQTQGICGA IAGFIENGWE GMVDGWYGFR 150
HONSEGIGQA ADLKCTQAAI NOINGKLNRL IGKTNEKTSQ IEKEFSESEG 200
RIQODLEKYVE DTKIDLWSYN AELLVALENQ HTIDLTDSEM CKCFERTKKQ 250
LRENAEDMGN GCFKIYHKCD NACIGSIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG 300
VELKSGYKDW ILWISFAISC FLLCVVLLGF IMWACQKGNI RCNICI 346
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SEQ ID NO: 104: Trinh tu gbc lién Gmg ctia H3 401-421 (danh s6 theo trinh tw SEQ ID NO:
1)

401 I(E/G)KTNEKFHQIEKEFSEVEGR 421

SEQ ID NO: 105: H3-mini2

MKTHALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SGGGGRYVKQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGI FGAIAGFIEN 100
GWEGMVDGWY GFRHONSEGI GOQAADLKSTQ AAINQINGKL NRLIGKTNEK 150
FHQIEKEFSE VEGRIQDLEK YVEDTKIDLW SYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFERT KKQLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIGSI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQK 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 106: H3-mini2-cl9+10

MKTHALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SGGGGRYVKQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGI FGAIAGFIEN 100
GWEGMVDGWY GFRHONSEGI GOAADLKSTQ AAINQINGKL NRLIGKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGRIQDLEK YVEDTKIDLW SYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFERT KKQLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIGSI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQK 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 107: H3-mini2-c19+11

MKTHALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SGGGGRYVKQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGI FGAIAGFIEN 100
GWEGMVDGWY GFRHONSEGI GQAADLKSTQ AAINQINGKL NRLRGKTNEK 150
SHOTEKESSE VEGRIQDLEK YVEDTKIDLW SYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFERT KKOQLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIGSI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQK 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 108: H3-mini2-cl9+10+11

MKTHALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SGGGGRYVKQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGI FGAIAGFIEN 100
GWEGMVDGWY GFRHONSEGI GOQAADLKSTQ AAINQINGKL NRLRGKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGRIQDLEK YVEDTKIDLW SYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFERT KKQLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIGSI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQK 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 109: H3-mini2-c19+10+11-tri

MKTHALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SGGGGRYVKQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGI FGAIAGFIEN 100
GWEGMVDGWY GFRHONSEGI GOAADLKSTQ AAINQINGKL NRLRGKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGIEAIEKK IEAIEKKIEA IEKKFELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFERT KKQLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIGSI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQK 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 110: H3-mini2-cl9+10+11-GCN4

MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SGGGGRYVKQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGI FGAIAGFIEN 100
GWEGMVDGWY GFRHONSEGI GOQAADLKSTQ AAINQINGKL NRLRGKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGRMKQIED KIEEIESKOK KIENELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFERT KKQLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIGSI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQK 300
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GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 111: H3-mini2-cl9+10+11+12

MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SGGGGRYVCQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGI FGAIAGFIEN 100
GWEGMVDGWY GFRHONSEGI GOQAADLKSTQ AAINQINGKL NRLRGKTNEK 150
SHQOTEKESSE GEGRIQDLEK YVEDTKIDLW CYNAELLVAL ENOHTIDLTD 200
SEMNKLFERT KKQLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIGSI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQK 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 112: H3-mini2-cl9+10+12

MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SGGGGRYVCQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGI FGAIAGFIEN 100
GWEGMVDGWY GFRHONSEGI GOQAADLKSTQ AAINQINGKL NRLIGKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGRIQDLEK YVEDTKIDLW CYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFERT KKQLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIGSI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQK 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 113: H3-mini2-c19+10+11+12-GCN4

MKTHALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SGGGGRYVCQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGI FGAIAGFIEN 100
GWEGMVDGWY GFRHONSEGI GQAADLKSTQ AAINQINGKL NRLRGKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGRMKQIED KIEEIESKIW CYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFERT KKQLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIGSI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQK 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 114: H3-mini2-cl9+10+11+12-tri

MKTHALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SGGGGRYVCQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGI FGAIAGFIEN 100
GWEGMVDGWY GFRHONSEGI GQAADLKSTQ AAINQINGKL NRLRGKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGIEAIEKK IEATEKKIILW CYNAELLVAL ENOHTIDLTD 200
SEMNKLFERT KKQLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIGSI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQK 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 115: H3-mini2-cl9+13

MKTHALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SGGGGRYVKQ NTLKLACGMR NVPEKQTQGI FGAIAGFIEN 100
GWEGMVDGWY GFRHONSEGI GQAADLKSTQ AAINOCNGKL NRLIGKTNEK 150
SHQOTEKESSE VEGRIQDLEK YVEDTKIDLW SYNAELLVAL ENOHTIDLTD 200
SEMNKLFERT KKQLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIGSI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQK 300
GNIRCNICI 309 '

SEQ ID NO: 116: H3-mini2-cl9+10+11+13

MKTHALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SGGGGRYVKQ NTLKLACGMR NVPEKQTQGI FGAIAGFIEN 100
GWEGMVDGWY GFRHONSEGI GQAADLKSTQ AAINOCNGKL NRLRGKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGRIQDLEK YVEDTKIDLW SYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFERT KKQLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIGSI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQK 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 117: H3-mini2-cl19+10+11+13-GCN4
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MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SGGGGRYVKQ NTLKLACGMR NVPEKQTQGI FGAIAGFIEN 100
GWEGMVDGWY GFRHONSEGI GOAADLKSTQ AAINOCNGKL NRLRGKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGRMKQIED KIEEIESKQK KIENELLVAL ENOHTIDLTD 200
SEMNKLFERT KKOLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIGSI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQK 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 118: H3-mini2-cl9+10+11+13-tri

MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SGGGGRYVKQ NTLKLACGMR NVPEKQTQGI FGAIAGFIEN 100
GWEGMVDGWY GFRHONSEGI GOAADLKSTQ AAINOCNGKL NRLRGKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGIEAIEKK IEAIEKKIEA IEKKELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFERT KKOLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIGSI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQK 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 119: H3-mini3-c19+10+11+12+14

MKTIIALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SSGGGGNDKP FQNVNRITYG AGPRYVCQNT LKLATGMRNV 100
PEKQTQGIFG AIAGFIENGW EGMVDGWYGF RHONSEGIGQ AADLKSTQAA 150
INOINGKLNR LRGKTNEKSH QTEKESSEGE GRIQDLEKYV EDTKIDLWCY 200
NAELLVALEN QHTIDLTDSE MNKLFERTKK QLRENAEDMG NGCFKIYHKC 250
DNACIGSIRN GTYDHDVYRD EALNNRFQIK GVELKSGYKD WILWISFAIS 300
CFLLCVVLLG FIMWACQKGN IRCNICI 327
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SEQ ID NO: 120: H3-mini4-cl9+10+11+12+14
MKTIHALSYI LCLVFAQKLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT IVKTITNDQI 50
EVINATELVQ SSSTGGGGYG AGPRYVCQNT LKLATGMRNV PEKQTQGIFG 100
AIAGFIENGW EGMVDGWYGF RHONSEGIGQ AADLKSTQAA INQINGKLNR 150
LRGKTNEKSH QTEKESSEGE GRIODLEKYV EDTKIDLWCY NAELLVALEN 200
OQHTIDLTDSE MNKLFERTKK OLRENAEDMG NGCFKIYHKC DNACIGSIRN 250
GTYDHDVYRD EALNNRFQIK GVELKSGYKD WILWISFAIS CFLLCVVLLG 300
FIMWACQKGN IRCNICI 317

SEQ ID NO: 121: H3 chiéu dai da A/Hong Kong/1/1968

MKTIALSYI FCLALGQDLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT LVKTITDDQI 50
EVINATELVQ SSSTGKICNN PHRILDGIDC TLIDALLGDP HCDVFQNETW 100
DLFVERSKAF SNCYPYDVPD YASLRSLVAS SGTLEFITEG FTWTGVTQNG 150
GSNACKRGPG SGFFSRLNWL TKSGSTYPVL NVTMPNNDNF DKLYTWGVHH 200
PSTNQEQTSL YVQASGRVTV STRRSQQTII PNIGSRPWVR GLSSRISIYW 250
TIVKPGDVLV INSNGNLIAP RGYFKMRTGK SSIMRSDAPI DTCISECITP 300
NGSIPNDKPF QNVNKITYGA CPKYVKQNTL KLATGMRNVP EKQTRGLFGA 350
IAGFIENGWE GMIDGWYGFR HONSEGTGQOA ADLKSTQAAI DQINGKLNRYV 400
IEKTNEKFHQ IEKEFSEVEG RIQDLEKYVE DTKIDLWSYN AELLVALENQ 450
HTIDLTDSEM NKLFEKTRRQ LRENAEDMGN GCFKIYHKCD NACIESIRNG 500
TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG VELKSGYKDW ILWISFAISC FLLCVVLLGF 550
IMWACQRGNI RCNICI 566

SEQ ID NO: 122: HK68 H3m2-cl9

MKTIIALSYI FCLALGQDLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT LVKTITDDQI 50
EVTINATELVQ SGGGGKYVKQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGL FGAIAGFIEN 100
GWEGMIDGWY GFRHONSEGT GOQAADLKSTQ AAIDQINGKL NRVIEKTNEK 150
SHOTEKESSE VEGRIQDLEK YVEDTKIDLW SYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFEKT RROLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIESI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACOR 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 123: HK68 H3m2-c19+10

MKTIALSYI FCLALGQDLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT LVKTITDDQI 50
EVINATELVQ SGGGGKYVKQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGL FGAIAGFIEN 100
GWEGMIDGWY GFRHONSEGT GOAADLKSTQ AAIDQINGKL NRVIEKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGRIQDLEK YVEDTKIDLW SYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFEKT RROLRENAED MGNGCFKIVH KCDNACIESI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQR 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 124: HK68 H3m2-c19+10+11

MKTIIALSYI FCLALGQDLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT LVKTITDDQI 50
EVTNATELVQ SGGGGKYVKQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGL FGAIAGFIEN 100
GWEGMIDGWY GFRHONSEGT GQAADLKSTQ AAIDQINGKL NRVREKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGRIODLEK YVEDTKIDLW SYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFEKT RROLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIESI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQR 300
GNIRCNICI 309
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SEQ ID NO: 125: HK68 H3m2-c19+10+12

MKTIIALSYI FCLALGQDLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT LVKTITDDQI 50
EVINATELVQ SGGGGKYVCQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGL FGAIAGFIEN 100
GWEGMIDGWY GFRHONSEGT GQAADLKSTQ AAIDQINGKL NRVIEKTNEK 150
SHQTEKESSE GEGRIQDLEK YVEDTKIDLW CYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFEKT RROLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIESI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQR 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 126: HK68 H3m2-c19+10+11+12

MKTHALSYI FCLALGQDLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT LVKTITDDQI 50
EVINATELVQ SGGGGKYVCQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGL FGAIAGFIEN 100
GWEGMIDGWY GFRHONSEGT GQAADLKSTQ AAIDQINGKL NRVREKTNEK 150
SHQTEKESSE GEGRIQDLEK YVEDTKIDLW CYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFEKT RROLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIESI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQOR 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 127: HK68 H3m2-c19+10+11+13

MKTIIALSYT FCLALGQDLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT LVKTITDDQI 50
EVINATELVQ SGGGGKYVKQ NTLKLACGMR NVPEKQTQGL FGAIAGFIEN 100
'‘GWEGMIDGWY GFRHONSEGT GQAADLKSTQ AAIDQCNGKL NRVREKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGRIQDLEK YVEDTKIDLW SYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFEKT RROLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIESI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQR 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 128: HK68 H3m2-cl19+10+11+12-tri

MKTHALSYT FCLALGQDLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT LVKTITDDQI 50
EVINATELVQ SGGGGKYVCQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGL FGAIAGFIEN 100
GWEGMIDGWY GFRHONSEGT GQAADLKSTQ AAIDQINGKL NRVREKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGIEAIEKK IEATEKKIL.W CYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFEKT RROLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIESI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQR 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 129: HK68 H3m2-c19+10+11+13-tri

MKTIIALSYI FCLALGQDLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT LVKTITDDQI 50
EVINATELVQ SGGGGKYVKQ NTLKLACGMR NVPEKQTQGL FGAIAGFIEN 100
GWEGMIDGWY GFRHONSEGT GQAADLKSTQ AAIDQCNGKL NRVREKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGIEAIEKK IEATEKKITW SYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFEKT RROQLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIESI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQR 300
GNIRCNICI 309
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SEQ ID NO: 130: HK68 H3m2-cl9+10+11+12-GCN4

MKTIIALSYI FCLALGQDLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT LVKTITDDQI 50
EVTNATELVQ SGGGGKYVCQ NTLKLATGMR NVPEKQTQGL FGAIAGFIEN 100
GWEGMIDGWY GFRHONSEGT GOAADLKSTQ AAIDQINGKL NRVREKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGRMKQIED KIEEIESKL'W CYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFEKT RROLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIESI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACQR 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 131: HK68 H3m2-cl9+10+11+13-GCN4

MKTIIALSYI FCLALGQDLP GNDNSTATLC LGHHAVPNGT LVKTITDDQI 50
EVTINATELVQ SGGGGKYVKQ NTLKLACGMR NVPEKQTQGL FGAIAGFIEN 100
GWEGMIDGWY GFRHONSEGT GOAADLKSTQ AAIDOCNGKL NRVREKTNEK 150
SHOTEKESSE GEGRMKQIED KIEEIESKL'W SYNAELLVAL ENQHTIDLTD 200
SEMNKLFEKT RROLRENAED MGNGCFKIYH KCDNACIESI RNGTYDHDVY 250
RDEALNNRFQ IKGVELKSGY KDWILWISFA ISCFLLCVVL LGFIMWACOR 300
GNIRCNICI 309

SEQ ID NO: 132: B/Florida/4/2006 HA chiéu dai di

MKAIIVLLMV VTSNADRICT GITSSNSPHV VKTATQGEVN VTGVIPLTTT 50
PTKSYFANLK GTRTRGKLCP DCLNCTDLDV ALGRPMCVGT TPSAKASILH 100
EVKPVTSGCF PIMHDRTKIR QLPNLLRGYE NIRLSTQNVI DAEKAPGGPY 150
RLGTSGSCPN ATSKSGFFAT MAWAVPKDNN KNATNPLTVE VPYICTEGED 200
QITVWGFHSD DKTQMKNLYG DSNPQKFTSS ANGVTTHYVS QIGSFPDQTE 250
DGGLPQSGRI VVDYMMQKPG KTGTIVYQRG VLLPQKVWCA SGRSKVIKGS 300
LPLIGEADCL HEKYGGLNKS KPYYTGEHAK AIGNCPIWVK TPLKLANGTK 350
YRPPAKLLKE RGFFGAIAGF LEGGWEGMIA GWHGYTSHGA HGVAVAADLK 400
STOEAINKIT KNLNSLSELE VKNLORLSGA MDELHNEILE LDEKVDDLRA 450
DTISSQIELA VLLSNEGIIN SEDEHLLALE RKLKKMLGPS AVEIGNGCFE 500
TKHKCNQTCL DRIAAGTFNA GEFSLPTFDS LNITAASLND DGLDNHTILL 550
YYSTAASSLA VILMLAIFIV YMVSRDNVSC SICL 584

SEQ ID NO: 133: FL4-06 B-m2

MKAIIVLLMV VTSNADRICT GITSSNSPHV VKTATQGEVN VTGVIPLTTT 50
GGGGIWVKTP LKLANGTKYR PPAKLLKEQG FFGAIAGFLE GGWEGMIAGW 100
HGYTSHGAHG VAVAADLKST QEAINKITKN LNSLSELEVK NLORLSGAMD 150
ELHNEILELD EKVDDLRADT ISSQIELAVL LSNEGIINSE DEHLLALERK 200
LKKMLGPSAV EIGNGCFETK HKCNOTCLDR IAAGTFNAGE FSLPTFDSLN 250
ITAASLNDDG LDNHTILLYY STAASSLAVT LMLAIFIVYM VSRDNVSCSI 300

CL 302

SEQ ID NO: 134: FL4-06 B-m2-CL1+5

MKAIIVLLMV VTSNADRICT GITSSNSPHV VKTATQGEVN VTGVIPLTTT 50
GGGGIWVCTP LKLANGTKYR PPAKLLKEQG FFGAIAGFLE GGWEGMIAGW 100
HGYTSHGAHG VAVAADLKST QEAINKITKN LNSLSELETK NSORTSGAMD 150
EGHNEILELD EKVDDLRADT ICSQIELAVL LSNEGIINSE DEHLLALERK 200
LKKMLGPSAV EIGNGCFETK HKCNQTCLDR IAAGTFNAGE FSLPTFDSLN 250
ITAASLNDDG LDNHTILLYY STAASSLAVT LMLAIFIVYM VSRDNVSCSI 300

CL 302

SEQ ID NO: 135: FL4-06 B-m2-CL1+5-GCN4a

MKAIIVLLMV VTSNADRICT GITSSNSPHV VKTATQGEVN VTGVIPLTTT 50
GGGGIWVCTP LKLANGTKYR PPAKLLKEQG FFGAIAGFLE GGWEGMIAGW 100
HGYTSHGAHG VAVAADLKST QEAINKITKN LNSLSELETK NSORTSGAMD 150
EGHRRMKOQIE DKIEEILSKI ICSQIELAVL LSNEGIINSE DEHLLALERK 200
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LKKMLGPSAV EIGNGCFETK HKCNOTCLDR IAAGTFNAGE FSLPTFDSLN 250
ITAASLNDDG LDNHTILLYY STAASSLAVT LMLAIFIVYM VSRDNVSCSI 300

CL 302

SEQ ID NO: 136: FL4-06 B-m2-CL1+5-GCN4b

MKAIIVLLMV VTSNADRICT GITSSNSPHV VKTATQGEVN VTGVIPLTTT 50
GGGGIWVCTP LKLANGTKYR PPAKLLKEQG FFGAIAGFLE GGWEGMIAGW 100
HGYTSHGAHG VAVAADLKST QEAINKITKN LNSLSELETK NSORTSGAMD 150
EGHRMKQIED KIEEILSKIT ICSQIELAVL LSNEGIINSE DEHLLALERK 200
LKKMLGPSAV EIGNGCFETK HKCNOTCLDR IAAGTFNAGE FSLPTFDSLN 250
ITAASLNDDG LDNHTILLYY STAASSLAVT LMLAIFIVYM VSRDNVSCSI 300

CL 302

SEQ ID NO: 137: B/Malaysia/2506/2004 HA chidu dai di

MKAIIVLLMV VTSNADRICT GITSSNSPHV VKTATQGEVN VTGVIPLTTT 50
PTKSHFANLK GTETRGKLCP KCLNCTDLDV ALGRPKCTGN IPSARVSILH 100
EVRPVTSGCF PIMHDRTKIR QLPNLLRGYE HIRLSTHNVI NAENAPGGPY 150
KIGTSGSCPN VINGNGFFAT MAWAVPKNDN NKTATNSLTI EVPYICTEGE 200
DQITVWGFHS DNEAQMAKLY GDSKPQKFTS SANGVTTHYV SQIGGFPNQT 250
EDGGLPQSGR IVVDYMVQKS GKTGTITYQR GILLPQKVWC ASGRSKVIKG 300
SLPLIGEADC LHEKYGGLNK SKPYYTGEHA KAIGNCPIWV KTPLKLANGT 350
KYRPPAKLLK ERGFFGAIAG FLEGGWEGMI AGWHGYTSHG AHGVAVAADL 400
KSTOEAINKI TKNLNSLSEL EVKNLORLSG AMDELHNEIL ELDEKVDDLR 450
ADTISSQIEL AVLLSNEGII NSEDEHLLAL ERKLKKMLGP SAVEIGNGCF 500
ETKHKCNQTC LDRIAAGTFD AGEFSLPTFD SLNITAASLN DDGLDNHTIL 550
LYYSTAASSL AVILMIAIFV VYMVSRDNVS CSICL 585

SEQ ID NO: 138: Mal2506-04 B-m2

MKAIIVLLMV VTSNADRICT GITSSNSPHV VKTATQGEVN VIGVIPLTTT 50
GGGGIWVKTP LKLANGTKYR PPAKLLKEQG FFGAIAGFLE GGWEGMIAGW 100
HGYTSHGAHG VAVAADLKST QEAINKITKN LNSLSELEVK NLORLSGAMD 150
ELHNEILELD EKVDDLRADT ISSQIELAVL LSNEGIINSE DEHLLALERK 200
LKKMLGPSAV EIGNGCFETK HKCNQTCLDR IAAGTFDAGE FSLPTFDSLN 250
ITAASLNDDG LDNHTILLYY STAASSLAVT LMIAIFVVYM VSRDNVSCSI 300

CL 302

SEQ ID NO: 139: Mal2506-04 B-m2-CL1+5

MKAIIVLLMV VTSNADRICT GITSSNSPHV VKTATQGEVN VTGVIPLTTT 50
GGGGIWVCTP LKLANGTKYR PPAKLLKEQG FFGAIAGFLE GGWEGMIAGW 100
HGYTSHGAHG VAVAADLKST QEAINKITKN LNSLSELETK NSORTSGAMD 150
EGHNEILELD EKVDDLRADT ICSQIELAVL LSNEGIINSE DEHLLALERK 200
LKKMLGPSAV EIGNGCFETK HKCNOTCLDR IAAGTFDAGE FSLPTFDSLN 250
ITAASLNDDG LDNHTILLYY STAASSLAVT LMIAIFVVYM VSRDNVSCSI 300

CL 302

SEQ ID NO: 140: Mal2506-04 B-m2-CL1+5-GCN4a

MKAIIVLLMV VTSNADRICT GITSSNSPHV VKTATQGEVN VTGVIPLTTT 50
GGGGIWVCTP LKLANGTKYR PPAKLLKEQG FFGAIAGFLE GGWEGMIAGW 100
HGYTSHGAHG VAVAADLKST QEAINKITKN LNSLSELETK NSORTSGAMD 150
EGHRRMKOQIE DKIEEILSKI ICSQIELAVL LSNEGIINSE DEHLLALERK 200
LKKMLGPSAV EIGNGCFETK HKCNQTCLDR IAAGTFDAGE FSLPTFDSLN 250
ITAASLNDDG LDNHTILLYY STAASSLAVT LMIAIFVVYM VSRDNVSCSI 300

CL 302

SEQ ID NO: 141: Mal2506-04 B-m2-CL1+5-GCN4b

MKAIIVLLMV VTSNADRICT GITSSNSPHV VKTATQGEVN VTGVIPLTTT 50
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GGGGIWVCTP LKLANGTKYR PPAKLLKEQG FFGAIAGFLE GGWEGMIAGW 100
HGYTSHGAHG VAVAADLKST QEAINKITKN LNSLSELETK NSQRTSGAMD 150
EGHRMKQIED KIEEILSKIT ICSQIELAVL LSNEGIINSE DEHLLALERK 200
LKKMLGPSAV EIGNGCFETK HKCNQTCLDR IAAGTFDAGE FSLPTFDSLN 250
ITAASLNDDG LDNHTILLYY STAASSLAVT LMIAIFVVYM VSRDNVSCSI 300
CL 302
SEQ ID NO: 142: Trinh tu gdc lién g cia HA cua virut cim B 416-436

416 LSELEVKNLQRLSGAMDELHN 436
SEQ ID NO: 144: s-H1-mini2-cum1+5+6-trim (A/Brisbane/59/2007)
MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VIVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWIGMVDGW 100
YGYHHONEQG SGYAADQKST ONAINGITNK VNSVIEKMNT OSTATGKEGN 150
KSEIEAIEKK IEATIEKKIE] WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQIEGRHH HHHHH 275
SEQ ID NO: 145: s-H1-mini2-cum1+5+6-GCN4 (A/Brisbane/59/2007)
MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VITVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWIGMVDGW 100
YGYHHQONEQG SGYAADQKST QNAINGITNK VNSVIEKMNT OSTATGKEGN 150
KSERMKQIED KIEEITESKQI WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQIEGRHH HHHHH 275
SEQ ID NO: 146: s-H1-mini2-cum1+5+6 (A/Brisbane/59/2007)
MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VIVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWIGMVDGW 100
YGYHHONEQG SGYAADQKST ONAINGITNK VNSVIEKMNT OQSTATGKEGN 150
KSERRMENLN KKVDDGFIDI WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGIYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQIEGRHH HHHHH 275
SEQ ID NO: 147: s-H1-mini2-cum11+5+6 (A/Brisbane/59/2007)
MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VITVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWTGMVDGW 100
YGYHHQONEQG SGYAADQKST QNAINGITNK VNSVIEKMNT OSTATGKEGN 150
KSERRIENLN KKIDDGFIDI WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQIEGRHH HHHHH 275
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SEQ ID NO: 148: s-H1-mini2-cum1+5 (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWIGMVDGW 100
YGYHHQONEQG SGYAADQKST QNAINGITNK VNSVIEKMNT QSTATGKEFN 150
KSERRMENLN KKVDDGFIDI WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQIEGRHH HHHHH 275

SEQ ID NO 149: s-H1 Chiéu dai di R343Q (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL 50
ENSHNGKLCL LKGIAPLQLG NCSVAGWILG NPECELLISK ESWSYIVEKP 100
NPENGTCYPG HFADYEELRE QLSSVSSFER FEIFPKESSW PNHTVTGVSA 150
SCSHNGESSF YRNLLWLTGK NGLYPNLSKS YANNKEKEVL VLWGVHHPPN 200
IGDQKALYHT ENAYVSVVSS HY SRKFTPEI AKRPKVRDQE GRINYYWTLL 250
EPGDTIIFEA NGNLIAPRYA FALSRGFGSG IINSNAPMDK CDAKCQTPQG 300
AINSSLPFQN VHPVTIGECP KYVRSAKLRM VTGLRNIPSI QSQGLFGAIA 350
GFIEGGWTGM VDGWYGYHHQ NEQGSGYAAD QKSTONAING ITNKVNSVIE 400
KMNTQFTAVG KEFNKLERRM ENLNKKVDDG FIDIWTYNAE LLVLLENERT 450
LDFHDSNVKN LYEKVKSQOLK NNAKEIGNGC FEFYHKCNDE CMESVKNGTY 500
DYPKYSEESK LNREKIDGVK LESMGVYQIE GRHHHHHHH 539

SEQ ID NO: 150: s-H1-mini2-cum1+5+6-nl (A/Brisbane/59/2007

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VIVTHSVNLL 50
ENHNGKKYVC SAKLRMVTGL RNIPSIQSQG LFGAIAGFIE GGWIGMVDGW 100
YGYHHQONEQG SGYAADQKST QNAINGITNK VNSVIEKMNT QSTATGKEGN 150
KSERRMENLN KKVDDGFIDI WCYNAELLVL LENERTLDFH DSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAK EIGNGCFEFY HKCNDECMES VKNGTYDYPK YSEESKLNRE 250
KIDGVKLESM GVYQIEGRHH HHHHH 275

SEQ ID NO: 151: s-H1-mini2-cum1+5+6-n12 (A/Brisbane/59/2007)

MKVKLLVLLC TFTATYADTI CIGYHANNST DTVDTVLEKN VTVTHSVNLL 50
ENHNGKYVCS AKLRMVTGLR NIPSIQSQGL FGAIAGFIEG GWTGMVDGWY 100
GYHHQONEQGS GYAADQKSTQ NAINGITNKV NSVIEKMNTQ STATGKEGNK 150
SERRMENLNK KVDDGFIDIW CYNAELLVLL ENERTLDFHD SNVKNLYEKV 200
KSQLKNNAKE IGNGCFEFYH KCNDECMESV KNGTYDYPKY SEESKLNREK 250
IDGVKLESMG VYQIEGRHHH HHHH 274

SEQ ID NO:152 Hlmini2a-cl1+5+6_khong_cau ndi(HNGK)
MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLL 50
ENHNGKKYVCSAKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGW 100
YGYHHQNEQGSGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGN 150
KSERRMENLNKKVDDGFIDIWCYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCNDECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNRE 250
KIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRIC 300
1301
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SEQ ID NO:153 Hlmini2a-cl1+5+6_khong_cau ndi2s
MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLL 50
ENHNGKYVCSAKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWY 100
GYHHQNEQGSGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNK 150
SERRMENLNKKVDDGFIDIWCYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKYV 200
KSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCNDECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNREK 250
IDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRICI 300

SEQ ID NO:154 H1-mini2-cl1+5+6-no_cau ndi2s-GCN4
MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLL 50
ENSHNGKYVCSAKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGW 100
YGYHHQNEQGSGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGN 150
KSERMKQIEDKIEEIESKQIWCYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCNDECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNRE 250
KIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRIC 300

1301

SEQ ID NO:155 Hlmini2a-cl1+5+6_khéng_cau ndi2s-trim3
MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLL 50
ENSHNGKYVCSAKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGW 100
YGYHHQNEQGSGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGN 150
KSERRIEAIEKKIEATEKKIWCYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCNDECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNRE 250
KIDGVKLESMGVYQILATYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRIC 300

1301

SEQ ID NO:156 Hlmini2a-cl1+5+6-12
MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLL 50
ENGGGGKYVCSAKLRMVTGLRNNPSNQSQGLFGAIAGYIEGGWTGMVDGW 100
YGYHHQNEQGSGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGN 150
KSERRMENLNKKVDDGFIDIWCYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCNDECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNRE 250
KIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRIC 300

1301

SEQ ID NO:157 Hlmini2a-cl1+5+6-12+13
MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLENGGGG
KYVCSAKLRMVTGLRNNPSNQSQGLFGAIAGYNEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQ
GSGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNKSERRMENLNKKVD
DGFIDIWCYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGCFEFY
HKCNDECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILATYSTVASSL
VLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRICI
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SEQ ID NO:158:H5 FL HA A/Vietnam/1203/2004

(341 RRRKK 345 dugc loai bo va dot bién R346Q duoc dua vao)
mekivllfaivslvksdqicigyhannsteqvdtimeknvtvthaqdile 50
kkhngklcdldgvkplilrdesvagwlignpmedefinvpewsyivekan 100
pvndlcypgdfndyeelkhllsrinhfekiqiipksswssheaslgvssa 150
cpyqgkssffrnvvwlikknstyptikrsynntnqedllviwgihhpnda 200
aeqtklyqnpttyisvgtstingrlvpriatrskvnggsgrmeffwtilk 250
pndainfesngnfiapeyaykivkkgdstimkseleygnentkeqtpmga 300
inssmpthnihpltigecpkyvksnrlvlatglrnspqrerrrkkrglfg 350
aiagfieggwqgmvdgwygyhhsneqgsgyaadkestqgkaidgvinkvns 400
iidkmntgfeavgrefnnlerrienlnkkmedgfldvwtynaellvimen 450
ertldfhdsnvknlydkvrlqlrdnakelgngcfefyhkcdnecmesvrn 500
gtydypqyseearlkreeisgvklesigiyqilsiystvasslalaimva 550

glslwmesngslgcrici 568

SEQ ID NO:159:H1 FL HA A/California/04/2009 R343Q
MKAILVVLLYTFATANADTLCIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLL 50
EDKHNGKLCKLRGVAPLHLGKCNIAGWILGNPECESLSTASSWSYIVETP 100
SSDNGTCYPGDFIDYEELREQLSSVSSFERFEIFPKTSSWPNHDSNKGVT 150
AACPHAGAKSFYKNLIWLVKKGNSYPKLSKSYINDKGKEVLVLWGIHHPS 200
TSADQQSLYQNADTYVFVGSSRY SKKFKPEIAIRPKVRDQEGRMNYYWTL 250
VEPGDKITFEATGNLVVPRYAFAMERNAGSGHISDTPVHDCNTTCQTPK 300
GAINTSLPFQNIHPITIGKCPKYVKSTKLRLATGLRNIPSIQSRGLFGAI 350
AGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQGSGYAADLKSTQNAIDEITNKVNSVI 400
EKMNTQFTAVGKEFNHLEKRIENLNKKVDDGFLDIWTYNAELLVLLENER 450
TLDYHDSNVKNLYEKVRSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCDNTCMESVKNGT 500
YDYPKYSEEAKLNREEIDGVKLESTRIYQILAIYSTVASSLVLVVSLGAI 550
SFWMCSNGSLQCRICI 566

SEQ ID NO:160:H1mini-HA A/California/07/2009
MKAILVVLLYTFATANADTLCIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLL 50
EDGGGGKYVCSTKLRLATGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGW 100
YGYHHQNEQGSGYAADLKSTQNAIDEITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGN 150
HSERMKQIEDKIEEIESKQIWCYNAELLVLLENERTLDYHDSNVKNLYEK 200
VRSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCDNTCMESVKNGTYDYPKYSEEAKLNRE 250
EIDGVKLESTRIYQILAIYSTVASSLVLVVSLGAISFWMCSNGSLQCRIC 300
1301

SEQ ID NO:161:H1mini-HAA/PuertoRico/8/1934
MKANLLVLLCALAAADADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLS50
EDGGGGKYVCSAKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGW 100
YGYHHQNEQGSGYAADQKSTQNAINGITNKVNTVIEKMNTQSTATGKEGN 150
KSERMKQIEDKIEEIESKQIWCYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEK 200
VKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCDNECMESVRNGTYDYPKYSEESKLNRE 250
KVDGVKLESMGIYQILATYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRIC 300
1301
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SEQ ID NO:162:H1mini-HAA/Texas/36/1991
MKAKLLVLLCAFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLL 50
EDGGGGKYVCSTKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGW 100
YGYHHONEQGSGYAADQKSTONAINGITNKVNSVIEKMNTOSTATGKEGN 150
KSERMKQIEDKIEEIESKQIWCYNAELLVLLENGRTLDFHDSNVKNLYEK 200
VKSOLKNNAKEIGNGCFEFYHKCNNECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNRG 250
KIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLOCRIC 300

1301

SEQ ID NO:163:H5mini-HAA/Vietnam/1203/2004
MEKIVLLFAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILE 50
KGGGGKYVCSNRLVLATGLRNSPQRESQGLFGAIAGFIEGGWOGMVDGWY 100
GYHHSNEQGSGYAADKESTOKAIDGVINKVNSIIDKMNTOSEATGREGNN 150
SERMKQIEDKIEEIESKQIWCYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKYV 200
RLOLRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMESVRNGTYDYPQYSEEARLKREE 250
ISGVKLESIGIYQILSIYSTVASSLALAIMVAGLSLWMCSNGSLOCRICI 300

SEQ ID NO:164: mHA_HIN1 A Maryland_12_1991
MKAILLVLLYTFTAANADTLCIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDGGGG
KYVC
STKLRMATGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYGYHHQNEQGSGYAAD
QKST
QNAIDGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNHSERMKQIEDKIEEIESKQVWCYNAEL
LVL
LENERTLDYHDSNVKNLYEKVRSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCDDTCMESVKNGT
YDYPK
YSEESKLNREEIDGVKLESTRIYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRI
C

I*

SEQ ID NO:165: mHA_HIN1_A_Henry 1936
MKARLLVLLCALAATDADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDGGG
GKYVC
SAKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYGYHHQNEQGSGYAAD
QKST
QNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNNSERMK QIEDKIEEIESK QIWCYNAEL
LVL
LENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCDNECMESVRNGT
YDYPK
YSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQC
RIC

I*

SEQ ID NO:166: mHA_HIN1 A/AA/Marton/1943
MKARLLVLLCALAATDADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDGGG
GKYVC
STKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYGYHHQNEQGSGYAAD
QKST
QNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNNSERMK QIEDKIEEIESK DIWCYNAEL
LVL
LENERTLDFHDSNVKNLYEKVKNQLRNNAKEIGNGCFEFYHKCNNECMESVKNGT
YDYPK
YSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQC
RIC
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ISEQ_ID_NO : 167:_ mHA HIN1 A New_York 607 1995
MKAKLLVLLCAFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDGGGG
ISIYIXLCRMVTGLRN IPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYGYHHQNEQGSGYAAD
SEiF{DGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNKSERMKQIEDKIEEIESKQIWCYNAEL
EEIEIIERTLDFHDSNVKNLYEKVKTQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCNNECMESVKNGT
?S)];gSKKLNREKIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWMC SNGSLQC
&IC
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SEQ ID NO: 168: mHA HINI1_A New_Jersey 11 2007

1
MKARLLVLLCALAATDADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDGGGGKY
VC

61
SAKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQGSGYAADQ
KST

121
QNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNKSERMKQIEDKIEEIESKQIWCYNAELLVL
181
LENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCNDECMESVKNGTYD
YPK

241

YSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILATY STVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRIC
301 I*

SEQ ID NO: 169: mHA HIN1 A USSR 92 1977

1
MKAKLLVLLCALSATDADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDGGGGKY
VC

61
STKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYGYHHQNEQGSGYAADQK
ST

121
QNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNKSERMKQIEDKIEEIESKQIWCYNAELLVL
181
LENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCNNECMESVKNGTYD
YPK

241
YSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRIC
301 I*

SEQ_ID NO: 170: mHA_HIN1 A New_York 629 1995

1
MKVKLLVLLCAFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDGGGGKY
VC

61
STKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYGYHHOQNEQGSGYAADQK
ST

121
QNAIDGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNKSERMKOQIEDKIEEIESKQIWCYNAELLVL
181
LENERTLDFHDSNVKNLYEKVKNQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCNNECMESVKNGTYD
YPK

241
YSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCRIC
301 I*

SEQ_ID NO:_171: mHA_HIN1_ A Virginia UR06-0549 2007
IMKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDGGGGK
YVC
61SAKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQGSGYAAD
QKST
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121QNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNKSERMKQIEDKIEEIESKQIWCYNAELL
VL :
181LENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCNDECMESVKNGT
YDYPK
241YSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWMCSNGSLQCR
IC

3011*

SEQ ID NO: 172: mHA HIN1 A Texas UR0-0526 2007

1
MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDGGGGKY
VC

61
SAKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQGSGYAADQ
KST

121
QNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNKSERMKQIEDKIEEIESKQIWCYNAELLVL
181
LENERTLDFHDSNVKNLYEKVKNQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCNDECMESVKNGTYD
YPK

241 :
YSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLISLGAISFWMCSNGSLQCRIC
301 I*

SEQ ID NO: 173: mHA HIN1_ A Sydney DD3-55 2010

1
MKAILVVLLYTFATANADTLCIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDGGGGKY
VC

61 .
STKLRLATGLRNVPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQGSGYAADLK
ST

121
QNAIDEITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNHSERMKQIEDKIEEIESKQIWCYNAELLVL
181
LENERTLDYHDSNVKNLYEKVRSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCDNTCMESVKNGTYD
YPK

241
YSEEAKLNREEIDGVKLESTRIYQILAIYSTVASSLVLVVSLGAISFWMCSNGSLQCRIC
301 I*
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SEQ ID NO: 174 H3mini2a-cau ndi+cl9 +10+11+12+GCN4T_CG7-1
(A/HongKong/1/1968(H3N2)
1

MKTIIALSY]PCLALGQDLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTLVKTITDDQ[EVTNATELVQ
61
SGGGGKYVCONTLKLATGMRNVPEKQTQGLFGAIAGFIENGWEGMIDGWY GFRHOQNS
EGT

121
GQAADLKSTQAAIDQINGKLNRVREKTNEKSHQTEKESSNATGRMKQIEDKIEEIESKL
Y

181
CYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLRENAEDMGNGCFKIYHKCDNACIES
I

241
RNGTYDHDVYRDEALNNRFQIKGVELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVVLLGFIMWACQ
R

301 GNIRCNICI o

SEQ _ID NO: 175 H3mini2a-cau ndi+cl9_+10+12+18+GCN4T
(A/HongKong/1/1968(H3N2))

1
MKTHALSYIFCLALGQDLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTLVKTITDDQIEVINATELVQ
61
SGGGGKYVCONTLKLATGMRNVPEKQTQGLFGAIAGFIENGWEGMIDGWY GFRHQNS
EGT

121
GQAADLKSTQAAIDQINGKLNRVIEKTNEKSHQTEKESSEGEGNATGGCCGGRMKOQIED
K

181
IEEIESKLWCYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLRENAEDMGNGCFKIYH
K

241
CDNACIESIRNGTYDHDVYRDEALNNRFQIKGVELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVVLL
301 GFIMWACQRGNIRCNICT

SEQ_ID NO: 176 H3mini2a-cau noi+cl9 +10+12+16+CG7-GCN4T
(A/HongKong/1/1968(H3N2))]

1

MKTHALSYIFCLALGQDLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTLVKTITDDQIEVCNATELVQ
61
SGGGGKYVCQONTLKLATCMRNVPEKQTQGLFGAIAGFIENGWEGMIDGWY GFRHQNS
EGT

121
GQAADLKSTQAAIDQINGKLNRVIEKTNEKSHQTEKESSNATGRMKQIEDKIEEIESKLW
181
CYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLRENAEDMGNGCFKIYHKCDNACIES
I

241
RNGTYDHDVYRDEALNNRFQIKGVELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVVLLGFIMWACQ
R

301 GNIRCNICI o

SEQ ID NO: 177 H3mini2a-cau ndi+cl9_+10+12+19+GCN4T
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(A/HongKong/1/1968(H3N2))]

1
MKTHALSYIFCLALGQDLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTLVKTITDDQIEVINATELVQ
61
SGGGGKYVCQNTLKLATGMRNVPEKQTQGLFGAIAGFIENGWEGMIDGWY GFRHQNS
EGT

121
GQAADLKSTQAAIDQINGKLNRVIEKTNEKSHQTEKESSEGEGSGSGGCCGGRMKQIED
K

181
IEEIESKLWCYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLRENAEDMGNGCFKIYH
K

241
CDNACIESIRNGTYDHDVYRDEALNNRFQIKGVELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVVLL
301 GFIMWACQRGNIRCNICT

SEQ ID NO: 178 H3mini2a-cau noi+cl9 +10+12+17+CG7-GCN4T
(A/HongKong/1/1968(H3N2))]

1

MKTHALSYIFCLALGQDLPGNDNSTATLCLGHHAVPNCTLVKTITDDQICVTNATELVQ
61
SGGGGKYVCQONTLKLATGMRNVPEKQTQGLFGAIAGFIENGWEGMIDGWY GFRHONS
EGT

121
GQAADLKSTQAAIDQINGKLNRVIEKTNEKSHQTEKESSNATGRMKQIEDKIEEIESKL W
181

CYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEK TRRQLRENAEDMGNGCFKIYHKCDNACIES
I

241
RNGTYDHDVYRDEALNNRFQIKGVELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVVLLGFIMWACQ
R

301 GNIRCNICI o

SEQ ID NO: 179 H3 _HK68 mini2a-cau noi2+cl9_+10+12+GCN4T

1
LATMKTHALSYIFCLALGQDLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTLVKTITDDQIEVINATE
61
LVQSGSGSGGKYVCQNTLKLATGMRNVPEKQTQGLFGAIAGFIENGWEGMIDGWY GF
RHQ

121
NSEGTGQAADLKSTQAAIDQINGKLNRVIEKTNEKSHQTEKESSEGEGRMKQIEDKIEEI
181
ESKLWCYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLRENAEDMGNGCFKIYHKCD
NA

241
CIESIRNGTYDHDVYRDEALNNRFQIKGVELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVVLLGFIM
301 WACQRGNIRCNICT**

SEQ ID NO: 180 H1-mini2-cum1+5+6+GCN4-T49N
MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLENGGGG
KYVCSAKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQGS
GYAADQKSTQNAINGINNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNKSERMKQIEDKIEEIESK
QIWCYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCN
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DECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVS
LGAISFWMCSNGSLQCRICI

SEQ ID NO: 181 sH1-mini2-c11+5+6-GCN4-Bromelain
MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLENGGG
GKYVCSAKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQG
SGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNKSERMKQIEDKIEEIES
KQIWCYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKC
NDECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNREK/DGRSLVPRGSPGHHHHHH

SEQ ID NO: 182 sH1-mini2-cl11+5+6-GCN4-Bromelain-Foldon
MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLENGGG
GKYVCSAKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQG
SGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNKSERMKQIEDKIEEIES
KQIWCYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKC
NDECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNREKI/DGRSLVPRGSPGSGYIPEAPRDGQAYVR
KDGEWVLLSTFLGHHHHHH

SEQ ID NO: 183 sH1-mini2-cl1+5+6-GCN4t2
MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLENGGG
GKYVCSAKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQG
SGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNKSERRMKQIEDKIEEIE
SKIWCYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKC
NDECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNREKIDGVKLESMGVYQ/EGRHHHHHHH

SEQ ID NO: 184 sH1-mini2-c11+5+6-GCN4t2-Bromelain
MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLENGGG
GKYVCSAKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHQNEQG
SGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNKSERRMKQIEDKIEEIE
SKIWCYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKC
NDECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNREK/DGRSLVPRGSPGHHHHHH

SEQ ID NO: 185 sH1-mini2-cl1+5+6-GCN4t2-Bromelain-Foldon
MKVKLLVLLCTFTATYADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLENGGG
GKYVCSAKLRMVTGLRNIPSIQSQGLFGAIAGFIEGGWTGMVDGWYGYHHOQNEQG
SGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQSTATGKEGNKSERRMKQIEDKIEEIE
SKIWCYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKNLYEKVKSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKC
NDECMESVKNGTYDYPKYSEESKLNREK/DGRSLVPRGSPGSGYIPEAPRDGQAYVR
KDGEWVLLSTFLGHHHHHH

SEQ ID NO: 186 sH3 HK mini2a-cau ndi+cl9 +10+11+12+GCN4T-CG7-His
MKTHALSYIFCLALGQDLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTLVKTITDDQIEVINATE
LVQSGGGGKYVCONTLKLATGMRNVPEKQTQGLFGAIAGFIENGWEGMIDGWYGF
RHQNSEGTGQAADLKSTQAAIDQINGKLNRVREKTNEKSHQTEKESSNATGRMKQI
EDKIEEIESKLWCYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLRENAEDMGNG
CFKIYHKCDNACIESIRNGTYDHDVYRDEALNNRFQIKGRSLVPRGSPGHHHHHH
SEQ ID NO: 187 sH3 HK mini2a-cau ndi+cl9 +10+11+12+GCN4T-CG7-Foldon-His
MKTHALSYIFCLALGQDLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTLVKTITDDQIEVTNATE
LVQSGGGGKYVCONTLKLATGMRNVPEKQTQGLFGAIAGFIENGWEGMIDGWYGF
RHQNSEGTGQAADLKSTQAAIDQINGKLNRVREKTNEKSHQTEKESSNATGRMKOQI
EDKIEEIESKLWCYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLRENAEDMGNG
CFKIYHKCDNACIESIRNGTYDHDVYRDEALNNRFQIKGRSLVPRGSPGSGYIPEAPR
DGQAYVRKDGEWVLLSTFLGHHHHHH

-157-



30903

YEU CAU BAO HO

1. Polypeptit ving gbc hemagglutinin ctia virut cim chira (a) doan dAu tan cung dau N cua
H1 HA1 chtta c4c axit amin 1-52 duoc lién két cong hoa tri bang trinh tu lién két gdom 0-10
gbc axit amin v6i doan gbe dau tan cung ddu C ctia H1 HA1 chira cac axit amin 321-diém
cudi ctia HA1, va (b) ving HA2 clia hemagglutinin ctia virut ctim, trong d6 gbc axit amin
d4u tan cing dau C cua doan gbe dau tan cing C ctia HA1 1a glutamin (Q), va trong d6 axit
amin & vi trf 406, 409, 413 va 416 duoc thay dbi thanh axit amin dugc chon tir nhém bao
gdm S, T, Q, va G, va trong d6 cac polypeptit chira ciu disulphit giita cac axit amin & vi tri
324 va 436; trong d6 polypeptit chirta ving gbc hemagglutinin tr HA cua virut ciim
A/Brisbane/59/2007 chira trinh tw néu trong SEQ ID NO:1 hodc ving géc hemagglutinin tir
HA ctia virut cam A/California/04/2009 chtra trinh tu néu trong SEQ ID NO:159; va

trong d6 viéc danh s6 dua trén viéc danh sb cla axit amin cia chung cam HIN1 cia
trinh tu néu trong SEQ ID NO:1, va

trong d6 polypeptit lién két chon loc v6i khang thé CR6261 va CR9114 chira viing
CDRI chudi ning c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:25, ving CDR2 chudi ning c6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO:26, ving CDR3 chudi ning c6 trinh tu SEQ ID NO:27, va ving
CDRI1 chudi nhe ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 28, viing CDR2 chudi nhe ¢6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO:29 va ving CDR3 chudi nhe c¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:30,
va khong lién két v6i khang thé CR8057.
2. Polypeptit theo diém néu trén, trong d6 polypeptit nay khong chira ving HA1 ¢6 chiéu
dai du.
3. Polypeptit theo diém 1 hoic 2, trong d6 polypeptit dugc glycosyl hoa.
4. Polypeptit theo diém 1, 2 hodc 3, trong d6 trinh tw IEAIEKKIEAIEKKIE (SEQ ID NO:
83) dwoc dua vao & vi tri 418 dén 433 hodc trong d6 trinh ty MKQIEDKIEEIESKQ (SEQ
ID NO: 84) dugc dua vao ¢ vi tri 419 dén 433.
5. Polypeptit theo diém 1, 2 hoic 3, trong d6 cac axit amin M420, L423, V427, G430 duoc
gdy dot bién thanh isoleuxin.
6. Polypeptit theo diém bét ky trong sb cic diém néu trén, trong d6 polypeptit nay khong
chura trinh tu tin hiéu.
7. Polypeptit theo diém bét ky trong s cac diém néu trén, trong d6 polypeptit nay khong
chtra trinh tu ndi bao va xuyén mang cia HA.
8. Polypeptit theo diém 7, trong do trinh tu axit amin tir vi tri 523, 524, 525, 526, 527, 528,
529 hoac 530 cta ving HA2 dén du gdc tan ciing déu C duoc loai bo.

-158-



30903

9. Polypeptit theo diém 8, trong dé trinh tur ndi bao va xuyén mang dugc thay thé boi trinh
tu axit amin AGRHHHHHHH (SEQ ID NO: 81) hoéc
SGRSLVPRGSPGSGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLGHHHHHHH (SEQ ID
NO: 82).

10. Polypeptit theo diém bt ky trong sb cac diém néu trén, chira trinh tu axit amin dugc
chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 44-47, 49-53, 144-147, 150-157, va 181-185.

11. Axit nucleic ma ho4 polypeptit theo diém bét ky trong s cac diém 1-10.

12. Ché phdm mién dich chira polypeptit theo diém bat ky trong sb cac diém 1-10, va/hoic

phan tir axit nucleic theo diém 11.
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