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Linh vie ky thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén mién bién d6i don cua globulin mién dich
(immunoglobulin single variable domain - ISVD) nhdm khang virut hop bao ho héap
(respiratory syncytial virus - RSV). Cu thd hon, sang ché d& cap dén ISVD gin két
v6i dang tién dung hop ctia protein dung hop (F) ctia RSV. Sang ché con d& cap dén
viéc st dung cac ISVD nay dé ngan ngira va’hodc diéu tri bénh nhiém RSV va duoc

pham chira cac ISVD nay.
Tinh trang k§ thuit ctia sang ché

Virut hop bao hd hép 12 nguyén nhan quan trong nhét gy bénh nhiém tring
dudng ho hip céap tinh & tré so sinh va tré nhé. Dén khi hai tudi, hiu nhu tit ca tré em
d8u trai qua it nhat mot 14n nhidm virut hop bao hd hip. Mic du thuong chi gdy bénh
nhe, nhung & mdt s6 bénh nhan (1-2%), viéc nhidm RSV din dén bénh viém tiéu phé
quén nghiém trong cAn phai ndm vién. Uéc tinh mdi ndm c¢6 160.000 tré em tir vong
do nhiém RSV. Khdng c6 vacxin phong bénh hiéu qua va khong c6 phan tir nho dé
didu tri ddc hiéu RSV duoc phat trién 1am sang. Cach duy nhét ma tré so sinh c6 nguy
co cao ¢6 thé duge bao vé mot phan khoi bi bénh ning giy ra boi sy nhiém RSV d3
duoc du bao 12 bing cach tiém khang thé don dong ctia chudt da duge lam gidng nhu
ctia ngudi (dwoc nhan hoéa) hing thang nhdm khang c4u hinh riéng tién va hau dung
hop ctia protein F ctiia RSV (palivizumab). Tuy nhién, viéc didu tri bing khang thé
nay dit va chi duoc st dung trong truong hgp phong bénh. Mot s6 tac nhan gin két
protein F cia RSV khéc dang dugc phat trién, bao gdbm khang thé don dong déc higu
tién dung hop (Gilmans et al., 2015; McLellan et al., 2013), va ISVD gén két protein
F clia RSV. Tuy nhién, ISVD dugc mé té c6 hoat tinh trung hoa yéu déi véi typ huyét
thanh RSV B va/hodc cin phai c6 dang da héa tri dé 1am cho ISVD c¢6 hiéu luc
(W02009147248; WO02010139808; WO02011064382; Schepens et al, 2011;
Hultberg et al., 2011).

Géan day, cac khang thé thong thuong ma gin két dic hidu voi cAu hinh riéng

tién dung hop cua protein F ctia RSV dugc cho thdy 1a chat 1am trung hoa RSV in
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vitro ¢6 hiéu luc hon nhidu so v6i khang thé gén két ca cAu hinh riéng hau dung hop
va cAu hinh riéng tién dung hop cia F (W02008147196, US2012070446, McLellan
et al., 2013). Tuy nhién, cac khang thé thong thuong c6 thé 12 kho san xuét, va do on
dinh cta ching c6 thé bi han ché. Ngoai ra, do kich thudc twong dbi 16n cua ching,
céc khang thé thong thuong c6 thé bi can trd trong viéc nhan biét epitop cling ngudn
trong cac mau phirc tap hodc khi cac khang thé va phdi tr khac chiém giit cac vi tri

trong vung lan cén cia céc epitop ciia chung.

Theo d6, va vi khong c6 sin phuong phap diéu tri duge chdp nhan rong rai,
nhu cu vé thudc khang RSV c6 hiéu lyc ma co6 thé duoc st dung dé diéu tri va/hoic

ngan ngira hiéu qua bénh nhiém RSV chuwa dugc dap tng.
Ban chét ky thuit ciia sing ché

Bit ngo 13, ISVD héa tri mot ¢6 thé ¢6 hoat tinh trung hoa manh déi v6i c hai
typ huyét thanh RSV (A va B). Pidu nay 14 bit ngd, vi cic tai lidu k¥ thuat goi y rang
can phai c6 céu triic da héa tri 8 (rc ché c6 hiéu luc ca hai typ huyét thanh ctia RSV.
Do d6, muc dich cua sang ché 1a dé xuit ISVD nham khang epitop ctia protein F cua
RSV ma 1 doc nhét ddi v6i clu hinh riéng tién dung hop, va nhd d6 tao ra ISVD ¢6

hiéu luc cao dé didu tri va/hodc ngan ngira bénh nhiém RSV.

Theo mdt khia canh, sdng ché @ xuét ISVD gén két dic hiéu véi dang tién
dung hop cua protein F cia RSV, khac biét & chd ISVD nay, & dang hoa tri mot, thé
hién hoat tinh trung hoa tuong ty d6i v6i cac typ huyét thanh RSV A va B.

Theo mdt phuong an, sang ché dé xuét ISVD chtra trinh tw CDR1 dugc chon
tr nhoém bao gdm SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2, trinh ty CDR2 duge chon tir
nhom bao gém SEQ ID NO: 3 va SEQ ID NO: 4 va trinh tuy CDR3 dugc chon tir
nhom bao gdm SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6 va trong d6 CDR1, CDR2 va/hodc
CDR3 khac biét v& 1, 2 hodc 3 axit amin v6i SEQ ID NO bét ky trong s6 cac SEQ ID

NO tuong ing néu trén.
Theo khia canh khéc, sang ché ciing dé cap dén cAu tric gin két RSV chira it
nhat mét ISVD nhu duge mo ta & trén.

Theo khia canh khéc, sadng ché d& xuét axit nucleic ma héa it nhat mot ISVD

nhu duoc mod ta & trén.
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Theo khia canh khéc nita, sang ché dé cip dén t€ bao chi dugc bién nap hoac
chuyén nhiém bang axit nucleic nhu dugc mo ta ¢ trén. Séang che ciing dé cép dén

viéc st dung té bao chu dugc mé ta & trén dé san xuat ISVD nhu dugc mo ta ¢ trén.

Sang ché cling dé cap dén ISVD nhu duge mo t& & trén hodc cAu tric gin két
RSV nhu duge md ta & trén, dé dung lam thubc, cu thé 1a dé st dung trong diéu tri

hodc ngén nglra bénh nhiém RSV.

Theo khia canh khéc, sang ché d& cap dén dugc phdm chira it nhét mot ISVD
nhu dugc mo ta & trén. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén viéc sir dung duoc phdm

nay lam thubc, cu thé 1a trong diéu tri hodc ngin ngira bénh nhiém RSV.
Céac muc dich cua sang ché dugc 1am 13 trong phan mo ta néu dudi day.
MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1: Hoat tinh trung hoa trong huyét twong tir lac da khong budu duoc gly
mién dich bing DS-Cavl1. Hoat tinh trung hoa khang RSV A2 (A) va RSV B49 (B)
duoc thir nghiém trong huyét trong thu duge sau cac lan gay mién dich khac nhau
bang DS-Cav1. Lép don clia té bao Vero dugc ciy vao dia loai 96 16 dugc gay nhiém
RSV A2 hoic RSV B49 véi su ¢c6 mit cua huyét tuong lac da khong buédu, dugce pha
lodng 3 14n nhu duoc thé hién trén truc X va bit diu véi dich pha loang 8 lan. S6
lugong vét tan trong mdi 16 dugc dém va duoc thé hién trén truc Y. Tién DS-Cav 1

trong tng v6i huyét thanh tién mién dich cua lac da khong budu dugce giy mién dich.

Fig.2: Chon loc VHH ghn két v6i protein dung hop (F) ciia RSV tai td hop
dugce tinh ché. Cac dia ELISA dugc phu bang DS-Cavl (thanh mau xam, F tién dung
hop), F hau dung hgp (thanh mau den) hodc BSA. Cac dia nay dugc 0 voi chiét phdm
chu chit cia vi khudn dugc didu ché tir té bao TG1 E. coli duge bién nap bang
pHEN4-VHH thu dugc sau mot vong chon loc dya vao DS-Cavl véi thu vién thé
thuc khuén biéu hién VHH duoc tao ra tit PBMC cua lac da khong budu dugce gay
mién dich b.%mg DS-Cavl. Trong biéu dd nay, su gin két v6i protein F duge thé hién
12ty s6 log2 cua gia tri OD450 so véi sy gin két véi BSA.

Fig.3: Phat hién hoat tinh trung hoa RSV trong dich ndi cua Pichia pastoris.
Thé bién nap pKai61-VHH P. pastoris dugc nudi ciy so bd trong 2 ml mdi trudng

YPNG trong khay (dia) loai 24 16 trong 24 gio. Sau do, cac té bao dugc dit trong moi
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truong YPNM trong 48 gid dé cam tng sy biéu hién VHH. Céc dich pha loang 1/60,
1/600 va 1/6000 cua dich giéng ciy ndi da duoc lam trong dugce thir nghiém v& hoat
tinh trung hoa bang céach tron véi RSV A2 (30 PFU/18), dugc st dung dé cdy 16p don
té bao Vero. Céc khung thé hién céc dong vd tinh P. pastoris c6 hoat tinh trung hoa.
(A) Cac dong vo tinh P. pastoris thu dugc sau khi bién nap bang tap hop cic plasmit
pKai61-VHH doc nhét d3 duoc chon loc, duoc goi bing cac chit s6. (B) Cac dong vo
tinh P. pastoris thu dugc sau khi bién nap bang pKai61 trong d6 thu vién gdm céc
VHH dic hiéu F tidm ning duoc tach dong. L3, L13, v.v., ding d& chi cac thé bién
nap P. pastoris riéng ré. Céc 10 duge dong khung thé hién cac mau c6 hoat tinh trung

hoa RSV.

Fig.4: Tinh ché VHH dugc tao ra & Pichia pastoris. Mdi trudng nudi chy té
bao P. pastoris da dwoc bién nap biang pKai-VHH DS-Cav1-4, pKai-VHH DS-Cav1-
L66, pKai-VHH-F2 hodc pKai-VHH-F58 duoc thu lai sau khi cam ung bing metanol
trong 96 gid. Sau do, chét két tha amoni sulphat dugc tdi hoa tan cia mdi trudng
khong c6 té bao duoc nap 1én cot HisTrap, va sau khi rira, cot dugc rira giai (giai hip)
bing gradien ndng do ting clia imidazol (bén trai). Phin doan dinh dugc rura gidi ra
khoi cot HisTrap sau d6 duge nap 1én ct loc gel Superdex 75 (bén phai). Ph sdc ky
duoc thé hién cho VHH DS-Cav1-4 (A), VHH DS-Cav1-L66 (B), VHH F2 (C) va
VHH-F58 (D).

Fig.5: Trinh tu nucleotit cia VHH DS-Cav1-4 (A) va VHH DS-Cav1-L66 (B)
va trinh tu axit amin dy doan cia VHH DS-Cav1-4 va VHH DS-Cav1-L66 tai td hop
duoc tao ra & P. pastoris (C). Ving xéc dinh tinh b6 trg (CDR) va thé gén His (6xHIS)

duge thé hién bing cac khung duge danh dau.

Fig.6: VHH DS-Cavl-4 va VHH DS-Cav1-L66 c6 hoat tinh trung hoa RSV
¢6 hiéu luc. Té bao Vero dugc giy nhiém RSV A2 (A) hoac RSV B49 (B) véi su ¢6
mit cia VHH da duoc tinh ché (VHH DS-Cavl1-4, VHH DS-Cav1-L66 hodc doi
ching &m NB 1.14), khéng thé don dong D25 hoic khang thé don dong AM22. VHH
va khang thé don dong dugc st dung theo béc pha loang 3 14n bit ddu v6i ndng do 1a
3000 ng/ml. Nong d6 tic ché 50% (IC50) dugc tinh dya trén su giam vét tan duoc thé
hién trén A va B va dugc md ta trén (C). Gia tri ICso dbi voi F-VHH-4 (DS-Cav1-4)
va F-VHH-L66 (DS-Cav1-L66) so v6i Ctrl-VHH va mAb khang HMPV-A1-GFP,
hMPV-B1-GFP va RSV A2-GFP (D). Luong da dinh cta virut tai t6 hop hMPV biéu
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hién GFP (phan dong A1 NL/1/00 hodc phan dong B1 NL/1/99, do Bernadette van
den Hoogen va Ron Fouchier, Rotterdam, Ha Lan cung cip) hoic GFP-hRSV (ching
A2, do Mark Peeples, Columbus, Ohio, Hoa Ky cung cép) MOI10,3 ffu/té bao) dugc
trdn v4i cac dich pha lodng theo bac cuia VHH hodc mAb va dugc bd sung vao gidng
cdy cua té bao Vero-118 (hMPV) hodc té bao HEp-2, cho sinh truéng trong dia loai
96 13. 36 gir sau d6, moi trudng duge loai bo, PBS duoc bd sung va su phéat huynh
quang GFP trong mdi 15 dugc do bing may doc dia da 16 Tecan M200. Gia tri phat
huynh quang dugc dung dd thi du6i dang ty 1 phan trim cla d6i chung virut khong

c¢6 khang thé va dugc sir dung dé tinh gia tri ICso twong Umg.

Fig.7: VHH DS-Cav1-4 va VHH-DS-Cav1-L66 gin két v6i DS-Cav1 nhung
khong gén két v6i F hau dung hop. (A) Céc dia ELISA duge pht bing DS-Cavl1 (hinh
bén trén) hodc F hau dung hop (hinh bén dudi). Céc dia nay dugc G v6i day pha lodng
1/3 ctia VHH DS-Cav1-4, VHH DS-Cav1-L66 va VHH-F58 da dugc tinh ché bat dau
tir 30.000 ng/ml. Gi tri OD450 dwgc mé ta. (B) DS thi cong hudng plasmon bé mit
(SPR) cia viéc gin két VHH DS-Cavl1-4 va VHH DS-Cav1-L66 v6i protein F tién
dung hop hodc hau dung hop da dugc gitt ¢b dinh. Trong hinh bén trén mo ta do thi
SPR dbi v6i F tién dung hop, mAu chi chira dung dich dém dugc tiém vao DS-Cavl
(F tién dung hop) va té bao dong tham chiéu, sau d6 dich pha loang theo bac 2 lan
ctia VHH DS-Cavl-4 hoic VHH DS-Cav1-L66 ndm trong khoang tir 5 nM dén 39,1
pM, bing viéc sao chép ndng d6 1,25 nM. S liéu dugc trir di 2 1an gid tri tham chiéu
va phit hop v6i mau gan két 1:1 (duong ké mau d6). Hinh bén du¢i mo ta do thi SPR
dé gén két VHI DS-Cav1-4 va VHH DS-Cav1-L66 v6i F hau dung hop dugc giit ¢6
dinh. MAu chi c6 dung dich dém dugc tiém bing F hau dung hop va té bao dong tham
chiéu, sau d6 cac ndng do ctia DS-Cavl-4 hodc DS-Cav1-L66 la 1 uM va 500 nM.
Sé lidu duge trir di 2 1An gi tri tham chiéu, nhung khong phit hop v6i mé hinh gén
két, vi khong phat hién thdy su gan két v6i F hau dung hop.

Fig.8: VHH DS-Cav1-4 va VHH DS-Cav1-L66 gan két voi F trén bé mit clia
té bao dong vat ¢ vu. Té bao HEK-293T dugc chuyén nhiém bing vecto biéu hién
protein F ctia RSV A2 (pCAGGS-Fsyn) két hop véi vecto biu hi¢n GFP-NLS
(peGFP-NLS) hoiic chi chuyén nhidm bing vecto biéu hién GFP-NLS. P thi thé
hién gi4 tri trung vi cudng do huynh quang (FI) cia VHH duoc chi ra va khang thé
don dong ciia chudt dic hiéu protein F ciia RSV (MAB858-1, Millipore) dbi véi té
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bao duong tinh véi GEP biéu hién protein F cua RSV (d6 thi bén trén) hodc khong
bidu hién protein F ciia RSV (db thi bén dudi).

Fig.9: Khang thé canh tranh chéo vé& gin két DS-Cavl dugc phén tich bing
cach str dung k¥ thuat giao thoa 16p sinh hoc. DS-Cavl dliQ’c giit ¢6 dinh trén bd cam
bién sinh hoc AR2G thong qua phan tng lién hop amin trong dung dich dém axetat.
Phan tng dugc dung bang etanolamin 1M va sau d6 bd cam bién sinh hoc DS-Cavl
dugc giit ¢ dinh duge 1am can bing bing dung dich dém thir nghiém (PBS v6i BSA
1%). BO cam bién sinh hoc dugc ngadm trong khang thé canh tranh/VHH sau d6 1a
khang thé phan tich/VHH véi bude co s ngén giita hai budc khéng thé/VHH. Phan
tram tc ché duge x4c dinh bing cach so sanh sy gén két ti da cia chit khang thé
phéan tich/VHH véi sy ¢6 mdt va ving mit ctia moi chit canh tranh. NB: khong gin

két.

Fig.10: Viéc dung dy phong DS-Cavl-4 va DS-Cav1-L66 lam giam su sao
chép RSV in vivo. 30 pg DS-Cavl-4, DS-Cav1-L66 hodc F2, va 30 pg palivizumab
duoc dung trong miii d6i v6i chudt BALB/c 4 gio trude khi dung lidu quyét dinh bang
RSV A2.24 gid sau khi gay nhiém, toan bd con chudt dugc nhén 30 pg F2 trong mii.
Céc con chu6t bi 1am chét & ngay thtr 5 sau khi dung lidu quyét dinh va tai lugng virut
& phdi dugc xac dinh bing thi nghiém vét tan (A) va bing qRT-PCR (B). Mdi diém
sb lidu dai dién cho mdt con chudt va cac dudng ngang mo ta trung tuyén. #: Chudt
v6i d6 chuén virut trong dich phdi dong nhét dudi ngudng phat hién. Pd thi (B) thé
hién mirc biéu hién tuong d6i cia ARN cua RSV, chuin hoa theo mirc mARN

mRPL13A c6 trong cac mau ctia mdi chudt trong cdc nhoém dugc chi dinh.

Fig.11: VHH DS-Cavl-4 va VHH DS-Cav1-L66 gin két ciing epitop trén
RSV F, véi sy bao toan ciu tric cao. (A) Céc gbc va dién tich bé& mit bi che phu
(chén viii) trén RSV F tién dung hop duoc lam én dinh (SEQ ID NO: 16) dugc tiép
xuc béi VHH DS-Cavl-4 (dugce in ddm). (B) Cac gbc va dién tich bé& mit bi che pht
trén RSV F tidn dung hop duge 1am én dinh (SEQ ID NO: 16) dugc tiép xuc boi
VHH DS-Cav1-L66 (dugc in ddm). (C) Céac gbc axit amin ctia khung doc md day da
cua protein RSV F tién dung hop dugc lam dn dinh, trude khi xit 1y in vivo (SEQ ID
NO: 17) duoc tiép xtc béi ca VHH DS-Cavl-4 va VHH DS-Cav1-L66, dugc gach
duéi. (D) Chu tric ddng tinh thé cua ca hai ISVD véi protein F tién dung hop cua

RSV chi ra sy bao toan cdu triic cao ctia ISVD va viéc gan két voi cing epitop.
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Fig.12: Gén két dac hiéu cia VHH DS-Cavl1-4. (A) Vong CDR3 ctua VHH
DS-Cavl1-4 gén két v6i tii duge tao ra boi hai ving khéi dau ciia RSV F. (B) Vong
CDR2 cua VHH DS-Cav1-4 tuong tac voi vi tri II va dugc lién két véi CDR3 thong
qua lién két disulfua. P1 = ving khéi dau 1; P2 = ving khéi dau 2.

Fig.13: Gin két dic hiéu cia VHH DS-Cav1-L66. (A) Vong CDR3 ctia VHH
DS-Cav1-L66 gin két véi tii dugc tao ra béi hai ving khoi d4u cia RSV F. (B) Vong
CDR2 cta VHH DS-Cav1-L66 tuong tac véi vi tri II va dugc lién két voi CDR3
thong qua lién két disulfua. P1 = ving khoi ddu 1; P2 = viing khéi déu 2.

Fig.14. CAu trac cua protein F & cAu hinh riéng tién dung hop trong phirc hop
v&i motavizumab, AM14, 101F va DS-Cav1-4. M6 hinh cda protein F & cdu hinh
riéng tién dung hop trong phitc hop v6i motavizumab, AM14, 101F va DS-Cav1-4.
Céu tric AM14-Mota-F tién dung hop (4ZYP) va cdu tric 101F Fab gin két peptit
(3041) duoc sap hang véi F cia chu trac F tién dung hop gén két DS-Cav1-4. Epitop
cia DS-Cavl-4, ciing nhu epitop cua DS-Cav1-L66, dugc dit giita cac epitop cua
AM]14, motavizumab va 101F va chdng 1ap mot phin v6i mdi epitop clia AM14,

motavizumab va 101F.
M0 té chi tiét sang ché
Dinh nghia

Séng ché s& duge mo ta vé cac phuong an cu thé va vién dan dén mot s6 hinh
v& nhung séng ché khong bi gi6i han & d6 ma chi bi gi6i han béi cac yéu cau bao hd.
Bt ky dau hiéu chi din nao trong yéu cau bao ho ciing s& khong dugc hiéu 1a lam
gidi han pham vi cua sang ché. Céc hinh v& duge mo ta chi 1a so d6 va khong nham
lam gi¢i han. Trén céac hinh v&, kich thudc clia mot s6 yéu 6 c6 thé dugc phong dai
va khong dugc vé theo ty 1€ nhim muc dich minh hoa. Khi thuat ngit "chra" dugc s
dung trong phan mb ta va yéu cau bao ho, thi thuat ngit nay khong loai trir cac yéu t6
hoic cac budce khac. Khi mao tir xac dinh hodc khéng xac dinh dugc sir dung dé chi
danh tir s6 it, vi du "mdt", thi tir ndy bao gém ca dang s6 nhiéu ctia danh tir d6, trir

khi ¢6 quy dinh cu thé khac.

Ngoai ra, cac thuat ngit thir nhét, tht hai, tht ba va tuong tu trong phén mo ta
va trong yéu ciu bao hy, duge st dung dé phan biét gifta cac yéu té trong tu va khong

nhét thiét 1a & mo ta tht tu theo tuan tw hodc theo thoi gian. Can phai hiéu rang cac
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thuét ngtt dugc sir dung nhu vay cé thé thay thé dugc cho nhau trong céc trudng hop
thich hgp va cac phuong &n cua sang ché dugc md ta & day c6 thé hoat dong theo cac

trinh tu khéc so v&i dugc mé ta hoac minh hoa & day.

Céc thuat ngit hodc dinh nghia dudi day dugc cung cép chi nham gitp hiéu ro
sang ché. Trir khi dugc quy dinh cu thé trong ban mo ta nay, tht ca cac thuat ngit dugc
st dung & ddy déu c6 cling y nghia nhu d6i voi ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh
vuc k¥ thudt ciia sdng ché. Cu thé, c6 thé tham khao cac tai liéu Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2" ed., Cold Spring Harbor Press,
Plainsview, New York (1989); va Ausubel et al., Current Protocols in Molecular
Biology (Supplement 47), John Wiley & Sons, New York (1999), vé cac dinh nghia
va thuét ngtt thudc linh vuc k¥ thuét nay. Cac dinh nghia dugc néu ¢ day khong duge
hiéu 1 c¢6 pham vi hep hon so v6i dugc hidu boi ngudi ¢6 hidu biét trung binh vé linh

vuc k¥ thudt nay.

“Mién bién d6i don cta globulin mién dich” ho#c “ISVD” 1a manh khang thé
chira mién khang thé bién doi don. Gidng nhu khang thé ddy da, n6 co thé gin két
chon loc v6i khang nguyén dic hiéu. Véi trong luong phén tir chi 12-18 kDa, ISVD
nhé hon nhidu so véi khang thé thong thuong (150-160 kDa) bao gdm hai chudi
protein nang va hai chudi protein nhe, va thAm chi nho hon céc manh Fab (~50 kDa,
mot chudi nhe va nira chudi ning) va méanh bién ddi chudi don (~25 kDa, hai mién
bién ddi, mot tir chudi nhe va mot tir chudi ndng). Thong thuong, ISVD c6 trinh tu
axit amin chtra 4 vung khung (FR1 dén FR4) va 3 ving x4c dinh tinh bd trg (CDR1
dén CDR3), tét hon 1a theo cong thirc sau: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4.
Trong ban md ta nay, thudt ngit “ISVD” bao gdm — nhung khong gi¢i han ¢ — mién
bién dbi ctia khang thé chudi nang (VHH) cua lac da, con duoc goi 1a Nanobodies™,

khang thé mién (dAb), va ISVD thu dugc tir c4 mp (mién IgNAR).

~

Trong ban mo ta nay, thudt ng “ofin két dac higu v6i dang tién dung hop ctia
protein F ctia RSV” dung dé chi kha niang cta polypeptit gén két RSV (vi dy, khang
thé, ISVD) @& gén két theo cach c6 thé do dugc v6i dang tién dung hop ctia protein F
ctia RSV va khong gén két véi dang hau dung hop cia protein F cia RSV.

“Dang tién dung hgp cua protein F cua RSV” dung d& chi cdu hinh riéng tién

dung hop ntra bén (chua on dinh) cta protein F cua RSV ma dugc tao ra trude khi
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tuong tac virut-té bao, nhur duge mo t& trong tai liéu ciia McLellan va cong su, 2013,
Dang nay khac biét véi dang hdu dung hgp hodc c4u hinh riéng hau dung hgp rat 6n

dinh ma duogc tao ra sau khi dung hop mang virut va mang té bao.

Trong ban mo ta nay, “dang hoa tri mot” cua khang thé dung dé chi dang khang
thé ma c6 thé chi nhan biét dwoc mot yéu té quyét dinh khang nguyén. Thuat ngit nay
khong bao gdm cac dang khang thé da hoa tri ma c6 thé nhan biét dugc nhiéu hon
mot yéu t6 quyét dinh khang nguyén, nhw — nhung khong giéi han & — cdc dang hoa

tri hai, hoa tri ba hodc hoa tri bbn.

Trong ban md ta nay, thuat ngit “hoat tinh trung hoa” dung dé chi thue té 1a
ISVD c¢6 thé e ché sy nhiém virut nhu duge do trong thir nghiém trung hoa virut in
vitro, nhu — nhung khong gidi han & — thir nghiém lam gidm vét tan. Trung hoa, con
duge goi 13 wre ché, c6 thé c6 nghia 13 trung hoa hoan toan (khong quan sat thy su
nhiém virut ) hodc c6 thé c6 nghia 13 trung hoa mot phﬁn. Vi du, viéc trung hoa c6
thé c6 nghia 1a trung hoa 10%, trung hoa 20%, trung hoa 25%, trung hoa 30%, trung
hoa 40% hodc 16n hon. Cu thé 1a, viéc trung hoa co thé it nhét 1a 50%, vi du, trung
hoa 50%, trung hoa 60%, trung hoa 70%, trung hoa 75%, trung hoa 80%, trung hoa
90%, trung hda 95% hoic 16n hon. Hoat tinh trung hoa thuong dugc danh gia dya
trén dbi chirg phu hop (vi du, diéu tri bﬁng ISVD khong lién quan), dugc chon dé
dang boi ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay. Déi véi ISVD véi
ndng d6 da biét, hoat tinh trung hoa c6 thé duoc thé hién 1a ndng do trc ché 50%
(IC50). IC50 1a ndng do ISVD tai d6 dat duge sy tc ché (hoic trung hoa) 50%. Day

1a dai luong do ctia kha ndng e ché, con dugc goi 1a hiéu luc, cia ISVD.

Trong ban mo ta nay, “hoat tinh trung hoa tuong ty” dung dé chi hoat tinh
trung hoa, dugc thé hién bang IC50, thuong khéac 10 14n hodc nhd hon so véi hoat
tinh trung hoa dugc so sanh. Cu thé hon 1a khac 5 14n hodc nhd hon, hodc tham chi la

2 14n hodc nho hon.

Thuét ngit "ving xc dinh tinh b trg" hodic "CDR" ding dé chi vong bién doi
trong ving bién déi cia chudi H (nang) hodc chudi L (nhe) cta globulin mién dich
va chira trinh ty axit amin c6 kha ning ghn két dac hiéu v6i dich c6 tinh khang nguyén.
Cac ving CDR nay chiu trach nhiém cho tinh ddc hi¢u co ban cua khang thé hozc

manh khang thé dbi voi cAu tric quyét dinh khing nguyén cu thé.
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Thuét ngit "epitop" ding dé chi vj tri gin két ddc higu trén khang nguyén hodc
trén cu trac c¢o tinh khang nguyén ma polypeptit, nhw ISVD, c6 tinh déc hiéu va ai

luc véi nod.

Thuat ngf “epitop cAu hinh riéng” dung dé chi epitop c6 cac dic diém bé mat
ba chiéu ctia khang nguyén, cho phép lap khép chinh xac va gin két v6i polypeptit,
nhu ISVD. Nguoc lai, epitop thing dugc xac dinh bang trinh tu axit amin (cAu truc

bac mdt) hon 13 bing hinh dang 3D (cAu triic bac ba) clia protein.

Trong ban mo ta ndy, “diéu tri bénh nhi€ém RSV ¢6 nghia 1a hinh thirc didu
tri bénh nhiém RSV bét ky dugc st dung cho d6i twong sau khi dbi tuong nay nhiém

RSV.

Trong ban md ta nay, “ngén ngira bénh nhiém RSV’ ¢6 nghia 14 viéc diéu tri
du phong bénh nhi€ém RSV dugc dung cho ddi twong trude khi dbi tuong nay nhiém
RSV. Viéc diéu tri du phong nay c6 thé bao gdm viéc st dung theo sang ché 1am

vacxin.

Trong ban md ta nay, “dugc pham” ¢6 thé 1a dugce phim bit ky da biét dbi voi
nguoi co hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay, bao gdm, nhung khong gidi

han ¢, dugc pham dung dé dua vao co thé qua duong toan thén, miéng va trong miii.

Trong ban md ta ndy, “cu tric gin két RSV chira it nhdt mot ISVD” ding dé
chi cAu truc gén két bét ky ma gin két véi RSV va chira mot hogc nhidu ISVD.

Trong ban mo ta nay, “t& bao chu” c6 thé 12 té bao bat ky thich hop dé san xuét

ISVD hoic cAu trac gin két RSV.

Theo khia canh th&r nhit, muc dich ctia sing ché 1 @& xuét ISVD nham khang
va/hodc gin két dic hiéu véi dang tién dung hop ctia protein F ciia RSV. Gén két dic
hiéu v6i dang tién dung hop cta protein F ctia RSV ¢6 nghia 12 ISVD gén két theo
cach c6 thé do duge v6i dang tién dung hop cia protein F ciia RSV va khong gén két
v6i dang hau dung hop cua protein F cia RSV. Su gin két dic hiéu co thé bi anh
hudng bai, vi du, ai luc cua ISVD va néng do cua ISVD. Nguoi co hiéu biét trung
binh vé linh vuc k¥ thuat nay c6 thé x4c dinh diéu kién thich hgp trong d6 kha ning
ofn két ciia ISVD néu trong ban md ta nay ¢6 thé duge dénh gid, nhw chuan d6 ISVD
trong thr nghiém gén két thich hop, nhu — nhung khong gidi han & — thir nghiém hép
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phu mién dich lién két enzym (ELISA), hodc thir nghiém gén két dya trén cong hudng
plasmon bé mit (SPR) hoic giao thoa 16p sinh hoc (BLI). Thong thuong, gin két véi
dang tién dung hop ctia protein F cia RSV ¢6 nghia 12 ISVD gin két v6i dang kiéu
dai cua protein F cling nhu véi dang dot bién bit ky cua protein F, mién la protein F
nay & cdu hinh riéng‘ tién dung hop. Thuit nglt nay ciing bao gdm su gin két véi
protein F thudc cé hai phén typ (A va B) cua RSV. Theo phuong an cu thé, ISVD
dugc md ta & trén gin két véi trinh ty lién tng cla protein F cia RSV A nhu duge
néu tr‘ong SEQ ID NO: 18. Trinh ty lién tmg duoc néu trong SEQ ID NO: 18 duoc
tinh toan bang cac phuong phap da biét di v6i ngudi 6 hiéu biét trung binh vé linh
vuce k§ thudt nay dua trén 92 trinh tu ¢6 chidu dai ddy du cta protein F ciia RSV A
duoc liét ké trong co s& dit liu protein NCBI. Do d6, ISVD duge mé ta ¢ trén gén
két vé6i trinh tu bét ky trong s6 92 trinh tu protein F tiéu biéu ciia RSV A d suy ra
trinh tu lién tmg ctia SEQ ID NO: 18. Theo phuong an cu thé, ISVD dugc md ta &
trén gin két véi trinh tu lién Gng protein F cia RSV B nhu duge néu trong SEQ ID
NO: 19. Trinh tv lién tng dugce néu trong SEQ ID NO: 19 dugc tinh bing cac phuong
phép da biét ddi v6i ngudi ¢ hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuét nay dua trén
114 trinh tu c6 chidu dai da cta protein F cua RSV B duoc liét ké trong co s¢ dir lidu
protein NCBI. Do d6, ISVD dugc md ta ¢ trén gin két véi trinh tu bét ky trong sb
114 trinh tu c6 chiéu dai du cua protein F tiéu bidu ctia RSV B duoc bao gdm dé suy
ra trinh tu lién tmg ctia SEQ ID NO: 19. Theo phuong an cu thé, ISVD dugc md ta &
trén gin két v6i ca protein F cia RSV A nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 18 va
protein F cia RSV B nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 19. Theo phuong an cu thé,
cac ISVD duoc md ta & trén gan két riéng v6i dang tién dung hop ctia protein F. Theo
phuong an cu thé khac, cac ISVD duoc nhic dén & trén gfin két riéng voi dang tién
dung hop ctia protein F va khong gfn két v6i dang hau dung hop cua protein F. Theo
phuong an cu thé, cac ISVD dugc mo ta & trén gin két voi protein RSV F tién dung
hop duoc lam 8n dinh cia SEQ ID NO: 16. Theo phuong 4n cu thé, ISVD c6 thé
dugc dung hop véi cac gbc khac nita.

Theo cac phuong an cu thé, ISVD duoc mo ta & trén gin két voi epitop cla
protein RSV F tién dung hop. Cu thé 1a, chung gén két voi epitop c4u hinh riéng cta
protein RSV F tién dung hop. Theo phuong an cu thé, ISVD duoc md ta & trén gin
két v6i epitop cau hinh riéng cia RSV F tién dung hop chira céc gbc axit amin T50,
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G51, W52, S180, G184, V185, P265, 1266, T267, N268, D269, Q270, L305, G307,
V308, N345, A346, G347, K421, S425, K427, N428, R429, G430, 1431, S451, G453,
N454, 1,456, Y458. Cu thé 13, ching gin két v6i epitop cdu hinh riéng cia RSV F
tidn dung hop chua cac gbe axit amin TS0, G51, W52, S180, G184, V185, P265,
1266, T267, N268, D269, Q270, L305, G307, V308, N345, A346, G347, K421, S425,
K427, N428, R429, G430, 1431, S451, G453, N454, L456, Y458 clia RSV F tién
dung hop nhu duge néu trong SEQ ID NO: 17.

Theo cac phuong an cu thé, ISVD, & dang hda tri mot, thé hién hoat tinh trung
hoa tuong tu déi véi cac typ huyét thanh RSV A va B. Thong thudng, diéu nay c6
nghia 1a ISVD céan tré/tc ché/ngan chin/dio nguoc hodc lam chdm kha niang gay
nhidm té bao cia virut. Theo cac phwong 4n cu thé nay, ISVD cén trg/trc ché/ngin
chin/dao nguoc hodc lam cham kha ndng gay nhidm té bao cua virut dén muic do

twong tw d6i v6i ca hai typ huyét thanh RSV A va B.

Theo cac phuong an cu thé, ISVD chtra trinh ty CDR1 dugc chon tir nhém bao
gdm SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2, trinh tw CDR2 dugc chon tir nhém bao_ gdm
SEQ ID NO: 3 va SEQ ID NO: 4 va trinh ty CDR3 duoc chon tir nhém bao gﬁ‘)m SEQ
ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6, trong d6 CDR1, CDR2 va/hodc CDR3 khéc biét vel,2
hodc 3 axit amin v6i SEQ ID NO bat ky trong s6 cac SEQ ID NO tuong (mg néu trén.
DPéi v6i ISVD DS-Cavl-4, trinh tu cua CDR 1a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 va
SEQ ID NO: 5. Péi v6i cc ISVD DS-Cav1-L66, trinh tur ctia CDR la SEQ ID NO:
2, SEQID NO: 4 va SEQ ID NO: 6.

Theo khia canh khac, cAu tric gén két RSV duoc dé xuét, khac biét & chd céu
frac gin két RSV ndy chira it nhat mot ISVD. ft nhit mot ISVD ¢6 nghia 1a céu trac
gin két RSV ¢6 thé chira nhidu hon mot ISVD. Tiép theo mot hogc nhiéu ISVD nay,
chu tric gén két RSV c6 thé chira cac gbe khac lién két véi ISVD. Céc gdc khac nay
c¢6 thé gin két voi RSV hoic khong. Theo cac vi du khong nhim han ché sang ché,
chu trac gan két RSV nay c6 thé chua ISVD gén két véi protein RSV F va ¢6 thé lién
két (héa hoc hoic theo céch khac) véi mot hodc nhidu nhém hoidc gdc ma gitip kéo
dai thoi gian ban hiy (nhu — nhung khong giéi han ¢ — polyetylen glycol (PEG) hoic
VHH gén két albumin huyét thanh), dé tao ra dan xuét ciia ISVD theo sang ché véi
thoi gian ban huy ting. Thong thuong, cAu trac gin két RSV nay gén két v6i protein

RSV F tién dung hop. Theo phuong an cu thé, cAu trac gin két RSV duge mo ta &
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trén gan két véi SEQ ID NO: 17 va/hode SEQ ID NO: 18 va/hodc SEQ ID NO: 19.
CAu trac gén két RSV nay c6 thé 1a cAu trac bét ky bao gdbm mot hodc nhiéu hon mot

ISVD gin két RSV.

Theo khia canh khéc, ISVD khéng duoc dé xuét & nguyén dang nay, ma duoc
dé xuét & dang axit nucleic, nghia 12 phan tir axit nucleic ma héa ISVD khang protein
RSV F nhu duge md ta & ddy, cu thé khang dang tién dung hop ctia protein F. Sang
ché ciing dé xuét vecto chira axit nucleic hodc phan tir axit nucleic nay. Theo khia
canh khéc nita, sang ché dé xuét té bao chu chtra axit nucleic ndy hodc vecto nay.
Thong thuong, axit nucleic dugc dua vao té bao cha bang cach chuyén nhiém hoic
bién nap, mic du cach ma axit nucleic dugc dua vao té bao chu khong lam gidi han

séng ché.

Theo cac phuong én khéc nita, sing ché dé xuit té bao chu chira axit nucleic
nay. Thong thuong, té bao chu nay duoc bién nap hodc chuyén nhiém bang axit
nucleic. Viéc st dung cu thé duoc du dinh d6i voi cac té bao chi néy la viéc Sén xuét
ISVD. Do d6, viéc str dung dé san xut nay dugc dé cap rd rang trong ban mo ta nay.
Diéu d6 c6 nghia 13 t& bao cht dugc bién nap hoic chuyén nhiém bang phan tir axit

nucleic ma héa ISVD ¢6 thé duge sit dung dé san xuét ISVD.

Theo khia canh khac, ISVD dugc d& xuit trong ban mo ta nay dugc dﬁng trong
y té. Pidu d6 c6 nghia 13, ISVD khang protein RSV F duqé dé xuét dé dung lam
thuéc. Pidu nay 4p dung cho cé axit nucleic ma hoa ISVD, hodc cho ca vecto chua
axit nucleic nay, nghia l1a du dinh rang phén tir axit nucleic hodc vecto ma hoa ISVD
dugce d& xuat dé dung lam thudc. CAu trac gén két RSV chira it nhit mot ISVD gén
két voi protein RSV F ciing dugc d& xuét dé ding 1am thudc. Theo cac phwong an cu
thé, ISVD (hoic cdu tric gin két RSV chira chung hodc dugc pham chira chung hodc
axit nucleic ma hoa chung, hodc vecto chtra axit nucleic nay) dugc d& xuét dé sir dung
trong diéu tri hodc ngin ngira bénh nhiém RSV. Piéu nay twrong duong véi viée noi
ring céc phwong phép dugce d& xuit dé didu tri hodc ngan ngira bénh nhiém RSV cho
d6i trong c6 nhu cau, bao gdm viéc dung ISVD khéng protein RSV F cho dbi tugng
nély; Tuong tu, trong ban mo ta nay, ISVD ¢o6 thé duogc dé xuit & dang protein (¢ dang
protein mién don, & dang mot phan cia chu trac gin két RSV hodc dugce pham) hoic
c¢6 thd duoc dung & dang phén tr axit nucleic ma hoa ISVD khéng protein RSV F,

ho#c & dang vecto chira phéan tir axit nucleic nay. Néu ISVD (hogc cdu tric gin két
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RSV) dugc dung & dang protein, cac duong dung khic nhau ¢ thé dugc du dinh.
Theo cac vi du khong nhiam han ché sang ché, ISVD c6 thé dugc dung qua dudng
toan than, miéng hodc trong miii, nhu, vi du, thong qua viéc xong miii. Trong truong
hop ISVD dugc dé xuét ¢ dang axit nucleic hodc vecto, dy dinh cu thé 12 ISVD duoc
dung thong qua liéu phép gen.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuét dugc phém chtta it nhét m(")t ISVD
nhim khang protein RSV F tién dung hop. Thong thufmg, dwgc phdm nay chira it
nhit mot ISVD nhim khéang dang tién dung hop cta protein RSV F. Dugc pham nay
6 thé chira cac gbc khac. Céc gbc khéc nay c6 thé gan két véi RSV hodc khong.
Trong ban mo ta ndy, du dinh rang duoc phdm duge d2 xuét @8 dung lam thuéc. Cu
thé, duoc phém dugc dé xut dé sir dung trong didu tri hodc ngin ngira bénh nhiém
RSV. Piéu nay twong dwong v6i viée ndi rang cac phuong phap dugc d& xuét dé didu
tri hodc phé)ng ngira bénh nhiém RSV cho dbi twong c6 nhu cdu, bao gdm viéc ding

duge phdm nhu duge mo ta & day cho dbi twong nay.

Theo cac phuong an khéc, sang ché @& xuét phuong phép diéu tri hodc phong
ngira bénh nhiém RSV, phuong phap nay bao gdm viéc ding cho d6i twong c6 nhu
ciu ISVD nhu dugc mo ta & trén, chu triic gan két RSV nhu duoc md ta & trén hodc
dugce phérn nhu dugc md ta & trén. Phuong phdp nay bao gdm viéc dung cho d6i
tuong nay ISVD khéang protein RSV F tién dung hop. Cac phuong phap nay thuong
gitip cai thién hodc ngédn ngura tri€u ching nhiém bénh & dbi tuong niy. Tuong tu,
trong ban md ta nay, ISVD cling ¢6 thé duoc dé xuit & dang protein (& dang protein
mién don, & dang mot phén clia cdu trac gin két RSV hoic duc_rcv phém) hodc c6 thé
dugc dung & dang phén tr axit nucleic ma héa ISVD khang protein RSV F, hodc ¢
dang vecto chtra phan tir axit nucleic nay, hadc & dang dugc pham chtta khang thé
nay. Tuong tu, cAu tric gén két RSV nhu dﬁzqc md ta & diy ciing dugce du dinh dé
dung cho dbi twong c6 nhu cAu trong cac phuong phéap diéu tri hodc ngin nglra bénh

nhiém RSV.

CAn phai hiéu rang mic di cdc phuong an cu thé, cac cu hinh cling nhu cac
nguyén liéu va/hodc phan tr cu thé, dugc néu ra trong ban mo ta nay déi voi té bao
va phuong phép theo sang ché, nhung céc thay dbi hodc cai bién khac vé hinh thirc
va chi tiét van c6 thé dugc thuc hién ma khong vuot ra ngoai pham vi cla sang ché.

Céc vi du néu dudi diy dugc dua ra nhdm minh hoa t6t hon cac phuong én cu thé, va
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cac vi du nay khong nén dugce xem la lam gidi han séng ché. Sang ché chi bi gi¢i han
béi cac yéu cau bao ho.

Vi du thye hién sang ché

Nguyén liéu va phuong phap dung trong cac vi du

Gay mién dich va tao thu vién VHH

Lac da khong budu duoc tiém dudi da vao cac ngay 0, 7, 14, 21, 28 va 35, mdi
lan 12 167 pg protein RSV F DS-Cavl da dugc tinh ché. DS-Cavl 1a protein RSV F
tai td hop duge 1am 6n dinh & cAu hinh riéng tién dung hop (McLellan et al., 2013).
Hai 1in tiém dAu tién dugc thue hién véi poly-IC (375 pg mdi 1an tiém) lam ta duoc,
trong khi Gerbu LQ # 3000 dugc st dung lam ta dugc cho bbn 1an tiém cubi cling.
Truée mdi 1an gdy mién dich, mau dwgc 14y ra va huyét tuong duge chuin bi dé danh
gia su chuyén hoa huyét thanh. Vao ngay 40, 100 ml méu chéng déng duogc thu lai
dé diéu ché lympho bao.

Toan bd ARN tlr lympho bao mau ngoai vi dugc st dung lam khudn dé tong
hop cADN soi thr nhét véi doan mdi oligodT. Véi viéc sit dung cADN nay, trinh tu
ma hoa VHH duogc khuéch dai béng PCR, duoc cit b%mg PstI va Notl, va duogc tach
dong vao cac vi tri Pstl va Notl ctia vecto phagemit pHEN4. Té bao E. coli TG1 kha
nap dién dugc bién nap bang vecto pHEN4 tai td hop, tao ra thu vién VHH gbm
khoang 5 x 108 thé bién nap doc lap. 87% s6 thé bién nap chira vecto nay véi kich
thudc doan xen ding, nhu dugc ching t6 bang phan tich PCR 95 thé bién nap doc

A

lap.

500 ul dung dich gbc ctia thu vién dugc gay nhidm thé thuc khuén hé trg VCS
M13 dé hién thi trinh ty VHH (& dang dung hop véi M13 PIII) trén bé mit thé thuc
khuén duoc st dung dé chon loc sinh hoc.
Té bao

Té bao Hep-2 (ATCC, CCL-23), té bao Vero (ATCC, CCL-81) va té bao
HEK-293T (do Dr M. Hall cung cip) dugc cho sinh truéng trong mdi trudng DMEM
c6 bd sung huyét thanh thai bo (FCS) da duge lam bt hoat bang nhiét 10%, L-
glutamin 2 mM, axit amin khong thiét yéu (Invitrogen, Carlsbad, California) v natri

pyruvat 1 mM.
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Virut

RSV A2 (VR-1540, ATCC, Rockville), phan typ A cta RSV, va RSV B49,
phan typ B ctia RSV (ching 14m sang BE/5649/08, nhan duoc tr Gido su M. Van
Ranst, Tan va cong su, 2013) dugc nhan gidng bang cach gdy nhiém 16p don té bao
Hep-2 bang 0,1 MOI véi su ¢6 mit cia mdi trudng sinh trudng chira FCS 1%. Nam
ngay sau khi gdy nhiém, cic té bao va moi truong sinh trudng duge thu, gom lai va
duoc loc sach b?mg cach ly tam (450 x g). Pé ¢6 dic virut, dich_néi da loc sgch duqc
u trong 4 gid & nhiét do 4°C véi sy c6 mat cua polyetylen glycol (PEG6000) 10%.
Sau khi ly tm (30 phut tai tbc d6 3000 x g), 16p ling két dugc tai tao huyén pht trong
dung dich mudi can béng Hank (HBSS), chira sacaroza 20%, dwoc phéan thanh
cacphdn miu, duge 1am lanh nhanh trong nito 1ong va dugce bao quan & nhiét do -

80°C.
Thir nghiém vé hoat tinh trung hoa RSV

Huyét trong cla lac da khong budu duge thir nghiém vé hoat tinh trung hoa
dbi véi RSV A2 va RSV B49 bing thtr nghiém vét tan. Té bao Vero duge cdy vao
dia loai 96 18 (15000 té bao/15). Ngay tiép theo, ddy pha lodng cua cac mAu huyét
twong dugc didu ché trong Opti-MEM (Gibco) ¢6 bd sung penixilin 1% va
streptomyxin 1% (ddy pha loang 1/3, b4t diu véi dich pha lodng 1/4). Mot luong
tuong duong cua huyéh phu RSV A2 (dugc pha lodng dén 1,4 PFU/ul) hoic RSV
B49 (duoc pha lodng dén 2,8 PFU/ul) dugc bd sung vio mau huyét twong va hon hop
thu duoc dugc u trong 30 phut & nhiét do 37°C. Sau do, 50 ul hdn hop dugc bd sung
vao t& bao Vero da dugc rira bang Opti-MEM, va céc té bao ndy dugc u & nhiét do
37°C trong 3 gid. Tiép theo, 50 ul avicel 1,2% trong mdi truong DMEM c6 bd sung
FCS 2% da duge lam bét hoat bing nhiét, L-glutamin 2mM, axit amin khong thiét
yéu va natri pyruvat 1 mM dugc bd sung vao mdi 16 va tiép tuc dé gdy nhiém & nhiét
d6 37°C trong 3 ngay. Cac té bao duge c¢b dinh trong 30 phut & nhiét do trong phong
bing cach bd sung 50 ul dung dich paraformaldehyt 2% vao cic 15. Sau khi ¢6 dinh,
c4c té bao dugce rira 2 14n bang nuéc mudi dém phosphat (PBS), dugc thAm bang 50
ul PBS chira Triton X-100 0,2% trong 10 phut va dugc phong bé bing PBS chita
BSA 1%. Sau d6, huyét thanh da dong cia dé khang RSV (AB1125, Chemicon
International) dugc bd sung (1/2000 trong PBS chira BSA 0,5% va Triton X-100
0,001% (PBS/BSA)). Sau khi rira 3 1dn bing PBS/BSA, céc té bao dugc i v6i khang
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thé khang IgG ctia dé dugc lién hgp véi peroxidaza cai ngua (SC2020, Santa Cruz)
trong 30 phit. Cac 15 sau d6 dwgc rira 4 14n bing PBS/BSA va 1 1an bang PBS. Cubi
cing, vét tan dugce 1am hién anh bang cach st dung co chét peroxidaza TrueBlue
(KPL, Gaithersburg). Hoat tinh trung hoa RSV trong dich ndi Pichia pastoris thd va

cia VHH da dugc tinh ché (xem duéi ddy) ciing duoc xac dinh bang thir nghiém nay.
Phén lap VHH gén két DS-Cav1

Céc tac gia sang ché thuc hién mot vong chon loc dé 1am giau céc thé thyc
khuén gén két F tién dung hop (DS-Cavl). Mot 15 (16 Al) trén dia chuén do da 1
(loai II, F96 Maxisorp, Nunc) dugc phi qua dém bang 20 pg DS-Cavl trong PBS.
L3 nay, cung véi 15 ddi chiing 4m khong dugc phu (16 A12), dugc phong bé bing
dung dich dém phong bé SEA BLOCK (Thermo Scientific) trong 1 gid. Tiép d6, 1012 |
thé thuc khudn trong thé tich 100 pl dung dich dém phong bé SEA BLOCK duoc bd
sung vao hai 16 ndy. Sau 1 gio, c4c hat thé thuc khuan khong gén két dugc loai bd va
cac 15 duoc rira 10 1in bing PBST (PBS + Tween20 0,5%). Sau d6, cic thé thuc
khudn duoc giit lai duge rira giai bang cach sir dung dung dich kiém chtra 100 pl dung
dich TEA (trietylamin 14% (Sigma), d6 pH=10) vao 15 trong chinh xac la 10 phut.
Céc thé thuc khuén bi phan ly sau d6 duge chuyén vao dng v tring chtra 100 pl
TRIS-HCI 1M, d6 pH=8,0. Cac dung dich pha lodng theo béc 10 1an trong PBS dugc
didu ché véi cac thé thuc khudn d3 dugc rira giai, va 10 pl ddy pha lodng nay duoc
st dung dé gay nhiém 90 ul té bao TG1 (té bao E. coli c6 kha ning hién thi thé thuc
khuan). Qu4 trinh gdy nhiém dugc dé trong 30 phut & nhiét do 37°C, sau do vi khuin
dugc ria cdy trén dia LB/thach chira ampixilin 100 pg/ml va glucoza 1%. Viéc lam
giau thé thuc khuan dic hiéu khang nguyén bang quy trinh chon loc ndy dugce danh
gi4 bang cach so sanh lugng hat phagemit dugc rira giai tir 16 duoc phi khang nguyén

v6i lugng hat phagemit duge rira giai tir 16 dbi ching am.

90 khuén lac khang ampixilin dugc lya chon ngdu nhién dé phan tich thém
béng ELISA vé su c6 mit cia VHH dic hiéu F trong chu chét ctia chung. Cac khuan
lac ha‘ly trudce tién dugc chuyén vao dia thach LB méi chira ampixilin va sau d6 duoc
stt dung dé cdy vao 1 ml méi trudng Terrific Broth (TB) chira ampixilin 100 pg/ml
trong dia loai 24 16 sau. Pia da duoc céy duoc 0 & nhi¢t d¢ 37°C trong didu kién lic
trong 5 gio. Su bidu hién VHH dugc cam tng bang cach bb sung isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranosit (IPTG) cho téi khi ndng d6 bang 1 mM. Dia sau d6 dugc G qua
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dém & nhiét d6 37°C trong diéu kién lic. Ngay tiép theo, té bao vi khuan dugc lam
ling két bing cach ly tam (12 phut véi tde do 3200 vong/phit) va dich ndi dugc loai
bo. Lép té bao lang két dugc tai tao huyén phu trong 200 pl dung dich dém TES
(TRIS-HCI 0,2 M do pH=8, EDTA 0,5 mM, sacaroza 0,5 M) va dia dugc lic & nhiét
d6 4°C trong 30 phut. Tiép theo, nuéc duge bd sung vao cac té bao di dugc tai tao
huyén ph dé gay ra sbc thAm thu, ddn dén viéc giai phong protein chu chét bao gdbm
cac VHH. Dia c6 16 sdu dugc 1 trong 1 gid & nhiét do 4°C trong diéu kién lic, dugc
ly tam, va dich néi, chira chiét phAm chu chét dugc thu hdi. 4 dia chuan do da 16 dugc
phtl qua dém bang 100 ng protein mdi 16 trong PBS, 2 dia dugc phu bing céc hang
xen k& cia F & cdu hinh riéng hau dung hop (McLellan et al., 2011) va BSA, 2 dia
con lai duge phu bing céc hang xen ké cia DS-Cavl va BSA. Dia chuén do da 16
dugc phu sau d6 duge rira va dugce phong bé bang bot sita 1% trong PBS. Sau khi rira
céc dia chuén d6 da 15, 100 ul chiét phém chu chat duoc bd sung vao céac dia va sau
d6 U trong 1 gid & nhiét do 4°C. Dia dugc rira va 50 pl dich pha loang 1/2000 cua
khang thé don dong khang HA (MMS-101P Biolegend) trong PBS dugc bd sung vao
dia trong 1 gior & nhiét do trong phong. Sau khi rira, dich pha loang 1/2000 trong PBS
cta khang thé khang IgG cia chudt duge lién két voi peroxidaza céi ngua (HRP)
(NXA931, GE Healthcare) dugc bd sung va dia dugc U trong 1 gid. Tiép theo, dia
duoc rira va 50 pl co chat TMB (Tetrametylbenzidin, BD OptEIA™) dugc bd sung
vao mdi 15. Phéan tng duoc dimg bang cach bd sung 50 pl H2SOQ4 1M, sau d6 do hép
thu tai budc song 450 nm dugce do béng thiét bi doc d6 hép thu dia da 16 iMark (iMark
Microplate Absorbance Reader) (Bio Rad). Toan bd céc phan doan chu chét, ma thu
duoc gia tri OD450 ddi v6i DS-Cavl hodc F hau dung hop 1a cao hon it nhét 2 14n so
v6i gia tri OD450 thu duoc dbi v6i BSA, dugc lya chon dé phan tich thém. Vi khuén
tuong tng duge cho sinh truéng trong 3 ml mdi truong LB chira 1/2000 ampixilin dé
phéan 1ap plasmit bang cach st dung kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen). Trinh tu
cADN cua VHH da duoc tach dong duoc xac dinh bang ky thuat giai trinh tu Sanger
bing céach st dung doan mdi M13RS (5’CAGGAAACAGCTATGACC3’ (SEQ ID
NO:11)).

Tach dong VHH vao vecto biéu hién Pichia pastoris va bién nap Pichia pastoris
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Céc trinh tu VHH, ciing nhu céc trinh ty VHH dugc gift lai sau khi chon loc,
duge khuéeh dai bang PCR tir plasmit pHEN4 tuong tng bang cach st dung doan
mdi xudi va doan mdi nguoc sau day
(5GGCGGGTATCTCTCG GAAAAGGCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGG3
(SEQ ID NO: 12);

5'CTAACTAGTCTAGTGATGGGATGGTGGTGGCTGGAGACGGTGACCTGG
3' (SEQ ID NO: 13)).

San phdm PCR thu dugc dugce cit bang Xhol va Spel va duogc nbi vao khung chinh
pKai6l da c4t bing Xhol/Spel. Ngudn gbc cua vecto pKai61 duge mo ta trong tai
liéu ctia Schoonooghe va cong sw, 2009. Trinh ty VHH dugc tach dong trong khung
doc v6i phién ban dugc cai bién d6i chut cua trinh tu tin hiéu yéu t6 két cap acdasS.
cerevisiae. Trinh tu tin hiéu nay dinh hudng cac protein dén hé bai tiét ciia nAm men,
duoc tiép tuc xir Iy trong ER va golgi va dugc loai bo hoan toan trudc khi tiét vao
moi trudong ngoai bao. Trai ngugce v6i tin hiéu prepro kiéu dai, phién ban duoc cai
bién nay khong chira cac trinh ty ma héa doan 13p GluAla (¢ day peptit tin hi¢u dugc
phén cét hidu qua bang endopeptidaza Kex2 ma khong can dén doan l3p nay). Gen
duoc ma hoa chtra thé gin 6xHis dau cudi C va dugc kidm soét boi ving khéi dau
AOXI1 cam tng bang metanol. Plasmit chita gen dénh ddu khang Zeocin dé chon loc
& vi khuén ciing nhu ¢ t& bao ndm men. Vecto dugc sép xép tuyén tinh trong viing
khoi du AOX1 (bing Pmel) tru6e khi bién nap P. pastoris d& xuc tién su téi to hop
tuong déng & vi tri gen AOX1 noi sinh dé tich hop 6n dinh vao hé gen. Cac vecto thu
duogc dugc dit tén 1a pKai-DS-Cav1-4, pKai-DS-Cav1-L66, pKai-VHH-F2 va pKai-
VHH-F58 va dugc sit dung dé bién nap ching Pichia pastoris sGS115 bang céch sir

dung quy trinh bién nap ngung tu duge md ta boi Lin-Cereghino va cong sy, 2005.
Tinh ché VHH dugc san xuét boi Pichia pastoris

Su biéu hién ctia VHH béi cac dong vo tinh Pichia pastoris bién nap dugc
phén tich trude tién trong 2 ml gidng cdy. Vio ngay 1, cic thé bién nap riéng ré& duoc
str dung dé cdy vao 2 ml mdi trudng YPNG (pepton 2%, chiét phAm ndm men Bacto
1%, YNB 1,34%, kali phosphat 0,1M dd pH=6, biotin 0,00004%, glyxerol 1%) chua
Zeocin 100 pg/ml (Life Technologies) va dugc 4 trong didu kién lac & nhiét ¢ 28°C
trong 24 gio. Ngay tiép theo, té bao dugc lam ling két bang cach ly tdm (8 phut véi
téc do 500 g) va moi truong YPNG dugce thay thé bang mdi truong YPNM (pepton
2%, chiét phAm nim men Bacto 1%, YNB 1,34%, kali phosphat 0,1M d pH=6, biotin
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0,00004%, metanol 1%) d& cam tng su biéu hién cia VHH va gidng ciy duge 1 &
nhiét d6 28°C trong diéu kién lac trong 72 gio. 50 ul metanol 50% dugce bd sung vao
gibng cAy tai thoi diém 72 gid, 80 gio va 96 gid. 100 gid sau khi chuyén vao moi
trudmg chtra metanol, t& bao ndm men duogc lam ling két bang cach ly tAm (8 phut
véi toe do 500 g)va dich ndi duge gitt lai dé danh gia sy c6 mét cuia VHH. Mdi truong
thd (25 pl) duoc nap 1én gel SDS-PAGE 15%, sau d6 sy c6 mit cua protein duge
phéan tich bang cach nhudm mau Coomassie Brilliant Blue. Dé chon loc VHH c6 hoat
tinh trung hoa RSV, cac tic gia sang ché x4c dinh hoat tinh nay trong dich nb6i YPNM
tho tir cac thé bién nap Pichia pastoris riéng ré& bang cach st dung dich pha lodng

theo béc cta dich ndi trong thir nghiém vét tan nhu dwoc mo ta & trén.

Thé bién nap Pichia pastoris dat dugc mitc VHH cao trong mdi truong hodc
¢6 hoat tinh trung hoa RSV cao dugc chon dé ting quy md bang cach str dung 100
hoac 300 ml gibng cdy Pichia. Diéu kién sinh truéng va cam mg metanol va viéc thu
mdi truong 1a tuong tu nhu néu trén d6i v6i gidng cay 2 ml. Mai trudng da duge loc
trong dugc dua vao bude két tiia amoni sulphat (bdo hoa 80%) trong 4 gio & nhiét do
4°C. Phén khong hoa tan dugc 1am lang két bang céch ly tAm véi tdc d6 20.000 g va
dugc hoa tan trong 10 ml dung dich dém gin két HisTrap (natri phosphat 20 mM,
NaCl 0,5 M, imidazol 20 mM, d6 pH=7,4), dugc ly tdm trong 10 phut & nhiét do 4°C,
sau d6 dich ndi dugc nap 1én cot HisTrap HP 1 ml (GE Healthcare), duoc lam cin
bing truéc v6i dung dich dém gén két HisTrap. Sau khi rira cdt béng it nhit 10 1an
thé tich cot ctia dung dich dém gén két HisTrap (cho t6i khi do hap thu dat dén duong
nén dn dinh), protein da gin két dwoc ria giai bing gradien imidazol tuyén tinh bt
dAu tir 20 mM va két thic & 500 mM imidazol trong dung dich dém gén két HisTrap
trén tdng thé tich 13 20 ml. Céc phan chita VHH, dugc x4c dinh bang cach phén tich
SDS-PAGE, dugc gom lai, va duoc c¢b dén 2 ml bang cdt Vivaspin (ngudng 5kDa,
GE Healthcare). Sau d6, cac phan doan c6 nay dugc nap 1én cot Superdex 75 (160
ml, 0,8 ml/phit) trong PBS va céc phan doan dinh dugc gom lai va dugc ¢6 trén cot
Vivaspin v6i ngudng SkDa. Nong do protein ctia phan doan gom lai dugc xac dinh
bang phép do A280 bsi NanoDrop 1000 voi phan trim hing s tit cua dung dich
duge tuy chinh d6i véi mdi VHH. C4c phan doan da gom va da c6 dugce phén thanh

cac phin mau va duge bdo quan & nhiét do -80°C trude khi st dung tiép.
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Tinh ndng do e ché 50% (IC50) ciia VHH da duoc tinh ché

Dé xac dinh IC50 cta cac VHH da dugc tinh ché duge san xuat bdi Pichia
pastoris, cac dich pha loadng theo bac 3 1an dugc didu ché trong Opti-Mem ctia cac
VHH nay dugc danh gia trong thir nghiém trung hoa RSV nhu duge md ta & trén. Cac
IgG don dong D25 va AM22 (Beaumont et al., 2012, Spits et al., 2013), ca 2 déu
nhim khang dac hi¢u cu hinh riéng tién dung hgp ciia F, dugc str dung lam dbi ching
duong. NB 1.12, VHH nhim khang dai globulin o, dugc sir dung 1am d6i chimg am.

Gié tri IC50 dugc tinh toan mot cach thu cong.
Gén két in vitro cia VHH vé6i DS-Cavl va F hau dung hop

Su gin két ciia VHH d3 duoc tinh ché voi DS-Cavl va F hau dung hop duoc
thr nghi€m trong ELISA tryc tiép. Dia chuan d¢ da 15 (kiéu I1, F96 Maxisorp, Nunc)
duge phi bang 100 pl dung dich DS-Cavl 1 pg/ml hodc dung dich F héu dung hop 1
pg/ml trong PBS. Sau khi rira, dia duoc phong bé trong 1 gid bang 200 pl sita 4%
trong PBS, sau d6 duoc rira lai 1 14n bang PBS. Day pha lodng 1/3 cia VHH (bit dau
tr 30 pg/ml) sau d6 dugc cho vao cac 156 da dugc phu bang protein. Sau 1 gio, dia
duoe rtra va dich pha lodng 1/2000 ciia khang thé khang thé gan histidin (AD1.1.10
AbD Serotec) trong PBS dugc bd sung trong 1 gid. Sau khi rira va bd sung khang thé
khang IgG cua chudt lién két voi HRP trong 1 gio (trohg dich pha loang 1/2000),
ELISA dugc phét trién theo cling cdch gidng nhu PE-ELISA dugc md ta & trén. bé
x4c dinh 4i luc, DS-Cavl da dugc tinh ché cung véi StrepTag I va 6X HisTag duoc
bét giit trén chip cam bién NTA dén khoang 537 don vi dap tng (RU) cho mdi vong
bang cach st dung Biacore X100 (GE). Chip cam bién NTA duoc téi tao gifta cac
vong bang cach stt dung EDTA 0,25M sau d6 st dung NiCl, 0,5 mM. Mau chi chira
dung dich dém dugc tiém vao DS-Cavl va té bao dong tham chiéu, sau d6 pha loang
theo béc 2 1dn Nb4 hoic Nb66 tir 5 nM dén 39,1 pM trong HBS-P+, bing cach sao
chép ndng d6 1,25 nM. S8 lidu dugc trir di 2 14n gid tri tham chiéu va phu hop véi
md hinh gin két 1:1 st dung Scrubber.

Su gén két ctia VHH vo6i F duoc biéu hién 1én bé mit cla té bao da chuyén
nhi®m bing vecto biéu hién cADN protein F ciia RSV dugc dénh gi bang cach phan
tich té bao theo dong chay. Té bao HEK293T dugc cdy tai 4.000.000 t€ bao moi dia
nudi cdy mo 150 mm va chuyén nhiém bang 6,4 ng pPCAGGS-Fsyn, md hoa cADN
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protein F cia RSV dugc t6i uu hoa codon, bang thude thir chuyén nhiém FuGENE
HD (Promega). Dé chi ra té bao duogc chuyén nhiém, qué trinh chuyén nhiém dugc
thuc hién véi su ¢6 mat cia 6,4 pg peGFP-NLS. Qua trinh chuyén nhiém dbi ching
dugc thuc hién chi bang peGFP-NLS. 18 gid sau khi chuyén nhiém, céc té bao dugc
tach roi bing 15 ml dung dich trypsin-EDTA (trypsin 0,05%, EDTA 0,5 mM (d9
pH=8,0)) dugcrual 1an trong PBS va dugc G trong 30 phut trong PBS chira BSA 1%
(PBS/BSA). Sau dd, cac té bao nay duoc U véi VHH duoc chi dinh hodc v6i khang
thé don dong ctia chudt dic hiéu protein F cua RSV (MAB858-1, Chemicon
International) tai cac néng do khéac nhau nhu dugc chi ra trén Fig.8). Mot gio sau, cac
té bao duge rira 1 14n bang PBS/BSA va dugc u bing khang thé khang thé gén Histidin
duoc pha lodang 1/3000 trong PBS/BSA trong subt 1 gio. Tiép theo, cic té bao nay
duge rira 1 14n bang PBS/BSA va khang thé Alexa 633 khang IgG chudt dugc bd
sung trong sudt 30 phut. Sau khi rira céc té bao 3 1an bing PBS, cac té bao dugc phan
tich bang cach sir dung thiét bi phan tich té bao theo dong chay FACSCalibur. Cac té
bao don biéu hién GFP duogc chon dua trén bé mat dinh cua tin hiéu tan xa bén, bé
mat dinh va chiéu cao dinh cua tin hiéu tin xa goc hep va bé mit dinh cua tin hiéu
phat huynh quang xanh. Cudi cung, do dugc tin hiéu cudng do phat huynh quang

Alexa 633 cua cac té bao don duong tinh v6i GFP nay.
Chudt nhét

Chudt nhit BALB/c céi, khong c6 mam bénh cu thé, duoc thu tir Charles River
(Charles River Wiga, Sulzfeld, Germany). Cac con chudt duge nudi nhdt trong moi
truong dugc kiém soat nhiét do véi chu ky 12 gio sang/tbi; thitc dn va nude duoc
cung cép tiy y. Diéu kién dé nudi dong vat hoat dong theo Gidy phép ctia chinh phu
Bi (the Flemish Government License Number) s6 LA1400536. Toan bd thit nghiém
duoc thuc hi€n theo cac diéu kién duoc ludt phép chi dinh va duge ty quyén béi HOi
ddng dao dirc vé dong vat thir nghiém (The Institutional Ethical Committee on

Experimental Animals) (Ethical application EC2015-019).
St dung VHH va khang thé don dong va lidu quyét dinh RSV cho chudt nhit

Chudt dugc gdy mé nhe bang isofluran trudc khi ding VHH, palivizumab hodc
virut RSV lidu quyét dinh trong mili. VHH, palivizumab (Synagis, Medimmune) va
virut RSV dugc dung trong téng thé tich 50 ul duge bao ché trong PBS, dugc phan
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bd déu qua 2 18 miii. Mdi nhém 5 con chudt duge nhan 30 pg DS-Cavl-4, 30 ug
VHH DS-Cav1-L66, 30 pug VHH F2 (lam d6i ching 4m) hodc 30 pg palivizumab
(lam dbi chung dwong) 4 gio trude khi gy nhiém bang 1.000.000 PFU ctia RSV A2.
T4t ca cac nhom ciing dugc nhan 30 pg d6i chimg am VHH F2 24 gid sau khi gdy
nhiém.

X4c dinh d6 chuén virut trong phdi bang thir nghiém vét tan

5 ngdy sau khi dung liéu quyét dinh, cac con chudt bi lam chét bang cach lam
trat khép 6. Phéi clia céc con chudt duoc liy ra trong diéu kién vd tring va dugc
lam ddng nhét bing cach lic manh bing thiét bi Mixer Mill MM 2000 (Retsch) véi
su ¢6 mit cua hat kim loai vo trung trong 1 ml HBSS chtra sacaroza 20% va c6 bd
sung penixilin 1% va streptomyxin 1%. San phém phdi ddng nhat sau dé dugc loc
trong bang cach ly tam (10 phut tai tdc d6 2500 vong/phut) & nhiét 4o 4°C va dugc
st dung 1ap lai hai 1an @2 chudn do virut trén té bao Vero. Lép don té bao Vero duoc
gay nhiém 50 pl dich pha loang theo bac 1:3 ctlia san phém phéi' ddng nhat trong dia
loai 96 16 trong mdi truomg Opti-MEM khong c6 huyét thanh (Invitrogen) c6 b6 sung
penixilin va streptomyxin. Thir nghiém vét tan duoec tién hanh tiép nhu duge mo ta o
trén. Vét tan trong mdi 16 dugc dém, va dbi voi mdi dich pha loang, s6 lugng PFU
trong mdi phdi (1ml) dwgc tinh nhu sau: s6 lwong vét tan c6 trong dich pha lodng x
dich pha lodng x 20 (= 1000 pl tong thé tich dich ndi / 50 pl dich néi duge s dung
dé gay nhiém 15 déu tién cta ddy pha lodng). Sau do, s6 lwong PFU trong mdi phdi

duoc tinh dudi dang gia tri trung binh cia hai 14n 1ap lai.
Xac dinh do chudn virut trong phéi bang qRT-PCR

Dé xéc dinh tai luong RSV trong phdi bing qRT-PCR, toan b ARN tir sin
pham phdi ddng nhét da dugc loc trong dugc chudn bi bing cach st dung kit mdé ARN
d tinh khiét cao (Roche, Mannheim) theo hudng dAn cta nha san xuat. cADN dugc
chuén bi bing cach st dung céc doan mdi hexame ngau nhién va kit tdng hop cADN
soi ddu tién cia yéu t6 phién ma (Roche, Mannheim). Mirc twong dbi cia cADN gen
M cua hé gen RSV dugc xéc dinh bang qRT-PCR bang céach sir dung doan moi dic
hidu v6i gen M cita RSV A2 (5" TCACGAAGGCTCCACATACA3’ (SEQ ID NO:
14) va 5>GCAGGGTCATCGTCTTTTTC3’ (SEQ ID NO: 15)) va doan do nucleotit
(#150 Universal Probe Library, Roche) dugc danh déu bang floresxein (FAM) tai ddu
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5°va bang thudc nhudém dép tit den gin dau 3’. S6 lidu qRT-PCR dugc chuin héa

theo mirc mARN mRPL13A c6 trong cic mau ctia mdi chudt.
Tinh canh tranh chéo cta khang thé khi gin két DS-Cavl

Protein DS-Cavl (10 pg/ml) duoc giit ¢b dinh trén bo cam bién sinh hoc
AR2G thong qua phéan tng lién hgp amin trong dung dich dém axetat (40 pH=5,0).
Phan tng dugc dung bang etanolamin 1M va bd cam bién sinh hoc DS-Cavl duoc
gift ¢b dinh sau d6 dugc 1am cén bang bang dung dich dém thir nghiém (PBS v6i BSA
1%). Bo cam bién sinh hoc duge ngdm trong khang thé canh tranh (35 pg/ml trong
dung dich dém thir nghiém) sau d6 khang thé phan tich (35 ug/ml trong dung dich

dém thir nghiém) c6 budc co s& ngén gitta hai buéc khang thé.
Vi du 1: Hoat tinh trung hoa RSV trong huyét tuong cia lac da khong budu

Dé danh gid viéc cam tng cac dap tng thé dich khang RSV & lac da khong
budu sau khi gy mién dich bing DS-Cavl, cic miu huyét twong thu dugc trude va
sau mdi budc giy mién dich duoc thir nghiém trong thir nghiém trung hoa RSV. Cac
mAu dugc thir nghiém vé hoat tinh trung hoa cta chiung khing RSV A2 va céc ching
1am sang cua B RSV, RSV B49. Fig.1 minh hoa toan bd mau huyét twong thu duge
sau khi gdy mién dich 1an thtt 4 c6 hoat tinh trung hoa cao khang RSV A2 va RSV
B49.

Vi du 2: Phan 1ap VHH déc hiéu DS-Cavl

Thu vién thé thuc khuin VHH duoc chon loc mdt vong trén protein DS-Cavl.
Viéc lam giau cac thé thuc khuén dic hiéu DS-Cav1 dugc danh gia bang cach so sanh
s6 lwong thé thuc khudn dugc rira giai tir cac 16 duge pht DS-Cavl véi s6 luong thé
thuc khudn dugc rira giai tir cac 16 khong duoc ph. S6 lugng thé thuc khuén duogc
rira giai dugc ude lugng gian tiép bang cach xdc dinh céc don Vl tai nap khang
ampixilin, nghia la s6 lwong khuan lac TG1 dugce tai nap bang thé thuc khuin duoc
rira giai trong bude chon loc. Thir nghiém nay goi y rang quan thé thé thuc khuin
dwoc lam giau khoang 140 13n dbi véi thé thyc khudn dic hiéu DS-Cavl. 90 khuan
lac dugc chon ngiu nhién va phén tich br?mg ELISA véi su ¢6 mit cua cac VHH déc
hiéu v6i cdu hinh riéng tién dung hop cta F (DS-Cavl) so véi c4u hinh riéng hau
dung hop cua F trong chiét pham chu chét cua ching. Két qua ctia ELISA nay duoc
thé hién trén Fig.2. Trong s6 90 khudn lac, 37 khuan lac dugc cho diém duong (10
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khuén lac dugc cho didm dwong vé viée gin két véi ca F tién dung hop va F hau dung
hop, 19 khuén lac dugc cho diém dwong v& viéc gin két chi v6i F tién dung hop va 8
khudn lac dugc cho diém duong vé viéc gén két chi véi F hau dung hop). Trinh tu
VHH cua tit ca cac khuan lac duoc goi ¥ gan két véi F tién dung hop va/hoic F hau
dung hop dugc xac dinh. 28 dong vo tinh trong s6 37 dong c6 trinh tw VHH doc nhét
va duge chon dé st dung tiép. Trinh tuv VHH cta cc dong vo tinh nay dugc tach
dong vao vecto biéu hién Pichia pastoris va plasmit thu dugc sau d6 duge sir dung

dé bién nap Pichia pastoris.
Vi du 3: Thir nghiém hoat tinh trung hoa trong dich ndi Pichia pastoris

Céc tac gia sang ché ciing cb ging tach dong thu vién VHH cADN thu duoc
sau mot vong chon loc trén DS-Cavl vao vecto biéu hién Pichia pastoris pKai61.
Céc tac gia sang ché st dung chién lugc nay dé cb ging chon loc cac VHH c6 lién
quan v& mit sinh hoc dua trén hoat tinh trung hoa RSV trong dich ndi cta cac thé
bién nap Pichia pastoris riéng r&. Tl 20 thé bién nap Pichia pdstorz's riéng r& duoc
chon loc dua trén su gén két v6i F, 5 thé bién nap c6 hoat tinh trung hoa d6i voi RSV
A2 (trong d6 DS-Cav1-4 c6 hiéu luc nhét), trong khi d6 tir 18 dong vo tinh thu duogc
tr thu vién tach dong vao pKai61, chi c6 mdt dong vo tinh (VHH DS-Cav1-L66) thé
hién hoat tinh trung hoa (Fig.3). |

Trinh tu cADN cua DS-Cavl-4 va DS-Cav1-L66 dugc x4c dinh bang k¥ thuat
giai trinh ty Sanger va trinh tu nucleotit cling nhu trinh tu axit amin suy luan dugc

dugc thé hién trén Fig.5.
Vidu4: San xuét va xac dinh IC50 cia VHH da dugce tinh ché

Truéc khi tinh ché, VHH DS-Cavl-4 va VHH DS-Cav1-L66 c6 cac VHH
trung hoa RSV c¢6 hiéu luc nhét va hai VHH nay ciing nhu cac VHH d6i ching 4m
F2 va VHH-F58 dugc tao ra trong 300 ml gidng cdy Pichia pastoris va dugc tinh ché
bang k¥ thuat tinh ché HisTrap, sau d6 bang k¥ thuat séc ky phan tach theo kich ¢
Superdex 75 (Fig.4). VHH F2 va VHH-F58 1a cac VHH dbi chimg khong lién quan
thu dugc tir thu vién VHH ¢6 nguén géc tir lac da khéng budu khac da dugc gay mién
dich bang virut Junin d& dugc lam bét hoat. VHH DS-Cav1-4 va VHH DS-Cav1-L66
lam trung hoa in vitro RSV A2 vé6i IC50 lan-luot 12 0,021 nM va 0,032 nM. Ddi véi
viéc trung hoa RSV B49, VHH DS-Cavl-4 va VHH DS-Cav1-L66 thé hién IC50 1an
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lwot 12 0,015 nM va 0,032 nM. Pé danh gia xem liéu VHH DS-Cav1-4 va VHH DS-
Cav1-L66 c6 thé trung hoa typ huyét thanh A va/hodc B Metapneumovirut ctia nguoi,
lugng da dinh ctia virut tai td hgp hMPV biéu hién GFP (phan dong A1 NL/1/00 hogc
phan dong B1 NL/1/99, do Bernadette van den Hoogen va Ron Fouchier, Rotterdam,
Ha Lan cung cip) hodc GFP-hRSV (ching A2, do Mark Peeples, Columbus, Ohio,
Hoa Ky cung cip) (MOI 0,3 ffu/té bao) duoc tron véi cac dich pha lodng theo béc
ciia VHH hogic mAb va dugc bd sung vao giéng ciy cuia té bao Vero-118 (hMPV)
hodc t& bao HEp-2, cho sinh truéng trong dia loai 96 1. 36 gio sau d6, moi trudng
duoc loai bd, PBS dugc bd sung va cuong do phat huynh quang ctia GFP trong mdi
16 dugc do bang may doc dia da 16 Tecan M200. Gi4 tri phat huynh quang duoc dung
dd thi du6i dang ty 1¢ phan trim cta d6i chung virut khong c6 khang thé va duoc sir

dung dé tinh gi tri IC50 tuong Ung.

Vi du 5: DS-Cavl-4 va DS-Cav1-L66 gin két v6i RSV F & trang théi tién dung hop
nhung khong gén két v6i RSV F ¢ trang thai hau dung hop.

Dé danh gia kha nang gén két cia DS-Cav1-4 va DS-Cav1-L66 v6i F tién dung
hop va F hiu dung hop, céc tac gia sang ché da thuc hién ELISA trong d6 F & in@t
trong hai ciu hinh riéng dugc phu truc tiép 1én dia chudn d6 da 18 va diy pha lodng 3
14n ctia VHH dugc bd sung vao dia nay (Fig.7A). Cac tac gia sang ché thdy raing VHH
DS-Cavl-4 va VHH DS-Cav1-L66 lién két dic hiéu véi F tién dung hop duoc phu
va khong lién két véi F duge phu & cAu hinh riéng hau dung hop. Pé mo ta tiép ai luc
gén két véi protein F tién dung hop, cic tac gia sang ché d3 thuc hién cac thit nghiém
gén két dua trén SPR. Céc tac gia sang ché thiy rang ISVD gin két v6i RSV F vtién
dung hop bing 4i luc picomol. Ngac nhién 12 ISVD thé hién 4i luc cao nay véi dich
cia no, vi ching 1a hoa tri mdt, trai véi khang thé don dong thong thuong nhu
palivizumab hojc AM14 (Gilman et al., 2015) 1 hoa tri hai vé ban chét. Cu thé 13, ty
1€ phéan ly ciia DS-Cav1-4 1a rat thap.

Su gén két ctia VHH DS-Cav1-4 va VHH DS-Cav1-L66 v6i F duoc bicu hién
béi t& bao dong vat ¢6 vii ciing dugce danh gid. Té bao HEK293T duge dong chuyén
nhidm bing pCAGGS-Fsyn, ma hoa cADN F dugc t6i uu hda codon va peGFP-NLS.
Té bao duoc thu 18 gid sau khi chuyén nhiém va dugc nhudm véi VHH DS-Cavl-4,
VHH DS-Cav1-L66, VHH d6i chiing 4am F58 va F2 va khang thé IgG don dong cta
chudt nhét dic hiéu véi protein F cia RSV. Su gén két cia VHH d6i v6i té bao duong
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tinh v6i GEP trong viéce sip dit qué trinh ddng chuyén nhiém dugc so véi viée gin
két v4i té bao duong tinh véi GFP da duge chuyén nhiém chi bing vecto biéu hién
GFP. Quan sat thdy su gin két hoan toan dbi v6i toan bo dich pha loang cia VHH
DS-Cav1-4 va VHH DS-Cav1-166 va dbi véi 3 ndng do cao nhit ctia khang thé don
dong dbi chung duong nhim khéng protein F cua RSV (Fig.8).

Vi du 6: DS-Cav1-4 va DS-Cav1-L66 gin két véi epitop méi cia RSV F

Dé nghién ctru xem liéu DS-Cav1-4 va DS-Cav1-L66 c6 gén két vai epitop @
dic hiéu F tién dung hop vira dugc mo té hay khong, cic tac gia sdng ché d3 nghién
cttu xem liéu cac VHH nay c6 thé canh tranh v6i khéng thé D25 dic hiéu epitop @
dé gén két v6i protein RSV F tién dung hop bang k¥ thuat giao thoa 16p sinh hoc hay
khong (Fig.9). Thir nghiém canh tranh chira rang cac VHH nay khong canh tranh véi
D25. Nguoc lai, hai VHH nay canh tranh v6i nhau. Cac két qua nay cho thy rang ca
hai VHH d&u gén két véi céc epitop chdng lip, nhung céc epitop nay khac voi epitop

O cua D25.

Viée tiép tuc xac dinh dic diém cta epitop ISVD x4c nhén rang DS-Cavl1-4
va DS-Cav1-L66 gin két cling mot epitop trén RSV F, véi sy bdo toan cAu tric cao
(Fig.11A-D). Trén Fig.11C, cac gbc cua protein RSV F tién dung hop duogc lam 6n
dinh (khung doc m& dﬁy du, trude khi xir 1y in vivo, SEQ ID NO: 17) dugc tiép xuc
bdi ca DS-Cav1-4 va DS-Cav1-L66 dugc gach dudi. Cu thé 1a, cac géc axit amin sau
day cua protein RSV F tao thanh mot phén cta epitop cua DS-Cav1-4 va DS-Cavl-
L66: T50, G51, W52, S180, G184, V185, P265, 1266, T267, N268, D269, Q270,
1305, G307, V308, N345, A346, G347,K421, S425,K427,N428, R429, G430, 1431,
S451, G453, N454, 1456, Y458. Cac gbc nay 1a epitop cua ca DS-Cavl-4 va DS-
Cav1-L66. Céc chi tiét khac vé sy gin két cia cac vong CDR2 va CDR3 dugc thé
hién trén Fig.12 (d6i v6i DS-Cavl-4) va Fig.13 (d6i véi DS-Cav1-L66).

CAu trac cua protein F & cAu hinh riéng tién dung hop trong phirc hop véi
motavizumab, AM14, 101F va DS-Cav1-4 boc 16 epitop gan két méi (Fig.14). Toan
bo céc khang thé khac, ma da biét cAu trac ddng tinh thé voi RSV F, gén két voi
epitop ma khac véi epitop dugc lién két bsi DS-Cavl-4 va DS-Cav1-L66. Tham chi
cac khang thé ma canh tranh v6i DS-Cav1-4 (nghia la AM14 va palivizumab) va DS-
Cav1-L66 (nghia 1 AM14, palivizumab va 101F) d& ghn két véi RSV F tién dung
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hop dugc lam dn dinh, va epitop gén két da dugce x4c dinh 18 rang cho ching béng
phan tich cdu triic déng tinh thé, gin két véi epitop khac trong RSV F. Diédu nay dugc
thé hién trén Fig.14. Céc tac gia sang ché lwu y ring palivizumab va motavizumab
gén két ciing mot epitop trong RSV F, va epitop nay c6 mét ¢ trang thai tién dung

hop va hdu dung hop cua RSV F.
Vi du 7: Thir nghiém hoat tinh khang RSV du phong ctia VHH in vivo

Dé thir nghiém xem liéu viéc dung du phong VHH DS-Cav1-4 hodc DS-Cavl-
166 co thé bao vé khang lai lidu quyét dinh RSV in vivo hay khong, chudt nhit
BALB/c cai (5 con chudt mdi nhém) nhan 30 pg VHH DS-Cavl-4, VHH DS-Cavl-
L66, VHH F2 ho#c palivizumab trong mili 4 gio trudce khi gdy nhiém bing 1,106 PFU
RSV A2). 24 gid sau khi ding liéu quyét dinh, toan bd chudt nhén 30 pg VHH F2
trong mii. 5 ngay sau khi dung lidu quyét dinh, cac con chudt bi lam chét va phoi
dugc lam ddng nhét trong 1 ml HBSS c6 bd sung sacaroza 20%, penixilin va
streptomyxin. Cac con chudt duoc xir ly bang DS-Cavl-4, DS-Cavl-L66 hodc
palivizumab khéng c6 virut dang sao chép dén mic c6 thé phat hién dugc trong phoi
ctia chiing (ngoai trir mot con chudt dugce xtt Iy bang palivizumab) (Fig.10 A), nguoc
lai v6i nhom du:qé xtt Iy bang VHH F2 ma thé hién muc virut dang sao chép cao trong
phéi ctia chiing (khoang 1x10° PFU). Khi thir nghiém vét tan dugc sir dung dé dinh
muc virut sao chép trong phdi c6 thé bi anh huodng boi su c6 mit cua khang thé hodc
VHH trung hoa, céc tac gid sang ché dinh mtc thém ARN RSV trong san pham phoi
ddng nhét bing qRT-PCR. Céc con chudt duge xit 1y bing DS-Cavl-4 va DS-Cavl-
L.66 c6 mirc ARN virut trung binh it hon trén 3000 13n so v&i chudt dbi ching dugc
xtt Iy bang F2. Cé4c con chudt dugc xur 1y bang palivizumab c6 mitc ARN virut trung
binh it hon khoang 100 14n so vé6i chudt d6i chung duoc xit ly bang F2.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Mién bién dbi don cua globulin mién dich (ISVD) gén két dac hidu v6i dang tién
dung hop cua protein dung hop (F) cta virut hgp bao hd hép (RSV), khéc biét & chd
ISVD nay, ¢ dang hoéa tri mat, thé hién hoat tinh trung hda cac typ huyét thanh RSV
A vi B tai d6 gié tri ICso khac 10 1an hofc it hon, va khac biét & chd ISVD gan két
v6i epitop cdu hinh riéng ctia protein RSV F tién dung hop chtra c4c axit amin 50-52,
180, 184, 185, 265-270, 305, 307, 308, 345-347, 421, 425, 427-431, 451, 453, 454,
456 va 458 nhu duoc md ta trong SEQ ID NO: 17, khac biét & chd ISVD nay chia
trinh tv CDR1 SEQ ID NO: 1, trinh tu CDR2 dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID
NO: 3 va SEQ ID NO: 4, va trinh ty CDR3 dugc chon tir nhém bao 26m SEQ ID
NO: 5 va SEQ ID NO: 6.

2. Chu tric gén két RSV, khac biét & chd céu tric gén két RSV nay chtra ISVD theo
diém 1.

3. Axit nucleic dugc tinh ché, khéc biét & chd axit nucleic vnéy ma hoa ISVD theo
didm 1. | |

4. Té bao chu duge nudi cay, khac biét & chd té bao chu nay duoc bién nap hodc

chuyén nhiém bang axit nucleic theo diém 3.
5. Phuong phép san xuét ISVD bao gém budc nudi chy té bao chi theo diém 4.

6. Dugc pham, khac biét & chd duoc pham nay chira it nhat mot ISVD theo diém 1.
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Fig.3 tiép
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Fig.5
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DS8-Cavl-4 QVOLOESGGGLYOPGGSLRLSCAASIGFTLOYYY | GWFRQA 40
DS-Cavi-L66 OVOLOESGOGLYOPFGESLRLSCAASBFTLDYYY! Gin ROA 40

CDR2 7 i
DS-Cavi-4 PGKEREAVS|CISGSSGSTYYPDSVKGRFT | SRONAKNTYY BO
DS-Cavi-LB6 PCKEREGVSICISSSHGSTYYADSYKGRFT I SRONAKNTYY 80

0 CDR3 128

~ D3-Cavi-4 LOMNSLKPEDTAVYYCAT|IRSSSWGGCVHYGMDYWGKGTQ 120
D5-Cavi-L66 LOMNSLKPEDTAVYYCAT|VAVAHFRGCGVDGMDYWCGKGTQ 120

DS-Cavi4 VT VSSHHHHHH 131
DS-Cavi-L66 WTYVSSHHHHHH 131

-37-



Fig.6
A
[{=}
=
=
=
A
B
9
5
=
A~

31007

40- Trung hoa RSV A2
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Fig.6 tiép
C
RSV A2 ICso RSV B49 ICso
ng/ml nM ng/ml nM
DS-Cav1-4 0,31 0,021 0,23 0,015
DS-Cav1-L66 0,46 0,032 0,46 0,032
D25 18,5 0,123 | 8,24 0,055
AM22 12,35 0,082 [ 74,08 0,494
D
IC.q (ng/ml} hMPV-AL-GFP hMPV-B1.GFP hRSV-A2-GFP
F-VHH-4 »30.000 »30.000 0.47
F-VHH-LE66 =30.000 =30,000 0.59
Crtl-VHH HO =30.000 »30.000
MPES HD 102 47
LO1F 216 783 124
MF14%* 249 319 Hp
Motavizumab HD HD 33

*ND, khong xac dinh

**MF14 |3 khang thé don dong déc hiéu véi glycoprotein F hMPV
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Fig.7
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Fig.7 tiép

Brip dng (RU)

Paping(RU)
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Fig.8
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Fig.9

Fig.10
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Chét canh tranh

Chat phan tich
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Fig.11

A

31007

Ving tr dofving lam viée: 27,7/19.4%

Dién tich bé mat bi chén vii
Trén ving khdi ddu | Fa: 116 A2
Trén ving khdi ddu 1 Fy: 640 A2
Trén viing khdi ddu 2 Fy: 400 A2

Téng

B

1156 A2

Cic gdc trén F RSV duge tigp xic biang nanobody

QNITEEFYQSTCSAVERT Y LSALRTEGWY TSVITIELENIKENKCRGTDARVE
LIKQELDKYENAVIELQLLMOSTPATHNRARR

FLGFLLGVGSATASGVAVCKVLHLEGEVNKIKSALLETNKAVVELENGVSVL
TFKVLDLKNYIDKOLLPILNEQSCSISHNIETVIEFOOKNERLLEI TRETEY]
AGVTTEPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVOIVRQQEYS I :
KEEVLAYVVOLPLYGVI DTPCWKLHATS PLCTTNTEEGSNICLTRTDRGAYTD
HAGSVSFFPOAETCKVOSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLONVDIFNFRYDCKIM
TEKTDVESSVITELEAIVSCYCKTKCTASNRNRGIIKTFSNGUDYVENKGVD
TYSVERTLY YVNKQEGKSLYVEGEPI INFYDPLVEPSDEF DASISOVNEKIN
QLILAFJ RKSDELL

Ving 7 dofving lam viée: 30,21/27,00%

Dién tich bé& mat bi chén vii

Trén ving khdi diu | F: 116 A?
Trén viing khdi ddu | Fy: 640 A2
Trén ving khdi ddu 2 Fy: 400 A?

Téng

11156 A2
Cic g8c trén F RSV duge tiép xue bing nanobody

sy w Y E

ONITEEFY(STOSAVSKGYLSALRTGWY TSVITIELSNI DKERECRGTDARVY
LIKQELDEYKEAVTELQLLMOSTPATHNNEARR

FLGFL lf”bbﬁié S GYAVOKVLHLEGEVHKIKSALLS TRNRAVV S LENGVIVL
TFEVLDLENYIDKQLL ?I N SCSTSNIETVIEFQOKRNRLLEITREFSVN
ACGVTT VeTY%LT (SELLSLINDMPITNDQKKIMSNNVOIVROQSEY:
KEEVLAYVVOLPLYGVIDTPC H;HTﬁ?P!I“NﬁF“FkR ICLTRTORGWYCD
NAGEVEFFFOARTCKVOSNRVIUDTHNSLTLES SEVHNLONVDIFNPRKYDOKIN
wQKT“Vou&ItJLSRiV)VY SHTRCTASHENRGI IKTFSNGCDYYSNEGVD
TVSVENTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDAS ISQVNEKIN
GSLATIREEDELL




Fig.11 tiép

C

SEQ ID NO: 17:

61

121

181

241

301

361

421

481

541

MELLILKANA
LSNIKENKCN
NAKKTNVTLS
LSNGVSVLTF
AGVTTPVSTY
VQLPLYGVID

QSNRVFCDTM

ITTILTAVTE

GTDAKVKLIK

KKRKRRFLGF

KVLDLKNYID

MLTNSELLSL

TPCWKLHTSP

NSLTLPSEVN

KCTASNKNRG IIKTFSNGCD

LVFPSDEFDA

STFLGGLVPR

SISQVNEKIN

GSHHHHHHSA

31007

CFASGONITE
QELDKYKNAV
LLGVGSAIAS
KOLLPILNKQ
INDMPITNDQ
LCTTNTKEGS
LCNVDIFNPK
YVSNKGVDTV
QSLAFIRKSD

WSHPQFEK

EFYQSTCSAV
TELQLLMQST
GVAVCKVLHL
SCSISNIETV
KKLMSNNVQT
NICLTRTDRG
YDCKIMTSKT
SVGNTLYYVN

ELLSAIGGYI

-45-

SKGYLSALRT GWYTSVITIE

PATNNRARRE
EGEVNKIKSA
TEFQOKNNRL
VRQQSYSIMC
WYCDNAGSVS
DVSSSVITSL

KQEGKSLYVK

PEAPRDGQAY

D5-Cavl-LB6
DS-Cavl-4

LPRFMNYTLN
LLSTNKAVVS
LEITREFSVN
IIKEEVLAYV
FEFPQAETCKV
GAIVSCYGKT
GEPIINFYDP

VRKDGEWVLL
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Fig.12

Lién két disulfua giita
cac goc 50 (CDR2) va
107 (CDR3)

CDR3
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Fig.13 -

Fig.13

- Lién 1§ét disulfua gifta
cac gbec 50 (CDR2) va
107 (CDR3)

P2
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Fig.14

Mang virut
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<110>

<120>

ctua virut hgp bao hod
bién d6i, té& bao chu

<130>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

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

<220>
<223>

<400>

31007

DANH MUC TRINH TY

VIB VZW

UNIVERSITEIT GENT

THE UNITED STATES OF AMERICA, as represented by the
Secretary, Department of Health and Human Services,
TRUSTEES OF DARTMOUTH COLLEGE

Mién bién d6i don cta globulin mién dich khang protein F tién dung hgp
hap (RSV), cau trdc gan k&t RSV, axit nucleic md héa mién
chita axit nucleic va dugc pham chira mién bién déi nay

XS/RSVNb/521

Us 62/181,522
2015-06-18

EP 15178653.0
2015-07-28

EP 15191868.7
2015-10-28

19

PatentIn version 3.5

SEQ ID NO: 1

10

PRT

Trinh ty nhén tao

Trinh ty CDR1

1

Gly Phe Thr Leu Asp Tyr Tyr Tyr Ile Gly

1

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

<220>
<223>

5 10

SEQ ID NO: 2

10

PRT

Trinh ty nhan tao

Trinh ty CDR1

-49-
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<400> 2

Gly Phe Thr Leu Asp Tyr Tyr Tyr Ile Gly
1 5 10

<210> SEQ ID NO:3

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh ty CDR2

<400> 3
Cys Ile Ser Gly Ser Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> SEQ ID NO: 4
<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh ty CDR2

<400> 4

Cys Ile Ser Ser Ser His Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> SEQ ID NO: 5
<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu CDR3
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<400> 5

Ile Arg Ser Ser Ser Trp Gly Gly Cys Val His Tyr Gly Met Asp Tyr
1 5 10 15

<210> SEQ ID NO: 6
<211> 16

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh ty CDR3

<400> 6

Val Ala Val Ala His Phe Arg Gly Cys Gly Val Asp Gly Met Asp Tyr
1 5 10 15

<210> SEQ ID NO: 7
<211> 396

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Khéang thé mién don DS-Cavl-4

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(396)

<400> 7

cag gtg cag ctg cag gag tct ggg gga ggc ttg gtg cag cct ggg 888
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

tct ctg aga ctc tcc tgt gca gec tct gga ttc act ttg gat tat tat
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Leu Asp Tyr Tyr
20 25 30

tac ata ggc tgg ttc cgc cag gcc cca ggg aag gag cgc gag gca gtc
Tyr Ile Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Ala Val
35 40 45

tca tgt att agt ggt agt agt ggt agc aca tac tat cca gac tcc gtg
Ser Cys Ile Ser Gly Ser Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val

-51-
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aag
Lys
65

ctg

Leu

gcg
Ala

gac
Asp

cac
His

50

88¢C
Gly

caa
Gln

aca
Thr

tac
Tyr

cat
His
130

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

<220>
<223>

<400>

cga
Arg

atg
Met

att
Ile

tgg
Trp
115

cac
His

ttc
Phe

aac
Asn

cgt
Arg
100

g8¢
Gly

tag

acc
Thr

agc
Ser
85

agt

Ser

aaa
Lys

SEQ ID NO: 8

131
PRT

Trinh ty nhan tao

Cau truc téng hgp

8

atc
Ile
70

ctg

Leu

agt
Ser

g88
Gly

55

tcc
Ser

aaa
Lys

agc
Ser

acc
Thr

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

20

Tyr Ile Gly Trp Phe Arg Gln

35

Ser Cys Ile Ser Gly Ser Ser

50

55

aga
Arg

cct
Pro

tgs
Trp

cag
Gln
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

31007

gac
Asp

gag
Glu

888
Gly
105

gtc
Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

-52-

aat
Asn

gac
Asp
90

ggt
Gly

acc
Thr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

gcc
Ala
75

acg

Thr

tgc
Cys

gtc
Val

Leu

Phe

Lys

Tyr

60
aag

Lys

gcc
Ala

gtg
Val

tcc
Ser

Val

Thr

Glu

Tyr
60

aac
Asn

gtt
Val

cac
His

agc
Ser
125

Gln

Leu

Arg

45

Pro

acg
Thr

tat
Tyr

tac
Tyr
110

cac
His

Pro

Asp

30

Glu

Asp

gtg
Val

tac
Tyr
95

gec
Gly

cac
His

Gly

15

Tyr

Ala

Ser

tat
Tyr
80

tgt
Cys

atg
Met

cat
His

Gly

Tyr

Val

Val

240

288

336

384

396



Lys

65

Leu

Ala

Asp

His

Gly

Gln

Thr

Tyr

His
130

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>

<400>

cag gtg cag
Gln Val Gln

1
tct

Ser

tac
Tyr

tca
Ser

ctg
Leu

ata
Ile

tgt
Cys
50

Arg

Met

Ile

Trp

115

His

Phe Thr Ile Ser

70

Asn Ser Leu Lys

85

Arg Ser Ser Ser

100

Gly Lys Gly Thr

SEQ ID NO: 9

-3

96

ADN

Trinh tv nhan tao

31007

Arg Asp Asn Ala Lys Asn

75

Pro Glu Asp Thr Ala Val

90

Trp Gly Gly Cys Val His

105

Gln val Thr Val Ser Ser

120

Khang thé mién don DS-Cavl-L66

C

(1)..

9

DS

aga
Arg

ggc
Gly
35

att
Ile

(396)

ctg
Leu

ctc
Leu
20

tgg
Trp

agt
Ser

cag
Gln

tcc
Ser

ttc
Phe

agt
Ser

gag
Glu

tgt
Cys

cgc
Arg

agt
Ser

tct
Ser

gca
Ala

cag
Gln

cat
His
55

g8¢g
Gly

gcc
Ala

gcc
Ala
40

ggt
Gly

gga
Gly

tct
Ser
25

cca
Pro

agc
Ser

-53-

g8c¢
Gly
10

gea
Gly

geg
Gly

aca
Thr

ttg
Leu

ttc
Phe

aag
Lys

tac
Tyr

gtg
Val

act
Thr

gag
Glu

tat
Tyr
60

125

cag
Gln

ttg
Leu

cgc
Arg
45

gca
Ala

Thr

Tyr

Tyr
110

His

cct
Pro

gat
Asp
30

gag
Glu

gac
Asp

Val

Tyr
95

Gly

His

geg
Gly
15

tat
Tyr

geg
Gly

tcc
Ser

Tyr
80

Cys

Met

His

geg
Gly

tat
Tyr

gtc
Val

gtg
Val

48

96

144

192



aag
Lys
65

ctg

Leu

gcg
Ala

gac
Asp

cac
His

ggc
Gly

cag
Gln

aca
Thr

tac
Tyr

cat
His
130

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

<220>
<223>

<400>

cga
Arg

atg
Met

gta
Val

tgg
Trp
115

cac
His

ttc
Phe

aac
Asn

gct
Ala
100

ggec
Gly

tag

acc
Thr

agc
Ser
85

gta
Val

aaa
Lys

atc
Ile
70

ctg
Leu

gca
Ala

g8g
Gly

SEQ ID NO: 10

131
PRT

Trinh ty nhan tao

C&u truc téng hagp

10

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Ser

Lys

Leu

Ile

Cys

50

Gly

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Gln

Ser

Phe

Ser

Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

tcc
Ser

aaa
Lys

cat
His

acc
Thr

Ser

Ala

Gln

His

55

Ser

aga
Arg

cct
Pro

ttc
Phe

cag
Gln
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

31007

gac
Asp

gag
Glu

cgg
Arg
105

gtc
Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

aat
Asn

gac
Asp
90

gst
Gly

acc
Thr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

gcc
Ala
75

acg
Thr

tgc
Cys

gtc
Val

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

aag
Lys

gcc
Ala

gea
Gly

tcc
Ser

Val

Thr

Glu

Tyr

60

Lys

aac
Asn

gtt
Val

gtc
Val

agc
Ser
125

Gln

Leu

Arg

45

Ala

Asn

acg
Thr

tat
Tyr

gac
Asp
110

cac
His

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Thr

gtg
Val

tac
Tyr
95

gec
Gly

cac
His

Gly

15

Tyr

Gly

Ser

Val

tat
Tyr

tgt
Cys

atg
Met

cat
His

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

240

288

336

384

396
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65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Thr Val Ala Val Ala His Phe Arg Gly Cys Gly Val Asp Gly Met
100 105 110

Asp Tyr Trp Gly Lys Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser His His His
115 120 125

His His His
130

<210> SEQ ID NO: 11
<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> PDoan moi

<400> 11
caggaaacag ctatgacc

<210> SEQ ID NO: 12
<211> 47

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Poan moi

<400> 12
ggcgggtatc tctcgagaaa aggcaggtge agctgcagga gtctggg

<210> SEQ ID NO: 13
<211> 49

<212> ADN

<213> Trinh ty nhadn tao

<220>

-55-
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<223> Doan moi

<400> 13
ctaactagtc tagtgatggt gatggtggtg gctggagacg gtgacctgg

<210> SEQ ID NO: 14
<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Doan moi

<400> 14
tcacgaaggc tccacataca

<210> SEQ ID NO: 15
<211> 2@

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Doan moi

<400> 15
gcagggtcat cgtctttttc

<210> SEQ ID NO: 16
<211> 461

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Protein F cla RSV tién dung hgp 6n dinh (fig. 1la+b)

<400> 16

Gln Asn Ile Thr Glu Glu Phe Tyr Gln Ser Thr Cys Ser Ala Val Ser
1 5 10 15

Lys Gly Tyr Leu Ser Ala Leu Arg Thr Gly Trp Tyr Thr Ser Val Ile
20 25 30

Thr Ile Glu Leu Ser Asn Ile Lys Glu Asn Lys Cys Asn Gly Thr Asp

-56-
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Ala

Val

65

Arg

Ala

Asn

Leu

Asn

145

Ser

Arg

Thr

Ile

Asn
225

Lys

50

Thr

Ala

Ser

Lys

Ser

130

Tyr

Ile

Leu

Pro

Asn

210

Val

35

Val

Glu

Arg

Gly

Ile

115

Asn

Ile

Ser

Leu

Val

195

Asp

Gln

Lys

Leu

Arg

Val

100

Lys

Gly

Asp

Asn

Glu

180

Ser

Met

Ile

Leu

Gln

Phe

85

Ala

Ser

Val

Lys

Ile

165

Ile

Thr

Pro

Val

Ile

Leu

70

Leu

Val

Ala

Ser

Gln

150

Glu

Thr

Tyr

Ile

Arg
230

Lys
55

Leu

Gly

Cys

Leu

Val

135

Leu

Thr

Arg

Met

Thr

215

Gln

40

Gln

Met

Phe

Lys

Leu

120

Leu

Leu

Val

Glu

Leu

200

Asn

Gln

31007

Glu

Gln

Leu

Val

105

Ser

Thr

Pro

Ile

Phe

185

Thr

Asp

Ser

-57-

Leu

Ser

Leu

90

Leu

Thr

Phe

Ile

Glu

170

Ser

Asn

Gln

Tyr

Asp

Thr

75

Gly

His

Asn

Lys

Leu

155

Phe

Val

Ser

Lys

Ser
235

Lys
60

Pro

Val

Leu

Lys

Val

140

Asn

Gln

Asn

Glu

Lys

220

Ile

45

Tyr

Ala

Gly

Glu

Ala

125

Leu

Lys

Gln

Ala

Leu

205

Leu

Met

Lys

Thr

Ser

Gly

110

Val

Asp

Gln

Lys

Gly

190

Leu

Met

Cys

Asn

Asn

Ala

95

Glu

Val

Leu

Ser

Asn

175

Val

Ser

Ser

Ile

Ala

Asn

80

Ile

Val

Ser

Lys

Cys

160

Asn

Thr

Leu

Asn

Ile
240



Lys

Ile

Asn

Trp

Thr

305

Leu

Pro

Ser

Lys

Asn

385

Gly

Val

Glu

Asp

Thr

Tyr

290

Cys

Thr

Lys

Val

Cys

370

Gly

Asn

Lys

Glu

Thr

Lys

275

Cys

Lys

Leu

Tyr

Ile

355

Thr

Cys

Thr

Gly

Val

Pro

260

Glu

Asp

Val

Pro

Asp

340

Thr

Ala

Asp

Leu

Glu
420

Leu

245

Cys

Gly

Asn

Gln

Ser

325

Cys

Ser

Ser

Tyr

Tyr

405

Pro

Ala

Trp

Ser

Ala

Ser

310

Glu

Lys

Leu

Asn

Val

390

Tyr

Ile

Tyr

Lys

Asn

Gly

295

Asn

Val

Ile

Gly

Lys

375

Ser

Val

Ile

Val

Leu

Ile

280

Ser

Arg

Asn

Met

Ala

360

Asn

Asn

Asn

Asn

31007

Val

His

265

Cys

Val

vVal

Leu

Thr

345

Ile

Arg

Lys

Lys

Phe
425

-58-

Gln

250

Thr

Leu

Ser

Phe

Cys

330

Ser

Val

Gly

Gly

Gln

410

Tyr

Leu

Ser

Thr

Phe

Cys

315

Asn

Lys

Ser

Ile

Val

395

Glu

Asp

Pro

Pro

Arg

Phe

300

Asp

Val

Thr

Cys

Ile

380

Asp

Gly

Pro

Leu

Leu

Thr

285

Pro

Thr

Asp

Asp

Tyr

365

Lys

Thr

Lys

Leu

Tyr

Cys

270

Asp

Gln

Met

Ile

Val

350

Gly

Thr

Val

Ser

Val
430

Gly

255

Thr

Arg

Ala

Asn

Phe

335

Ser

Lys

Phe

Ser

Leu

415

Phe

Val

Thr

Gly

Glu

Ser

320

Asn

Ser

Thr

Ser

Val

400

Tyr

Pro



31007

Ser Asp Glu Phe Asp Ala Ser Ile Ser Gln Val Asn Glu Lys Ile Asn

435

440

445

Gln Ser Leu Ala Phe Ile Arg Lys Ser Asp Glu Leu Leu

450

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

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO: 17

568
PRT

Trinh ty nhan tao

Protein F cla RSV tién dung hop 6n dinh (fig.

17

Met Glu Leu

1

Ala

Tyr

Arg

Lys

65

Gln

Met

Arg

Val

Gln

Thr

50

Glu

Glu

Gln

Phe

Thr

Ser

35

Gly

Asn

Leu

Ser

Met
115

Leu

Phe

20

Thr

Trp

Lys

Asp

Thr

100

Asn

Ile

Cys

Cys

Tyr

Cys

Lys

85

Pro

Tyr

Leu

Phe

Ser

Thr

Asn

70

Tyr

Ala

Thr

455

Lys

Ala

Ala

Ser

55

Gly

Lys

Thr

Leu

Ala

Ser

Val

40

Val

Thr

Asn

Asn

Asn
120

Asn

Gly

25

Ser

Ile

Asp

Ala

Asn

105

Asn

-59-

Ala

10

Gln

Lys

Thr

Ala

Val
90

Arg

Ala

Ile

Asn

Gly

Ile

Lys

75

Thr

Ala

Lys

460

Thr

Ile

Tyr

Glu

60

Val

Glu

Arg

Lys

Thr

Thr

Leu

45

Leu

Lys

Leu

Arg

Thr
125

11c)

Ile

Glu

30

Ser

Ser

Leu

Gln

Glu

110

Asn

Leu

15

Glu

Ala

Asn

Ile

Leu

95

Leu

Val

Thr

Phe

Leu

Ile

Lys

80

Leu

Pro

Thr



Leu

Gly

145

Glu

Ala

Leu

Lys

Gln

225

Ala

Leu

Leu

Met

lLeu
305

Ser
130

Ser

Gly

Val

Asp

Gln

210

Lys

Gly

Leu

Met

Cys

290

Tyr

Lys

Ala

Glu

Val

Leu

195

Ser

Asn

Val

Ser

Ser

275

Ile

Gly

Lys

Ile

Val

Ser

180

Lys

Cys

Asn

Thr

Leu

260

Asn

Ile

Val

Arg

Ala

Asn

165

Leu

Asn

Ser

Arg

Thr

245

Ile

Asn

Lys

Ile

Lys

Ser

150

Lys

Ser

Tyr

Ile

Leu

230

Pro

Asn

Val

Glu

Asp
310

Arg

135

Gly

Ile

Asn

Ile

Ser

215

Leu

Val

Asp

Gln

Glu

295

Thr

Arg

Val

Lys

Gly

Asp

200

Asn

Glu

Ser

Met

Ile

280

Val

Pro

31007

Phe

Ala

Ser

Val

185

Lys

Ile

Ile

Thr

Pro

265

Val

Leu

Cys

-60-

Leu

Val

Ala

170

Ser

Gln

Glu

Thr

Tyr

250

Ile

Arg

Ala

Trp

Gly

Cys

155

Leu

Val

Leu

Thr

Arg

235

Met

Thr

Gln

Tyr

Lys
315

Phe

140

Lys

Leu

Leu

Leu

Val

220

Glu

Leu

Asn

Gln

Val

300

Leu

Leu

Val

Ser

Thr

Pro

205

Ile

Phe

Thr

Asp

Ser

285

Val

His

Leu

Leu

Thr

Phe

190

Ile

Glu

Ser

Asn

Gln

270

Tyr

Gln

Thr

Gly

His

Asn

175

Lys

Leu

Phe

Val

Ser

255

Lys

Ser

Leu

Ser

Val

Leu

160

Lys

Val

Asn

Gln

Asn

240

Glu

Lys

Ile

Pro

Pro
320



Leu

Thr

Pro

Thr

Asp

385

Asp

Tyr

Lys

Thr

Lys

465

Leu

Glu

Cys

Asp

Gln

Met

370

Ile

Val

Gly

Thr

Val

450

Ser

Val

Lys

Thr

Arg

Ala

355

Asn

Phe

Ser

Lys

Phe

435

Ser

Leu

Phe

Ile

Thr

Gly

340

Glu

Ser

Asn

Ser

Thr

420

Ser

Val

Tyr

Pro

Asn
500

Asn

325

Trp

Thr

Leu

Pro

Ser

405

Lys

Asn

Gly

Val

Ser

485

Gln

Thr

Tyr

Cys

Thr

Lys

390

Val

Cys

Gly

Asn

Lys

470

Asp

Ser

Lys

Cys

Lys

Leu

375

Tyr

Ile

Thr

Cys

Thr

455

Gly

Glu

Leu

Glu

Asp

Val

360

Pro

Asp

Thr

Ala

Asp

440

Leu

Glu

Phe

Ala

31007

Gly

Asn

345

Gln

Ser

Cys

Ser

Ser

425

Tyr

Tyr

Pro

Asp

Phe
505

Ser

330

Ala

Ser

Glu

Lys

Leu

410

Asn

Val

Tyr

Ile

Ala

490

Ile

13

-61-

Asn

Gly

Asn

Val

Ile

395

Gly

Lys

Ser

Val

Ile

475

Ser

Arg

Ile

Ser

Arg

Asn

380

Met

Ala

Asn

Asn

Asn

460

Asn

Ile

Lys

Cys

Val

Val

365

Leu

Thr

Ile

Arg

Lys

445

Lys

Phe

Ser

Ser

Leu

Ser

350

Phe

Cys

Ser

Val

Gly

430

Gly

Gln

Tyr

Gln

Asp
510

Thr

335

Phe

Cys

Asn

Lys

Ser

415

Ile

Val

Glu

Asp

Val

495

Glu

Arg
Phe
Asp
Val
Thr
400
Cys
Ile
Asp
Gly
Pro
480

Asn

Leu



31007

Leu Ser Ala Ile Gly Gly Tyr Ile

515

520

Ala Tyr Val Arg Lys Asp Gly Glu

530

535

Gly Gly Leu Val Pro Arg Gly Ser

545

550

Trp Ser His Pro Gln Phe Glu Lys

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

<220>
<223>

<400>
Met Glu
1

Ala Vval

Tyr Gln

Arg Thr
50

Lys Glu
65

Gln Glu

SEQ ID NO: 18

574
PRT

Trinh ty nhan tao

Trinh tu

18

Leu

Thr

Ser

35

Gly

Asn

Leu

Pro

Leu

20

Thr

Trp

Lys

Asp

565

Pro

Trp

His

Glu

Val

His

lién ng F clOa RSV A

Ile

Cys

Cys

Tyr

Cys

Lys
85

Leu

Phe

Ser

Thr

Asn

70

Tyr

Lys

Ala

Ala

Ser

55

Gly

Lys

Thr

Ser

Val

40

Val

Thr

Asn

Asn

Ser

25

Ser

Ile

Asp

Ala

-62-

Ala

10

Gln

Lys

Thr

Ala

Val
90

Ala

Leu

His
555

Ile

Asn

Gly

Ile

Lys

75

Thr

Pro Arg Asp Gly

525

Leu Ser Thr Phe

540

His His His Ser

Thr

Ile

Tyr

Glu

60

Val

Glu

Thr

Thr

Leu

45

Leu

Lys

Leu

Ile

Glu

30

Ser

Ser

Leu

Gln

Leu

15

Glu

Ala

Asn

Ile

Leu
95

Gln

Leu

Ala
560

Ala

Phe

Leu

Ile

Lys

80

Leu



Met

Arg

Leu

Gly

Gln

Phe

Ser

130

Ser

145

Glu

Ala

Leu

Lys

Gln

225

Ala

Leu

Leu

Gly

Val

Asp

Gln

210

Lys

Gly

Leu

Met

Ser

Met

115

Lys

Ala

Glu

Val

Leu

195

Ser

Asn

Val

Ser

Ser
275

Thr

100

Asn

Lys

Ile

Val

Ser

180

Lys

Cys

Asn

Thr

Leu

260

Asn

Pro

Tyr

Arg

Ala

Asn

165

Leu

Asn

Ser

Arg

Thr

245

Ile

Asn

Ala

Thr

Lys

Ser

150

Lys

Ser

Tyr

Ile

Leu

230

Pro

Asn

Val

Ala

Leu

Arg

135

Gly

Ile

Asn

Ile

Ser

215

Leu

Val

Asp

Gln

Asn

Asn

120

Arg

Ile

Lys

Gly

Asp

200

Asn

Glu

Ser

Met

Ile
280

31007

Asn

105

Asn

Phe

Ala

Asn

Val

185

Lys

Ile

Ile

Thr

Pro

265

Val

-63-

Arg

Thr

Leu

Val

Ala

170

Ser

Gln

Glu

Thr

Tyr

250

Ile

Arg

Ala

Lys

Gly

Ser

155

Leu

Val

Leu

Thr

Arg

235

Met

Thr

Gln

Arg

Asn

Phe

140

Lys

Leu

Leu

Leu

Val

220

Glu

Leu

Asn

Gln

Arg

Asn

125

Leu

Val

Ser

Thr

Pro

205

Ile

Phe

Thr

Asp

Ser
285

Glu

110

Asn

Leu

Leu

Thr

Ser

190

Ile

Glu

Ser

Asn

Gln

270

Tyr

Leu

Val

Gly

His

Asn

175

Lys

Val

Phe

Val

Ser

255

Lys

Ser

Pro

Thr

Val

Leu

160

Lys

Val

Asn

Gln

Asn

240

Glu

Lys

Ile



Met

Leu

305

Leu

Thr

Pro

Thr

Asp

385

Asp

Tyr

Lys

Thr

Lys

465

Leu

Ser

290

Tyr

Cys

Asp

Gln

Met

370

Ile

Val

Gly

Thr

Val

450

Ser

Val

Ile

Gly

Thr

Arg

Ala

355

Asn

Phe

Ser

Lys

Phe

435

Ser

Leu

Phe

Ile

Val

Thr

Gly

340

Glu

Ser

Asn

Ser

Thr

420

Ser

Val

Tyr

Pro

Lys

Ile

Asn

325

Trp

Thr

Leu

Pro

Ser

405

Lys

Asn

Gly

Val

Ser

Glu

Asp

310

Thr

Tyr

Cys

Thr

Lys

390

Val

Cys

Gly

Asn

Lys

470

Asp

Glu

295

Thr

Lys

Cys

Lys

Leu

375

Tyr

Ile

Thr

Cys

Thr

455

Gly

Glu

Val

Pro

Glu

Asp

Val

360

Pro

Asp

Thr

Ala

Asp

440

Leu

Glu

Phe

31007

Leu

Cys

Gly

Asn

345

Gln

Ser

Cys

Ser

Ser

425

Tyr

Tyr

Pro

Asp

-64-

Ala

Trp

Ser

330

Ala

Ser

Glu

Lys

Leu

410

Asn

val

Tyr

Ile

Ala

Tyr

Lys

315

Asn

Gly

Asn

Val

Ile

395

Lys

Ser

Val

Ile

475

Ser

Val

300

Leu

Ile

Ser

Arg

Asn

380

Met

Ala

Asn

Asn

Asn

460

Asn

Ile

Val

His

Cys

Val

Val

365

Leu

Thr

Ile

Arg

Lys

445

Lys

Phe

Ser

Gln

Thr

Leu

Ser

350

Phe

Cys

Ser

Val

Gly

430

Gly

Gln

Tyr

Gln

Leu

Ser

Thr

335

Phe

Cys

Asn

Lys

Ser

415

Ile

Val

Glu

Asp

Val

Pro

Pro

320

Arg

Phe

Asp

Ile

Thr

400

Cys

Ile

Asp

Gly

Pro

480

Asn



31007

485 490

Glu Lys Ile Asn Gln Ser Leu Ala Phe Ile
500 505

Leu His Asn Val Asn Val Gly Lys Ser Thr
515 520

Thr Ile Ile Ile Val Ile Ile Val Ile Leu
530 535

Gly Leu Phe Leu Tyr Cys Lys Ala Arg Ser
545 550

Lys Asp Gln Leu Ser Gly Ile Asn Asn Ile
565 570

<210> SEQ ID NO: 19
<211> 574

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu lién Ung F cla RSV B

<400> 19
Met Glu Leu Leu Ile His Arg Ser Ser Ala
1 5 10

Ile Asn Ala Leu Tyr Leu Thr Ser Ser Gln
20 25

Tyr Gln Ser Thr Cys Ser Ala Val Ser Arg
35 40

Arg Thr Gly Trp Tyr Thr Ser Val Ile Thr
50 55

-65-

Arg

Thr

Leu

Thr

555

Ala

Ile

Asn

Gly

Ile

Lys

Asn

Leu

540

Pro

Phe

Phe

Ile

Tyr

Glu
60

Ser

Ile

525

Leu

Val

Ser

Leu

Thr

Leu

45

Leu

Asp

510

Met

Ile

Thr

Asn

Thr

Glu

30

Ser

Ser

495

Glu

Ile

Ala

Leu

Leu

15

Glu

Ala

Asn

Leu

Thr

Val

Ser
560

Ala

Phe

Leu

Ile



Lys

65

Gln

Met

Gln

Ile

Gly

145

Glu

Ala

Leu

Gln

Gln

225

Ala

Leu

Glu

Glu

Gln

Tyr

Ser

130

Ser

Gly

Val

Asp

Gln

210

Lys

Gly

Leu

Thr

Leu

Asn

Met

115

Lys

Ala

Glu

Val

Leu

195

Ser

Asn

Val

Ser

Lys

Asp

Thr

100

Asn

Lys

Ile

Val

Ser

180

Lys

Cys

Ser

Thr

Leu

Cys

Lys

85

Pro

Tyr

Arg

Ala

Asn

165

Leu

Asn

Arg

Arg

Thr

245

Ile

Asn

70

Tyr

Ala

Thr

Lys

Ser

150

Lys

Ser

Tyr

Ile

Leu

230

Pro

Asn

Gly

Lys

Ala

Ile

Arg

135

Gly

Ile

Asn

Ile

Ser

215

Leu

Leu

Asp

Thr

Asn

Asn

Asn

120

Arg

Ile

Lys

Gly

Asn

200

Asn

Glu

Ser

Met

31007

Asp Thr

Ala Val

90

Asn Arg

105

Thr

Phe

Thr

Leu

Ala Val

Asn Ala

170

Val Ser

185

Asn Gln

Ile Glu

Ile

Thr

Thr Tyr

Pro

-66-

250

Ile

Lys

75

Thr

Ala

Lys

Gly

Ser

155

Leu

Val

Leu

Thr

Arg

235

Met

Thr

Val

Glu

Arg

Asn

Phe

140

Lys

Leu

Leu

Leu

Val

220

Glu

Leu

Asn

Lys

Leu

Arg

Leu

125

Leu

Val

Ser

Thr

Pro

205

Ile

Phe

Thr

Asp

Leu

Gln

Glu

110

Asn

Leu

Leu

Thr

Ser

190

Ile

Glu

Ser

Asn

Gln

Ile

Leu

95

Ala

Val

Gly

His

Asn

175

Lys

Val

Phe

Val

Ser

255

Lys

Lys

80

Leu

Pro

Ser

Val

Leu

160

Lys

Val

Asn

Gln

Asn

240

Glu

Lys



Leu

Met

Ile

305

Leu

Thr

Pro

Thr

Asp

385

Asp

Tyr

Lys

Thr

Met

Ser

290

Tyr

Cys

Asp

Gln

Met

370

Ile

Ile

Gly

Thr

Val
450

Ser

275

Ile

Gly

Thr

Arg

Ala

355

Asn

Phe

Ser

Lys

Phe

435

Ser

260

Ser

Ile

Val

Thr

Gly

340

Asp

Ser

Asn

Ser

Thr

420

Ser

Val

Asn

Lys

Ile

Asn

325

Trp

Thr

Leu

Ser

Ser

405

Lys

Asn

Gly

Val

Glu

Asp

310

Ile

Tyr

Cys

Thr

Lys

390

Val

Cys

Gly

Asn

Gln

Glu

295

Thr

Lys

Cys

Lys

Leu

375

Tyr

Ile

Thr

Cys

Thr
455

Ile

280

Val

Pro

Glu

Asp

Val

360

Pro

Asp

Thr

Ala

Asp

440

Leu

31007

265

Val

Leu

Cys

Gly

Asn

345

Gln

Ser

Cys

Ser

Ser

425

Tyr

Tyr

-67-

Arg

Ala

Trp

Ser

330

Ala

Ser

Glu

Lys

Leu

410

Asn

Val

Tyr

Gln

Tyr

Lys

315

Asn

Gly

Asn

Val

Ile

395

Gly

Lys

Ser

Val

Gln
Val
300
Leu
Ile
Ser
Arg
Ser
380
Met
Ala
Asn

Asn

Asn
460

Ser

285

Val

His

Cys

Val

Val

365

Leu

Thr

Ile

Arg

Lys

445

Lys

270

Tyr

Gln

Thr

Leu

Ser

350

Phe

Cys

Ser

Val

Gly

430

Gly

Leu

Ser
Leu
Ser
Thr
335
Phe
Cys
Asn
Lys
Ser
415
Ile

Val

Glu

Ile

Pro

Pro

320

Arg

Phe

Asp

Thr

Thr

400

Cys

Ile

Asp

Gly



Lys

465

Leu

Glu

Leu

Ala

Gly
545

Lys

Asn

Val

Lys

His

Ile

530

Leu

Asp

Leu

Phe

Ile

Asn

515

Ile

Leu

Gln

Tyr

Pro

Asn

500

Val

Ile

Leu

Leu

Val

Ser

485

Gln

Asn

Val

Tyr

Ser
565

Lys

470

Asp

Ser

Thr

Ile

Cys

550

Gly

Gly

Glu

Leu

Gly

Ile

535

Lys

Ile

Glu

Phe

Ala

Lys

520

Val

Ala

Asn

31007

Pro

Asp

Phe

505

Ser

Val

Lys

Asn

Ile

Ala

490

Ile

Thr

Leu

Asn

Ile
570

-68-

Ile
475

Ser

Arg

Thr

Leu

Thr

555

Ala

Ile

Arg

Asn

Ser

540

Pro

Phe

Tyr

Ser

Ser

Ile

525

Leu

Val

Ser

Tyr

Gln

Asp

510

Met

Ile

Thr

Lys

Asp

Val

495

Glu

Ile

Ala

Leu

Pro

480

Asn

Leu

Thr

Ile

Ser
560





