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(57) Sang ché d¢ cap dén phan tir axit nucleic ma hoa protein F ctia RSV truéc dung hop
hoic phan hoat tinh mién dich cua chung, trong d6 protein F ciia RSV trudc dung hop bao
gém trinh ty axit amin c6 SEQ ID NO: 1 hogc 2. Sang ché con dé cap dén vecto adenovirut
tai to hop & ‘nguoi, duge pham, té bao chu duogc phén 1ap chira phan tir axit nucleic, axit
nucleic tai t6 hop dugc phan 1ap, va phuong phap diéu ché vacxin khang virut hop bao ho
hap (RSV).
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Linh vwe k§ thuat dwoc dé cip

Sang ché @& cap dén linh vuc y hoc. Cu thé hon 13, sang ché dé cap dén vacxin

khéng RSV.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Virut hop bao ho hip (RSV) 1a mdm gay bénh truyén nhidm dudng hé hip & tré
con cao ma dugc tin 1 gdy ra ~200,000 ca tir vong & tré nhé hang nim. O tré nho it hon
2 tudi, RSV chiém khoang 50% ca nhdp vién do nhidm tring ho hép, véi dinh diém cia
ca nhép vién xay ra 6 do tudi 2-4 thang. Pa duogc bao cdo réng hau hét tré con s& bi nhiém
RSV trude do tudi 2 tudi, va nhidm lai trong cudc dodi do tinh mién dich ty nhién thép.
Khi ¢6 tudi, ganh ning bénh tit do RSV tuong tu véi ganh ning gy ra do nhiém virut
cim A khéng dich. Vacxin khang RSV hién khéng c6 sin, nhung dugc mong mubn do

ganh nang bénh cao.

RSV la paramyxovirut, thudc ho phu pneumovirinae. Bd gen cua né ma héa cho
nhiéu protein khac nhau, bao gdm protein mang dugc biét 1a Glycoprotein (G) RSV va

protein dung hop (F) RSV la dich khang nguyén chinh dé trung hda khang thé.

Khong gidng protein RSV G, protein F dugc bao toan gitta cac ching RSV; ma
1am n6 thanh éng vién vacxin hip din c¢6 kha ning tao ra khang thé trung hoa rong.
Protein F 1 protein xuyén mang va né duoc két hop vao mang té bao virut tir mang té
bao trong qua trinh nay nd virut. Protein F cia RSV tao didu kién x4m nhidm bing cich
dung hop man té bao virut va té bao chu. Trong qué trinh dung hop, protein F ubn nép
lai khong dao ngugc dugc tu ciu dang trudc dung hop dé huy sang ciu dang sau dung
hop 8n dinh. Tién than protein, FO, cin phan cit trong qua trinh trudng thanh ndi bao
bing proteaza gidng furin. C6 hai vi tri furin, phan c4t n6 dan dén loai bo peptit p27 va
hinh thanh hai ving: ving F2 diu N va ving F1 dau C (Hinh 1). C4c ving F2 va F1 dugc
ndi bing hai cAu xystin. C4c khang thé khang protein dung hop c6 thé ngin ngira hép thu

virut trong té bao va do d6 c6 hiéu qua trung hoa. Bén canh 1a dich dé trung hoa khéng
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thé, RSV F chira c4c epitop t& bao T gy doc té bao (Pemberton et al, 1987, J. Gen.Virol.
68:2177-2182).

Mic dit d4 50 nim nghién ciru, vacxin khang RSV vin chua duoc cip phép.
Mot trd ngai chinh d6i véi su phat trién vacxin 13 su ké thira ciia viée ting cudng bénh
do vacxin trong thir nghiém 14m sang trong nhiing nam 1960 véi vacxin RSV bét hoat
formalin (FI). Tré dugc ching ngira FI-RSV khong dugc bao vé khoi 1ay nhidm tu nhién
va tré da nhidm thé hién trinh trang bénh ning hon tré khong duoc ching ngira, trong d6

c6 hai tré tr vong. Hién tugng nay goi l1a ‘bénh ting cudng’.

Tu thir nghiém véi vacxin FI-RSV, nhiéu nghién ctru khéc nhau dé tao ra vacxin
RSV da tiép tuc. N§ luc bao gém cac chung di qua lanh giam sy séng ¢b hoiic cac ching
bién thé nhay nhiét d6 cia RSV, (kham) vacxin don vi phu protein, vacxin peptit va
protein RSV dugc biéu hién tir vecto virut tai t hop, bao gém vecto adenovirut. Mic du
mdt s trong cac vacxin nay thé hién dir lidu tién 14m sang hira hen, nhung khong c6
vacxin ndo dugc cip phép dé dung cho ngudi do cc vén dé an toan hoic thiéu hiéu qua.

Do d6, vin ¢6 nhu ciu dbi véi cac vacxin hidu qua va phuong phép chiing ngira
khang RSV, cu thé 1a vacxin ma khong din dén bénh ting cudng. Sang ché nhim dé xuat
vacxin ndy va phuong phap d& chung ngira chéng RSV theo cach an toan va hiéu qua.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Séng ché dé xuét phén tir axit nucleic m&i mi hoa protein F truéc dung hop cia
RSV én dinh, trong d6 protein F trudc dung hgp RSV chira trinh ty axit amin c6 SEQ ID
NO: 1 hoac 2.

Theo cac phuwong an nhét dinh, phan tir axit nucleic ma héa protein F trudc dung
hop RSV 14 codon dugc t61 uu hoa dé biéu hién trong té bao clia ngudi.

Theo cac phuong an nhét dinh, phan tir axit nucleic ma héa protein F truéc dung
hop RSV chia trinh ty axit nucleic c6 SEQ ID NO: 3 hodc 4.

Sang ché con d& xuét vecto chtra phan tir axit nucleic ma héa protein F truéc dung
hop ciia RSV, trong d6 protein F ciia RSV bao gdm trinh tw axit amin ¢ SEQ ID NO: 1

hodc 2.

Theo c4c phwong 4n nhét dinh, vecto 13 adenovirut ti td hop clia ngudi.
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Theo c4c phuong 4n nhit dinh, adenovirut tii t5 hop 1a cta kiéu huyét thanh 26
hodc 35.

Theo mdt sd phuong 4n, adenovirut téi t5 hop & ngudi ¢6 loai bo trong ving El,

loai bo trong ving E3, hodc loai bo trong ca hai ving E1 va E3 cua by gen adenovirut.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, adenovirut t4i t& hop c6 bd gen bao gdm & dAu tin
cung 5’ cua nd trinh ty CTATCTAT.

Sang ché con dé xuét ché phdm, vi du vacxin khang virut hop bao hé hip (RSV),

chira phan tir axit nucleic hoic vecto theo sang ché.

Sang ché con d& xuét phuong phap ching ngira cho di tugng khang RSV, phuong

phap bao gdm viéc cho dbi twong ding ché phim theo sang ché.

Theo mot sé phuong 4n, phuong phép chiing ngira cho déi twong chéng RSV con
bao gdm dung protein F ctia RSV (uu tién 1a dugc bao ché dudi dang ché phdm dugc, do

dé 1a vacxin protein) cho d6i twong.

Sang ché con dé xuit phuong phap 1am giam nhiém va/hogc sao chép RSV trong,
vi du dudng mii va phdi cua, dbi twong, bao gdm viéc ding cho ddi twong ché phim
chira axit nucleic hodc vecto theo sang ché. Diéu nay s& lam giam tic dung c6 hai gay ra
do 1ay nhim RSV & d6i twong, va do d6 gbp phén bao vé d6i tugng chéng tac dung cb
hai ndy nho viéc dung ché phdm. Theo mot sb phuong an, tic dung c6 hai cua lay nhiém
RSV ¢6 thé co ban dugc phong ngira, cu thé 13 1am giam dén muc thip dén ndi ching

khong lién quan dén 1am sang.

Séang ché con dé xuit té bao chii dwoc phan l4p chira phan tir axit nucleic mé hoa
protein F trudc dung hop cia RSV, trong d6 protein F trude dung hop ciia RSV bao gdm
trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 1 hoic 2. Theo c4c phuong 4n nhét dinh, phan tir axit
nucleic ma hoa protein F true dung hop ctia RSV bao gdm trinh ty axit nucleic ¢6 SEQ

ID NO: 3 hodc 4.

Sang ché con dé xuit phuong phéap didu ché vacxin khang virut hgp bao hd hép
(RSV), bao gdm viéc tao ra adenovirut tai t6 hop ma chira axit nucleic ma héa protein F
trudc dung hop cua RSV hodc doan cia ching, nhan giéng adenovirut tai t hop nay

trong mdi trudng nudi cay cua té bao chi, phin 14p va tinh ché adenovirut tai to hop, va
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bao ché adenovirut tai t hop trong ché phdm dugc dung, trong d6 protein F trudc dung
hop cia RSV bao gbm trinh tw axit amin c¢6 SEQ ID NO: 1 hoc 2. Theo c4c phuong 4n

nhét dinh, adenovirut tai t8 hop 1a cia kiéu huyét thanh 26 hozc 35.
MO ta vin tit cic hinh vé

HINH 1: Biéu din bing db thij cia protein F cia RSV. Tién thn protein bao gdm
vung F2 va F1 va peptit p27 ma bi loai ra khdi protein truéng thanh bang cach phan cét
bing proteaza giéng furin. Cac vi tri phan cét dugc thé hién bing miii tén. S trén dinh
hop chi vi tri axit amin trong protein chidu dai dly du khong gdm peptit tin hiéu. O F1,
cac chi tiét cdu tric duge thé hién: peptit dung hop (FP), viing ubn nép lai 1 (RR1) bao
gbm A lap heptad (HRA) va ving ubn nép lai 2 (RR2) bao gbm B lip heptad (HRB).

HINH 2: Bidu hién bé mit tuong déi cua cac bién thé protein F. Céc bién thé
chidu dai ddy du cia protein F duoc biéu hién trong té bao HEK293T. Té bao dwgc nhudm
bing khang thé khang RSV F (CR9503) va dugc phan tich bing Phan tich té bao dong
chay (FACS). Céc gi4 tri cudng do huynh quang trung binh (MFI) dugc tinh to4n va dugc
chuén héa dén MFI ciia mAu té bao duge bién nap kiéu dai F d6i chimg. MFI ctia Fwt
duge dat dén 1. Céc thanh thé hién gia tri trung binh, thanh bdo 15i thé hién khoang gia

tri.

HINH 3: Poan cia protein F truc dung hop trén b& mit té bao. Cac bién thé chidu
dai ddy du cua protein F duoc biéu hién trong té bao HEK293T. Té bao dugc nhudém
bing khang thé khang RSV F CR9503 va khéng thé khang RSV F truéc dung hop
CR9501 va dugc phéan tich bing Phén tich t& bao dong chay. Gid tri cudong do huynh
quang trung binh (MFI) dugc tinh todn va MFI dugc do bang CR9501 dugc chuén héa
dén MFI duge do bing CR9503. Céc gié tri MFI chudn héo chi ra doan cua pre-F trén bé

miit té bao. Céc thanh thé hién gia tri trung binh, thanh béo 13i thé hién khoang gia tri.

HINH4: Biéu hién b& mit tuong ddi ciia bién thé protein F. Céc phién ban tan
dugc véi viing xuyén mang va vung bao twong bi loai (Fsl) va cac bién thé chidu dai day
du cua protein F dugc bidu hién trong t& bio HEK293T. Muc biéu hién cua protein tan
dugc duge do trong dich ndi nudi cdy bing bd tim va bién thé chidu dai ddy di dugce thi
bing nhudm té bao sir dung khang thé khang RSV F (CR9503) va dugc phén tich bang
Phén tich té bao dong chay. Cac gia tri cudng do huynh quang trung binh (MFI) duoc
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tinh toan va duoc chuén héa dén MFI ctia mAu té bao bién nap kiéu dai F (Fwt) dbi chimg.
MFI cua Fwt duge dit dén 1. Céc thanh thé hién gi4 tri trung binh, thanh béo 15 thé hién
khoang gi4 tri.

HINH 5: Tinh én dinh nhiét cia cia bién thé protein F. Bién thé chiéu dai ddy du
cua F protein dugc bidu hién trong t& bao HEK293T. Sau khi séc nhiét, t& bao duoc
nhudm v&i khang thé khang RSV F (CR9501 — dudng lién va CR9503 — dudng nét dit)
va duoc phén tich bang Phén tich té bao dong chay. Phin trim t& bao dwong tinh d6i vai
nhudém duoc x4c dinh. Biéu twong thé hién gia tri trung binh, thanh bao 15i thé hién
khoang gia tri. (A) Phin trim t& bao dwong tinh v&i nhudém duogc xac dinh. (B) Céc gid
tri cuong d§ huynh quang trung binh (MFI) dugc tinh toan va duogc chuin héa dén MFI
cta mau t& bao 37C. MFI ciia mau 37°C dugc dit dén 1. Pudng chim tuong tng véi

nhudm nén & 60°C.

HINH 6: Tinh én dinh cua protein F. PreF 4n dinh hon protein FA2 & ciu dang
trude dung hop trén bé mit té bao trong thir nghiém @ng sudt nhiét. Té bao A549 duoc
x4m nhiém bing Ad26 va Ad35 bao gdm FA2 chén (wt RSV F, thanh xdm) hoic chén
n dinh F trudc dung hop (preF2.2, thanh den) & MOI chi dinh. Cac t€ bao dugc xir ly
nhiét & nhiét d chi dinh trong 15 phit true khi nhudm. Trén: phin trim té bao thé hién
F truéc dung hop trén bé mit cta chiing (dugc phat hién boi khang thé CR9501); dudi:
phan tram té bao thé hién dang bit ky cua protein F, truéc dung hop va sau F (dugc phét
hién boi khang thé CR9503). Céc gié tri dugc chuén héa dén mAu 37°C. Tét ca cac thanh

thé hién 14n do don.

HINH7: Ad26.RSV.preF2.1 va F2.2 gay dép ting mién dich té bao sau khi ding
riéng 1¢ & chudt. Thanh ngang thé hién trung binh hinh hoc ciia dap (mg trong nhém. Mirc
nén duoc tinh 1a 95% phén vi ciia don vi hinh thanh vét (SFU) quan sat dugc trong té bao

lach khong kich thich, va duogc thé hién bing duong chim.

HINH 8: Ad26.RSV.preF2.1 va F2.2 tao cac khang thé trung hoa virut tdng khi so
v6i Ad26.RSV.FA2, sau khi dung riéng 1é & chudt. Chudt Balb/c (n=4 mdi nhém) duge
chiing ngira v6i lidu chi dinh bing 108 dén 1010 hat virut (vp) Ad26.RSV.FA2 hoic
Ad26.RSV.preF2.1 hoic Ad26.RSV.preF2.2, hojic v6i dém ché phidm, va dép Gng mién
dich thé dich dugc thir trong huyét thanh dugc phan 14p 8 tudn sau ching ngira. (A) Khéng

thé trung hoa virut duoc xéc dinh khang RSV A Long str dung thir nghiém vi trung hoa



32452

vé6i két qua doc trén co so ELISA. D6 chuin duoc cho 1a gié tri log2 ciia IC50. (B) Céc
d6 chudn khang thé F truéc dung hop hoic sau dung hop dugc xc dinh bing ELISA, va
ty 1& gitra c4c khang thé F trude va sau dung hop d6i vai tt ca mAu ma thé hién do chuin
F truéc va sau dung hop trén gidi han dudi cua dinh lugng (LLoQ) duogc tinh toan. (C)
ELISA nhém phu dugce tién hanh st dung RSV F A2 sau dung hop lam chét phan Gng
phu, va ty 18 [gG2a/IgG1 (log10) dugc tao dd thi. Ty 1€ quan sit dugc d6i v&i Thl (huyét
thanh dan xuét tir dong vét duoc ching ngira véi vecto Adenovirut bidu hién RSV F) va
Th2 (huyét thanh d&n xut tir d6ng vat duoc ching ngira FI-RSV) mau tham chidu duoc
thé hién bing dudng nét dit. LLoQ dugc thé hién bing duong cham (bang A), va thanh

ngang thé hién d4p ing trung binh m3i nhém.

HINH 9: Ad26.RSV.preF2.2 gay d4p ung khang thé ma trung hoa khoang rong
céc thé phén 14p RSV. Huyét thanh tir chudt Balb/c ma dugc chung ngira v6i 1010 hat
virut (vp) Ad26.RSV.FA2 (n=3) hodic Ad26.RSV.preF (n=4) hoic dém ché phim (n=2)
duoc dung trong thir nghiém trung hoa virut (thtr nghiém vi trung hoa véi két qua doc
trén co s& ELISA) vé6i ching RSV A (bang trén) va B (bang dudi) duge thé hién. Cac do
chuén duoc cho 1a gia tri log2 ctia IC50, va thanh ngang thé hién dap tng trung binh mdi

nhém. LLoQ duoc thé hién bang dudng nét dut.

HINH 10: Chung ngira don v6i Ad26. RSV.preF2.2 hoic Ad35.RSV.preF2.2 & cac
lidu thip bao vé chudt bong chdng thir thich véi RSV A2 tuong dbng. Chudt bong
(Sigmodon hispidus) (n=7 dén 9 m&i nhém) dugc ching ngira véi lidu chi dinh (trong
vp/dong vat) cua Ad26.RSV.preF2.2, Ad26.RSV.FA2 (bing bén trai),
Ad35.RSV.preF2.2 hodc Ad35.RSV.FA2 (bang bén phai) bing cach dung don 1 trong
co. Chung ngira d6i ching duoc tién hanh véi dém ché phim, FI-RSV, hoic dung trong
miii & lidu thip cua RSV A2. O bay tun sau ching nglra dong vat dugc thir thach trong
miii v6i 105 pfu RSV A2. Céc d6 chudn virut phdi (A-B) va mili (C-D) dugc x4c dinh
bing phuong phéap dung giai té bao 5 ngdy sau thir thach. (E-F) Sera 14y chi truéc khi thir
thach duoc dngf dé tién hanh thir nghiém trung hoa virut véi ching RSV A Long (th
nghiém vi trung hoa véi két qua doc trén co s ELISA). Pudng chim thé hién mérc dinh

lugng thép (LLoQ). C4c thanh ngang thé hién d6 chudn trung binh mdi nhom.

Hinh 11: Chiing ngra Ad26.RSV.preF2.2 hodc Ad35.RSV.preF2.2 immunization
ctia chudt bong khong 1am ting diém viém tGi phdi sau thir thich RSV A2. Chudt bong
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(Sigmodon hispidus) (n=7 dén 9 m3i nhém) dugc ching ngira véi lidu chi dinh (bing
vp/dong vat) ciia Ad26.RSV.preF2.2, Ad26.RSV.FA2 (bang trén), Ad35.RSV .preF2.2,
hoic Ad35.RSV.FA2 (bang dudi) bing cach dung don Ié trong co. Ching nglra d6i chung
duge tién hanh vé6i dém ché phim, FI-RSV, hoic ding trong miii & liéu thap ciia RSV
A2. O bay tuan sau ching ngira dong vat dugc thir thach trong mili v6i 105 pfu RSV A2,
Viém tai phéi duge cho diém bing cach kiém tra mé hoc cia mot véu phdi 5 ngay sau
thir thach trén thuéc khong tuyén tinh tir 0 dén 4. Pudng chdm ngang dénh diu diém tbi
da cua dong vat dbi chiing ma phoi 1§ truée ra RSV-A2 trude khi thir thach dé bit chudce
phoi 16 tu nhién ra RSV khong din dén ERD.
MG ta chi tiét sang ché

Vacxin RSV bao gbm adenovirut ciia ngudi chira axit nucleic ma hoéa protein F
cua RSV di dugc mo ta truge diy trong WO2013/139911 va WO2013/139916. Trong
d6 thé hién rang adenovirut tai td hop c6 kiéu huyét thanh 26 hodc 35 ma bao gdm axit
nucleic ma hda protein F cia RSV 1a vacxin khdng RSV rit hidu qua trong giéng dugc
thiét 14p m6 hinh chudt bong va c6 hiéu qua cai thién so véi dit liéu duge mo ta trude do
cho Ad5 m3 héa protein F cua RSV. Pa ching minh ring viéc ding riéng 18, ké ca ding
trong co, cia Ad26 hodc Ad35 ma héa RSV F du d& tao ra bao vé chdng lai sao chép
RSV thtr thach.

Do tinh khéng &n dinh cta protein F cia RSV, tuy nhién, protein F cia RSV ¢6
xu huéng ubn nép lai sém thanh cAu dang sau dung hop dn dinh hon cta n6. Hién tugng
nay 1a d4u hiéu ban chét cta protein ca & trong dung dich va trén b& mit cua virut. Trong
huyét thanh ciia nguoi cdc khang thé trung hoa RSV nhét, tuy nhién, duoc dinh huéng
khéang RSV F & cAu trang trude dung hop. Trong nghién ctru ma din dén sang ché, nd
luc do d6 duoc thuc hién dé x4c dinh céc cai bién ma 1am 6n dinh protein F ctia RSV &

cdu dang trude dung hop cua né trong protein chiéu dai day du.

Mot vai dot bién c6 thé 1am bn dinh protein F cia RSV ¢ cAu trang trudc dung
hop da dugc boc 16 trude day trong WO2014/174018 va WO2014/202570. Phén tir axit
nucleic theo sang ché mi héa protein F cia RSV chira nhém phu dot bién duy nhét va
déc trung. Theo sang ché da thé hién ring két hop duy nhét cta cac dot bién theo sang
ché tao ra murc bidu hién protein F ctia RSV ting va tinh 6n dinh cta protein F cia RSV

& chu trang trude dung hop. Ngoai ra, da thé hién ring phan tir axit nucleic theo séng ché
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ma hoa potein F ciia RSV ma duogc 4n dinh & ciu trang trude dung hop, va tao ra do
chudn trung hoa khang thé cao hon so véi protein F ctia RSV kiéu dai (nhu duoc bdc 1§

trong W0O2013/139911 va WO2013/139916).

Theo khia canh tht nhét, sang ché do d6 dé xuét phan tir axit nucleic méi ma héa
protein F ctia virut hop bao hd hap truéc dung hop (Protein F truéc dung hop cua RSV,
hoic protein RSV pre-F), trong d6 protein RSV pre-F bao gdm trinh ty axit amin ¢6 SEQ
ID NO: 1 hoéc 2.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, phén tir axit nucleic ma héa protein RSV pre-F ¢6
SEQ ID NO: 1 hoac SEQ ID NO: 2.

Nhu dugce sir dung & ddy, thuat ngir axit nucleic, phan tir axit nucleic, axit nucleic
hodc trinh tu nucleotit, va polynucleotit duoc ding trdo ddi nhau va déu dé cap dén

biopolyme tuyén tinh (mach) duge lam tir nucleotit, bao gbm ADN va ARN.

Chuyén gia trong linh vuc cling can hidu ring nhidu phéan tir axit nucleic khac
nhau c6 thé ma hoa cung polypeptit do sy suy bién cia ma gen. Can hiéu ring chuyén
gia trong Iinh vuc c6 thé, sur dung céc k¥ thuat thong thuong, tao ra su thé nucleotit ma
khong anh hudng trinh tu polypeptit dugc ma hoéa bai polynucleotit duge mo ta tir do
phan 4nh viéc sir dung don vi ma cia sinh vat chu cu thé bt ky trong d6 polypeptit 1a
dugc biu hién. Do dé, trir khi duoc quy dinh cu thé khéc, "phén tir axit nucleic ma hoa
trinh tu axit amin" bao gdm tit ca céc trinh tu nucleotit ma Ia c4c phién ban suy bién cua
nhau va ma hoéa cing trinh tu axit amin. Trinh tw nucleotit ma héa protein va ARN ¢ thé
bao gdm cac intron. Trinh tw & ddy dwoc cho huéng tir 5° dén 3°, nhu da biét trong linh

vuc.

Theo c4c phuong 4n nhit dinh, phén tir axit nucleic ma héa doan RSV F trudce

dung hop bao g@)m trinh ty axit amin ¢ SEQ ID NO: 1 hodc 2.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, phan tir axit nucleic ma héa protein F truéc dung
hop ctia RSV, hodc doan cua ching, 1a codon dugc t8i wu hoa dé biéu hién trong té bao
cta dong vat c6 vii, nhu té bao clia ngudi. Cic phuong phép t61 wu hoa codon da dugc

bibt va mo ta trude day (vi du WO 96/09378).

Theo cac phwong 4n nhét dinh, phan tir axit nucleic ma héa protein F truéc dung

hop ctia RSV bao gdm trinh ty axit nucleic c6 SEQ ID NO: 3. Theo céc phuong an nhét
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dinh, axit nucleic ma héa protein F ciia RSV bao gém trinh tu axit nucleic c6 SEQ ID

NO: 4.

Theo céc phuong 4n nhit dinh, axit nucleic ma héa protein F cia RSV bao gdm

trinh tu axit nucleic ¢c6 SEQ ID NO: 3 hodc 4.

Thuat ngit "doan" nhu duoc sir dung & day d& cap dén peptit ¢6 sy loai d4u amin
va/hodc dau carboxy va/hodc bén trong, nhung trong d6 trinh tu axit amin con lai gibng
v6i céc vi trf twong ung trong trinh tu cta protein F cia RSV chiéu dai day du, vi dy,
protein F cia RSV ¢6 SEQ ID NO. 1 hodc 2. Béng luu y 1a dé tao ra dap ing mién dich
va néi chung dé chung ngira, protein khong cin chidu dai da hoic c6 cac chiic ning cua
kiéu dai, va céc doan ciia protein c6 tic dung twong tu. Chuyén gia trong linh vuc s& hiéu
re°mg cac thay dbi c6 thé thuc hién véi protein, vi du béng céch thé, loai, thém axit amin,
v.v., vi du bang cac quy trinh sinh hoc phan tir thong thuong. Nhin chung, ¢6 thé ap dung
su thé axit amin bao toan ma khong 1am mét chiic ning hoic kha ning gdy mién dich cia
polypeptit. Diéu nay c6 thé dugc kiém tra dé dang theo céc quy trinh thong thuong da

biét d8i v6i chuyén gia trong linh vuc.

Sang ché con dé cap dén vecto chira phan tir axit nucleic ma hoa protein F ctia
RSV trudc dung hop bao gdm trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO: 1 hodc 2, hogc doan cia

chung.

Theo sang ché, vecto c6 thé 13 bat ky vecto ma c6 thé thich hop dé dua vao quy
trinh AND tai t3 hop va c6 thé mang dén biéu hién phéan tir axit nucleic theo sang ché.
Viéc lwa chon vecto thudng s& phu thudc vao tinh pht hgp cia vecto véi té bao chu trong

d6 vecto dugc dua vao.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, vecto 1a adenovirut tai t6 hop ctia ngudi, con goi
1a vecto adenovirut tai tb hop. Diéu ché vecto adenovirut tai td hop da duoc biét 13 trong
linh vuc k¥ thuat ndy. Thudt nglr ‘tai t6 hop’ ddi v6i adenovirut, nhu dugc st dung & day
nght 12 né duoc bién dbi bsi ban tay con ngudi, vi du da sira ddi dau tén cing dugc tach
dong hoat tinh trong d6 va/hodc chira gen khéc loai, tirc 1a khong phai la adenovirut kiéu

dai c6 ty nhién.

Theo céc phwong 4n nhét dinh, vecto adenovirut theo sdng ché thiéu hut it nhit

mdt chirc ning gen thiét yéu ctia ving E1, vi du ving Ela va/hodc ving E1b, clia hé gen
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adenovirut can thiét cho sy sao chép cua virut. Theo cac phuong an nhét dinh, vecto
adenovirut theo sang ché thidu hut it nhit mot phin cta ving E3 khong thiét yéu. Theo
cac phuong an nhét dinh, vecto thidu hut it nhit mét chirc ning gen thiét yéu cta ving
El va it nhit mot phin cia ving E3 khong thiét yéu. Vecto adenovirut c6 thé 1a "thiéu
hut gép bdi," nghia 1a vecto adenovirut 1a thiéu trong mot hodc nhiéu chirc ning gen co
ban trong mdi ving hai hoic nhiéu vung cta by gen adenovirut. Vi du, vecto adenovirut
thiéu E1- hodc E1-, thiéu E3- ¢6 thé con thiéu trong it nhit mot gen co ban cla ving E4

va/hodc it nhit mot gen co ban clia ving E2 (vi du, viing E2A va/hodc ving E2B).

Vecto adenovirut, phuong phép tao cdu tric ctia né va phuong phap nhan gibng
né, da biét 13 trong linh vuc k§ thuat nay va dugc mé ta trong, vi du, bang sing ché My
5,559,099, 5,837,511, 5,846,782, 5,851,806, 5,994,106, 5,994,128, 5,965,541,
5,981,225, 6,040,174, 6,020,191, va 6,113,913, va Thomas Shenk, "Adenoviridae va
their Replication", M. S. Horwitz, "Adenovirutes", Chuong 67 va 68, tuong ing, trong
Virology, B. N. Fields va cdng su., eds., tdi ban 14n tht 3, Raven Press, Ltd., New York
(1996), va céc tai liéu khac dugc dé cap & ddy. Co ban 13, viéc xay dyng vecto adenovirut
lién quan dén viéc sir dung cac ky thuét sinh hoc phan tir tiéu chuin, nhu cic k¥ thuat
dugc mo ta trong, vi du, Sambrook va cdng sw., Molecular Cloning, Laboratory Manual,
tai ban 14n thtr 2, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989), Watson
va cong su., Recombinant DNA, ti ban 14n tht 2, Scientific American Books (1992), va
Ausubel va céng sw., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience

Publishers, NY (1995), va céc tai li¢u khac dugc dé cap ¢ day.

Theo cac phuong an nhét dinh, adenovirut 14 adenovirut & ngudi cé kidu huyét
thanh 26 hodc 35. Vacxin theo séng ché trén co s kiéu huyét thanh nay thé hién co tiém
ning hon loai dugc mo ta trong linh vyc ma trén co s¢ Ad5, do ching khong tao ra bao
vé toan dién khéng sao chép thir thach RSV sau khi cho dung riéng 1é trong co (Kim et
al, 2010, Vaccine 28: 3801-3808; Kohlmann va c¢dng su, 2009, J Virol 83: 12601-12610;
Krause va cdng suw, 2011, Virology Journal 8:375). Kiéu huyét thanh theo sang ché thong
thudng con ¢6 ty suét luu hanh huyét thanh thip va/hodc cac do chuén khéang thé trung
hoa tdn tai truc thip trong quan thé ngudi. Vecto adenovirut téi t hop cua kiéu huyét
thanh nay véi gen chuyén khéac nhau dugc ddnh gia trong cac thir nghiém 1am sang, va

do d6 con thé hién dé c6 dic tinh an toan tuyét voi. Didu ché vecto rAd26 duoc md ta, vi
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du, trong WO 2007/104792 va trong Abbink va cong su., (2007) Virol 81(9): 4654-63.
Trinh ty hé gen vi du cia Ad26 dwoc tim thiy trong M3 s6 truy cap GenBank EF 153474
va trong SEQ ID NO:1 cia WO 2007/104792. Diéu ché rAd35 vecto dugc md ta, vi du,
trong Patent M§ s6 7,270,811, trong WO 00/70071, va trong Vogels va céng su., (2003)
J Virol 77(15): 8263-71. Trinh ty hé gen ctia Ad35 néu lam vi du dugc tim thdy trong
GenBank Accession AC_000019 va trén Hinh 6 cia WO 00/70071.

Adenovirut t4i t6 hop theo sang ché c6 thé 14 sao chép-kha bién hodc sao chép-
khuyét. Theo cac phuong 4n nhét dinh, adenovirut thiéu kha ning sao chép, vi du vi n6
chtra sy 1am khuyét trong ving E1 cta hé gen. Nhu da biét véi ngudi ¢ hidu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuét nay, trong trudng hgp loai bd cac ving thiét yéu tir hé gen
adenovirut, cic chirc ning dugc ma hoa boi cic ving nay phai duge cung cdp & dang
trans, tot hon néu boi té bao san xuét, tirc 1a khi mot phﬁn hodc toan bd cac vung E1, E2
va/hogc E4 duoc loai b khéi adenovirut, cac ving ndy phai c6 mit trong t& bao san xudt,
vi du duoc két hop vao hé gen cia no, hodc & dang dugc goi la adenovirut hd tro hoic
plasmit hd tro. Adenovirut ciing ¢6 thé c6 khuyét doan trong ving E3, ma khong cn thiét

cho qua trinh sao chép, va do d6, khuyét doan nhu vy khong can phai dugc b sung.

Té bao tao (d6i khi con duoc goi trong linh vuc va & day 1a ‘té bao dong goi’ hoic
‘té bao bd sung’ hodc “té bao chi’) ma c6 thé duoc sir dung c6 thé 1a t& bao tao bt ky
trong d6 adenovirut mong mudn c6 thé duoc lai tao. Vi du, viéc nhan gidng vecto
adenovirut tai t& hop dugc thuc hién & té bao san xuit ma bd sung cac thiéu hut trong
adenovirut. C4c t& bao san xuat nhu vay t8t hon néu c6 it nhét trinh tu adenovirut E1
trong hé gen cla nd, va nhd dé cé kha néng bd sung adenovirut tai td hop v6i sy lam
khuyét trong viing E1. Bat ky té bao tao bd sung E1 ¢6 thé dwgc str dung, nhu té bao vong
mac ciia nguoi dugce lam bét tir boi E1, vi du céc té bao 911 hoic PER.C6 (xem Patent
MY 5,994,128), amnioxyt bién dbi E1 (xem Patent Chau Au 1230354), cc té bao A549
bién d6i E1 (xem vi du WO 98/39411, Patent M¥ 5,891,690), GH329:HeLa (Gao va cong
su, 2000, Human Gene Therapy 11: 213-219), 293, va tuong tu. Theo cdc phuong én
nhét dinh, té bao san xuét 13, vi du, té bao HEK293, hoic té bao PER.C6, hoic té bao
911, hoic té bao IT293SF, va c4c té bao tuong tu.

Déi v6i cac adenovirut khuyét E1 khong phai nhém phu C nhu Ad35 (nhém phu

B) hodc Ad26 (nhém phu D), dugc uu tién 1a dé trao dbi trom tu ma héa E4-orf6 ciia cic
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adenovirut khong phai nhém phu C nay véi E4-orf6 cua adenovirut cia nhém phu C nhu
Ad5. Pidu nay cho phép lay truyén céc adenovirut ndy trong cic dong té bio bd sung da
biét ma bidu hién gen E1 cua Ad5, nhu vi du té bao 293 hoic té bao PER.C6 (xem, vi du
Havenga va cong su, 2006, J. Gen. 87: 2135-2143; WO 03/104467, dugc Két hop toan
bd vao dy bing cach vién din). Theo mot sb phuong 4n, adenovirut c6 thé sir dung 1a
adenovirut cia ngudi ¢6 kiéu huyét thanh 35, véi loai bo trong viing E1 ma axit nucleic
ma hoa protein F cia khang nguyén RSV dugc tich dong vao do, va véi vung E4 orf6
ciia Ad5. Theo mdt sb phuong 4n, adenovirut trong ché pham vacxin theo séng ché 1a
adenovirut cia ngudi c6 kiéu huyét thanh 26, vi loai bé trong viing E1 ma axit nucleic
mi hoéa protein F ciia khang nguyén RSV duogc tach dong vao dd, va véi ving E4 orfé

cua Ad5.

Theo c4c phuong 4n tiy ¥ khéc, khong can dit ving Edorf6 khac loai (vi du cia
Ad5) trong vecto adenovirut, nhung thay vao d6 vecto khong phai nhém phu C Kkhuyét
E1 duoc lai tao trong dong té bao biéu hién ca E1 va Edorf6 twong hop, vi du dong té
bao 293-ORF6 biéu hién ca E1 va Edorf6 tir AdS (xem vi du Brough va céng sw, 1996,
J Virol 70: 6497-501 m6 ta su hinh thanh cia té bao 293-ORF6; Abrahamsen va céng
sw, 1997, J Virol 71: 8946-51 va Nan va cong su, 2003, Gene Therapy 10: 326-36 mdi
tai liéu md ta sy hinh thanh cua E1 loai bo vecto adenovirut khong phai nhém phy C sir

dung dong té bao nay).

Tay ¥, t& bao bd sung biéu hién E1 tir kiéu huyét thanh ma dé duoc lai tao c6 thé

duoc sir dung (xem vi duy WO 00/70071, WO 02/40665).

Déi v6i adenovirut nhém phu B, nhur Ad35, c6 loai bd trong ving Eln, uu tién 1a
gii¥ lai ddu 3’ cta khung doc mé& E1B 55K trong adenovirut, vi du phia dong ngugc truc
tiép 166 bp cua khung doc mé pIX hogc doan bao gdm ching nhu dong nguge tryc tiép
doan 243 bp ciia codon khdi diu pIX (dwoc ddnh ddu & du 5' boi vi tri gidi han Bsu361
trong b gen Ad35), vi diéu nay lam ting tinh dn dinh ctia adenovirut vi trinh tu khai dau
ctia gen pIX c6 mot phan trong viing ndy (xem, vi du Havenga et al, 2006, J. Gen. Virol.

87: 2135-2143; WO 2004/001032, dugc két hop & day bing cach vién dan).

“Axit nucleic khéc loai” (& day con goi 1a ‘gen chuyén') trong adenovirut theo
sang ché 13 axit nucleic ma khoéng c6 mit mot cach tw nhién trong adenovirut. N6 duge

dua vao adenovirut vi du bang céc k§ thuét sinh hoc phan tir tiéu chudn. Theo sang ché,
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axit nucleic khéc loai ma hoa protein RSV pre-F (hodc doan cia chiing) chira trinh ty axit
amin ¢6 SEQ ID NO: 1 hoic 2. N6 ¢6 thé vi du dwgc tich dong vao ving El hodc E3
loai bo cua vecto adenovirut. Gen chuyén nhin chung duoc lién két hoat dong véi trinh
tu kiém soat biéu hién. Diéu nay c6 thé vi du dugc thuc hién b%mg cach dit axit nucleic
ma hoa (cac) gen chuyén dudi su didu khién cua trinh tu khéi dAu. Céc trinh tu didu hoa
khac ¢6 thé duoc bd sung. Nhiéu trinh tw khoi dau phién mi c6 thé duoc st dung dé bidu
hién (c4c) chuyén gen, va da biét dbi v&i chuyén gia trong linh vyc. Vi du khong gi6i han
v& trinh tu khoi ddu phién ma3 thich hop d8 thu duoc biéu hién trong té bao nhan chuin
14 trinh tw khéi ddu phién ma CMV (US 5,385,839), vi du trinh tw khéi du phién ma
ngay ban ddu CMYV, vi du bao gdm nt. =735 dén +95 tir trinh tw ting cudng gen/trinh ty
khéi ddu phién ma sém tirc thi CMV. Tin hiéu polyadenyl héa, vi du tin hiéu polyA

hormon sinh trudng bd (US 5,122,458), ¢6 thé c6 mit & sau (c4c) gen chuyén nay.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, adenovecto téi t6 hop theo séng ché bao gdm lam
nucleotit ddu 5' trinh tu nucleotit: CTATCTAT. C4c phuong 4n nay 1 hitu ich vi vecto
nay biéu hién ting sao chép trong céc quy trinh didu ché, din dén viéc cac mé adenovirut
c¢6 sy ddng nhit cai thién, so véi vecto c6 trinh tur d4u tan cung 5’ nguyén géc (thdng
thuong CATCATCA) (xem ca cac don sing ché s6 PCT/EP2013/054846 va US
13/794,318, tén séng ché ‘Batches of recombinant adenovirus with altered terminal ends'
Op ngay 12 Thang Ba ndm 2012 dudi tén Crucell Holland B.V.), dugc két hop vao day
bing cach vién din toan bo. Sang ché do d6 con dé xuit cac mé adenovirut tai td hgp ma
héa protein F ctia RSV hozc mdt phan cua ching, trong d6 protein F ciia RSV bao gdm
trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 1 hoac 2, va trong do hiu hét toan bo (vi du it nhét

90%) adenovirut trong mé bao gdm bd gen véi trinh ty nucleotit cubi CTATCTAT.

Theo céc phuong 4n nhit dinh, phan tir axit nucleic c6 thé ma héa doan ctia protein
F trudc dung hop cua RSV. Doan ¢é thé thu dugc tir mot trong sb hoic ca loai bd géc
amin va gbc carboxy. Pham vi loai bé c6 thé dugc x4c dinh bdi chuyén gia trong linh vuc
dé, vi dy, thu duoc san luong t8t hon adenovirut tai td hgp. Poan s& dugc chon dé chira
doan hoat tinh mién dich hoc cua protein F, cu thé 1a phﬁn ma s& tao ra ting dép Ung mién
dich & déi twong. Didu nay c6 thé d& dang x4c dinh dugc bing céch str dung cac phuong
phép in silico, in vitro va/hoic trong co thé, tAt ca déu quen thudc dbi véi chuyén gia

trong linh vuc.
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Sang ché hon nita dé xuét ché phdm chira phan tir axit nucleic ma héa RSV F trudc

dung hgp chira trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 1 hodc 2.
Twong tu, sing ché d& xuit ché phim chira vecto nhu duge mo ta & day

Theo cac phuong 4n nhét dinh, ché phdm chtra phén tir axit nucleic va/hoic vecto
1a @& ding trong 1am giam nhiém va/hodc sao chép RSV & db6i tuong. Theo cac phuong
4n vu tién nhit dinh, ché phdm 13 d ding 1am vacxin khang RSV. Thuét ngit "vacxin"
d& cap dén tac nhan hodc ché phdm chira thanh phan hoat tinh ¢6 tac dung lam gidm do
gdy mién dich chita bénh & d6i twong chdng lai mAm bénh hodc bénh nhét dinh. Theo
sang ché, vacxin bao gdm luong c6 hidu qua ctia phéan tir axit nucleic ma ma héa protein
F trude dung hop cia RSV ¢6 SEQ ID NO: 1 hoac 2, hodc doan khang nguyén cta ching,
ma tao ra dép Gng mién dich khang protein F cia RSV. Sang ché d& xuit phuong phéap
phong ngira bénh dudng ho hép thdp nghiém trong din dén viéc ndm vién va lam giam
tAn suét bién ching nhu viém phdi va viém tidu phé quan do lay nhiém va sao chép RSV
& d6i twong. Do d6, sang ché con dé xuit phuong phap phong ngira hojc 1am gidm bénh
dudng h6 hép thip nghiém trong, phong ngira hoic 1am giam (vi duy rit ngén) viéc nim
vién, va/hogic 1am giam tin suét va/hoic do trdm trong clia viém phdi hogc viém tidu phé
quan gdy ra bai RSV ¢ dbi tugng, bao gdm cho dbi tugng ché phdm chira phén tir axit
nucleic ma hoa protein RSV pre-F hodc doan cua ching, trong d6 protein F cia RSV bao
gdm trinh tu axit amin ¢c6 SEQ ID NO: 1 hozc 2. Thuat ngit “vacxin” theo séng ché nghia
la duoc phém, va do d6 thuong bao gém chét pha loéng, chét mang hodc ta dugc dugc
dung. N6 ¢6 thé ¢4 hoic khong bao gdm cac thanh phan hoat tinh khéc. Theo cdc phuong
4n nhét dinh n6 c6 thé 1a vacxin td hop, vacxin ndy con bao gdm céc thanh phan khéc
cam sinh phan tng mién dich, ching han, chdng cac protein khéc cia RSV va/hogc chéng

c4c tac nhan xAm nhiém khac.

Theo céc phwong 4n nhét dinh ché phdm chira phan tir axit nucleic hodc vecto con
bao gém, hodc dugc dung cung véi, mot hodc nhiéu ta duoc. T4 duoc 1 da biét trong
linh vuc dé lam tang thém dap wng mién dich ddi véi yéu t6 quyét dinh khang nguyén
duoc 4p dung, va ché phim dugc bao gdm adenovirut va ta dugc thich hgp vi du duogc
bdc 16 trong WO 2007/110409, dugce Kkét hop & day béng cach vién din. Thuat ngi "cht
bd tro" va "chét kich thich mién dich" dwogc sir dung thay thé 13n nhau trong ban md ta

nay, va dugc dinh nghia 1a mdt hoac nhiéu cht gdy kich thich hé mién dich. Trong bbi
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canh nay, ta dugc duoc sir dung dé nang cao dap tmg mién dich cho protein F truéc dung
hop ciia RSV theo sang ché. Cac vi du vé ta dugc thich hop bao gbm mubi nhém nhur
nhém hydroxit va/hosic nhém phosphat; ché phim nhii ddu (hodc ché phidm dau trong
nuéce), bao gébm nhil twong squalen nuée, nhu MF59 (xem vi dy WO 90/14837); ché
phim saponin, nhw vi du QS21 va céc phtic hgp kich thich mién dich ISCOMS) (xem
vi du US 5,057,540, WO 90/03184, WO 96/11711, WO 2004/004762, WO
2005/002620); céac chét din xudt tir vi khuin hoic vi sinh vat, vi du v& cdc chét nay 1a
monophosphoryl lipit A (MPL), 3-O- deaxylat h6a MPL (3dMPL), CpG- mdtip chia
oligonucleotit, doc t6 vi khuin ADP-ribosyl héa hodc dang dot bién cua né, nhu ndi doc
t6 LT khong bén nhiét tir E. coli , doc t6 khuén ta CT, va tu’dng tw. Con c6 thé sir dung
t4 dwgc ma héa vecto, vi du bang cach st dung axit nucleic khéc loai ma héa dung hgp
ving oligomer hoa cua protein lién két C4 (C4bp) véi khdng nguyén mong mudn (vi du
Solabomi et al, 2008, Infect Immun 76: 3817-23). Theo c4c phuong 4n nhét dinh ché
phim theo sang ché bao gdm nhém lam ta dugc, vi du duéi dang nhdom hydroxit, nhém
phosphat, nhom kali phosphat, hoic két hop cta chiing, & céc ndng d6 0,05 — 5 mg, vi dy

tir 0,075-1,0, ham lwong nhém mai lidu ding.
Theo céc phuong 4n khéc, cdc hop chit khong bao gdm céc ta dugc.

Ciing c6 thé theo sang ché cho ding céc thanh phan hoat tinh khac, két hop voi
ché phdm, vi du vacxin, theo sang ché. Cac thanh phan hoat tinh khac nay c6 thé chira vi
du khéng nguyén RSV khéc hoic vecto bao gdm axit nucleic ma héa chung. Vecto nay
lai ¢6 thé 1a khong adenovirut hodc adenovirut, trong d6 loai adenovirut c6 thé c6 kiéu
huyét thanh bt ky. Vi du cia khdng nguyén RSV khéc bao gbm protein F ctia RSV hodc
G hoac phén hoat tinh mién dich hoc ctia chiing. Vi du, adenovecto rAd/3xG trén co s&
khuyét Ad5 sao chép tai tb hop duge ding trong miii, biéu hién ving 15i tan dugc cia
glycoprotein G (axit amin 130 dén 230) 12 dugc bao vé trong md hinh chudt (Yu et al,
2008, J Virol 82: 2350-2357), va mic du khong dugc bao vé khi cho dung qua dudng
tiém bép, 13 rang tir cc dit lidu nay la G cia RSV 1a khang nguyén thich ho dé tao ra dap
tig bao vé. C4c thanh phan hoat tinh khéc c6 thé con chira cac khang nguyén khong phai
RSV, vi du tir c4c tac nhén gdy bénh khac nhu virut, vi khuén, vat ky sinh, va tuong tu.
Viéc dung céc thanh phan hoat tinh khéc ¢ thé vi du dugc thuc hién bing cach dung

tach biét hodc bang cach dung cic san pham két hgp cua vacxin theo sdng ché va cac
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thanh phan hoat tinh khac. Theo mdt s§ phwong 4n, cac khang nguyén khong adenovirut
khac (ngoai RSV.F), ¢6 thé dugc ma hoa trong vecto theo sang ché. Theo mdt sb phwong
an, do d6 c6 thé dugc mong mudn dé biéu hién nhiéu hon mot protein tir adenovirut don,
va trong céc trudng hop nay nhidu trinh tw ma héa vi du ¢ thé dugc lién két dé tao ra
dich ma don tir c4t xét bidu hién don hoic c6 thé c6 mit trong hai cat xét biéu hién riéng

biét duge tach dong thanh cac phin khéac nhau ctia bd gen adenovirut.

Ché phim theo sang ché, vi du the ché phdm adenovirut, c6 thé dugc dung cho
d6i tuong, vi du ddi tugng ngudi. Téng lidu ding adenovirut dugc cp cho dbi tuong
trong mot 14n ding c6 thé thay dbi nhw da biét dbi v6i chuyén gia trong linh vuc, va
thudng trong khoang tir 1x107 hat virut (vp) dén 1x1012 vp, uu tién 12 trong khoang tir
1x108 vp dén 1x1011 vp, vi du trong khoang tir 3x108 va 5x1010 vp, vi du trong khoang
tir 109 dén 3x1010 vp.

Viéc ding ché phim c6 thé tién hanh sir dung cdc dudng ding tiéu chudn. Céc
phuong 4n khong gidi han bao gdm cho diing ngoai dudng tiéu héa, nhu bang cach tiém
vi du trong da, trong co, v.v., hodc dudi da, qua da, hodc cho dung & niém mac, vi du
trong miii, miéng, va tuong tu. Viéc ding trong miii thuong thiy 1 dudng ding dugc uu
tién d6i voi vacxin khang RSV. T4c dung quan trong nhat ciia chién lugc ding trong miii
vat sdng 1a kich thich truc tiép sy mién dich cta hé ho hép cuc bd va khong lam ting
bénh lién quan. Chi c4c vacxin dudi danh gia 14m sang ddi vé6i sir dung nhi khoa & thoi
diém hién tai la vacxin diing trong miii vat sng (Collins vA Murphy. Vaccines against
human respiratory syncytial virus). Trong: Perspectives in Medical Virology 14:
Respiratory Syncytial Virus (Ed. Cane, P.), Elsevier, Amsterdam, Ha Lan, pp233-277).
Diing trong miii 12 dudng ding dugc wu tién thich hop theo sang ché. Tac dung cla cho
dung trong co la don gian va rdé thiét 1ap, va khong tao ra c4c ban khoin vé tinh an toan
déi v6i ap dung trong miii cua tré dudi 6 tudi. Theo mot phuong 4n, ché phdm duogc st
dung bing céch tiém trong co, vi du vio co denta ciia cénh tay, hodc co rong ngoai cua
dui. Chuyén gia trong linh vuc biét cic kha niang khac nhau dé ding ché phdm, vi du

vacxin dé tao ra dap ing mién dich déi véi (c4c) khang nguyén trong vacxin.

Déi tuong nhu dugc sir dung ¢ day wu tién la dong vat c6 va, vi du loai gdm nhém,
vi du chudt, chudt hai cdy bong, hodc dong vat linh trudng khdng phai ngudi, hodc nguoi.

Tét hon néu, dbi tugng 1a dbi twong ngudi. Péi tugng c6 thé & do tudi bat ky, vi du tir
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khoang 1 thang dén 100 tudi, vi du tir khoang 2 thang dén khoang 80 tudi, vi du tir khoang
1 thang dén khoang 3 tudi, tir khoang 3 tudi dén khoang 50 tudi, tir khoang 50 tudi dén

khoang 75 tudi, v.v..

Con ¢6 thé cho phép mét hodc nhiéu lan ding ting cudng mot hodc nhiéu ché
phém, vi du vacxin, theo sang ché. Néu thuc hién chung ngua tang cudng, thong thudng,
chuing ngira ting cudng nay s€ dugc ding cho cing dbi twong & thoi diém tir tir mot tuin
dén mot nam, wu tién 1a tir hai tudn dén bdn théng, sau khi ding ché phdm cho d6i twong
l4n thér nhat (ma trong céc trudng hop nay duoc goi 13 ‘ching ngira khoi mao’). Trong
céc phac dd ting cudng tily y, con c6 thé cho dung vecto khéc nhau, vi du mot hoic nhiéu
adenovirut c6 kiéu huyét thanh khéac nhau, hoic vecto khdc nhu MVA, hodc ADN, hodc
protein, cho dbi tugng sau ching ngira khoi mao. Vi du c6 thé ding cho dbi twong vecto
adenovirut tai td hop bao gdm trinh ty axit nucleic ma héa protein F ciia RSV trudc dung
hop 1am khoi mao, va ting cudng v6i ché phdm chira RSV F protein. Theo céc phuong

4n nhit dinh, protein F cia RSV con dn dinh & cAu trang trudc dung hop.

Theo mét s6 phuong 4n, viéc cho ding bao gdm cho dung khoi mao va it nhit mot
1dn cho dung tang cudng. Theo cic phuong 4n nhét dinh, ché phdm duoc ding lam ché
phdm khoi mao va/hoic lam ché phim ting cudng trong ché d6 chung ngira khoi mao-
tang cudng. Theo cac phuong 4n nhét dinh ciia nd, ding khoi mao 13 v6i rAd35 chia axit
nucleic ma héa protein RSV pre-F hogc doan cia ching (‘rAd35-RSV .pre-F"), trong d6
protein F cia RSV pre-F bao gdm trinh tu axit amin ¢c6 SEQ ID NO: 1 ho#c 2, va ding
ting cudng 1a v&i rAd26 chua axit nucleic mé hoa protein F cia RSV (‘rAd26-RSV .pre-
F"), trong d6 protein RSV pre-F bao gdm trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 1 hoic 2.
Theo cic phuong 4n khéc cia nd, dung khoi mao 1a véi rAd26-RSV .pre-F va dung tang
cudng 13 véi rAd35-RSV.pre-F. Theo cac phuong 4n khéc, ca dung khoi mao va ding
tang cuong 1a vdi rAd26.RSV.pre-F. Theo cic phuong én nhét dinh, diing khoi mao 1a
v6i rAd26-RSV.pre-F hodc rAd35-RSV.pre-F va dung ting cudng la voi protein F cua
RSV. Theo tit ca cac phuong 4n nay, c6 thé cung clp cac 1an cho dung ting cudng véi
vecto hodc protein giéng hozc khac nhau. Céc phuong 4n trong d6 ting cudng véi protein
F ctia RSV ¢6 thé dic biét c6 loi bao gdm vi du & céc ddi twong ngudi gia trong nhém c6
nguy co (vi du c6 COPD hoic suyén) & 50 tudi hodc gia hon, hodc vi du & d6i tuong khoe

manh & 60 tudi hodc gia hon hoic 65 tudi hoic gia hon.
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Theo céc phuong an nhét dinh, viéc cho ding bao gdm ding don 1& ché phém theo
sang ché, ma khong cho ding (ting cudng) thém. Cic phuong 4n nay 1a ¢ loi vé viée
giam tinh phuc tap va chi phi ciia phac dd cho ding so véi phic d6 khoi mao ting cudng.
Su bao vé toan dién d4 quan sat duoc sau cho ding don 1& vecto adenovirut tai tb hop
theo sang ché ma khong cin cho ding ting cudng & miu chudt hai cdy bong trong cac vi

du & day.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét phuong phép tao ra vacxin khang virut hop
bao hd hip (RSV), bao gém viéc tao ra adenovirut tai t& hgp ma chira axit nucleic ma
héa protein F ciia RSV hoic doan ciia ching, nhan giéng adenovirut tai t5 hop nay trong
mbi trudng nudi cdy cua t& bao chii, phan I4p va tinh ché adenovirut tai t6 hop, va mang
adenovirut tai t& hop vao ché phdm dugc dung, trong d6 protein F ciia RSV bao gbm

trinh tu axit amin c6 SEQ ID NO: 1 hoéc 2.

Adenovirut tai td hop c6 thé duoc didu ché va duoc lai tao trong té bao chu, theo
cac phuong phép d3 biét, ma thu dwoc nudi cdy té bao ciia té bao chi dugce cho lay nhiém
adenovirut. Nudi cdy t& bao c6 thé 1 dang nubi cdy té bao bat ky, bao gbm nudi cdy té
bao dinh, vi du t& bao dinh vao b& mit cua binh nubi céy hodc vi chat mang, cling nhu

nudi cay huyén phu.

Nudi ciy huyén phit pham vi 16n nhét duge thyc hién 13 cac quy trinh mé hodc mé
cho &n béi vi chung d& thuc hién va mé rong pham vi nhét. Ngay nay, cac quy trinh tiép
theo trén co s& nguyén tic dd tran ngap ngay cang tré nén phd bién va ciing thich hgp
(xem vi du WO 2010/060719, va WO 2011/098592, c hai dugc két hop vao ddy bing
céch vién dan, mo ta phuong phép thich hop dé thu va tinh sach lugng adenovirut téi tb

hop 16n).

Té bao tao duge nudi cly dé lam ting sb luong té bio va virut va/hodc d chun
virut. Nudi cdy té bao duogc thuc hién dé cho phép chiing chuyén héa, va/hoic 16n 1én
va/hodc phéan chia va/hodc tao ra virut c6 loi theo sang ché. Pidu nay c6 thé dugc thuc
hién bing céc phuong phap d3 biét dbi v6i chuyén gia trong linh vuc, va bao gdm nhung
khong gi6i han & cung cip dinh dudng cho té bao, vi dy mdi trudng nudi cAy hop ly. Mbi
trudng nudi cdy thich hop 1a da biét dbi véi chuyén gia trong linh vyc va c¢6 thé thudng
l4y tir ngudn thwong mai véi s6 lugng 16n, hoic duoc lam theo yéu ciu theo cac phuong

phép tiéu chuan. Nubi cay c6 thé dugc thuc hién vi du trong céc dia, cdc chai lan hodc
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trong céc budng phan ting sinh hoc, sir dung hé thdng mé, mé cho #n, hé théng lién tuc
va tuong ty. Céac didu kién thich hop dé nubi chy t& bao 1a da biét (xem, vi du, Tissue
Culture, Academic Press, Kruse va Paterson, cidc nha bién soan (1973), va R.I. Freshney,
Culture of animal cells: A manual of basic technique, t4i ban 14n thir tu (Wiley-Liss Inc.,

2000, ISBN 0-471-34889-9).

Co ban 13, adenovirut s& duge phoi ra t& bao tao thich hop trong nubi cdy, cho
phép hép thu virut. Théng thudng, khudy t6i uu ndm trong khoang tir 50 dén 300 rpm, co
ban 1a khoang 100-200, vi du khoang 150, DO chinh la 20-60%, vi du 40%, d6 pH ti vu
nim trong khoang tr 6,7 va 7,7, nhiét do t8i vu ndm trong khoang tir 30 dén 39°C, vi du
34-37°C, va MOI tbi vu nim trong khoang tir 5 &én 1000, vi du khoang 50-300. Co ban
13, adenovirut gay nhiém cac t&€ bao tao mdt cach tw phat, va dua céc té bao tao tiép xuc
v6i céc hat rAd di dé 1ay nhi®m t& bao. Thong thudng, gdc hat adenovirut dwgc thém vao
nudi cdy dé bat diu 1ay nhiém, va sau d6 adenovirut nhan gidng trong cac té bao tao. Viéc

nay déu quen thudc dbi véi chuyén gia trong linh vyc.

Sau khi 14y nhiém adenovirut, virut I&p lai bén trong té bao va nhd d6 duoc khuéch
dai, quy trinh d& cép dén & day la nhan ban adenovirut. Lay nhiém denovirut cubi cliing
tao ra phan giai t€ bao bi 1dy nhiém. Céc d¥c tinh gay liét cua adenovirut do d6 cho phép
hai cach tao ra virut khac nhau. Cach thir hai 13 thu virut truée khi phan giai té bao, st
dung céc nhan t6 bén ngoai dé phan giai té bao. Cach thit hai 1a thu virut ndi trén bé mit
sau (hdu hét) phén giai té bio hoan thién boi virut tao ra (xem vi du Patent My 6,485,958,
md ta viéc thu adenovirut ma khong phén giai t& bao chii bing cic nhéan t5 bén ngoai).

Uu tién 13 sir dung c4c nhén t& bén ngoai dé phan giai hoat tinh té bao dé thu adenovirut.

Céc phuong phap c6 thé dugc sir dung cho phan giai té bao hoat tinh 12 da biét dbi
v6i chuyén gia trong linh vuc, va dugc ban dén trong vi du WO 98/22588, tr. 28-35. Cac
phuong phép hitu dung nay 13 vi du, két déng-tan gia, cit cing, phan giai uu truong
va/hogic phan giai nhuge tuong, cit 1ong, séng siéu 4m, dun ép &p sudt cao, phan giai
bing chit tiy, két hop céc cach & trén, va twong tu. Theo mdt phuong 4n cua sang ché,
té bao dugc phan giai bing cach st dung it nhat mot chit tdy. Sir dung chét ty dé phan

giai ¢6 loi ich 1a day 1a phuong phép dé, va c6 thé mé rong pham vi dé.

Céc chit tiy c6 thé dugc st dung, va phuong phép st dung ching, thuong 13 da

biét v6i chuyén gia trong linh vuc. Mot s6 vi du da dugc ban dén vi du trong WO
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98/22588, tr. 29-33. Céc chét téy c6 thé bao géln chét téy anion, cation, ion ludng tinh,
va khong ion. Nong d6 cta chit tAy c¢6 thé thay ddi, vi du nim trong khoang 0,1%-5%

(khi lwong/khbi lugng). Theo mot phuwong an, chat tiy dugc sir dung laTriton X-100.

Nucleaza c6 thé duoc sir dung dé loai bo sy lay nhiém, cu thé 1a chu yéu tir t& bao
tao, axit nucleic. Cac nucleaza vi du thich hop d& diung theo sing ché bao gdm
Benzonase®, Pulmozyme®, hoic bit ky DNase va/hoic RNase khac dugc st dung thong
thuong trong linh vuc. Theo cic phwong 4n duge wu tién, nucleaza la Benzonase®, ma
thiiy phan nhanh axit nucleic bing cach thiy phan lién két phosphodieste bén trong gilta
c4c nucleotit dac hiéu, nhd d6 1am giam do nhét cua chit dung gii té bao. Benzonase®
¢6 thé duoc mua tir Merck KGaA (m3 W214950). Nong d6 trong d6 nucleaza dugc sir
dung wu tién 14 nim trong khoang 1-100 don vi/ml. Tly ¥, hodc ngoai xi Iy nucleaza,
con ¢6 thé két tia chon loc t& bao chit ADN ra khoi ché phdm adenovirut trong qué trinh
tinh ché adenovirut, sir dung céc tac nhan tao két toa chon loc nhu domiphen bromua
(xem vi du US 7,326,555; Goerke va cdng su., 2005, Biotechnology va bioengineering,
Tap 91: 12-21; WO 2011/045378; WO 2011/045381).

Phuong phap dé thu adenovirut tir nudi cdy té bao tao dd duoc md ta sdu trong
WO 2005/080556.

Theo mot s phuong 4n, adenovirut thu duoc dugc tinh ché tiép. Tinh ché adenovirut
c6 thé duoc thuc hién trong mot vai budc bao gdm ling gan, siéu loc, khir loc hodc phan
tach bang séc ky nhu duoc mo ta trong vi du WO 05/080556, dugc két hop & day bang cach
vién dan. Léng gan c6 thé dugc thuc hién béng budce loc, loai manh té bao va tap chét khéc
tir chat dung giai té bao. Siéu loc dugc ding dé c6 dic dung dich virut. Khir loc, hodc trao
dbi dém, str dung may siéu loc 13 cach dé loai va trao ddi mubi, dudng va tuong ty. Chuyén
gia trong linh vuc biét cich lam thé nao dé tim ra céc didu kién t6i uu cho mdi budc tinh
ché. Tuong ty WO 98/22588, dugc két hop toan bd vao day bing cach vién din, mo ta
phuong phap dé tao ra va tinh ché vecto adenovirut. Phuong phap bao gdm viée nubi té bao
chu, gay nhim té bao chii bing adenovirut, thu va phan giai t€ bao chy, c6 dic chit dung
giai thd, trao d6i dém cuia chit dung giai tho, xir Iy bing chat dung giai v6i nucleaza, va tinh

sach ti€p virut sir dung séc ky.

Ul tién 13, tinh ché str dung it nhét mot bude tinh ché, nhu vi du duge ban dén

trong WO 98/22588, tr. 61-70. Nhiéu quy trinh dd dugc md ta dé tinh ché thém
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adenovirut, trong d6 budc tinh ché 13 bao gdm trong quy trinh. Chuyén gia trong linh vuc
s& hiéu ring c4c quy trinh nay, va c¢6 thé thay dbi cach sir dung chinh x4c cac budc shc
ky d& t8i uu hoéa quy trinh. Vi du c6 thé tinh ché adenovirut bang cic budc sic ky trao
d6i anion, xem vi du WO 2005/080556 va Konz va céng sw, 2005, Hum Gene Ther 16:
1346-1353. Nhiéu phuong phap tinh ché adenovirut khac d3 duwoc md ta va nim trong
nghién ctru cta chuyén gia trong linh vuc. Phuong phap khéc dé tao ra va tinh sach
adenovirut dugc boc 19 trong vi du (WO 00/32754; WO 04/020971; US 5,837,520; US
6,261,823; WO 2006/108707; Konz va cdng su, 2008, Methods Mol Biol 434: 13-23;
Altaras va cdng su, 2005, Adv Biochem Eng Biotechnol 99: 193-260), tht ca duoc két hop

& day bang cach vién dan.

Pé dung cho nguoi, sang ché c6 thé sir dung ché phdm dugc bao gbm rAd va chét
mang hodc td dugc dugc dung. Trong ndi dung cua sdng ché, thuét ngit "duoc dung"
nghia 13 chit mang hoic ta duoc, & lidu luong va ndng d6 duge sir dung, s& khong gy ra
tac ddng c6 hai hodc khéng mong mudn bét kyo cac d6i twong st dung ching. Céc chét
mang va. td& dugc dugc dung nay la da biét trong linh vuc (xem Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18th edition, A. R. Gennaro, Ed., Mack Publishing Company
[1990]; Pharmaceutical Formulation Development of Peptides va Proteins, S. Frokjaer
va L. Hovgaard, Eds., Taylor & Francis [2000]; va Handbook of Pharmaceutical
Excipients, t4i ban 1in thit 3, A. Kibbe, Ed., Pharmaceutical Press [2000]). rAd duoc tinh
ché wu tién 13 duoc didu ché va cho dung 1 dung dich v6 trung mic du cling ¢b thé sir
dung céc ché phdm khd lanh. C4c dung dich v6 tring dugc didu ché bang cach loc vo
tring hodc bing cac phuong phap khac da biét trong linh vyuc k¥ thut nay. Sau do, céc
dung dich dugc lam dong lanh hodc dugc nap dly vao db chira phan lidudugc. Po pH
cta dung dich nhin chung nim trong khoang tlr 46 pH 3,0 dén 9,5, vi du d6 pH nim trong
khoang tir 5,0 dén 7,5. rAd co ban 1a trong dung dich c6 chit dém dugc dung thich hop,
va dung dich cia rAd con c6 thé chira mudi. Tuy v, chét 1am 8n dinh c6 thé c6 mit, nhu
albumin. Theo cac phuong én nhét dinh, chit tiy rira dugc bd sung. Theo mdt s6 phuong
én, rAd c6 thé dugc didu ché thanh ché phém tiém. Cac ché phém nay chura lugng co hiéu
qua rAd, hodc 14 dung dich 16ng, huyén phii 16ng vo tring hodc céc dang dong kho va
tuy y chua chit 8n dinh hoic t4 duoc. Vacxin adenovirut con cé thé duoc sol khi dé cho

dung trong mii (xem vi du WO 2009/117134).
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Vi du, adenovirut c6 thé duoc luu tri trong chit dém ma con dugc ding cho
Adenovirus World Standard (Hoganson va céng su, Development of a stable adenoviral
vecto formulation, Bioprocessing Thang Ba 2002, tr. 43-48): 20 mM Tris do pH 8, 25
mM NaCl, 2,5% glyxerol. Chit dém ché pham hitu dung khac thich hop 8 sir dung cho
ngudi 13 20 mM Tris, 2 mM MgClz, 25 mM NaCl, sucroza 10% khéi luong/thé tich,
polysorbat-80 0,02% khdi lugng/thé tich. Thiy ring, nhidu chét dém khac c¢6 thé dugc
str dung, va mot s6 vi du v& ché phim thich hop dé luu trit va cho ding thubc ciia ché
phadm (adeno)virut tinh ché c6 thé vi du dugc tim thdy trong patent Chau Au s6 0853660,
Patent My 6,225,289 va trong céc cong bd don sang ché quéc t& WO 99/41416, WO
99/12568, WO 00/29024, WO 01/66137, WO 03/049763, WO 03/078592, WO
03/061708.

Sang ché con dugc giai thich thém trong cic vi du sau ddy. Céc vi du khong lam

gi6i han sang ché trong trudng hop bat ky. Chiing chi diing dé 1am rd séng ché.
Vi du thue hién sang ché

Vi du 1. Lam 8n dinh protein F cia RSV & cdu dang trwée dung hop cia no

Plasmit ma héa trinh tu RSV F co ban dugc téng hop va thé axit amin duoc dua
vao protein bing dot bién dinh huéng diém. Cac bién thé protein dugc bidu hién chuyén
tiép trong céc té bao HEK293. Biéu hién protein tuvong d6i trén b& mit t& bao duoc dénh
gi4 bing Phan tich té bao dong chay. Tinh n dinh cta protein F & chu dang trudc dung

hop dugc danh gié trong thir nghiém tinh dn dinh nhiét.

Trinh ty protein dugc dung cho céc bién thé protein RSV A2 F duogc léy o
GenBank, sb truy cap ACO83301.1. Thé axit amin dugc dua vao trinh tu bang dot bién
dinh huéng didm (bd kit dot bién dinh huéng diém QuikChange II XL, Agilent
technologies). Poan mdi dot bién dugc thiét ké st dung dung cu tryc tuyén PrimerX. Céc
t& bao HEK293T (CRL-11268) dugc mua tir BO suu tip nudi cdy mo cia My va duoc
nudi cdy dudi cac didu kién nuéi cy té bao tiéu chudn (37°C, 10% CO2).

Cac khang thé Protein F khang RSV IgG1 ddy du ctiia ngudi CR9501 va CR9503
duoc cAu tric bing cach tach dong ving bién ddi chudi ning (VH) va chudi nhe (VL)
thanh vecto biéu hién IgG1 don. Cac té bao PER.C6® (Crucell) dugc bién nap véi cu

trlic bidu hién IgG1 va cac khang thé duoc biéu hién dugc tinh ché tir dich ni nudi cdy
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str dung séc ky POROS Mabcapture A (Applied Biosystems) va sau d6 trao déi dém dén
50mM NaAc, 50mM NaCl, pH 5,5. Nong d6 khang thé dugc do bang hép thu quang &
280 nm. Chét luvong khéng thé ciing dugc x4c nhan bang sic ky loai kich ¢& (SEC), SDS—
PAGE va dién di tap trung ding dién. Khang thé CR9501 bao gdm ving VH va VL cia
58C5 (nhu dugc md ta trong WO2011/020079) ma lién két dic hiéu véi protein F cia
RSV & cdu dang truéc dung hop ciia né va khong lién két voi cu dang sau dung hop.
CR9503 bao gdm ving VH va VL clia motavizumab, ma nhan dién ca cAu dang trudc
dung hop va sau dung hop cia RSV F.

Biéu hién protein va xir 1y nhiét:

Plasmit dwoc bién nap tam thoi vao té bao HEK293T dinh st dung chét phan ting
bién nap 293fectin (Cat# 12347-019) (Life Technologies) theo khuyén nghi ctia nha cung
cp. 48 gior sau bién nap céc té bao dugc thu hoach bing cach thio véi dém FACS chira
EDTA (khong trypsin, xem phdn tiép theo) va huyén phi té bao dugc xir 1y nhiét trong
10 phut hogc la trong bé nudc hoic trong khéi PCR dé thir nghiém tinh bn dinh nhiét.

Sau khi xtr Iy nhiét, cc té bao dugc chuén bi d& Phan tich té bio dong chay.

Dé phan tich protein F biéu hién adeno, céc té bao A549 dugc xaAm nhifm bing
virut Ad26 & MOI bing 10 000 hodc 5000 va virut Ad35 & MOI bang 5000, 2500 hoic
1,250. Sau 48h, c4c t& bao dwoc thio va duoc xir Iy nhiét trong 15 phut & 37°C, 50°C va
56°C. Khi xtr ly nhiét té bao dugc nhudm st dung CR9501-Alexa647 hoic CR9503-
Alexa647 va Propidium Iodua (PI). Sauk hi nhudm, c4c té bao duoc ¢b dinh va phan tich

sir dung thiét bj phén tich té bao BD FACS CANTO IL.

Phén tich t& bao dong chay:

D4i véi mbi 1an nhudm, cac dbi ching sau day dugc bao gdm: 1) mau dbi chung
am. ttrc 12 céc t& bao ma khong dua qua bét ky xtr ly ndo va khong dugc nhudm bing
khang thé bat ky dan nhan fluorophore; 2) mau dbi chimg duong, tic 1a céc té bao ma
dugc nhudm chi véi mot fluorophore (mdt trong mdi t& bao ma dugc ding cho thi
nghiém).

Céc té bao duoc tao huyén phu lai trong Phén tich té bao dong chay (Pém FC,

5mM EDTA, FBS 1% trong PBS) va dugc phén b trong thé tich bing 50 pl huyén phu
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t& bao mdi giéng trong tAm 96 giéng vdi nép (tAm day chit U hodc V). Phuong phap hai

budc hodc mot bude duge dung cho viée nhudm.

Trong trudng hop phuong phédp hai bude 50 pl Abs thir nhéit (hodc dém cho dbi
chimg 4m) duoc thém vao giéng va duge u & RT trong 30 phut. CR9501 va CR9503
biotinyl héa duge ding & 2 pg/ml (ndng d6 cudi trong giéng 1 pg/ml). Sau khi 1, céc té
bao dugc rira 2 lan bing dém FC. Sau d6 50 pl Streptavidin-APC (Mau do phan tir
cat#SA1005, 0,1 mg/ml dugc dung & 1:100) hodc dém cho d6i ching am duoc thém vao
giéng va dugc 1 & RT trong 30 phut. Céc té bao dugc rira lai 2 14n bing dém FC. Sau khi
rira, céc t& bao dugc tao huyén phu lai trong 100 pl dém FC +/- ching séng-chét (PI tir
Invitrogen, cat#P1304MP, dugc dung ¢ 2 pg/ml) va duge u ¢ RT trong 15 phut. Cac té
bao duoc ly tdm & 200g (1000rpm) trong 5 phit, dém v&i PI dugce loai va cac té bao duoc
tao huyén phu lai trong 150 pl dém FC.

Trong truong hop phuong phép m@f budc, khang thé CR9501 va CR9503 duge
dan nhan miu dd huynh quang Alexa647 (Miu do phan tt, cat#A-20186) theo hudng
dAn cua nha san xuét. Cac té bao duoc nhudm theo phwong phép & trén ngoai trir budce
Streptavidin-APC.

Tir quin thé t& bao séng, phan trim té bao duong tinh dbi véi lién két khang thé
CR9501/CR9503 duge x4c dinh. Céc té bao duong tinh dbi vai lign két CR9503 biéu
hién protein F cia RSV trén bé mit cla chiing. Céc té bao duong tinh dbi vai lién két
CR9501 bidu hién RSV F truc dung hop trén bé mit cia ching.

Cudng d6 cia nhuém khang thé (Gia tri trung vi cia cudng d huynh quang —
MFI) ty 1€ v6i lugng protein F trén bé& mit té bao. MFI dugc tinh toan tir quin thé té bao
séng biu hién protein F.

Céc két qua:

Bidu hién b& mit té bao cla cac bién thé protein F chidu dai day du:

Nhém phu dot bién ma duogc xdc dinh trude day dé lam ting biéu hién hoic tinh
dn dinh cua ving ngoai bao protein F ciia RSV & chu dang truéc dung hop dugc dua vao
trong trinh tu RSV A2 F kidu dai chidu dai day du (sb truy cap Genbank ACO83301).
Céac dot bién dugc dua vao mdt minh hogic nhiéu két hop, va tac dong 1én biéu hién protein

va tinh On dinh duoc danh gia.
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Muc biéu hién cua protein dugc do 1a trung binh cudng d§ huynh quang (MFT)
bang Phén tich t€ bao dong chay sau khi nhuém véi khang thé CR9503 ma nhan dién ca
protein F trude dung hgp va sau dung hop. Két hop ciia viéc thé hai axit amin ma duoc
md ta trude day dbi véi viée 1am bn dinh ctia protein RSV pre-F (tirc 1a N671 va S215P)
cing 1am ting mirc biu hién cta Protein F ciia RSV chiéu dai ddy du 1én 2,3 lan, so véi

RSV F kidu dai chidu dai ddy du (Hinh 2).

Biéu hién ting ndi bat quan sat thay dbi voi cac bién th8 v&i 3 thé axit amin duoc
két hop. Thi vi 13, két hop cua nhiu hon ba dot bién trong mét bién thé khong 1am ting
thém biéu hién protein. Piu nay c¢6 thé do kha ning gi6i han ciia mang té bao dé didu

ti€t nhi€u ban sao cua protein F.

Luong cta F truéc dung hop trén b& mit cua té bao dwoc danh gid bang cach
nhudm vé6i khang thé dic hidu truée dung hgp CR9501 (Hinh 3). Bién nap cac té bao véi
tAt ca cac bién thé F tao ra luong twong tw nhidu hon hoc it hon protein F truéc dung
hop trén b& mit t& bao. Su c6 mit ciia ving xuyén mang lam dn dinh protein chiéu dai
day du dé mo rong nhét dinh va do d6 su khéc biét vé tinh bn dinh truéc dung hop khong
phai nhu xuét hién dudi cac didu kién moi trudng gifta céc protein F chidu dai diy du.
Do d6 thir nghiém tinh 4n dinh nhiét dugc phat trién dé phéan biét t8t hon tinh 6n dinh

cua cac bién thé chiéu dai day du, nhu dugc md ta dudi day.

Ching A2 ma dugce dung 1am trinh tu b6 me cho céc bién thé protein F dugc mo6
ta trude ddy (W02014/174018 va W02014/202570) 1a dong té bao duoc lam phu hop
v6i chiing phong thi nghiém ma tich tu hai dot bién duy nhét va hiém (ttc 1a cua Lysin
66 va Isoleuxin 76). Theo sang ché, hai gbc nay dugc gay dot bién d8 tuong tu véi thé
phan 18p 14m sang ty nhién (K66E, 176V). Céc dot bién K66E va 176V dugc bao gdm
trong thiét ké protein dugc chon. So véi céc bién thé véi Lys66 va Ile76, cac bién thé véi
glutamat & 66 (K66E) c6 xu huéng biéu hién hoi cao hon. Viéc thém valin & gbe 76 (thé
kép ctia K66E va I76V) khéong anh hudng dén mirc biéu hién khi so véi cac bién thé chi
vé6i thé K66E (Hinh 4).

Kha ning cua céc bién thé protein F chidu dai day du trén bé mat t€ bao:

Trong diéu kién mdi trudng trén quy mod ngén han, khdng quan sat thiy khéac biét

dang k& vé tinh 6n dinh cta ciu dang trude dung hop gifra cac bién thé F chidu dai dy

-26-



32452

du véi cac két hop khéc nhau cta dot bién lam bn dinh. Nhiét do cao dugc biét 13 ding
1am b khéi dong trong phong thi nghiém hiéu qua d& udn nép lai protein F ciia RSV tir
chu dang truée dung hop sang ciu dang sau dung hop. Do d6, thir nghiém séc nhiét dugc
thiét 1ap va duoc ding dé danh gi tinh &n dinh cua protein chidu dai ddy du lién két
mang. N6i ngén gon, t& bao HEK293T dugc bién nap véi ciu tric protein F va dugc ding
cho thir nghiém 48 gid sau bién nap. Cac t& bao dugc tach tir dia nudi cy té bao va huyén
phi t& bao duge xir Iy nhiét & nhiét do ting trong 10 phit. Sau khi xir Iy nhiét, té bao
duoc nhudm véi khang thé khang RSV F va duge phan tich bing Phén tich té bao dong
chay. Dit liéu phén tich té bao dong chay dugc phén tich theo hai dudng khéc nhau. Phén
trdm cua té bao, dwong tinh v6i nhudém bing khang thé khang F duoc phan tich, va trung

binh cudng d6 huynh quang (MFI) cia té bao duong tinh ciing dwgc tinh toan (Hinh 5).

C4 nhudm bing CR9501 (khang thé chi nhan dién protein F truéc dung hop) va
CR9503 (khang thé nhan dién protein F trudc va sau dung hgp) duge dung trong thi
nghiém Phén tich té bao dong chay. Khang thé CR9503 dung lam d6i chimg duong.
Trong trudng hop khi protein F méit ciu dang truéc dung hgp nhung van & trén bé mit
ctia té bao, protein vin bi phét hién bang khang thé CR9503. M4t nhudém ban ca hai khéng
* thé cho thdy ring protein khong c¢6 trén bé mat t& bao dé lién két khang thé, vi du do két

tu.

Céc protein chidu dai ddy du vé6i ba trong sb nhidu thé axit amin dugc thir trong
thir nghiém va so v6i RSV F kiéu dai. Biéu hién cua cic bién thé nay 1a cao nhit va do
d6 céc bién thé nay 1a c4c tng vién dugc uu tién. T4t ca protein chia thé N671 va S215P,

va mdt hodic hai d6t bién 1am n dinh bd sung duoc thém vao.

Protein kiéu dai khong bién déi c¢6 sy nhudm kha 8n dinh v&i khéng thé CR9503.
MFI cua nhudm CR9503 tang & cac nhiét d6 cao tuy nhién khoang rong cac gia tri cling
c6 thé rat cao. Didu nay chi ra ring khong c6 tich tu protein xay ra sau khi sbc nhiét. Mot
nira cdu trang truée dung hop bi mét sau khi u t& bao & xép xi 55°C, sau khi i & 60°C tht
ca cAu dang tru6c dung hop bi mét nhu duge chirng minh bing lién két CR9501 giam véi

mau F kiéu dai sau sdc nhiét & nhiét do ting.

T4t ca cac bién thé protein F dugc thir 6n dinh hon RSV F kiéu dai véi da sb
nhuém CR9501 ciing con lai sau xtt Iy & nhiét do cao (Hinh 5 va 6). Protein véi thé axit

amin K498R it én dinh hon loai khéc. Viéc bd sung dot bién K66E lam 6n dinh thém
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protein cling nhu cac bién thé v&i thé axit amin K498R trd nén 4n dinh nhu loai khic va
khong quan sat thy mat cAu trang trude dung hop & 60°C. Chi céc két hop duoc chon
ctia cac dot bién 1am dn dinh duge thir véi K66E va 176V duoc két hop. Tt ca bbn protein
duoc thtr 6n dinh khi phn trim cuia céc té bao duong tinh dugc phan tich, tuy nhién khi
MFI 1a bién th dugc phan tich v6i K498R thé hién giam rd rét lién két CR9501 sau xit
Iy v&i 60°C, cho thiy ring bién thé nay it dn dinh hon khi dugc danh gid trong thir nghiém
ung suét nhiét do.

K&t luan 13, két hop cua ba dot bién 1am 6n dinh (bao gc‘Sm N67I va S215P) dugce
xem 1a d cho mirc biéu hién cao va n dinh. Dot bién S46G hoic D486N duge lya chon
1a dot bién 1am 8n dinh thir ba nhd vi tri clia chiing trong cdu tric protein. K66E va 176V
duoc bao gdm trong vi chiing khdng c6 tic dong tiéu cyc 1én bidu hién protein va tinh én
dinh nhung lam trinh tu gﬁn hon véi trinh tu ¢6 trong ty nhién.

Do do, protein F cia RSV trude dung hop véi céc dot bién K66E, N67L, 176V,
S215P va D486N (F2.2) (SEQ ID NO: 2) va protein F cia RSV trudce dung hop véi cac
dot bién K66E, N67L, 176V, S215P va S46G (F2.1) (SEQ ID NO: 1) dugc chon loc cho
cac vecto adenovirut ciu tric. Céc protein nay thé hién 13 6n dinh & cAu trang trudc dung

hop trong thtr nghiém tinh bn dinh nhiét 1én dén 60°C, va dugc biéu hién & muc cao.
Vi du 2. Diéu ché cdc vecto adenovirut
Téach dong gen F ciia RSV vao vung E1 cia Ad35 va Ad26:

Trinh ty axit nucleic, ma héa protein F truge dung hop theo sdng ché 13 gen dugc
t6i wu dé biéu hién & ngudi va duoc tdng hop, bdi Geneart. Trinh ty Kozak (5' GCCACC
3') dugc bao gdm tryc tiép & phia trude clia bo ba khéi diu ATG, va hai bo ba két thic
(5' TGA TAA 3') dugc thém & du cla trinh tw ma héa RSV .pre-F. Gen RSV.pre-F duoc
chén vao plasmit pAdApt35BSU va plasmit pAdApt26 qua vi tri HindIII va Xbal.

Nubi cdy té bao:

Té bao PER.C6 (Fallaux va céng sw., 1998, Hum Gene Ther 9: 1909-1917) duogc
duy tri trong moi trudng Eagle bién ddi Dulbecco (DMEM) vé6i 10% huyét thanh bao
thai bd (FBS), dugc bd sung 10mM MgCl,.

Tao ra, 18y nhiém va chuyén adenovirut:
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Tt ca cac adenovirut dugc tao ra trong t& bao PER.C6® bang cach tai t6 hop cing
loai don 1& va dugc tao ra nhu duoc mé ta trude day (d6i véi rAd35: Havenga et al.,
2006, J. Gen. Virol. 87: 2135-2143; dbi voi rAd26: Abbink va céng suw., 2007, J. Virol.
81: 4654-4663). Tém lai, t& bao PER.C6 duoc bién nap bang plasmit vecto Ad, st dung
Lipofectamine theo chi ddn duoc cung cép boi nha san xuét (Life Technologies). Dé giai
thoat vecto Ad35 vi du mang catxet biéu hién cua gen chuyén RSV.pre-F, plasmit
pAdApt35BSU.RSV.pre-F va cosmit pWE/Ad35.pIX-rITR.dE3.50rf6 dugc st dung,
trong khi d6 dbi véi vecto Ad26 mang catxet biéu hién cla gen chuyén RSV.pre-F,
plasmit the pAdApt26.RSV.pre-F va pWE.Ad26.dE3.50rf6.cosmit dugc su dung. Té bao
duoc thu mot ngdy sau khi CPE diy du, r3 dong, ly tdm trong 5 phut & 3,000 rpm, va
dwoc lwu trit & 20°C. Céc virut tip theo 1 ban dugc tinh ché va khuéch dai trong
PER.C6 dugc nudi cdy trén giéng don cua tAm nudi cdy mé da giéng 24 giéng. Khuéch
dai tiép dugc thyuc hién trong PER.C6 dugc nudi céy str dung binh thét cb nudi céy mo
T25 va binh thét b nudi cdy md T175. Chat dung giai tho T175, 3 dén 5 ml dugce sk
dung d& ching ngira 20x binh thét ¢ nudi cdy mo ba 16p T175 chtra 70% 16p dich nudi
cly cua t& bao PER.C6. Virut dugc tinh ché bing phuong phép tinh ché CsCl hai budc.

Cuéi cung, virut dugc luu trit thanh céc phan phan wéc & ~ 85°C.

Vidu 3. Tao ra kha ndng mién dich khdng RSV F su dung adenovirut tdi 16 hop co kiéu
huyét thanh 26 va 35 biéu hién RSV F truée dung hop trong co thé.

Tao ra kha niang mién dich ciia Ad26.RSV.preF2.1 va Ad26.RSV.preF.2.2 dugc
danh gia & chudt, so sanh dap tng mién dich té bao va dich véi dap tmg do cac lidu gidng
nhau cua Ad26.RSV.FA2 (tic 1a biéu hién protein F cua RSV kiéu dai). Chu6t Balb/c
(n=4 mbi nhém) duoc ching ngira véi liéu chi dinh bing 10° dén 10'° hat virut (vp)
Ad26.RSV.FA2 hodc Ad26.RSV.preF2.1 hoic Ad26.RSV.preF2.2, hodc véi dém ché
ph&m. Vao 8 tudn sau khi mdi, s§ don vi hinh thanh vét (SFU) IFNy dic hiéu RSV F A2
mdi 106 t& bao lach duoc x4c dinh st dung ELISpot. Thé hién ring Ad26. RSV .preF2.1
va Ad26.RSV.preF.2.2 giy ddp ung mién dich thé dich ting & chudt khi so véi
Ad26.RSV.FA2, véi kha ning trung hda rong va d4p tmg té bao dugc duy tri. Chung
ngira don lidu trong co véi Ad26.RSV.preF2.1 va Ad26.RSV.preF.2.2 gy dép tng té
bao (Hinh 7) ma dic trung & chd tao ra CD8+ té bao T duong tinh véi IFNy, IL2 va/hoic
TNFo. (di liéu khong duoc thé hién).
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S6 lugng va chit luong cia dap Gng té bao ¢ thé so sanh dugc gitta
Ad26.RSV.preF2.1, Ad26.RSV.preF.22 va Ad26.RSV.FA2. Ngugc lai,
Ad26.RSV.preF2.1 va Ad26 RSV preF.2.2 tao ra 9 chudn khang thé trung hoa RSV cao
hon dang ké so véi Ad26. RSV.FA2. Phan tich gin hon cua dap Gng khang thé chung
minh ring Ad26.RSV.preF2.1 va Ad26.RSV.preF.2.2 tao ra mirc khang thé cao hon dbi
v6i F trude dung hop, trong khi d6 d6 chuin F sau dung hop vin duy tri so véi
Ad26.RSV.FA2, tao ra ty 18 khang thé preF/postF ting dang ké. Ngoai ra, ty 1¢
IgG2a/IgG1 cua dép tng khang thé giit khong dbi, chimg minh su dich chuyén nghiéng
Th1 tuong tu caa dap ung thé dich nhy da chimg minh truée day dbi véi Ad26.RSV.FA2
(Hinh 8).

Déi véi Ad26.RSV.preF2.2 con chimg minh ring khang thé tao ra c6 kha ning
trung hoa nhiéu ching RSV A va B khic nhau, ching trong phong thi nghiém ciing nhu
c4c thé phan 1ap 14m sang, twong tu nhu quan sat dugc d6i v6i Ad26 RSV.FA2 (Hinh 9).

Sau d6, hiéu qua va tinh sinh mién dich cta cAu triic vecto Ad26.RSV.preF2.2 va
Ad35.RSV.preF2.2 dugc danh gia trong m6 hinh chudt bong. Cac dong vat nay duoc
phép sao chép RSV cila ngudi, v6i d6 chuin dinh RSV trong phdi vao ngay 4 va 5. Céc
nhém déi chimg trong thir nghiém bao gdm trong nhém duge xam nhiém trong mii véi
lidu thdp RSV A2, nhd d6 bét chude boc 16 tw nhién, ciing nhu nhém duoc ching nglra
bing FI-RSV, st dung 16 gbc 100 ma gay bénh hd hép ting cuong (ERD) trong cac

nghién ciru 1am sang trong dich pha lodng ma dugc thé hién dé tao ra ERD & chu6t bong.

Chung ngira lidu don trong co cla cc dong vat bing Ad26 RSV.preF2.2 & cac
lidu ndm trong khoang tir 10° dén 10® vp/dong vat, hoic Ad35.RSV.preF2.2 trong cic
lidu ndm trong khoang tir 10° dén 10° vp/ddng vat tao ra bao vé& hoan toan phdi khoi xam
nhiém béng vacxin chiing RSV A2 twong ddng, ngoai trir 3 dong vat duge chung ngira
bing 10° vp Ad26. RSV .preF2.2 (Hinh 10A va 10B). Bao vé khong phu thudc liéu cia
viéc sao chép RSV trong mili dugc quan sat d6i véi ca hai vecto. N6 nim trong khoang
tir bao vé ddy da & 10® vp/dong vét, dén bao vé mot phin & 10° vp ddi véi
Ad26.RSV.preF2.2, trong khi do6 d6i voi Ad35.RSV.preF2.2, mili cua dong vét dugc
chiing ngira bang 10° vp dugc bao vé hoan toan khéi RSV A2, va 108 vp tao ra bao vé
mdt phin (Hinh 10C va 10D) Mii ctia dong vat dugc ching nglra bing
Ad26.RSV.preF2.2 va Ad35.RSV.preF2.2 dugc bao véc t6t hon khoi x4m nhiém RSV
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A2 so véi khi duoc ching ngira bing dbi ching F kiéu dai twong tmg cla ching
Ad26 RSV.FA2 va Ad35.RSV.FA2, khi dugc phén tich vé lidu ding (p=0,0003, va
p=0,0001). Bao vé& khoi xdm nhidm RSV di kém bdi cam tng phu thudc lidu ctia d chuin
trung hoa virut khdng RSV A Long, dd dugc tao ra boi lidu thip nhét cia
Ad26.RSV.preF2.2 hodc Ad35.RSV.preF2.2 dugc ép dung (Hinh 10E va 10F). Qua so
sanh théng ké lidu ding cta cac d6 chuin VNA A Long thé hién ring Ad26.RSV.preF2.2
sinh mi&n dich nhiéu hon so v6i Ad26.RSV.FA2 (p=0,0414), trong khi d6 tao ra dd chudn
VNA khéc biét khong déng ké gitta Ad35.RSV.preF2.2 va Ad35.RSV.FA2.

Con ching minh ring Ad26 RSV .preF va Ad35.RSV preF khong gy cac ddu higu
md bénh cua Bénh ho hip ting cudng (ERD) sau thir thach RSV A2, & bét ky trong sb
céc ndng d6 dwoc thir. Chudt bong 1a mé hinh dwge sir dung va nghién ciru nhiéu nhit dé
theo ddi ERD. O md hinh ddng vat ndy, ching nglra v6i FI-RSV gdy ERD mot cach
théng nhét sau thir thach RSV, ma nhin thiy dugc bing phan tich md bénh cia phan phdi
bi nhidm d8i véi céc thong sé 1a chimg viém tai phdi, co ban bao gdm x4m nhép bach
cdu trung hoa, va viém phé quan, co ban gdm x4m nhap té bao lympho. O chudt bong,
diém gy FI-RSV dbi v6i cac théng sb niy c6 thé quan sét tir ngdy 1 sau khi tiém RSV,
va dinh diém ¢ 4 d&én 5 ngay sau thir thach RSV.

ERD duogc phén tich 5 ngdy sau thu thach véi RSV A2 bing cach cho diém 4
thong sé cua thir thach viém phdi (viém phé quan, viém quanh mach, viém phbi mb kg,
viém tai phdi). Ching ngira véi FI-RSV tao ra diém ting cudng ddi v6i cac chit danh
d4u md hoc nhét, ma dic biét xuét hién déi v6i viém tai phdi (Hinh 11), chit danh déu
ma trude day thé hién 1a chit danh diu phén liét nhat cho ERD. Khéong quan sat thiy ting
viém tai phdi hoic bit ky chat danh ddu mo hoc ERD khéc & dong vét duoc ching nglra
bang hoic 1a Ad26.RSV.preF2.2 hodic Ad35.RSV.preF2.2 trong ché d6 chi mdi sau thu
thach RSV, ngay c4 & lidu vacxin thip c6 thé gy 4i luc thip va/hodc mic khéng thé thip
(Hinh 11). Didu nay x4c nhan két qua truéc day cla téc gia voi cac vecto Ad26.RSV.FA2
va Ad35.RSV.FA2.

Theo sang ché, do d6 thé hién ring Ad26.RSV.preF va Ad35.RSV.preF la cic
vecto adenovirut tidm ning biéu hién RSV F A2 ma dugc dn dinh & chu trang trudc dung
hop. Céc vecto nay tao ra dap tng mién dich thé dich va té bao manh. P4p ting mién dich

tao ra 13 bao vé& chéng thir thach RSV A2 va dé xuit khoang rong trung hoa virut trong
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5ng nghiém chdng cac thé phan l4p 1am sang va phong thi nghiém ctiia RSV. Khong quan
sat thdy tao ra ERD & chudt bong sau khi phoi 16 RSV ctia cac dong vat duge ching ngira
va do d6 x4c nhén dir liéu tao ra véi Ad26 va Ad35 mi héa dbi v6i khang nguyén RSV
F A2 kiéu dai. Khong c6 chudt nha hay chudt bong duge thdy cac d4u hiéu rd rang cla
kha ning gdy phan tng lién hé min dich sau khi tiém hodc 1a Ad26.RSV.preF hodc
Ad35.RSV.preF.
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Bang 1. Trinh ty axit amin cua protein F truéc dung hop RSV duoc mé héa baoi

phan tir axit nucleic theo sang ché (cac d6t bién dugce gach chan)
SEQ ID NO: 1: Trinh ty axit amin RSV preF2.1:

MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLGALRTG
WYTSVITIELSNIKEIKCNGTDAKVKLIKQELDK YKNAVTELQLLMQSTPATNN
RARRELPRFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVL
HLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSC
SIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITN
DQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLC
TTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTL
PSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNR
GIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVF
PSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAVKSTTNIMITTIIIVIIVILLSLI
AVGLLLYCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

SEQ ID NO: 2: Trinh ty axit amin cua RSV preF2.2:

MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTG
WYTSVITIELSNIKEIKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNN
RARRELPRFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVL
HLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSC
SIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITN
DQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLC
TTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTL
PSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNR
GIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVF
PSNEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAVKSTTNIMITTIIVIIVILLSLI
AVGLLLYCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

Bang 2. Trinh tu nucleotit ciia phén tir axit nucleic dugc uu tién theo sang ché

SEQ ID NO: 3: codon duge tdi wu héa axit nucleic ma hoa protein trude dung hop

RSV F pre-F2.1

PreF2.1
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ATGGAGCTGCTGATCCTGAAGGCCAACGCCATCACCACCATCCTGAC
CGCCGTGACCTTCTGCTTCGCCAGCGGCCAGAACATCACCGAGGAGTTCTA
CCAGAGCACCTGCAGCGCCGTGAGCAAGGGCTACCTGGGCGCCCTGAGAA
CCGGCTGGTACACCAGCGTGATCACCATCGAGCTGAGCAACATCAAGGAGA
TCAAGTGCAACGGCACCGACGCCAAGGTGAAGCTGATCAAGCAGGAGCTG
GACAAGTACAAGAACGCCGTGACCGAGCTGCAGCTGCTGATGCAGAGCAC
CCCCGCCACCAACAACAGAGCCAGAAGAGAGCTGCCCAGATTCATGAACT
ACACCCTGAACAACGCCAAGAAGACCAACGTGACCCTGAGCAAGAAGAGA
AAGAGAAGATTCCTGGGCTTCCTGCTGGGCGTGGGCAGCGCCATCGCCAGC
GGCGTGGCCGTGAGCAAGGTGCTGCACCTGGAGGGCGAGGTGAACAAGAT
CAAGAGCGCCCTGCTGAGCACCAACAAGGCCGTGGTGAGCCTGAGCAACG
GCGTGAGCGTGCTGACCAGCAAGGTGCTGGACCTGAAGAACTACATCGACA
AGCAGCTGCTGCCCATCGTGAACAAGCAGAGCTGCAGCATCCCCAACATCG
AGACCGTGATCGAGTTCCAGCAGAAGAACAACAGACTGCTGGAGATCACC
AGAGAGTTCAGCGTGAACGCCGGCGTGACCACCCCCGTGAGCACCTACATG
CTGACCAACAGCGAGCTGCTGAGCCTGATCAACGACATGCCCATCACCAAC
GACCAGAAGAAGCTGATGAGCAACAACGTGCAGATCGTGAGACAGCAGAG
CTACAGCATCATGAGCATCATCAAGGAGGAGGTGCTGGCCTACGTGGTGCA
GCTGCCCCTGTACGGCGTGATCGACACCCCCTGCTGGAAGCTGCACACCAG
CCCCCTGTGCACCACCAACACCAAGGAGGGCAGCAACATCTGCCTGACCAG
AACCGACAGAGGCTGGTACTGCGACAACGCCGGCAGCGTGAGCTTCTTCCC
CCAGGCCGAGACCTGCAAGGTGCAGAGCAACAGAGTGTTCTGCGACACCAT
GAACAGCCTGACCCTGCCCAGCGAGGTGAACCTGTGCAACGTGGACATCTT
CAACCCCAAGTACGACTGCAAGATCATGACCAGCAAGACCGACGTGAGCA
GCAGCGTGATCACCAGCCTGGGCGCCATCGTGAGCTGCTACGGCAAGACCA
AGTGCACCGCCAGCAACAAGAACAGAGGCATCATCAAGACCTTCAGCAAC
GGCTGCGACTACGTGAGCAACAAGGGCGTGGACACCGTGAGCGTGGGCAA
CACCCTGTACTACGTGAACAAGCAGGAGGGCAAGAGCCTGTACGTGAAGG
GCGAGCCCATCATCAACTTCTACGACCCCCTGGTGTTCCCCAGCGACGAGTT
CGACGCCAGCATCAGCCAGGTGAACGAGAAGATCAACCAGAGCCTGGCCT
TCATCAGAAAGAGCGACGAGCTGCTGCACAACGTGAACGCCGTGAAGAGC
ACCACCAACATCATGATCACCACCATCATCATCGTGATCATCGTGATCCTGC
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TGAGCCTGATCGCCGTGGGCCTGCTGCTGTACTGCAAGGCCAGAAGCACCC
CCGTGACCCTGAGCAAGGACCAGCTGAGCGGCATCAACAACATCGCCTTCA
GCAACTGA

SEQ ID NO: 4: codon dugc t8i vu hoa axit nucleic ma hoa protein truée dung hgp

RSV F pre-F2.2
PreF2.2

ATGGAGCTGCTGATCCTGAAGGCCAACGCCATCACCACCATCCTGAC
CGCCGTGACCTTCTGCTTCGCCAGCGGCCAGAACATCACCGAGGAGTTCTA
CCAGAGCACCTGCAGCGCCGTGAGCAAGGGCTACCTGAGCGCCCTGAGAA
CCGGCTGGTACACCAGCGTGATCACCATCGAGCTGAGCAACATCAAGGAGA
TCAAGTGCAACGGCACCGACGCCAAGGTGAAGCTGATCAAGCAGGAGCTG
GACAAGTACAAGAACGCCGTGACCGAGCTGCAGCTGCTGATGCAGAGCAC
CCCCGCCACCAACAACAGAGCCAGAAGAGAGCTGCCCAGATTCATGAACT
ACACCCTGAACAACGCCAAGAAGACCAACGTGACCCTGAGCAAGAAGAGA
AAGAGAAGATTCCTGGGCTTCCTGCTGGGCGTGGGCAGCGCCATCGCCAGC
GGCGTGGCCGTGAGCAAGGTGCTGCACCTGGAGGGCGAGGTGAACAAGAT
CAAGAGCGCCCTGCTGAGCACCAACAAGGCCGTGGTGAGCCTGAGCAACG
GCGTGAGCGTGCTGACCAGCAAGGTGCTGGACCTGAAGAACTACATCGACA
AGCAGCTGCTGCCCATCGTGAACAAGCAGAGCTGCAGCATCCCCAACATCG
AGACCGTGATCGAGTTCCAGCAGAAGAACAACAGACTGCTGGAGATCACC
AGAGAGTTCAGCGTGAACGCCGGCGTGACCACCCCCGTGAGCACCTACATG
CTGACCAACAGCGAGCTGCTGAGCCTGATCAACGACATGCCCATCACCAAC
GACCAGAAGAAGCTGATGAGCAACAACGTGCAGATCGTGAGACAGCAGAG
CTACAGCATCATGAGCATCATCAAGGAGGAGGTGCTGGCCTACGTGGTGCA
GCTGCCCCTGTACGGCGTGATCGACACCCCCTGCTGGAAGCTGCACACCAG
CCCCCTGTGCACCACCAACACCAAGGAGGGCAGCAACATCTGCCTGACCAG
AACCGACAGAGGCTGGTACTGCGACAACGCCGGCAGCGTGAGCTTCTTCCC
CCAGGCCGAGACCTGCAAGGTGCAGAGCAACAGAGTGTTCTGCGACACCAT
GAACAGCCTGACCCTGCCCAGCGAGGTGAACCTGTGCAACGTGGACATCTT
CAACCCCAAGTACGACTGCAAGATCATGACCAGCAAGACCGACGTGAGCA
GCAGCGTGATCACCAGCCTGGGCGCCATCGTGAGCTGCTACGGCAAGACCA
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AGTGCACCGCCAGCAACAAGAACAGAGGCATCATCAAGACCTTCAGCAAC
GGCTGCGACTACGTGAGCAACAAGGGCGTGGACACCGTGAGCGTGGGCAA
CACCCTGTACTACGTGAACAAGCAGGAGGGCAAGAGCCTGTACGTGAAGG
GCGAGCCCATCATCAACTTCTACGACCCCCTGGTGTTCCCCAGCAACGAGTT
CGACGCCAGCATCAGCCAGGTGAACGAGAAGATCAACCAGAGCCTGGCCT
TCATCAGAAAGAGCGACGAGCTGCTGCACAACGTGAACGCCGTGAAGAGC
ACCACCAACATCATGATCACCACCATCATCATCGTGATCATCGTGATCCTGC
TGAGCCTGATCGCCGTGGGCCTGCTGCTGTACTGCAAGGCCAGAAGCACCC
CCGTGACCCTGAGCAAGGACCAGCTGAGCGGCATCAACAACATCGCCTTCA
GCAACTGA
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YEU CAU BAO HQ
1. Phén tir axit nucleic ma hoa protein F cia virut hop bao hd hip (RSV -

respiratory syncytial virus), bao gdm trinh tu polynucleotit c6 SEQ ID NO: 3 hoic 4.

2. Vecto adenovirut tai t6 hop & ngudi bao gdm trinh tw polynucleotit ma héa
protein F ciia virut hop bao h6 hip (RSV) c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1
hodc SEQ ID NO: 2, trong d6 adenovirut tai tb hgp & ngudi c6 su loai bd trong viung El,

loai bo trong ving E3, hodc loai bd trong ca hai ving E1 va E3 cua b gen adenovirut.

3. Vecto adenovirut tai td hop & ngudi theo diém 2, trong d6 axit nucleic ma hoa

protein F ctia RSV 1a codon dugc t6i uu héa dé biéu hién trong t€ bao cua ngudi.

4. Vecto adenovirut tai t& hop & ngudi theo diém 2, trong d6 axit nucleic ma héa

protein F cua RSV bao gbm trinh ty axit nucleic c6 SEQ ID NO: 3 hogc 4.

5. Vecto theo didm 2, trong d6 adenovirut tai t6 hgp & ngudi la cua kidu huyét
thanh 26 hodc 35.

6. Vecto theo diém 2, trong d6 adenovirut tai t5 hop & ngudi ¢6 bd gen bao gbm

trinh ty polynucleotit CTATCTAT (SEQ ID NO: 7) & dAu tan ciing 5 ctia nd.
7. Dugc phim bao gdm phan tir axit nucleic theo diém 1.
8. Dugc phim bao gdm vecto theo diém 2.

9. Té bao chii duoc phan lap chita phan tir axit nucleic m hoa protein F cia RSV

theo diém 1.

10. Phwong phép didu ché vacxin khéng virut hop bao hd hip (RSV), bao gdm
viéc tao ra adenovirut tai tb hop & ngudi ma chira axit nucleic mé héa protein F cia RSV
trude dung hop, nhan gidng adenovirut tai td hop ndy trong moi trudng nudi chy té bao
cht, phan 1dp va tinh ché adenovirut tai t& hop, va bao ché adenovirut tai td hop trong
ché phdm duoc dung, trong d6 protein F cua RSV trudce dung hop bao gbm trinh tur axit
amin c6 SEQ ID NO: 1 hoic 2, trong d6 adenovirut tai t& hop & ngudi c6 sy loai bo trong
ving E1, loai bd trong ving E3, hodc loai bé trong ca hai ving E1 va E3 ctia b gen

adenovirut.
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11. Axit nucleic tai t5 hop dugc phan 1ap ma tao ra bo gen cuia adenovirut téi t6
hop 6 ngudi ma chia axit nucleic ma héa protein F ciia RSV truée dung hop, bao gbm

trinh tu axit nucleic ¢6 SEQ ID NO: 3 hodc 4.

12. Té bao chu dwoc phan 1ap bao gdm vecto adenovirut tai td hop & ngudi theo
diém 2.

13. Dugc phém bao gdm vecto adenovirut tai t hgp & ngudi theo diém 4.

14. Vecto theo diém 2, trong d6 protein F ctia RSV c¢6 trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 2.

15. Phuong phép theo diém 10, trong d6 protein F ctia RSV ¢4 trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 2.

16. Vecto adenovirut tai tb hop & ngudi chira trinh tu polynucleotit ma hoa protein

F ctia virut hop bao hd hap (RSV) ¢6 trinh tr axit amin néu trong SEQ ID NO: 2.

17. Vecto theo didm 16, trong d6 adnovirut tai tb hop & ngudi 1a kiéu huyét thanh
26 hoac 35.

18. Vecto theo didm 16, trong d6 adnovirut tai t6 hop & ngudi ¢ bd gen bao gdm

trinh tu polynucleotit CTATCTAT (SEQ ID NO: 7) & dau tn cung 5' ctia nod.
19. Duoc phim chira vecto theo diém 16.

20. Té bao chu dwoc phan l4p bao gdm vecto adenovirut tai td hop & ngudi theo
diém 16.

21. Phuong phép diéu ché vacxin khang virut hop bao h¢ hép (RSV), bao gém
viéc nhéan gibng vecto adenovirut tai t6 hop & ngudi theo diém 16 trong moi trudng nudi
cy té bao chu, phan l4p va tinh ché vecto adenovirut tai td hop & ngudi, va bao ché vecto

adenovirut téi t6 hop & nguoi trong ché phdm dugc dyng.
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<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin cla RSV preF2.1

<400> 1
Met Glu Leu Leu Ile Leu Lys Ala Asn Ala Ile Thr Thr Ile Leu Thr
1 5 10 15

Ala Val Thr Phe Cys Phe Ala Ser Gly Gln Asn Ile Thr Glu Glu Phe
20 25 30

Tyr Gln Ser Thr Cys Ser Ala Val Ser Lys Gly Tyr Leu Gly Ala Leu
35 40 45

Arg Thr Gly Trp Tyr Thr Ser Val Ile Thr Ile Glu Leu Ser Asn Ile
50 55 60

Lys Glu Ile Lys Cys Asn Gly Thr Asp Ala Lys Val Lys Leu Ile Lys
65 70 75 80

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

Arg

Leu

Gly

145

Glu

Ala

Leu

Lys

Gln

225

Ala

Leu

Leu

Met

Gln

Phe

Ser

130

Ser

Gly

Val

Asp

Gln

210

Lys

Gly

Leu

Met

Ser

Ser

Met

115

Lys

Ala

Glu

Val

Leu

195

Ser

Asn

Val

Ser

Ser

275

Ile

Thr

100

Asn

Lys

Ile

Val

Ser

180

Lys

Cys

Asn

Thr

Leu

260

Asn

Ile

Pro

Tyr

Arg

Ala

Asn

165

Leu

Asn

Ser

Arg

Thr

245

Ile

Asn

Lys

Ala

Thr

Lys

Ser

150

Lys

Ser

Tyr

Ile

Leu

230

Pro

Asn

Val

Glu

Thr

Leu

Arg

135

Gly

Ile

Asn

Ile

Pro

215

Leu

Val

Asp

Gln

Glu

Asn

Asn

120

Arg

Val

Lys

Gly

Asp

200

Asn

Glu

Ser

Met

Ile

280

Val

Asn

105

Asn

Phe

Ala

Ser

Val

185

Lys

Ile

Ile

Thr

Pro

265

Val

Leu

32452

Arg

Ala

Leu

Val

Ala

170

Ser

Gln

Glu

Thr

Tyr

250

Ile

Arg

Ala

Ala

Lys

Gly

Ser

155

Leu

Val

Leu

Thr

Arg

235

Met

Thr

Gln

Tyr

-40-

Arg

Lys

Phe

140

Lys

Leu

Leu

Leu

Val

220

Glu

Leu

Asn

Gln

Val

Arg

Thr

125

Leu

Val

Ser

Thr

Pro

205

Ile

Phe

Thr

Asp

Ser

285

Val

Glu

110

Asn

Leu

Leu

Thr

Ser

190

Ile

Glu

Ser

Asn

Gln

270

Tyr

Gln

Leu

Val

Gly

His

Asn

175

Lys

Val

Phe

Val

Ser

255

Lys

Ser

Leu

Pro

Thr

Val

Leu

160

Lys

Val

Asn

Gln

Asn

240

Glu

Lys

Ile

Pro



Leu

305

Leu

Thr

Pro

Thr

Asp

385

Asp

Tyr

Lys

Thr

Lys

465

Leu

290

Tyr

Cys

Asp

Gln

Met

370

Ile

Val

Gly

Thr

Val

450

Ser

Val

Gly

Thr

Arg

Ala

355

Asn

Phe

Ser

Lys

Phe

435

Ser

Leu

Phe

Val

Thr

Gly

340

Glu

Ser

Asn

Ser

Thr

420

Ser

Val

Tyr

Pro

Ile

Asn

325

Trp

Thr

Leu

Pro

Ser

405

Lys

Asn

Gly

Val

Ser
485

Asp

310

Thr

Tyr

Cys

Thr

Lys

390

Val

Cys

Gly

Asn

Lys

470

Asp

295

Thr

Lys

Cys

Lys

Leu

375

Tyr

Ile

Thr

Cys

Thr

455

Gly

Glu

Pro

Glu

Asp

Val

360

Pro

Asp

Thr

Ala

Asp

440

Leu

Glu

Phe

Cys

Gly

Asn

345

Gln

Ser

Cys

Ser

Ser

425

Tyr

Tyr

Pro

Asp

32452

Trp

Ser

330

Ala

Ser

Glu

Lys

Leu

410

Asn

Val

Tyr

Ile

Ala
490

Lys

315

Asn

Gly

Asn

Val

Ile

395

Gly

Lys

Ser

Val

Ile

475

Ser

-41-

300

Leu

Ile

Ser

Arg

Asn

380

Met

Ala

Asn

Asn

Asn

460

Asn

Ile

His

Cys

Val

Val

365

Leu

Thr

Ile

Arg

Lys

445

Lys

Phe

Ser

Thr

Leu

Ser

350

Phe

Cys

Ser

Val

Gly

430

Gly

Gln

Tyr

Gln

Ser

Thr

335

Phe

Cys

Asn

Lys

Ser

415

Ile

Val

Glu

Asp

Val
495

Pro

320

Arg

Phe

Asp

Val

Thr

400

Cys

Ile

Asp

Gly

Pro

480

Asn



Glu

Leu

Thr

Gly

545

Lys

Lys

His

Ile

530

Leu

Asp

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

<220>
<223>

<400>

Ile

Asn

515

Ile

Leu

Gln

2
574
PRT

Trinh tv

Trinh ty

2

Met Glu Leu

1

Ala Val Thr

Tyr Gln Ser

35

Arg Thr Gly

50

Lys Glu Ile

65

Asn

500

Val

Ile

Leu

Leu

Leu

Phe

20

Thr

Trp

Lys

Gln

Asn

Val

Tyr

Ser
565

Nhan tao

axit amin clia RSV preF2.

Ile

Cys

Cys

Tyr

Cys

Ser

Ala

Ile

Cys

550

Gly

Leu

Phe

Ser

Thr

Asn
70

Leu

Val

Ile

535

Lys

Ile

Ala

Lys

520

Val

Ala

Asn

Phe

505

Ser

Ile

Arg

Asn

Lys Ala Asn

Ala Ser Gly

25

Ala val Ser

40

Ser Val Ile

55

Gly Thr Asp

32452

Ile

Thr

Leu

Ser

Ile
570

Ala

10

Gln

Lys

Thr

Ala

Arg

Thr

Leu

Thr

555

Ala

Ile

Asn

Gly

Ile

Lys
75

-42-

Lys

Asn

Ser

540

Pro

Phe

Thr

Ile

Tyr

Glu

60

Val

Ser

Ile

525

Leu

Val

Ser

Thr

Thr

Leu

45

Leu

Lys

Asp

510

Met

Ile

Thr

Asn

Ile

Glu

30

Ser

Ser

Leu

Glu

Ile

Ala

Leu

Leu

15

Glu

Ala

Asn

Ile

Leu

Thr

Val

Ser
560

Thr

Phe

Leu

Ile

Lys
80



Gln

Met

Arg

Leu

Gly

145

Glu

Ala

Leu

Lys

Gln

225

Ala

Leu

Leu

Glu

Gln

Phe

Ser

130

Ser

Gly

Val

Asp

Gln

210

Lys

Gly

Leu

Met

Leu

Ser

Met

115

Lys

Ala

Glu

Val

Leu

195

Ser

Asn

Val

Ser

Ser

Asp

Thr

100

Asn

Lys

Ile

Val

Ser

180

Lys

Cys

Asn

Thr

Leu

260

Asn

Lys

Pro

Tyr

Arg

Ala

Asn

165

Leu

Asn

Ser

Arg

Thr

245

Ile

Asn

Tyr

Ala

Thr

Lys

Ser

150

Lys

Ser

Tyr

Ile

Leu

230

Pro

Asn

Val

Lys

Thr

Leu

Arg

135

Gly

Ile

Asn

Ile

Pro

215

Leu

Val

Asp

Gln

Asn

Asn

Asn

120

Arg

Val

Lys

Gly

Asp

200

Asn

Glu

Ser

Met

Ile

Ala

Asn

105

Asn

Phe

Ala

Ser

Val

185

Lys

Ile

Ile

Thr

Pro

265

Val

32452

Val

90

Arg

Ala

Leu

Val

Ala

170

Ser

Gln

Glu

Thr

Tyr

250

Ile

Arg

Thr

Ala

Lys

Gly

Ser

155

Leu

Val

Leu

Thr

Arg

235

Met

Thr

Gln

-43-

Glu

Arg

Lys

Phe

140

Lys

Leu

Leu

Leu

Val

220

Glu

Leu

Asn

Gln

Leu

Arg

Thr

125

Leu

Val

Ser

Thr

Pro

205

Ile

Phe

Thr

Asp

Ser

Gln

Glu

110

Asn

Leu

Leu

Thr

Ser

190

Ile

Glu

Ser

Asn

Gln

270

Tyr

Leu

95

Leu

Val

Gly

His

Asn

175

Lys

Val

Phe

Val

Ser

255

Lys

Ser

Leu

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

Ser

290

Tyr

Cys

Asp

Gln

Met

370

Ile

Val

Gly

Thr

Val

450

Ser

275

Ile

Gly

Thr

Arg

Ala

355

Asn

Phe

Ser

Lys

Phe

435

Ser

Leu

Ile

Val

Thr

Gly

340

Glu

Ser

Asn

Ser

Thr

420

Ser

Val

Tyr

Lys

Ile

Asn

325

Trp

Thr

Leu

Pro

Ser

405

Lys

Asn

Gly

Val

Glu

Asp

310

Thr

Tyr

Cys

Thr

Lys

390

Val

Cys

Gly

Asn

Lys
470

Glu

295

Thr

Lys

Cys

Lys

Leu

375

Tyr

Ile

Thr

Cys

Thr

455

Gly

280

Val

Pro

Glu

Asp

Val

360

Pro

Asp

Thr

Ala

Asp

449

Leu

Glu

Leu

Cys

Gly

Asn

345

Gln

Ser

Cys

Ser

Ser

425

Tyr

Tyr

Pro

32452

Ala

Trp

Ser

330

Ala

Ser

Glu

Lys

Leu

410

Asn

Val

Tyr

Ile

Tyr

Lys

315

Asn

Gly

Asn

Val

Ile

395

Gly

Lys

Ser

Val

Ile
475

Val

300

Leu

Ile

Ser

Arg

Asn

380

Met

Ala

Asn

Asn

Asn

460

Asn

285

Val

His

Cys

Val

Val

365

Leu

Thr

Ile

Arg

Lys

445

Lys

Phe

Gln

Thr

Leu

Ser

350

Phe

Cys

Ser

Val

Gly

430

Gly

Gln

Tyr

Leu

Ser

Thr

335

Phe

Cys

Asn

Lys

Ser

415

Ile

Val

Glu

Asp

Pro

Pro

320

Arg

Phe

Asp

Val

Thr

400

Cys

Ile

Asp

Gly

Pro
480
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Leu Val Phe Pro Ser Asn Glu Phe Asp Ala Ser Ile Ser Gln Val Asn
485 490 495

Glu Lys Ile Asn Gln Ser Leu Ala Phe Ile Arg Lys Ser Asp Glu Leu
500 505 510

Leu His Asn Val Asn Ala Val Lys Ser Thr Thr Asn Ile Met Ile Thr
515 520 525

Thr Ile Ile Ile Val Ile Ile Val Ile Leu Leu Ser Leu Ile Ala Val
530 535 540

Gly Leu Leu Leu Tyr Cys Lys Ala Arg Ser Thr Pro Val Thr Leu Ser
545 550 555 560

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

<210> 3

<211> 1725

<212> ADN

<213> Trinh tu Nhan tao

220>
<223> bd ba m3 m3 héa axit nucleic md hda protein trudc dung hgp RSV F pre-F2.1

;iggzgcigc tgatcctgaa ggccaacgec atcaccacca tcctgaccge cgtgaccttce 60
tgcttcgeca geggecagaa catcaccgag gagttctacc agagcacctg cagegecgtg 120
agcaagggct acctgggege cctgagaacc ggectggtaca ccagegtgat caccatcgag 180
ctgagcaaca tcaaggagat caagtgcaac ggcaccgacg ccaaggtgaa gctgatcaag 240
caggagctgg acaagtacaa gaacgccgtg accgagctge agctgetgat gcagagcacc 300
cccgecacca acaacagagc cagaagagag ctgcccagat tcatgaacta caccctgaac 360
aacgccaaga agaccaacgt gaccctgagc aagaagagaa agagaagatt cctgggcettc 420
ctgctgggeg tgggeagege catcgeccage ggegtggeeg tgageaaggt gctgcacctg 480

-45-



gaggecgags
ctgagcaacg
aagcagctgc
atcgagttcc
gceggegtga
atcaacgaca
gtgagacagc
gtgcagctgce
ctgtgcacca
tggtactgcg
cagagcaaca
ctgtgcaacg
gacgtgagca
aagtgcaccg
tacgtgagca
aagcaggagsg
ctggtgttcc
cagagcctgg
agcaccacca
ctgatcgccg
aaggaccagc
<210> 4

<211> 1725
<212> ADN

<213>

220>
223>

tgaacaagat
gcgtgagegt
tgcccatcegt
agcagaagaa
ccacccccgt
tgcccatcac
agagctacag
ccctgtacgg
ccaacaccaa
acaacgccgg
gagtgttctg
tggacatctt
gcagcgtgat
ccagcaacaa
acaagggcegt
gcaagagcct
ccagcgacga
ccttcatcag
acatcatgat
tgggectgcet

tgagcggcat

caagagcgcc
gctgaccagc
gaacaagcag
caacagactg
gagcacctac
caacgaccag
catcatgagc
cgtgatcgac
ggagggcagc
cagcgtgagc
cgacaccatg
caaccccaag
caccagcctg
gaacagaggc
ggacaccgtg
gtacgtgaag
gttcgacgcc
aaagagcgac
caccaccatc
gctgtactgc

caacaacatc

Trinh ty Nhan tao

32452

ctgctgagca
aaggtgctgg
agctgcagca
ctggagatca
atgctgacca
aagaagctga
atcatcaagg
accccctgct
aacatctgcc
ttcttccccc
aacagcctga
tacgactgca
ggcgecatceg
atcatcaaga
agcgtgggcea
ggcgagccca
agcatcagcc
gagctgctgc
atcatcgtga
aaggccagaa

gccttcagea

-46-

ccaacaaggc
acctgaagaa
tccccaacat
ccagagagtt
acagcgagct
tgagcaacaa
aggaggtgct
ggaagctgca
tgaccagaac
aggccgagac
ccctgcccag
agatcatgac
tgagctgcta
ccttcagcaa
acaccctgta
tcatcaactt
aggtgaacga
acaacgtgaa
tcatcgtgat
gcacccccgt

actga

cgtggtgagc
ctacatcgac
cgagaccgtg
cagcgtgaac
gctgagcectg
cgtgcagatc
ggcctacgtg
caccagcccc
cgacagaggc
ctgcaaggtg
cgaggtgaac
cagcaagacc
cggcaagacc
cggetgegac
ctacgtgaac
ctacgacccc
gaagatcaac
cgccgtgaag
cctgectgagc

gaccctgagc

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1725

bd ba md md hdéa axit nucleic m3 héa protein trudc dung hgp RSV F pre-F2.2



<400> 4
atggagctgc

tgcttcgceca
agcaagggct
ctgagcaaca
caggagctgg
cccgecacca
aacgccaaga
ctgctgggcg
gagggcgags
ctgagcaacg
aagcagctgc
atcgagttcc
gceggegtga
atcaacgaca
gtgagacagc
gtgcagctgc
ctgtgcacca
tggtactgceg
cagagcaaca
ctgtgcaacg
gacgtgagca
aagtgcaccg
tacgtgagca

aagcaggagsg

tgatcctgaa
gcggecagaa
acctgagcgc
tcaaggagat
acaagtacaa
acaacagagc
agaccaacgt
tgggcagcegce
tgaacaagat
gcgtgagegt
tgcccategt
agcagaagaa
ccacccccgt
tgcccatcac
agagctacag
ccctgtacgg
ccaacaccaa
acaacgccgg
gagtgttctg
tggacatctt
gcagcgtgat
ccagcaacaa
acaagggcgt

gcaagagcct

ggccaacgcec
catcaccgag
cctgagaacc
caagtgcaac
gaacgccgtg
cagaagagag
gaccctgagc
catcgccagc
caagagcgcc
gctgaccagc
gaacaagcag
caacagactg
gagcacctac
caacgaccag
catcatgagc
cgtgatcgac
ggagggcage
cagcgtgagc
cgacaccatg
caaccccaag
caccagcctg
gaacagaggc
ggacaccgtg

gtacgtgaag

32452

atcaccacca
gagttctacc
ggctggtaca
ggcaccgacg
accgagctgc
ctgcccagat
aagaagagaa
ggcgtggecg
ctgctgagca
aaggtgctgg
agctgcagca
ctggagatca
atgctgacca
aagaagctga
atcatcaagg
accccctgct
aacatctgcc
ttcttccccc
aacagcctga
tacgactgca
ggcgecatceg
atcatcaaga
agcgtgggca

ggcgagecca

-47-

tcctgaccgc
agagcacctg
ccagcgtgat
ccaaggtgaa
agctgctgat
tcatgaacta
agagaagatt
tgagcaaggt
ccaacaaggc
acctgaagaa
tccccaacat
ccagagagtt
acagcgagct
tgagcaacaa
aggaggtgct
ggaagctgca
tgaccagaac
aggccgagac
ccctgcccag
agatcatgac
tgagctgcta
ccttcagcaa
acaccctgta

tcatcaactt

cgtgaccttc
cagcgcecegtg
caccatcgag
gctgatcaag
gcagagcacc
caccctgaac
cctgggcettc
gctgcacctg
cgtggtgagc
ctacatcgac
cgagaccgtg
cagcgtgaac
gctgagectg
cgtgcagatc
ggcctacgtg
caccagcccc
cgacagaggc
ctgcaaggtg
cgaggtgaac
cagcaagacc
cggcaagacc
cggetgcegac
ctacgtgaac

ctacgacccc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



ctggtgttcc
cagagcctgg
agcaccacca
ctgatcgcceg

aaggaccagc

ccagcaacga
ccttcatcag
acatcatgat
tgggectget

tgagcggcat

gttcgacgcc
aaagagcgac
caccaccatc
gctgtactgc

caacaacatc

32452

agcatcagcc
gagctgctgc
atcatcgtga
aaggccagaa

gccttcagca

-48-

aggtgaacga gaagatcaac
acaacgtgaa cgccgtgaag
tcatcgtgat cctgctgagce
gcacccccgt gaccctgagc

actga

1500

1560

1620

1680

1725
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