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(57) Sang ché dé cap dén khang thé don dong khang protein gai cua virut corona gay hoi
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CoV), va duoc pham chira khang thé nay. Theo cac phuong 4n khic nhau cua sang ché,
khang thé nay 1 khang thé nguoi day du ma lién két véi protein gai cia MERS-CoV. Theo
mot s6 phuong an, khang thé theo sang ché 13 hiru ich dé i che hodc trung hoa hoat tinh
ciia MERS-CoV. Theo mét s phuong an, sang ché dé xuét to hop ctia mot hoic nhiéu
khang thé lién két v6i protein gai cia MERS-CoV dé diéu tri bénh nhiém MERS. Theo
mot s6 phuong an, mot hodc nhiéu khang thé nay lién két v6i cac epitop khac biét khong
canh tranh chira trong ving lién két v6i thy thé ctia protein gai cia MERS-CoV.
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Linh vie k§ thuat dwoc dé clp
Séng ché dé cap dén khang thé ngudi va cac doan lién két véi khang nguyén cla
khang thé nguoi lién két ddc hidu vdi protein gai clia virut corona gay hdi ching hd hap

Trung Pong (Middle East Respiratory Syndrome — coronavirus: MERS-CoV).

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Virut corona gay hdi ching hé hip Trung bong (MERS-CoV) 1a virut beta corona
méi luu hanh gy nén bénh hd hép cip nghiém trong. N6 dugc phén 1ap 1an ddu & A Rap
Saudi vao ndam 2012 (Zaki et al 2012, NEJM 367: 1814-1820) va tir d6 lay lan qua 18
qudc gia v6i hau hét cac ca 0 A Rap Saudi va Tiéu vuong quéc A Rép théng nhit. Pén
15-05-2014, T chirc Y t& Thé gidi thong bao c6 571 ca nhiém MERS, bao gdm 171 ca tir
vong. Hai ca nhiém MERS méi diy dugc phét hién & My. Cac dic diém 1am sang cla
bénh nhiém MERS-CoV & ngudi tir nhiém khong tridu ching dén viém phdi nghiém
trong, c6 kha ning phat trién hoi chimg suy dudng hd hép cép, sbc nhiém tring va suy da
tang dan dén tir vong.

MERS-CoV gibéng véi cac virut corona ctia doi HKU4 va HKUS5. Virut nay st dung
protein gai dé twong tac voi thu thé t& bao d& di vao té bao dich. Raj va cac ddng tac gia
ching minh ring virut nay lién két théng qua ving lién két v6i thu thé cta protein gai véi
dipeptidyl peptidaza 4 (DPP4) trén cac té bao biéu mé va ndi mod cia nguoi (Raj et al
2013, Nature 495: 251-256). Lu va cac ddng tac gia 2013 chimg minh ring ving lién két
v6i thy thé cia MERS-CoV bao gbm 16i va tiéu ving lién két v6i thu thé twong tic véi
DPP4 (Lu et al 2013, Nature 500: 227-231).

W02014/045254 md ta viéc phan 1ap va x4c dinh dic diém ctia MERS-CoV,
protein gai va cc khang thé da dong khang ving lién két v6i thu thé cua protein gai. Céac
khang thé don dong trung hoa dbi véi ving lién két véi thu thé cta protein gai dugc md
ta, vi du, béi Du va cac dong tac gia (2014, J. Virol.), Ying va cic dong tac gia (2014, J.
Virol.), Tang va céc ddng tac gia (2014, PNAS) va Jiang va céc dong tac gia (2014, Sci.
Transl. Med. Vol. 6, 234ra59). _

Pén nay, chua c6 vacxin hoic chdt didu tri dé phong hoic diéu tri bénh nhiém
MERS. Do tiép tuc ¢6 su de doa dén sirc khoe con nguoi va ty 1€ ti vong cao (trén 30%),

rét cAn ¢6 cac lidu phap khang virut mang tinh phong v didu tri d& kim soat MERS. Céc
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khang thé ctia ngudi hoan toan lién két ddc hidu véi protein gai cia MERS-CoV véi 4i
luc cao va e ché hoat tinh gy nhifm cta virut ¢6 thé 12 quan trong dé phong va diéu tri
bénh nhiém MERS.

Ban chit k§ thuét ciia sang ché

Sang ché d& xuit khang thé va doan lién két véi khang nguyén ctia no lién két voi
protein gai cia MERS-CoV. Khang thé theo sang ché hitu ich, vi dy, dé e ché hoic trung
hoa hoat tinh cta protein gai cia MERS-CoV. Theo mdt sé phuong an, khang thé theo
sang ché hitu ich dé phong bé su lién két cta virut v6i thu thé té bao chi dipeptidyl
peptidaza 4 (DPP4) va ngin khong cho MERS-Virut corona di vao té bao chii. Theo mot
s6 phuong 4n, khang thé nay hoat dong bing céch trc ché virut truyén tir t& bao nay sang
t& bao khac. Theo mot sb phwong 4n, khang thé theo sang ché hitu ich dé phong, diéu tri
hodc lam gidm nhe it nhét mét triéu chimg nhiém MERS-CoV & i twong. Theo mot sd
phuong 4n, khang thé theo sang ché duoc st dung dé phong hodic diéu tri cho dbi twong
nhiém hoic c6 nguy co nhifm MERS-CoV.

Khang thé theo sang ché c6 thé c6 chibu dai diy du (vi du, khang thé IgG1 hodc
IgG4) hodc hodc c6 thé chi chira ving lién két v6i khang nguyén (vi du, doan Fab, F(ab’),
hodic scFv), va c6 thé dugc cai bién dé tac dong dén chire ning, vi du, gia ting thoi gian
ton tai trong vat chu hoac loai bd cac chirc nang tic dong con lai (Reddy et al., 2000, J.
Immunol. 164:1925-1933). Theo mét sb phuong 4n, khang thé c6 thé 1a hai dic hidu.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét khang thé don dong tai td hop dugc phan 1ap
hoic doan lién két v6i khang nguyén cia né lién két dic hiéu véi protein gai ctia MERS-
CoV. Theo mdt s6 phwong 4n, khang thé theo sang ché 13 khang thé don dong cta nguoi
hoan toan. Khang thé va doan lién két véi khang nguyén cia né theo sang ché lién két véi
epitop nam trong ving lién két véi thu thé (receptor binding domain: RBD) ciia protein
gai cia MERS-CoV. Theo mdt sé phuong 4n, sang ché dé xuit khang thé va doan lién két
v6i khang nguyén cia né lién két véi axit amin duge chon tir cac axit amin 367 dén 606
ctia trinh tu ¢6 s truy cép trong Ngan hang gen 13 AFS88936.1 (SEQ ID NO: 457). Theo
mot phuong 4n, khang thé theo sang ché lién két vdi protein gai ciia thé phéan lap MERS-
CoV EMC/2012. Theo mét sb phuong 4n, khang thé theo sang ché lién két véi protein gai
ctia céc thé phan 14p MERS-CoV khéc nhau.

Khéng thé khéng MERS-CoV-S dugc léy lam vi du theo sdng ché dugc néu o day
trong cic Bang 2 va 3. Bang 2 néu céc ky hiéu nhan dang trinh ty axit amin cta cac vung
bién dbi cta chudi ning (Heavy chain variable region: HCVR), viing bién ddi cta chudi

nhe (Hight chain variable region: LCVR), ving x4c dinh tinh bb trg ciia chudi ning
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(Heavy chain complementarity determining region: HCDR1, HCDR2 va HCDR3), va
ving xdc dinh tinh bd trg cta chudi nhe (Light chain complementarity determining
region: LCDR1, LCDR2 va LCDR3) cuia khang thé khang MERS-CoV-S dugc 14y lam vi
du. Bang 3 néu céc ky hi€u nhin dang trinh tu axit nucleic cia HCVR, LCVR, HCDRI,
HCDR2 HCDR3, LCDR1, LCDR2 va LCDR3 cua khang thé khang MERS-CoV-S dugc
14y 1am vi du.

Sang ché dé xut khang thé, hodc doan lién két voi khang nguyén ctia né, bao gbm
HCVR chira trinh tu axit amin duogc chon tir trinh tu bét ky trong s6 céc trinh tu axit amin
HCVR néu trong bang 2, hogc trinh tu hﬁu nhu ddng nhéit v6i n6 ¢6 muc ddng nhat trinh
tw it nhat 90%, it nhit 95%, it nhat 98% hodc it nhit 99%.

Sang ché ciing dé xuét khang thé, hoic doan lién két v&i khang nguyén ciia n6, bao
gém LCVR chtra trinh ty axit amin dugc chon tir trinh tu bat ky trong s6 cac trinh tu axit
amin LCVR néu trong bang 2, hodc trinh tu hau nhu ddng nhit v6i né c6 mirc ddng nhét
trinh tw it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hoic it nhat 99%.

Sang ché ciing dé xuat khang thé, hodc doan lién két v6i khdng nguyén ctia né, bao
gbm trinh ty axit amin HCVR va LCVR (HCVR/LCVR) chtta trinh tu bit ky trong s6 céc
trinh ty axit amin HCVR néu trong bang 2 cip véi trinh ty bat ky trong sb céc trinh tu
axit amin LCVR néu trong bang 2. Theo mdt s& phuong an, sang ché dé xuét khang thé,
hodic doan lién két v6i khang nguyén cia nd, bao gdm trinh ty axit amin HCVR/LCVR
chtra trong khang thé bit ky trong sb céc khéng thé khang MERS-CoV-S duoc 1iy 1am vi
du néu trong bang 2. Theo mét s phwong 4n, cip trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc
chon tir nhém bao gém cac SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106,
114/106, 122/106, 130/106, 138/106, 146/106, 154/162, 170/162, 178/162, 186/194,
202/210, 218/226, 234/242, 250/258, 266/274, 282/290, 298/306, 314/322, 330/338,
346/354, 362/370, 378/386, 394/402, 410/418, 426/434, va 442/450. Theo mot sé phuwong
an, cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir cac SEQ ID NO: 2/10 (vi du,
HIH15177P), 18/26 (vi du, HIH15188P), 66/74 (vi du, HIH15211P), 114/106 (vi du,
H1H15231P2), 170/162 (vi du, HIH15260P2) hodc 218/226 (vi dy, HIH15277N).

Sang ché ciing d& xuit khang thé, hodc doan lién két véi khang nguyén cua no,
chtra chudi ning CDR1 (HCDR1) chira tfinh ty axit amin dwgc chon tir trinh tu bét ky
trong s cac trinh ty axit amin HCDR1 néu trong bang 2 hoic trinh tu hau nhu ddng nhit
v61 no c6 muirc dE‘)r_lg nhét trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhét 99%.

Sang ché cling dé xudt khang thé, hodc doan lién két v6i khang nguyén cia né,
chira chudi ning CDR2 (HCDR2) chira trinh tu axit amin dugc chon tir trinh tu bét ky

trong s6 céc trinh tu axit amin HCDR2 néu trong bang 2 hojc trinh ty héu nhu df”)ng nhét
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véind cd muc déng nhét trinh ty it nhat 90%, it nhét 95%, it nhit 98% hodc it nhét 99%.

Sang ché cling d& xuit khang thé, hoic doan lién két v6i khdng nguyén cia né,
chira chudi ning CDR3 (HCDR3) chira trinh tyr axit amin dugc chon tir trinh tuw bat ky
trong sd cac trinh tu axit amin HCDR3 néu trong bang 2 hodc trinh tu hdu nhu déng nhit
v6ind ¢6 mirc ddng nhét trinh tu it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99%.

Sang ché ciing d& xudt khang thé, hoic doan lién két véi khang nguyén ciia no,
chira chudi nhe CDR1 (LCDRI1) chtra trinh tu axit amin dugc chon tur trinh tu bét ky
trong s6 cac trinh tu axit amin LCDR1 néu trong bang 2 hoic trinh tu hau nhu ddng nhit
v6i n6 c¢6 mirc ddng nhét trinh tu it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99%.

Sang ché ciing d& xuit khang thé, hoic doan lién két véi khang nguyén cia no,
chira chudi nhe CDR2 (LCDR2) chira trinh tu axit amin dugc chon tir trinh tu bét ky
trong s cac trinh tu axit amin LCDR2 néu trong bang 2 hoic trinh tu hiu nhu ddng nhét
v6iné c6 mirc ddng nhat trinh tu it nht 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99%.

Sang ché ciing d& xuit khang thé, hoic doan lién két v6i khang nguyén cia noé,
chira chudi nhe CDR3 (LCDR3) chira trinh tr axit amin dugc chon tir trinh ty bét ky
trong s6 cac trinh ty axit amin LCDR3 néu trong bang 2 hodc trinh ty hiu nhu déng nhét
v6i n6 c6 mirc ddng nhét trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hodc it nhit 99%.

Sang ché ciing d& xuit khang thé, hodc doan lién két v6i khang nguyén ciia n6, bao
gdm trinh ty axit amin HCDR3 va LCDR3 (HCDR3/LCDR3) chita trinh tu bt ky trong
sd céc trinh tu axit amin HCDR3 néu trong bang 2 cip vé6i trinh tu bat ky trong sd cic
trinh ty axit amin LCDR3 néu trong bang 2. Theo mét sb phuong an, sang ché dé xuét
khéang thé, hodc doan lién két véi khang nguyén ctia né, bao gbm trinh ty axit amin
HCDR3/LCDR3 chtra trong khang thé bét ky trong sb cac khang thé khang MERS-CoV-
S duoc liy 1am vi du néu trong bang 2. Theo mdt sé phuong 4n, cip trinh tur axit amin
HCDR3/LCDR3 dugc chon tur nhém bao gé)m cic SEQ ID NO: 8/16 (vi du,
HIH15177P), 24/32 (vi du, HIH15188P), 72/80 (vi du, HIH15211P), 120/112 (vi du,
H1H15231P2), 176/168 (vi du, HIH15260P2) va 224/232 (vi du, HIH15277N).

Sang ché ciing dé xuét khang thé, hodc doan lién két véi khang nguyén cia né,
chira by gdm sau CDR (fikc la HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3) chira
trong khang thé bit ky trong sb cac khang thé khang MERS-CoV-S duoc ldy lam vi du
néu trong bang 2. Theo mot sd phuong 4n, b trinh tw axit amin HCDR1-HCDR2-
HCDR3-LCDRI1-LCDR2-LCDR3 dugc chon tir nhém bao g5m cac SEQ ID NO: 4-6-8-
12-14-16 (vi dy, HIH15177P), 20-22-24-28-30-32 (vi du, HIH15188P); 68-70-72-76-78-
80 (vi duy, HIH15211P); 116-118-120-108-110-112 (vi du, H1H15231P2); 172-174-176-
164-166-168 (vi du, HIH15260P2) va 220-222-224-228-230-232 (vi du, H1H15277N).
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Theo phuong 4n lién quan sang ché d& xuit khang thé, hoic doan lién két véi
khang nguyén ctia no, chtra by gdm sau CDR (tirc 13 HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-
LCDR2-LCDR3) chira trong cdp trinh tu axit amin HCVR/LCVR dugc xdc dinh boi
khang thé bit ky trong sb cac khang thé khang MERS-CoV-S dugc iy 1am vi du néu
trong bang 2. Vi du, sang ché bao gdm khang thé, hoic doan lién két voi khang nguyén
cia no, chra b trinh ty axit amin HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3
chira trong cdp trinh tu axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao gE“)m cac SEQ ID
NO: 2/10 (vi du, HIH15177P), 18/26 (vi.du, HIH15188P); 66/74 (vi du, HIH15211P);
114/106 (vi du, HIH15231P2); 170/162 (vi dy, HIH15260P2) va 218/226 (vi du,
HI1H15277N). Phuong phap va k§ thuat nhin dang CDR trong cic trinh tu axit amin
HCVR va LCVR la d3 duoc biét 15 trong linh vuc nay va cé thé duoc dung dé nhan dang
cac CDR trong cac trinh tu axit amin HCVR va/hodc LCVR xac dinh dugc boc 10 trong
ban md ta nay. Cac quy uéc duoc 14y lam vi du c6 thé dung d nhan dang ranh gi6i cac
CDR bao gém, vi dy, dinh nghia theo Kabat, dinh nghia theo Chothia, va dinh nghia theo
AbM. Theo thuét ngit chung, dinh nghia theo Kabat 13 trén co s& mirc bién dbi trinh tu,
dinh nghia theo Chothia 1a trén co s& vi tri ca cac ving cudn cAu tric, va dinh nghia theo
ADbM 1la théa hi¢p gitta cac phuong phap Kabat va Chothia.Vi dy, xem Kabat, "Sequences
of Proteins of Immunological Interest," National Institutes of Health, Bethesda, Md.
(1991); Al-Lazikani et al., J Mol. Biol. 273:927-948 (1997); va Martin et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86:9268-9272 (1989). Céc co so dir lidu da cong bd ciing cb thé duge st
dung dé nhan dang céc trinh tu CDR trong khang thé.

Séng ché bao gém khéang thé khang MERS-CoV-S ¢6 mé hinh glycosyl héa dugc
cai bién. Theo mdt s phuong 4n, viéc cai bién dé loai bé cac vi tri glycosyl hoa khong
mong mubn c6 thé 1a hitu ich, hoidc khéang thé thiéu nhém fucoza cé trén chudi
oligosacarit, vi dy, dé gia ting chirc ning gy doc t& bao phu thudc khang thé (antibody
dependent cellular cytotoxicity: ADCC) (xem Shield et al. (2002) JBC 277:26733). Trong
cac ing dung khac, viéc galactosyl hoa c6 thé dwoc thuc hién dé cai bién tinh gy doc té
bao phu thudc bd thé (CDC).

Séang ché cling d& xuit khang thé va doan lién két v6i khang nguyén clia né canh
tranh viéc lién két dic hiéu voi MERS-CoV-S véi khang thé hoic doan lién két véi khang
nguyén cia né chira cac CDR ctia HCVR va céc CDR ctia LCVR, trong d6 mdi HCVR va
LCVR c6 trinh tu axit amin dugc chon tir céc trinh ty HCVR va LCVR néu trong bang 2.

Séang ché ciing dé xuét khang thé va doan lién két v6i khang nguyén cta né canh
tranh lién két chéo véi MERS-CoV-S véi khang thé tham chiéu va doan lién két voi

khang nguyén ctia né chtta cic CDR ctia HCVR va cac CDR ctia LCVR, trong d6 mdi
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HCVR va LCVR c¢6 trinh tr axit amin dugc chon tir cac trinh tvt HCVR va LCVR néu
trong bang 2.

Theo mot sb phuong 4n, khang thé hoéc doan lién két voi khang nguyén cta nd cd
thé lién két dic hidu v6i MERS-CoV-S theo cach chu vén, tirc 13, né c6 thé ting cuc‘S’ng
hoic kich thich sy lién két va/hoic hoat tinh MERS-CoV-S; theo cic phwong an khac,
khang thé nay co thé lién két dic hiéu véi MERS-CoV-S theo cach chu van, tic 13, nd co
thé phong bé MERS-CoV-S dé khéng lién két dugc véi thy thé ctia nd (DPP4).

Sang ché ciing dé xuit khang thé va doan lién két v6i khang nguyén ciia n6 duoc
phan 1ap phong bé protein gai ctia MERS-CoV dé khong lién két duoc véi DPP4. Theo
mét s6 phuwong 4n, khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén clia né phong bé
protein gai cia MERS-CoV dé khong lién két dugc véi DPP4 c6 thé lién két vai cing
epitop trén protein gai cia MERS-CoV so v6i DPP4 hoic c6 thé lién két véi epitop khac
trén protein gai cia MERS-CoV so véi DPP4. Theo mdt sé phwong 4n, sang ché dé xuét
khang thé hozic doan lién két voi khang nguyén ciia né phong bé su lién két cia MERS-
CoV-S v6i DPP4 cua ngudi, lac da hodc doi.

Theo mét sé phuong an, khang thé hoiic doan lién két v6i khang nguyén theo sang
ché 14 hai dic hiéu bao gdm dic hidu lién két thir nhat vdi epitop thir nhét trong ving lién
két v6i thu thé ctia protein gai cia MERS-CoV va dic hiéu lién két thir hai véi epitop thir
hai trong ving lién két v6i thu thé cua protein gai cia MERS-CoV trong d6 céc epitop
thir nhét va thr hai 12 khac biét va khong chong lap.

Theo mét phuong 4n, sang ché d& xuét khang thé hoic doan lién két véi khang
nguyén cia n6 dugc phan l1ap c¢6 mdt hodc nhidu dic diém sau: (a) khang thé don dong
clia ngudi hoan toan; (b) dwoc phan l4p tir dong té€ bao lai duge chon tir nhém bao gdm
HBVX06H05, HBVX11H04, HBVX11D02, HBVZ10E10, HBVY09F08, HBVZ05G02,
HBVZ09B06, HBVY01F08, HBVY10G02, HBVY04B06, HBVY07D10, HBVZ08A09,
HBVZ05G04, HBVY06C07, HBVY03H06, HBVZ10G06, HBVZ04F10, HBVX11E09,
HBVY06H09, HBVZ05B11, HBVY02E05 va HBVZ04C07; (c) twong tic v6i mot hodc
nhiéu gbc axit amin trong viing lién két voi thu thé cia protein gai cia MERS-CoV duoc
chon tir cac gbc axit amin 367 dén 606 ciia SEQ ID NO: 457; (d) lién két v6i protein gai
cia MERS-CoV véi hing s6 phan ly Kp) nhd hon 10”M, khi do bing thir nghiém cong
huong plasmon bé mit; (e) phong bé sy lién két cua protein gai cia MERS-CoV véi
dipeptidyl peptidaza 4 (DPP4) 16n hon 90%, khi do bing thir nghiém ELISA phong bé;
(f) trung hoa tinh gy nhiém ctia MERS-CoV vao té bao chu ngudi 16n hon 90% va v6i
ICso nhé hon 4nM, khi do bing thir nghiém trung hoa hat twong tw virut (virus-like
particle: VLP); (g) trung hoa tinh gy nhidm ciia MERS-CoV trong d6 MERS-CoV bao
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gﬁ‘)m thé phan lap virut dugc chon tr nhém bao gém EMC/2012, Jordan-N3/2012,
England-Qatar/2012, Al-Hasa 1 2013, Al-Hasa 2 2013, Al-Hasa 3 2013, Al-
Hasa 4 2013, Al-Hasa 12, Al-Hasa 15, Al-Hasa 16, Al-Hasa 17, Al-Hasa 18, Al-
Hasa 19, Al-Hasa 21, Al-hasa 25, Bisha 1, Buraidah 1, England 1, Hafr-Al-batin 1,
Hafr-Al-Batin_2, Hafr-Al-Batin_6,Jeddah 1, KFU-HKU 1, KFU-HKU 13, Munich,
Qatar3, Qatar4, Riyadh 1, Riyadh 2, Riyadh 3, Riyadh 3, Riyadh 4, Riyadh 5,
Riyadh 9, Riyadh 14, Taif 1, UAE, va Wadi-Ad-Dawasir; va (h) la khang thé hai dic
hidu bao gdm dic hidu lién két thur nhit v6i epitop thir nhat trong viing lién két véi thu thé
ctia protein gai cia MERS-CoV va dic hiéu lién két thir hai vdi epitop thir hai trong Vﬁng
lién két v6i thu thé cia protein gai cia MERS-CoV trong d6 céc epitop thir nhét va thi
hai 14 khéc biét va khong chdng lap.

Theo khia canh thir hai, sang ché @& xuit phan tr axit nucleic ma hoa khang _thé
khang MERS-CoV-S hoidc phén cliia nd. Vi dy, sang ché dé xuét phén tr axit nucleic ma
hoa trinh tur bt ky trong s céc trinh tu axit amin cia HCVR néu trong bang 2; theo mot
s6 phuong 4n phén tir axit nucleic chira trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu bat ky
trong s cac trinh tu axit nucleic cia HCVR néu trong bang 3, hodc trinh tw hau nhu dong
nhit v6i n6 ¢c6 mirc ddng nhét trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98% hoic it nhat
99%. ,

Sang ché cling d& xuét phan tir axit nucleic ma héa trinh tu bat ky trong s cac trinh
tu axit amin cia LCVR néu trong bang 2; theo mdt sé phuong 4n phan tir axit nucleic
chira trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu bét ky trong sb céac trinh tu axit nucleic
ctia LCVR néu trong bang 3, hodc trinh ty hdu nhu déng nhit véi né c6 mirc déng nhat
trinh ty it nhét 90%, it nhat 95%, it nhat 98% hodc it nhit 99%. |

Sang ché ciing dé xuit phén tir axit nucleic ma hoa trinh tu bit ky trong s cac trinh
tu axit amin cia HCDR1 néu trong bang 2; theo mot s6 phuong an phén tir axit nucleic
chtra trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh ti bit ky trong s céc trinh ty axit nucleic
ctia HCDRI néu trong bang 3, hoic trinh tu hdu nhu ddng nhit véi né c6 mirc ddng nhét
trinh tu it nhAt 90%, it nht 95%, it nhit 98% hoic it nhét 99%.

Sang ché ciing dé xudt phén tr axit nucleic ma hoa trinh tu bit ky trong s cac trinh
tur axit amin cia HCDR2 néu trong bang 2; theo mot sé phuong an phén tir axit nucleic
chtra trinh tu polynucleotit duoc chon tir trinh tu bit ky trong sb céc trinh tu axit nucleic
cia HCDR2 néu trong Béng 3, hoic trinh tu hiu nhu déng nhit véi nd c6 mirc ddng nhét
trinh tu it nhat 90%, it nhat 95%, it nhit 98% hogc it nhét 99%.

Sang ché ciing dé xuit phén t axit nucleic ma hoa trinh tu bat ky trong s6 cac trinh

fir axit amin cia HCDR3 néu trong bang 2; theo mdt s6 phuong 4n phan it axit nucleic
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chira trinh ty polynucleotit dwgc chon tir trinh tu bit ky trong sb cac trinh tu axit nucleic
ctia HCDR3 néu trong bang 3, hoic trinh tu hau nhu ddng nhét véi né c6 mirc dong nhét
trinh tu it nhit 90%, it nhdt 95%, it nhat 98% hodc it nhat 99%.

Sang ché ciing d& xuét phan tir axit nucleic ma hoa trinh tu bét ky trong sd céc trinh
tir axit amin cia LCDR1 néu trong bang 2; theo mdt sé phurong 4n phan tir axit nucleic
chira trinh ty polynucleotit dugc chon tir trinh tu bit ky trong sb cAc trinh tur axit nucleic
ctia LCDR1 néu trong bang 3, hodc trinh tw hiu nhu dong nhét véi n6 c6 mic dong nhét
trinh tw it nht 90%, it nht 95%, it nhdt 98% hodc it nhit 99%.

Sang ché cling d& xuét phan tir axit nucleic ma hoéa trinh tu bét ky trong s6 céc trinh
ti axit amin cia LCDR2 néu trong bang 2; theo mdt sd phuwong an phén ti axit nucleic
chtra trinh ty polynucleotit dugc chon tir trinh tu bét ky trong sb céc trinh tu axit nucleic
ctia LCDR2 néu trong bang 3, hodc trinh ty hiu nhu déng nhét véi né c6 mirc ddng nhét
trinh tu it nhat 90%, it nhat 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%.

Sang ché ciing d& xuét phan tir axit nucleic ma hoa trinh tu bt ky trong sb céc trinh
tir axit amin ca LCDR3 néu trong bang 2; theo mdt sd phwong 4n phén ti axit nucleic
chira trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tur bat ky trong sb cac trinh tu axit nucleic
ciia LCDR3 néu trong bang 3, hoic trinh ty hiu nhu déng nhét véi né c6 mirc ddng nhét
trinh tw it nhit 90%, it nhat 95%, it nhit 98% hodc it nhat 99%.

Sang ché ciing d& xuét phan tir axit nucleic mi héa HCVR, trong d6 HCVR chira
b6 gdm ba CDR (tic 1a HCDRI-HCDR2-HCDR3), trong d6 bd trinh tu axit amin
HCDR1-HCDR2-HCDR3 dugc x4c dinh bdi khang thé bat ky trong sb céc khang thé
khang MERS-CoV-S dugc l4y 1am vi du néu trong bang 2.

Sang ché ciing d& xuit phan tir axit nucleic ma héa LCVR, trong d6 LCVR chtra bd
gdm ba CDR (tirc 13 LCDR1-LCDR2-LCDR3), trong d6 bd trinh tu axit amin LCDR1-
LCDR2-LCDR3 dugc xac dinh boi khang thé bat ky trong s6 cac khang thé khang
MERS-CoV-S dugc léy lam vi du néu trong bang 2.

Sang ché ciing dé xuit phan ti axit nucleic ma héa ca HCVR 1an LCVR, trong d6
HCVR chtta trinh tu axit amin bat ky trong s cac trinh tu axit amin ctia HCVR néu trong
bang 2, va trong d6 LCVR chira trinh ty axit amin bt ky trong s6 céc trinh ty axit amin
ctia LCVR néu trong bang 2. Theo mdt sb phuong an, phan tir axit nucleic chira trinh tu
polynucleotit dugc chon tir trinh ty bt ky trong sd cac trinh tur axit nucleic cia HCVR
néu trong bang 3, hodc trinh ty hiu nhu déng nhit v6i n6 c6 mirc déng nhét trinh tur it
nhat 90%, it nhat 95%, it nhét 98% hodc it nhit 99%, va trinh ty axit nucleic dugc chon tir
trinh tu bat ky trong sb cac trinh tu axit nucleic cia LCVR néu trong bang 3, hodc trinh tu

hiu nhu ddng nhit v6i né c6 mirc ddng nhét trinh tu it nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 98%
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hodc it nhit 99%. Theo mot s phwong 4n cia khia canh nay theo sang ché, phén tir axit
nucleic ma héa HCVR va LCVR, trong d6 cA HCVR 13n LCVR déu duogc tao ra tir cung
khang thé khang MERS-CoV-S néu trong bang 2.

Sang ché dé& xuft phén tir axit nucleic ma hoa trinh tur bét ky trong sb cac trinh tu
axit amin ctia chudi ning néu trong bang 2. Séng ché ciing dé xuit phan tir axit nucleic
ma hoa trinh tir bét ky trong sd céc trinh ty axit amin ctia chudi nhe néu trong bang 2. |

Theo khia canh lién quan, sang ché dé xuét vecto biéu hién ti td hop c6 kha néng
bidu hién polypeptit chira ving bién dbi cta chudi ning hoic chudi nhe cta khang thé
khang MERS-CoV-S. Vi dy, sang ché @& xuit vecto bidu hién tai t6 hop chtra phan tir bat
ky trong s cac phén tir axit nucleic néu trén, tirc 13, phén tir axit nucleic ma héa trinh tu
bét ky trong sb cdc trinh tw HCVR, LCVR, va/hosic CDR néu trong bang 3. Ciing nim
trong pham vi cta sang ché 1a t& bao chi ma vecto ndy dwogc cai vao, cling nhu phuong
phap san xuét khang thé hoic phin ctia n6 bing cich nudi cy té bao chi niy trong cac
didu kién cho phép tao ra khang thé hoic doan khang thé, va thu khang thé va doan khéang
thé dugc tao ra.

Theo khia canh thir ba, sang ché d& xuét duoc phém chtra lugng hitu hi€u diéu tri
cta it nhit mot khang thé don dong tai tb hop hodc doan lién két v6i khang nguyén cia
n6 lién két dic hiéu vé6i protein gai cia MERS-CoV va chit mang dugc dung. Theo khia
canh lién quan, sdng ché @& xut dugc phdm 13 t6 hop cia khang thé khang MERS-CoV-S
va chét didu tri thir hai. Theo mdt phuong 4n, chit didu tri thir hai 13 chit bat ky dugc két
hop ¢6 loi v6i khang thé khang MERS-Co-V-S. Cac chit dugc 1iy 1am vi du ma c6 thé
duoc két hop c6 loi véi khang thé khang MERS-CoV-S bao gbm, nhung khéng chi giéi
han &, cic chit khic ma c6 thé lién két va/hodc (e ché hoat tinh cia MERS-CoV (bao
gbm khang thé khac hodc doan lién két voi khang nguyén cia no, v.v.) vi/hoic cac chit
khong lién két truc tiép véi MERS-CoV-S nhung trc ché hoat tinh virut bao gdm tinh gay
nhidm té bao chii. Theo mot sé phwong 4n, sang ché dé xuét dugc phdm chira: (a) khang
thé khang MERS-CoV-S thtt nhat hoic doan lién két v6i khdng nguyén ciia né; (b) khang
thé khang MERS-CoV-S thir hai hodc doan lién két voi khang nguyén cia nd, trong do
khang thé thir nhit lién két v6i epitop thir nhét trén protein gai cia MERS-CoV va khéng
thé tht hai lién két véi epitop thit hai trén protein gai cia MERS-CoV trong dé céc epitop
thir nhit va thir hai 12 khac biét va khong chdng lip; va (c) chit mang hoic chit pha lodng
duoc dung. Theo mdt sb phuong an, sang ché d& xuit duge phdm chia: (a) khang thé
khédng MERS-CoV-S thir nhét hodc doan lién két voi khang nguyén cia né; (b) khang thé
khang MERS-CoV-S thtt hai hoic doan lién két véi khdng nguyén ctia n6, trong d6 khang

thé tht nhét khong canh tranh chéo véi khang thé thi hai vé viée lién két véi protein gai
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ctia MERS-CoV; va (c) chit mang hoic chét pha loang duoc dung. Cac liéu phap két hop
va ché pham két hop khac bao gbm khang thé khing MERS-CoV-S theo sang ché ciing
dugc bde 10 trong ban mo ta nay.

Theo khia canh thir tw, sang ché dé xuit phwong phéap diéu tri dé didu tri bénh hoic
rdi loan lién quan dén MERS-CoV nhu bénh nhidm virut & dbi tuong bang cach sir dung
khang thé khang MERS-CoV-S hoic phin lién két v6i khang nguyén cta khang thé theo
sang ché, trong d6 phuong phap didu tri bao gém viéc cho dbi tuong can diéu tri st dung
lwong hitu hiéu didu tri cia dugc phim chira khang thé hodc doan lién két v6i khang
nguyén cta khang thé theo sang ché. Réi loan cin didu tri 12 bénh hoic tinh trang bénh ly
bét ky dugc cai thién, lam gidm nhe, tc ché hodc ngén ngura béng cch e ché hoat tinh
ctia MERS-CoV. Theo mot s& phuong 4n, sang ché @& xuit phuong phép ngin ngira, diéu
tri hodc 1am giam nhe it nhat mot triéu chimg nhiém MERS-CoV, phuong phap nay bao
gdm viéc cho ddi tuong cén diéu tri st dung lugng hitu hidu didu tri cia khang thé khang
MERS-CoV-S hoic doan lién két véi khang nguyén ciia né theo sang ché. Theo mot sb
phuong 4n, sang ché dé xudt phuong phéap 1am giam nhe hozic 1am giam mirc do nghiém
trong cua it nhit mot triéu ching hodc diu hiéu nhidém MERS & dbi tuong béng cach su
dung khang thé khang MERS-CoV-S theo sang ché, trong d6 it nhit mét triéu ching hoic
dAu hiéu dugc chon tir nhém bao gdm viém & phdi, thuong tn phé nang, sét, ho, kho tha,
tiéu chay, suy tang, bénh viém phdi, séc nhiém trung va tir vong. Theo mdt s6 phuong an,
sang ché d& xudt phuong phap 1am giam tai lwong virut & dbi twong, phuong phap nay
bao gém viéc cho dbi tuong str dung luong hitu hiéu cia khéng thé hoic doan cta no theo
sang ché ma lién két v6i MERS-CoV-S va phong bé MERS-CoV-S dé khong lién két
duoc voi thu thé t€ bao chi DPP4. Theo mét sb phuong &n, khang thé hoic doan lién Kkét
v6i khang nguyén ctia n6 duge sir dung dé phong hodc diéu tri cho dbi trong nhidm hosc
c6 nguy co nhiém MERS. Péi tuong c6 nguy co bao gdm, nhung khong chi gi6i han &,
ngudi bi tdn thuong mién dich, ngudi cao tudi (trén 65 tuéi), tré trén 2 tudi, khach du lich
dén cac nu6e Trung Péng (nhu A Rap Saudi, Tidu vuong qubc A Rap théng nhét, Qatar,
v.v.), nhan vién y té, ngudi 16n hoic tré em tiép xtGc gn giii v&i ngudi duge xac dinh
hozc nghi nhiém MERS, hoic nhitng ngudi mic cic tinh trang bénh Iy nhu bénh nhiém
phdi, bénh tim hoidc bénh dai thdo dudng. Theo mot sb phuong an, khang thé hoic doan
lién két v6i khang nguyén ctia n6 theo sang ché duoc st dung két hop vé6i chét didu tri thir
hai cho dbi tuong cin diéu tri. Chit didu tri tht hai c6 thé duge chon tir nhém bao gém
duoc chit khang viém (nhu corticosteroit, va dugc chét khéng viém khong phai steroit),
duoc chét chéng nhiém, khéng thé khac ddi véi protein gai cia MERS-CoV, dugc chét

khang virut, vacxin ngira MERS-CoV, thuc phaamrboor sung nhu chét chdng oxy hoa va
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duoc cht khac bt ky d3 duoc biét 15 trong linh vurc nay. Theo mot s6 phuong an, chat
didu tri thir hai c6 thé gitp chéng hodc 1am giam céc tac dung phu c6 thé c6 bat ky lién
quan dén khéng thé hodc doan lién két voi khang nguyén ciia n6 theo sang ché, néu cac
tac dung phu nay c6 thé xay ra. Khang thé hodc doan cta n6 c6 thé dugc sit dung qua
duong duéi da, trong tinh mach, trong da, trong mang bung, qua dudng miéng, trong co,
hoic trong so. Theo mdt phuong 4n, khang thé c¢6 thé duge sit dung dudi dang truyén tinh
mach duy nhit d6i véi ndng d6 khang thé cuc dai trong huyét thanh cta dbi twong. Khang
thé hoic doan ciia n6 c6 thé dugc st dung & lidu 0,1mg/kg thé trong dén 100mg/kg thé
trong cia dbi twong. Theo mot sé phwong 4n, khang thé theo sang ché c6 thé dugc su
dung & mot hoic nhiéu lidu chtra lrong nim trong khoang tir 50mg dén 600meg.

Sang ché cling d& cip dén viéc st dung khang thé khang MERS-CoV-S hoic doan
lién két v6i khang nguyén ctia n6 theo sang ché dé san xuét dugc phim dé diéu tri bénh
hodic rdi loan ma c6 thé hiru ich bing cach phong bé sy lién két va/hodc hoat tinh cta
MERS-CoV.

Céc phuong 4an khac s& tré nén rd rang bing viéc xem xét phin mo ta chi tiét sang

r
A

cheé.

M6 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 12 bang néu céc dich ndi t& bao lai khang thé (néu & cot 1 bang ky hiéu nhan
dang mau ciia ching) va cic dic tinh ctia chiing trong cc thir nghiém lién két, phong bé
va trung hoa, nhu dugc mo ta dau do trong ban mo ta nay.

Fig.2 12 ma trn thé hién két qua cta thir nghiém canh tranh chéo khang thé trong
d6 khang thé khang MERS-CoV-S tht nhit (mAb-1) duoc gin vao dau cam bién da phu
MERS RBD, tiép theo xit Iy bing khang thé khang MERS-CoV-S thtt hai (mAb-2). Céc
dap ung lién két (cac tri s6 nim trong khoéng tir -0,05 dén 0,64) d6i v6i mdi t6 hop khang
thé tht nghiém dugc mo tad. Cac hop mau xdm nhat c6 phong chit mau den dai dién cho
dap ung lién két tu canh tranh. Céc khang thé canh tranh theo ca hai huéng, doc lap vé
tha tu lién két voi khang nguyén, duge lam ndi bt bing cac hdp mau den c6 phong chir
mau tréng. Khoéng c6 Cahh tranh, &m chi c4c vung lién két riéng biét, dugc dai dién b.'?mg
céc hop mau tring c6 phong chit mau den. Cac khang thé c6 do dich chuyén lién két 16n
hon 0,18nm khong canh tranh chéo v§i nhau.

Fig.3 1a ma trdn thé hién két qua cua thtr nghiém canh tranh chéo khang thé trong
d6 khang thé khang MERS-CoV-S thtr nhit (mAb-1) dugc gin vao dau cam bién da phi
MERS RBD, tiép theo xir 1y bing khéng thé khang MERS-CoV-S th{r hai (mAb-2). Cac
dap tng lién két (tri s6 ndm trong khoang tir -0,01 dén 0,55) dbi v6i mdi t6 hop khang thé
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thir nghiém dugc mo td. Cac hdp mau xdm nhat c6 phdong chit mau den dai di€n cho dap
ung lién két ty canh tranh. C4c khang thé canh tranh theo c4 hai huéng, ddc 1p vé tht ty
lién két voi khang nguyén, dugc 1am ndi bat bang cac hop mau den c6 phong chit mau
tring. Khong c6 canh tranh, 4m chi cac ving lién két riéng biét, dugc dai dién bing cac
hop mau tring c6 phong chit mau den. Céc khang thé c6 do dich chuyén lién két 16n hon
0,14nm khong canh tranh chéo v4i nhau.

Fig.4 thé hién PCR dinh lugng san phdm phién md MERS-CoV (ARN thong tin
duoc phién ma cta hé gen nguoc chidu véi gen vo — UpE) & chudt nhit DPP4 d4 nhan
héa vao cac ngay 2 va 4 sau nhiém. |

Fig.5 thé hién PCR dinh luong san phim phién ma MERS-CoV (hé gen MERS-
CoV — trinh tu d4n) & chu6t nhit DPP4 d4 nhan héa vao céc ngay 2 va 4 sau nhidm.

Fig.6 thé hién dinh luwong hiéu gia virut MERS-CoV & phdi chudt bi nhiém vao
ngay 4 sau tiém. Murc MERS-CoV & phdi chudt dugc dinh luong va trinh bay dudi dang
pfu/ml phdi chudt da dugc lam déng nhét.

Fig.7 thé hién PCR dinh lugng san phim phién md MERS-CoV (ARN théng tin
dwoc phién ma ctia hé gen ngugc chidu véi gen vé — UpE) tir phdi chudt duoc xir 1y bing
200png, 20pg, hoic 2 pg khang thé HIH15211P hoic HIH15277N, hoic bang dbi ching
isotyp hIgG mdt ngay trudc khi gdy nhiém MERS-CoV. T4t c4 ciac mau déu duoc so sanh
v6i dbi chimg isotyp higG1 dit & 100%.

Fig.8 thé hién PCR dinh luong san phdm phién md MERS-CoV (hé gen MERS-
CoV — trinh tu dan) tir phdi chudt duoc xir Iy biang 200pg, 20ug, hoic 2 pug khang thé
H1H15211P hodc HIH15277N, hoic bing d6i chimg isotyp hIgG mot ngdy trude khi gay
nhiém MERS-CoV. T4t ca cic mau déu duoc so sanh véi dbi chimg isotyp hIgG1 dit &
100%.

Fig.9 thé hién phén tich hiéu gia virut & phdi khi dinh lwong bing thir nghiém vét
tan va ghi lai duéi dang pfu/ml tir phdi chudt duwoc xtr Iy bing 200ug, 20ug, hoic 2ug
khang thé H1H15211P hoic H1H15277N, hoic bing dbi ching isotyp hIgG mét ngay
trude khi gay nhiém MERS-CoV. T4t ca cac mau déu duoc so sanh v6i dbi chimg isotyp
hlgG1 dét ¢ 100%.

Fig.10 thé hién diém sb viém tir phan tich mo phdi chudt duoc xir Iy bang 200pg,
20ug, hodc 2ug khang thé HIH15211P hoic HIH15277N, hoic bing ddi ching isotyp
hIgG mot ngay truéc khi gy nhiém MERS-CoV.

Fig.11 thé hién PCR dinh lrong san phdm phién md MERS-CoV (ARN théng tin
duoc phién mi ctia hé gen nguoc chidu véi gen vo — UpE) tir phdi chudt duoc xir 1y bang
200pg hoic 500pg khang thé HIH15211P hoic dbi chimg isotyp hIgG mét ngay sau khi
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gdy nhiém hodc bang 200ug khang thé HIH15211P mot ngay trudc khi gay nhiém
MERS-CoV. T4t ca cac miu déu dugc so sanh vé6i dbi chimg isotyp hIgG1 dit & 100%.

Fig.12 th& hién PCR dinh luong san phdm phién ma MERS-CoV (hé gen MERS-
CoV — trinh tir dan) tir phdi chudt duoc xir Iy bing 200pug hodc 500pg H1H15211P hodc
dbi chung isotyp hIgG mot ngay sau khi giy nhidm hoic bing 200pg HIH15211P rh@t
ngdy trude khi gy nhiém MERS-CoV. Tét ca cic miu déu dugc so sanh véi dbi chimg
isotyp hlgG1 dat ¢ 100%.

Fig.13 thé hién phén tich hiéu gia virut & phdi khi dinh lugng bing thir nghiém vét
tan va ghi lai dudi dang pfu/ml tir phdi chudt dugc xit Iy bang 200pg hoiic 500ug
H1H15211P hodc dbi ching isotyp hIgG mét ngay sau khi gay nhifm hogc bing 200pg
H1H15211P mdt ngay trude khi gy nhiém MERS-CoV. Tit ca cac miu déu dugc so
sanh v6i d6i chimg isotyp hIgG1 dit & 100%.

Fig.14 thé hién diém s6 viém tir phan tich mé phdi chudt dugc xir Iy bing 200pg
hodc 500pg H1H15211P hoiic d8i chimg isotyp hIgG mot ngdy sau khi gdy nhiém
MERS-CoV. |

M3 ta chi tiét sang ché

Trudce khi md ta cic phuong phap theo sang ché, sang ché khong bi gidi han & cac
phuong phap cu thé, va cac didu kién thi nghiém dugc mé ta, do cac phurong phép va didu
kién nhu vy c6 thé thay ddi. Ciing cin phai hiéu rang thuit ngit duge sit dung trong ban
mb ta ndy chi nhdm mé ta cic phwong 4n, va khong nhim gidi han, do pham vi clia sdng
ché chi bi gigi han bdi yéu cau bao ho kém theo.

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, tit ca cac thuat ngit khoa hoc k¥ thuit dugc st dung trong
ban md ta ndy déu c6 nghia giéng nhu thudng duoc hiéu bdi chuyén gia trong linh vuc
nay. Mic du phuong phap va vat liéu bat ky gidng hodc twong dwong véi phuong phép' va
vat liéu dugc st dung trong ban mo ta nay déu c6 thé duge s dung dé thuc hién hoic thir
nghiém sang ché, cac phuong phap va vét liéu vu tién s& dugc md ta. T4t ca cic cong b
néu trong ban mo ta nay déu dugc dwa vao ddy theo cach vién dan.

Cdc dinh nghia

Thuét ngtt “MERS-CoV?”, con goi 1a “virut MERS corona”, dugc ding dé chi virut
corona gay hdi ching hd hip Trung Pong (Middle East Respiratory Syndrome — Corona
Virus) méi lwu hanh duge phén 14p 14n diu & Arabian peninsula vao nam 2012 (Zaki et al
2012, NEIM 367: 1814-1820) va dugc nhan dang 13 nguyén nhan gy bung phat bénhi hd

hip cép nghiém trong. Ban diu né dwoc goi 1a virut corona & ngudi-EMC (Erasmus
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Medical Centre; hCoV-EMC). N6 thudc dong virut beta corona 2c va gy nén bénh hd
hip nghiém trong, giéng véi virut corona gy hoi chitng hd hép cp nghiém trong (Severe
Acute Respiratory Syndrome coronavirus: SARS-CoV) luu hanh ¢ Trung Qudc vao nim
2002. MERS virut corona dugc coi 12 ¢6 quan hé gin giii véi céc virut corona duogc tim
thdy & doi va lac da. Nho protein gai clia virut, né lién két véi thu thé té bao chi nguoi 1a
dipeptidyl peptidaza 4 (DPP4). Protein gai cia MERS-CoV dugc phat hién 14 lién két vai
DPP4 cua cac loai khac, ddc biét 1a doi va lac da (Raj et al 2013, Nature 495: 25 1-254);
Thuat ngtt “MERS-CoV-S”, con dugce goi 1a “protein S” dugc dung dé chi protein
gai cia MERS virut corona. Protein gai cia MERS-CoV la glycoprotein mang typ I dai
1353 axit amin tip hop thanh trime tao nén gai hodc peplome trén bé mit ctia hat MERS
virut corona c6 vo. Protéin ny c6 hai chirc ning co ban, lién két véi thu thé té bao chi va
dung hop mang, thudc tinh cta phan diu tan cing N (S1, cac gdc axit amin 1 — 751) va
dAu tan cung C (S2, cac gbe axit amin 752 — 1353) cua protein S. MERS-CoV-S lién két
v6i thu thé cing ho cua né, dipeptidyl peptidaza 4 (DPP4) thong qua ving lién két véi thu
thé (receptor binding domain: RBD) dai khoang 230 c6 mit trong tiéu phan S1. Mou va
cac ddng tac gia (2013) J. Virology, vol 87, pages 9379-9383) chimg minh ring MERS-
CoV RBD nim trong cic gbc 358 — 588 ciia protein gai. Trinh ty axit amin ctia protein
gai cia MERS-CoV c¢6 chiéu dai ddy da dugc 14y vi dy 13 trinh tu axit amin cta protein
gai cta thé phan 1ap MERS-CoV EMC/2012 ¢6 trong Ngan hang gen véi sd luu giﬁ
AFS88936.1 (SEQ ID NO: 457). Thuit ngit “MERS-CoV-S” ciing bao gdm céc bién thé
protein cua protein gai cia MERS-CoV phén 14p dugc tir cac thé phan 1ap MERS-CoV
khédc nhau, vi du, Jordan-N3/2012, England-Qatar/2012, Al-Hasa 1 2013, Al-
Hasa 2 2013, Al-Hasa 3 2013, Al-Hasa 4 2013, Al-Hasa 12, Al-Hasa 15, Al-
Hasa 16, Al-Hasa 17, Al-Hasa 18, Al-Hasa 19, Al-Hasa 21, Al-Hasa 25, Bisha 1,
Buraidah 1, England 1, Hafr-Al-Batin 1, Hafr-Al-Batin_2, Hafr-Al-Batin_6,Jeddah 1,
KFU-HKU 1, KFU-HKU 13, Munich, Qatar3, Qatar4, Riyadh_1, Riyadh 2, Riyadh 3,
Riyadh 3, Riyadh 4, Riyadh 5, Riyadh. 9, Riyadh 14, Taif 1, UAE, va Wadi-Ad-
Dawasir. Thuit ngit “MERS-CoV-S” bao gbm protein gai cia MERS-CoV téi td hop
hodc doan cta né. Thuit ngit ndy cling bao ham protein gai cia MERS-CoV hodc doan
ctia nd lién hop véi, vi du, dudi histidin, Fc cia chudt hodc ctia nguoi, hodc trinh tu tin
hiéu nhu ROR1. Vi dy, thudt nglt nay bao gém cac trinh tu duoc léy vi du 4 trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 458, chira Fc ctia chudt (mIgG2a) hoic Fc cta ngudi (higGl) & du
tan ciing C, lién hop véi cc gde axit amin 367 — 606 ctia protein gai cia MERS-CoV c6

chidu dai ddy da. Thuat ngi nay ciing bao gdm céc bién thé protein chira dudi histidin &
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dAu tan cing C, lién hop véi cac gbe axit amin 367 — 606 clia protein gai cia MERS-CoV
¢6 chidu dai ddy do. |

Thuat ngit “DPP4” dugc ding dé chi dipeptidyl peptidaza 4, thu thé ddi véi MERS-
CoV. DPP4 1a glycoprotein xuyén mang typ II dai 766 axit amin c6 mat dudi dang dime
trén bé mit té bao. N6 1a exopeptidaza cét cac dipeptit tir hormon va chemokin sau goc
axit amin prolin, nhd d6 diéu hoa hoat tinh sinh hoc cuia ching. O ngudi, DPP4 chu yéu
duge bidu hién trén té bao bidu mé & than, rudt non, gan va tién liét tuyén, trén té bao ¢o
16ng nhung va khong c6 16ng nhung trong dudng hd hép trén va dudi, va trén t€ bio mién
dich (trc 12 CD4+, CD8&+, té bao gai va dai thuc bao). Trur khi dugc chi rd 1a tir loai
khong phai ngudi, thuat ngtt “DPP4”, khi dugc stt dung trong ban md ta nay, c6 nghia la
DPP4 cia nguoi.

Thuat ngit “bénh nhiém MERS” ho#c “bénh nhiém MERS-CoV”, khi dugc sit dung
trong ban mo ta ndy, cling dwoc xac dinh 1 hdi ching hd hip Trung Pong dugc ding dé
chi bénh duong ho hip cip nghiém trong do MERS virut corona gy ra va lan dau duoc
thong bao & A Rap Saudi vao nim 2012. Thuit ngit nay bao gdm bénh nhiém dudng hd
hép, thudng trong dudmng hé hip dudi. Céac tridu ching bao gdm st cao, ho, kho tho,
viém phéi, cac triéu ching dai day-rudt nhu ti€u chay, suy tang (suy than va loan chtic
nang than), sé¢ nhidm tring va tir vong & cac ca nghiém trong.

Thuit ngtr “khéng thé", khi dugc st dung trong ban md t4 nay, dugc dung dé chi
phan tir globulin mién dich chira bén chudi polypeptit, hai chudi ning (H) va hai chudi
nhe (L) ndi v6i nhau nhor cac lién két disulfua (tirc 13 "phan t khang thé day du"), ciing
nhu cic multime cta né (vi du IgM) hodc doan lién két voi khang nguyén cia nd. Mbi
chudi ning dugc c4u tao boi vung bién dbi cta chudi niang (“HCVR” hodc “Vy”) va ving
6n dinh cta chudi ning (dugc cdu tao bdi cac ving Cyl, Cy2 va Cy3). Mdi chudi nhe
duogc ciu tao boi ving bién ddi cta chudi nhe (“LCVR or “V.”) va ving 4n dinh cua
chudi nhe (Cp). Céc vung Vg va Vi ¢ thé dugc chia nhd tiép thanh vung siéu bién, goi la
viing quyét dinh tinh b trg (Complementarity determining region: CDR), nim réi rac 14
cic viing c6 tinh bao toan hon, goi 1 viing khung (Framework region: FR). Mdi Vi va V.
duoc chu tao béi ba CDR va bén FR, bd tri tir diu tdn cung amino dén dau tan cung
carboxy theo tht ty sau: FR1, CDRI1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Theo mét sb
phwong 4n ctia sang ché, cac FR ctia khang thé (hoic doan lién két véi khang nguyén cla
ching) c6 thé gibng véi cac trinh tu dong mam ctia ngudi, hoic c¢6 thé duoc cai bién tur
nhién hodc nhéan tao. Trinh tu lién ing axit amin c6 thé duoc x4c dinh trén co sd phén tich
hai hogc nhiéu CDR canh nhau. |

Viéc thay thé mot hodc nhiéu géc CDR hoic bé mdt hodc nhidu CDR c6 thé dugc
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thue hién. Nhiéu khang thé d3 duoc md ta trong tai liéu khoa hoc trong d6 mot hoic hai
CDR c6 thé khong tham gia vao lién két. Padlan et al. (1995 FASEB 7. 9:133-139) phin
tich cac vung tiép xuc gitta khang thé va khang nguyén ctia nd, trén co s¢ ciu tric tinh thé
da cong bb, va két luén ring chi khoang 1/5 dén 1/3 sb géc CDR thuc su tiép xtc véi
khang nguyén. Padlan ciing phat hién ra nhiéu khang thé trong d6 mot hodc hai CDR
khong c6 axit amin nao tiép xuc véi khang nguyén (ciing xem, Vajdos et al. 2002 J Mol
Biol 320:415-428).

Céc gbc CDR khong tiép xtc voi khang nguyén c6 thé duge nhan dang trén co s
céc nghién ctru trude d6 (vi du, cic gbe H60-H65 trong CDRH2 thudng 13 khong can
thiét), tir cac ving cia CDR Kabat nim ngoai CDR Chothia, bing mo hinh phén tir
va/hoidc thuc nghiém. Néu mot CDR hoic géc cua no6 bi loai bo, n6 thuong dugce thay thé
bing axit amin chiém vi tri twong Gng trong trinh ty khang thé ngudi khac hoic lién ting
clia cac trinh tw nay. Céc vi tri thay thé trong CDR va axit amin ding dé thay thé ciing c6
thé dugc chon béng thuc nghiém. Céc thay thé thuc nghiém c6 thé 1a céc thay thé bao
toan hodc khong bao toan.

Céc khang thé don dong khang MERS-CoV-S ctia ngudi hoan toan dwgc mo ti
trong ban mb ta ndy c6 thé chira mot hodc nhiéu axit amin thay thé, cai va/hoic loai bo
trong c4c ving khung va/hoic CDR ciia cic ving bién ddi ctia chudi ning va chudi nhe
S0 V6i cac trinh ty dong mim twong tng. Céc dot bién nay c6 thé d& dang xac dinh duoc
béng cach so sanh céac trinh ty axit amin dugc boc 1§ trong ban mo ta nay véi cac trinh tu
dong mam st dung dugc, vi dy, tir cac co s¢ dit li€u trinh tu khang thé da cong bd. Sang
ché bao gém khang thé, va doan lién két voi khéang nguyén cia no, dugc tao ra tir trinh tu
bét ky trong s6 cac trinh tu axit amin dugc boc 16 trong ban mo ta ndy, trong d6 mot hodc
nhiéu axit amin nim trong mot hodc nhiéu vung khung va/hodc CDR dugc dot bién so véi
cac gdc twong Gmg cta trinh tr dong mam ma tir d6 khang thé duoc tao ra, hodc so véi
céc gdbe twong Ung ciia trinh tw dong mém‘cﬁa ngudi khac, hodic so voi axit amin thay thé
bao toan twong tng clia cac gbc dong mim tuwong tng (cic thay ddi nhu vay trong ban mo
ta nay duoc goi chung 14 "dot bién dong mdm"). Chuyén gia trong linh vuc niy, xuét phat
tir cc trinh ty ving bién ddi cta chubi ning va chudi nhe dugc bdc 16 trong ban mé ta
nay, c6 thé d& dang tao ra nhidu khang thé va doan lién két v6i khang nguyén ctia né chira
mot hodc nhiéu dot bién dong mam riéng r& hodc t6 hop ciia chung. Theo mot sé phuong
an, tat ca cac gbc khung va/hoic CDR trong cac ving Vg va/hodc Vi, déu dugc dot bién
ngugc so véi cac gbe duoc tim thiy trong trinh ty dong mam ban diu ma tir d6 khang thé
dugc tao ra. Theo cédc phwong an khac, chi c6 mot sb géc duoc dot bién ngugc so voi

trinh tu dong mam ban dAu, vi du, chi ¢6 cac géc dot bién dugc tim théy bén trong 8 axit
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amin dau tién cia FR1 hodc bén trong 8§ axit amin cudi cung ctia FR4, hodc chi c6 céc géc
dot bién dugc tim thdy bén trong CDR1, CDR2 hoic CDR3. Theo cic phuwong 4n khiéc,
mdt hodc nhidu gbe khung va/hoic CDR dugc dot bién so vdi cac gbe twong tng cia
trinh tu dong mam khac (trc la trinh ty dong mam khéc v6i trinh ty dong mam ma tir d6
khang thé ban diu dugc tao ra). Hon thé nita, khang thé theo sang ché co thé chira td hop
bét ky cta hai hozc nhidu d6t bién dong mam nim trong cac ving khung va/hoic CDR, vi
dy, trong d6 mot sb gbc riéng ré duge dot bién so véi gbe twong tmg cia trinh tu dong
mam cu thé trong khi mot sé gdc khac ma khac véi trinh tu dong mam ban ddu duoc duy
tri hodc dugc dot bién so v6i gde twong ting ciia trinh tir dong mam ban dau. Sau khi thu
dugc, khang thé va doan lién két véi khang nguyén clia né chira mot hodc nhiéu trinh tu
dong mam c6 thé d& dang dugc thir mot ﬁoéc nhidu dic tinh mong mudn, nhu dic hiéu
lién két duoc cai thién, ai luc lién két dugc gia ting, cac ddc tinh sinh hoc dbi khéng hedc
chu van duoc cai thién hodc dugc ting cuong (nhu trudng hop nay), tinh gy mién dich
giam, v.v. Khang thé va doan lién két voi khang nguyén ctia né thu dugc theo cich chung
naynénluongphanlviéﬁaséngché. v

Sang ché ciing bao gdm khang thé don dong khang MERS-CoV-S clia ngudi hoan
toan chira cac bién thé cta trinh tu bét ky trong sb cac trinh tu axit amin HCVR, LCVR
va/hodc CDR dugc bdc 10 trong ban mo ta nay c6 mdt hodc nhidu axit amin thay thé bao
toan. Vi dy, sang ché bao gdm khang thé khang MERS-CoV c6 céc trinh tu axit amin
HCVR, LCVR va/hodc CDR c6, vi dy, 10 hodc it hon, 8 hodc it hon, 6 hodc it hon, 4
hoic it hon, v.v. axit amin thay thé bao toan so v6i trinh tu bit k¥ trong sb cac trinh tur
axit amin HCVR, LCVR va/hodc CDR dugc bdc 16 trong bdn mo ta nay.

Thuat ngir “khang thé nguoi", khi dugc sir dung trong ban mo ta nay, duge du tinh
bao gbm céac khang thé c6 cac ving bién dbi va ving 6n dinh duoc tao ra tir cic trinh tu
globulin mién dich dong mim cua ngudi. mAb ciia ngudi theo sang ché co thé bao gdm
céc gbe axit amin khong duge ma héa boi cac cac trinh trr globulin mién dich dong mé”tm
cua nguoi (vi dy, cac dot bién dugc dua vao b%mg cach gay dot bién ngﬁu nhién hodc dac
hiéu vi tri in vitro hodc béng cach giy dot bién soma in vivo), vi du, trong CDR va cu thé
1a trong CDR3. Tuy nhién, thuat ngt “khang thé nguoi”, khi duge sir dung trong ban mo
ta nay, khong duoc du tinh bao gdm mAb trong d6 cac trinh twr CDR duoc tao ra tir dong
mam cua loai dong vat c6 va khac (vi dy, chudt), dugc ghép véi céc trinh ty FR clia
ngudi. Thuat ngft ndy bao gdm khang thé duoc tao ra bing con dudng tai td hop & dong
vat c6 vi khong phai nguoi, hoic trong té bao ciia dong vat c6 vi khong phai ngﬁbi.
Thuét nglt nady khong dugc du tinh bao gdm khang thé duoc phan lap hoic tao ra tir

nguoi.
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Thudt nglr “tai tb hop”, khi dugc st dung trong badn mo ta nay, dugc dung dé chi
khang thé hoic doan lién két véi khang nguyén ciia né theo sang ché dugc tao ra, bidu
hién, phén 1ap hodc thu bang cac k¥ thuat hoic phuong phip da dwogc biét rd trong linh
vuc ndy nhu cong nghé ADN t4i td hop, vi du, cit ghép ADN va biéu hién gen chuyén.
Tthuét ngit nay dugc ding dé chi cac khang thé duoc biéu hién & dong vat c6 vii khong
phai ngudi (bao gdm cac dong vat c6 vi khong phai nguoi chuyén gen, vi du, chuot
chuyén gen), hoic té bao (vi dy, t& bao CHO) hé bidu hién hoic dugc phan lap tir ngan
hang khang thé ngudi ti td hop.

Thuét ng@t “lién két dic hidu," hodc “lién két dic hiéu v6i”, hodc thuat ngit twong
tw, ¢6 nghia 14 khang thé hodic doan lién két vi khang nguyén ctia no tao ra phirc chit véi
khang nguyén tuong dbi én dinh trong cic diéu kién sinh ly. Su lién két diic hicu co thé
duge x4c dinh bing hing sb phan ly cin bang it nhit 1x10®* M hoic nhé hon (vi duy, Kp
cang nho thi s lién két cang chit). Cac phwong phap xac dinh hai phén tir ¢6 lién két dic
hiéu v6i nhau hay khéng 1a da dugc biét rd trong linh vure nay va bao gdm, vi du, thdm
tach can bang, cong hudng plasmon bé mit, va phuong phap twong tw. Nhur duge mo ta
trong ban md ta ndy, khang thé di dwoc nhin dang bing céng hudng plasmon bé mit, vi
du, BIACORE™, lién két dic hiéu véi MERS-CoV-S. Hon nita, khang thé nhiéu diic hiéu
lién két véi mot ving trong MERS-CoV-S va mdt hoic nhiéu khang nguyén bd sung hozc
khéang thé hai d3c hiéu lién két v6i hai ciing khéc nhau cia MERS-CoV-S dugc coi 1a cac
khang thé “lién két diic hiéu”, khi duoc sir dung trong ban mé ta nay.

Thuét ngit khang thé “ai lyc cao” dugc ding dé chi mAb c6 4i luc lién két v6i
MERS-CoV-S, dugc thé hién bing Kp, it nhit 10® M; t6t hon 1a 10 M; tét hon nita 1a
107"°M, tham chi t&t hon 1a 10" M, tham chi t6t hon 12 10> M, khi do bing cong hudng
plasmon bé mit, vi dy, BIACORE™ hoic ELISA i luc dung dich.

Thuét ngft “tbc dd phan ly cham”, “Koff” hodic “kd” ¢ nghia 1a khang thé phan ly
khoi MERS-CoV, véi hing sb téc d6 1 x 107 giﬁy’1 hodc nhé hon, tbt hon1a 1 x 10™ gidy
"hodc nhé hon, khi xac dinh b'ﬁmg cdng hudng plasmon bé mat, vi du, BIACORE™.

Céc thuét ngir "phin lién két v6i khang nguyén" cta khang thé, "doan lién két véi
khéng nguyén" cua khang thé, va thuit ngir twong ty, khi dugc st dung trong ban mé ta
nay, bao gdm polypeptit hodic glycoprotein bét ky c6 mit ty nhién, thu duoc bing enzym,
tbng hop hoic thao tic di truyén ma lién két dic hidu véi khang nguyén dé tao ra phirc
chét. Céc thuat ngit "doan lién két v6i khang nguyén" cia khang thé, hoic "doan khang
thé”, khi dugc st dung trong ban md td nay, dugc dung dé chi mot hodc nhidu doan
khang thé van gitr dugc kha ning lién két véi protein gai cia MERS-CoV.

Theo cic phuong 4an cu thé, khang .thé hodc doan khang thé theo sang ché c6 thé
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dugc lién hop véi nhom nhu phéi tt hodc nhém diéu tri (“thé lién hgp mién dich”), sﬁch
nhu duoc chét khang virut, khang thé khang MERS-CoV-S thit hai, hosic nhém diéu tri
khac bét ky hiru ich dé diéu tri bénh nhiém do MERS-CoV gy ra.

"Khang thé dugc phan 14p", khi dugc st dung trong ban md ta nay, dugc dung dé
chi khang thé hau nhu khong chira khang thé (Ab) khéc c6 cac dic hidu lién két khac
nhau (vi du, khang thé duoc phan 14p lién két dic hiéu véi MERS-CoV-S, hoic doan ciia
n6, hdu nhu khong chira Ab lién két dic hiéu véi cac khang nguyén khong phai MERS-
CoV-S.

“Khang thé phong b&” hoic "khang thé trung hoa", khi duge str dung trong ban md
ta nay (hodc "khéang thé trung hoa hoat tinh MERS-CoV-S " hoidc “khang thé dbi khang”),
dugc ding dé chi khang thé ma su lién két cia né v6i MERS-CoV-S dan dén wc ché it
nhét mot hoat tinh sinh hoc cia MERS-CoV. Vi du, khang thé theo sang ché ¢co thé ngan
ngira hoic phong bé MERS-CoV lién két véi DPP4.

Thuét ngit “cong hudng plasmon bé mit", khi dugc st dung trong ban mo ta nay,
duoc ding dé chi hién twong quang hoc cho phép phan tich céc twong tdc phan ti sinh
hoc thdi gian thuc bing cach phat hién cac bién ddi v& ndng do protein trong chét nén
cam bién sinh hoc, vi du, béng cach sit dung hé théng BIACORE™ (Pharmacia
Biosensor AB, Uppsala, Sweden and Piscataway, N.J.).

Thuat ngtt “Kp", khi dugc str dung trong ban mo ta nay, dugc dung dé chi hé“mg s6
phén ly can bing ciia twong tac khang nguyén-khéng thé cu thé.

Thuét ngir “epitop” dugc dung dé chi quyét dinh t6 khang nguyén tuong tac véi vi
tri lién két v6i khang nguyén dic hiéu trong ving bién ddi ctia phan tir khang thé dugc
biét 13 paratop. Khang nguyén don 1& c¢6 thé c6 nhidu hon mdt epitop. Do d6, cic khang
thd khéc nhau c6 thé ¢6 thé lien két voi cac ving khac nhau trén khang nguyén va c6 thé
c6 cac tac dung sinh hoc khac nhau. Thuit ngit “epitop” ciing dugc dung dé chi vi trf trén
khéng nguyén ma cac té bao B va/hoic T dap ung. N6 ciing dugc ding dé chi ving khéng
nguyén duoc lién két bdi khang thé. Epitop c6 thé dugc x4c dinh 13 ciu tric hodc chiic
ning. Epitop ciu tric thudong 14 tiéu nhom epitop ciu tric va co cac gde gop phan truc
tiép tao ra 4i luc clia twong téc. Epitop ciing ¢6 thé 12 cAu hinh, nghia 13 dugc ciu tao boi
c4c axit amin khong mach thing. Theo mot sé phuong an, epitop ¢6 thé bao gdm cac
quyét dinh t6 13 nhom phén ti bé mit c6 hoat tinh héa hoc, nhu axit amin, mach bén
dudng, nhém phosphoryl, hodc nhém sulfonyl, va, theo mdt sb phuong én, c6 thé c6 céc
dic tinh cAu tric ba chidu dic hiéu, va/hodc cac dic tinh dién tich dic hiéu.

Thuét ngit “canh tranh chéo”, khi dugc st dung trong ban mo ta nay, c6 nghia la

khang thé hodc doan lién két véi khang nguyén ciia n6 lién két v6i khang nguyén va tc
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ché hoic phong bé sy lién két ctia khang thé khac hodc doan lién két voi khang nguyén
ctia né. Thuét ngit ndy ciing bao gdm su canh tranh giita hai khang thé theo ca hai huéng,
tirc 13, khang thé thir nhit lién két va phong bé su lién két ctia khang thé tht hai va nguoc
lai. Theo mot s phwong &n, khang thé thir nhat va khang thé thir hai c6 thé lién két voi
cling epitop. Theo cach khac, khang thé thtr nhit va khang thé tht hai c6 thé lién két véi
cac epitop khac nhau, song chdng lip sao cho sy lién két ctia khang thé thir nhét wrc ché
hoic phong bé su lién két cta khang thé thtr hai, vi du, nhd 4n ngit khong gian. Sy canh
tranh chéo gifta céc khérig thé c6 thé dugc do bing cic phuong phép da dugc biét 15 trong
linh vuc ndy, vi du, bang thir nghiém giao thoa 16p sinh hoc khéng danh diu, thoi gian
thuc (label-free bio-layer interferometry assay). Su canh tranh chéo gitra hai khang thé c6
thé dwgc thé hién du6i dang lién két ctia khang thé tht hai nho hon tin hiéu nén do sy lién
két ban than-ban thin (trong d6 cic khang thé thir nhét va tht hai 13 cing khang thé). Su
canh tranh chéo gitta hai khang thé c6 thé duoc thé hién duéi dang, vi du, % lién két cua
khang thé thtr hai nhé hon lién két nén ban than-ban thin co s& (trong d6 céc khang thé
thir nhat va thit hai 14 ciing khang thé).

Thudt nglt “hau nhu d@)ng nhét", khi dugc dung dé chi axit nucleic hoic doan cua
né, chi ra rang, khi dugc sip hang t&i wu véi cac nucleotit cai hodc mit véi axit nucleic
khac (hodc sogi bd tro cta nod), co su déng nhét vé trinh tw nucleotit it nhit 90%, va t6t hon
nita 12 it nhit 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% bazo nucleotit, khi do bing phuong phép
ddng nhét trinh tu da biét bit ky, nhu FASTA, BLAST hoic GAP, nhu dugc ban luan bén
dudi. Phan tir axit nucleic ¢6 mirc hdu nhu ddng nhat véi phéan tir axit nucleic tham chiéu
c6 thé, trong mdt sé trudng hop, ma hoa polypeptit c6 cung trinh tu axit amin hodc cé
trinh tu axit amin hdu nhu giéng so vdi polypeptit dugc ma héa boi phan tir axit nucleic
tham chiéu.

Khi 4p dung cho polypeptit, thuat ngit “mirc hdu nhu gidng" hodc “hiu nhur giéng”
6 nghia 14 hai trinh tur peptit, khi dwoc sip hang t6i vu, nhu nhu bing cac chuong trinh
GAP hoic BESTFIT bing cich sir dung céc trong luong khoang tréng mic dinh, c¢6 mirc
ddng nhit trinh ty it nhat 90%, thdm chi 6t hon 1a it nhat 95%, 98% hodc 99%. Tét hon
13, cac vi tri gbc, 12 khong ddng nhét, khac nhau béi céc axit amin thay thé bao toan. "thay
thé axit amin bao toan" 1a thay thé trong d6 gbc axit amin dugc thay thé bing gbe axit
amin khac c6 mach bén (nhém R) c6 cac dic tinh hoa hoc giéng nhau (vi du, dién tich
hodc d§ ky nudc). Noi chung, thay thé axit amin bao toan s& hdu nhu khong 1am thay ddi
c4c dic tinh chirc ning ctia protein. Trong trudong hop hai hodc nhiéu trinh tu axit amin
khac nhau béi cac thay thé bao toan, phan trim hodc mirc d6 gidng nhau c6 thé dugc didu

chinh ting cho ding v&i tinh chit bao toan cua thay thé. Phuong phap didu chinh dugc
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chuyén gia trong linh vuc nay biét 5. Xem, vi du, Pearson (1994) Methods Mol. Biol. 24:
307-331, dugc dua vao trong ban mo ta nay theo cach vién dan. C4c vi du vé& nhém axit
amin c¢6 cac mach bén c6 cac dic tinh héa hoc gidng nhau bao gbm 1) mach bén béo:
glyxin, alanin, valin, loxin va isoloxin; 2) mach bén hydroxyl béo: serin va treonin; 3)
mach bén chira amit: asparagin va glutamin; 4) mach bén thom: phenylalanin, tyrosin, va
tryptophan; 5) mach bén bazo: lysin, arginin, va histidin; 6) mach bén axit: aspartat va
glutamat, va 7) mach bén chira luu huynh: xystein va methionin. C4c nhém thay thé axit
amin bao toan dugc wu tién bao gbém: Vélin-loxin-isoloxin, phenylalanin-tyrosin, lysin-
arginin, alanin-valin, glutamat-aspartat, va asparagin-glutamin. Theo cach khéc, thay thé
bao toan 1 thay d6i bat ky c6 gia tri dwong trong ma trin x4c suét ctia log PAM250 duoc
md ta trong Gonnet va cdc dong tde gia (1992) Science 256: 1443 45, dugc dua vao
trong ban mod t4 nay theo cach vién dan. Thay thé "bao toan vira phai" 14 thay ddi bat ky
c6 gia tri khong 4m trong ma tran x4c suit ctia log PAM250.

Mirc gibng trinh tu dbi véi cac polypeptit thuong duge do bing phin mém phan
tich trinh tu. Phin mé&m phén tich protein so khdp céc trinh tu giéng nhau bing cach cac
s6 do v& murc gibng gan cho cac thay thé khic nhau, mit va cdc cai bién khac, bao gbm
céc thay thé axit amin bao toan. Vi du, phdn mém GCG chita cic chwong trinh nhu GAP
va BESTFIT ma c6 thé duge st dung véi cac thong s6 mic dinh dé x4c dinh dé xac dinh
murc twong ddng trinh tw hoic mirc giéng trinh tw gita cac polypeptit c6 ho hang gan giii,
nhu céc polypeptit twong ddng tir cac loai sinh vat khac nhau hoic gitta protein kidu dai
va mutein ctia né. Xem, vi du, GCG Version 6.1. cac trinh tu polypeptit ciing c6 thé duoc
so sanh biang cich FASTA véi cac thong sé mic dinh hodc khuyén cdo; chuong trinh
trong GCG Version 6.1. FASTA (vi du, FASTA2 va FASTA3) tao ra céc tuyén va phan
tram mirc gidng trinh tw ciia cac ving chdng lap tét nhét gitra cAc trinh tu truy van va tim
kiém (Pearson (2000) supra). Thuét toan duge wu tién khac khi so sanh trinh tu theo séng
ché véi co s& dit lidu chira sb luong 16n trinh tu tir cic sinh vat khéc nhau l1a chuong trinh
may tinh BLAST, dic biét 14 BLASTP hoic TBLASTN, bing cich cic thong sb mic
dinh. Xem, vi du, Altschul va cdc do“ng tdc gia (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410 va
(1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, dugc dua vao trong bdn mo ta nady theo cach
vién dan. |

Cum tur “lugng hitu hiéu didu tri” co nghia 1a lugng tao ra tic dung mong mudn dé
no6 dugc st dung. Lugng chinh x4c s& phu thudc vao muc dich didu tri, va s& dugc chuyén
gia trong linh vuc ndy x4c dinh bing cich cic k§ thut da biét rd (xem, vi du, Lloyd
(1999) The Art, Science and Technology of Pharmaceutical Compounding).

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thudt ngi “d6i tuong” dugc dung dé chi
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dong vat, t6t hon 1a dong vat c6 v, tot hon nita 12 ngudi, cAn 1am thuyén giam, ngin
ngira va/hodc didu tri bénh hoic r6i loan nhu bénh nhiém virut. Thuat ngit nay bao gdm
céc dbi twong 1a ngudi méc hoic c¢6 nguy co méic bénh nhidm MERS. .

Khi dugc stt dung trong ban mo ta nay, cac thudt ngir “dilu tri”, “viéc diéu tri” chi
viéc 1am giam hodic 1am thuyén gidm mirc d6 nghiém trong cla it nhat mot tridu ching
hoic diu hiéu nhidém MERS do viéc sir dung chét diéu tri nhu khéng thé theo séng ché
cho dbi twong can diéu tri. Cac thuat ngit bao gbm viéc trc ché su tién trién ctia bénh hoc
su trim trong ctia bénh nhiém. Céc thuat ngt con bao gém viéc chin doan chu dong bénh,
tire 13, dbi tugng ¢ thé khong bj nhidm hodc tai lwong virut giam hoic khong cé sau khi
st dung chit diéu tri nhu khang thé theo sang ché. Chat didu tri c6 thé duogc st dung &
lidu diéu tri cho dbi tugng. |

Céc thuét ngit “ngin ngira”, “viéc ngin ngira” chi viée ¢ ché biéu hién nhiém
MERS hoic triéu chirg hodc ddu hiéu nhiém MERS bét ky sau khi st dung khang thé
theo sang ché. Thuit ngit ndy bao gém viéc ngan ngira su 1y nhiém ¢ dbi tuong da ﬁép
xtic v6i virut hodc c6 nguy co nhiém MERS.

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, thuit ngt “duoc chét khang virut” duogc
ding dé chi dugc chit hoic lidu phéap chéng nhiém bét ky dugc sir dung dé diéu tri, ngin
ngira hodc 1am thuyén giam bénh nhifm virut & déi twong. Thuat ngit “dugc chét khang
virut” bao gém, nhung khong chi gi¢i han @, ribavirin, oseltamivir, zanamivir, interferon-
alpha2b, thudc giam dau va corticosteroit. Trong ban md ta ndy, bénh nhidém virut bao
gbm bénh nhiém do virut corona & ngudi gy ra, bao gdm, nhung khong chi giéi han &,
MERS-CoV, HCoV_229E, HCoV_NL63, HCoV-0OC43, HCoV_HKU1, va SARS-CoV.
Mo ta chung

Liéu phap mién dich thu dong dé phong hodc didu tri bénh nhiém di duge st dung
trong hon mét thap ky, thuong duoc sir dung dudi dang huyét thanh ngudi phuc hdi chira
hiéu gia cao khang thé ‘trung hoa (Good et al 1991; Cancer 68: 1415-1421). Hién nay,
nhiéu khang thé don dong tinh sach dang trong giai doan phat trién tién 1am sang va lam
sang dung 1am chét khang khuin (Marasco et al 2007; Nature Biotechnology 25: 1421-
1434).

Trong ban mb ta ndy, céc tac gia sang ché mé ta khang thé nguoi ddy du va doan
lién két voi khang nguyén cta né lién két ddc hiéu voi MERS-CoV-S va diéu bién tuong
tac cia MERS-CoV-S v6i DPP4. Khang thé khang MERS-CoV-S c6 thé lién két véi
MERS-CoV-S véi 4i Iuc cao. Theo mot sé phuong an, khang thé theo sang ché 13 khang
thé phong bé trong d6 khang thé lién két v6i MERS-CoV-S va phong bé su tuong tic clia
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MERS-CoV-S v6i DPP4. Theo mét sb phuong 4n, khang thé phong bé theo sang ché c6
thé phong bé su lién két cia MERS-CoV-S v6i DPP4 va/hoic e ché hoic trung hoa tinh
gay nhiém virut vao té bao chi. Theo mdt sé phuong an, khang thé phong bé c6 thé hiru
dung dé diéu tri dbi twong bi nhiém MERS. Theo mét ) phuong an, khang thé dugc chon
khong canh tranh chéo dé lién két vdi protein gai s& dugc st dung két hop duéi dang hdn
hop @8 1am giam kha ning virut trén thot nhe dot bién dé dap lai 4p luc chon loc ddi véi
mdi thanh phdn. Céc khéng thé nay, khi dugc sit dung cho déi twgng can didu tri, c6 thé
lam giam bénh nhi®m béi virut nhw MERS-CoV & dbi twrgng. Chiing c6 thé dugc sir dung
d& 1am giam tai lugng virut & di tuong. Ching c6 thé dugc st dung mot minh hodc dudi
dang lidu phap phu véi cic nhém hodc phuong thic didu tri khic di dugc biét 16 trong
linh vuc nay dé diéu tri bénh nhiém virut. Ciing dugc ching minh trong ban md ta niy
ring cac khang thé nay lién két vdi céc epitop trén protein S di dugc bao toan trong qua
trinh tién héa ty nhién cta virut trong hai nim qua. Hon nita, mé hinh chudt chuyén gen
méi da dugc st dung dé chimg minh ring cic khang thé da nhan dang c6 thé ngin ngira
chudt khoi bi nhifm ciing nhu 1am thuyén giam bénh nhidm d3 mic truée d6 trong mod
hinh didu tri sau tiém. Trong vi du 7, chimg minh ring viéc st dung khing thé
khangMERS-Cov-S mot ngay trudc khi nhidm ¢6 thé lam giam murc sao chép MERS-
CoV dén gin mirc phat hién trong céc thtr nghiém virut sbng va 3 loga trong thir nghiém
ARN virut. Khang thé nay chimg t6 viéc ngan ngira phu thudc liéu, do lidu khang thé thip
hon ding 24 gid trude nhiém c6 kha ning phong bé MERS-CoV t&i muc kém hon. Ngoai
ra, phan tich mé phdi cho thdy rang chudt dugc didu tri truée bang khang thé nay lam
giam sy tao vién quanh phé quan do MERS-CoV giy ra, su day thanh phé nang, va &
viém chung.

Trinh tw axit amin c6 chiu dai ddy da cia protein gai cia MERS-CoV c¢6 chidu dai
ddy du dugc néu trong SEQ ID NO: 457. Theo mét s6 phuong an, khang thé theo séng
ché duge thu tr chudt duge gdy mién dich béng chét gdy mién dich so cép, nhu protein
gai cia MERS-CoV ¢6 chidu dai diy da (SEQ ID NO: 457) hoic bang dang ti t6 hop
cia MERS-CoV-S hoidc doan MERS-CoV-S duoc cai bién (vi du, SEQ ID NO: 458), tiép
theo gdy mién dich bang chit gy mién dich thw cip, hoic bing doan c6 hoat tinh gay
mién dich cia MERS-CoV-S.

Chét gay mién dich c6 thé 14 doan c6 hoat tinh sinh hoc va/hoic gay mién dich cta
MERS-CoV-S hodc ADN mi hoa doan hoat tinh ciia n6. Poan nay c6 thé duoc tao ra tir
vung dau tan cung N hodc d4u tan cung C ciia MERS-CoV-S. Theo mdt s6 phuong an
ciia sang ché, chit gdy mién dich 12 doan MERS-CoV-S nim trong gi6i han céc gbe axit
amin 367 — 606 cua SEQ ID NO: 457.
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Céc peptit c6 thé duge cai bién dé bao gdm doan bd sung hoic thay thé mét s gbc
dé gin dubi hodc nham lién hop v6i phan tir chit mang, nhu KLH. Vi du, xystein c6 thé
duogc bd sung vao diu tan cung N hodc déu tin cung C cuta peptit, hodc trinh ty lién két ¢6
thé dugc bd sung vao dé tao ra peptit ding dé lién hop véi, vi du, KLH dé gay mién dich.

Mot sb khang thé khang MERS-CoV-S theo sang ché c6 thé lién két v6i va trung
hoa hoat tinh cia MERS-CoV-S, nhu xac dinh dugc béng cac tht nghi€ém in vitro hoac in
vivo. Kha ning khéang thé theo sang ché lién két vdi va trung hoa hoat tinh ctia MERS-
CoV-S ¢6 thé duge do bang phwong phap bit ky dugc chuyén gia trong linh vuc nay biét
r0, bao gém thtr nghiém lién két, hodc thir nghiém hoat tinh, nhu dugc mo ta trong ban
mo ta nay.

Céc thtr nghiém in vitro duoc 14y larm vi dy, khong gi6i han, dé do hoat tinh lién két
va phong bé dugc mo ta trong cac vi du 4 — 5, trong ban md ta nay. Trong vi du 4, 4i luc
lién két va hing sb phén ly cta khang thé khang MERS-CoV-S d6i véi MERS-CoV-S
dugc xac dinh béng thtr nghiém cong hudng plasmon bé mit. Trong vi du 5, thit nghiém
trung hoa dugc st dung dé xac dinh kha ning gdy nhiém cta hat tuong tw virut chira
protein gai cia MERS-CoV.

Khang thé dic hidu v6i MERS-CoV-S ¢6 thé khong chira chét danh ddu hodc nhom
b sung, hodic né c6 thé chira chét danh diu hoic nhém & diu tin cing N hodc diu tan
cung C. Theo mdt phwong 4n, chit danh diu hoic nhém 12 biotin. Trong thir nghiém lién
két, vi tri danh d4u (nu c6) c6 thé xac dinh hudng peptit so v6i bé mit ma trén doé peptit
nay dugc lién két. Vi du, néu bé mit dugc phu avidin, peptit chira biotin & dau tan cung N
s& duge dinh hudng sao cho phin dau tan cing C s& & cach xa bé mit. Theo mot phuong
an, chit danh d4u 14 nuclit phong xa, thudc nhuém huynh quang hozc chit danh ddu phét
hién duge bang MRI. Theo mdt sé phwong 4n, cic khang thé dugc danh diu nay c6 thé
dugc sir dung trong thir nghiém chin doan bao gdm thir nghiém tao anh.
Doan lién két voi khdng nguyén ciia khdng thé

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, thuét ngit “khang thé", khi dugc str dung trong ban mo ta
nay, s& duoc hiéu 12 phan tir khéng thé gdm hai chudi ning globulin mién dich va hai
chudi nhe globulin mién dich (tirc 12 "phan tir khang thé diy du") ciing nhu doan lién két
v6i khang nguyén cia né. Céac thuét ngit "phin lién két véi khang nguyén" cia khang thé,
"doan lién két v&i khang nguyén" cta khang thé, va thuat ngit twong tu, khi dugc sir dung
trong ban md ta nay, bao gdbm polypeptit hoic glycoprotein bit ky c6 mit tw nhién, thu
dugc bing enzym, téng hop hodc thao tic di truyén ma lién két dic hiéu véi khang
nguyén dé tao ra phitc cht. Cac thuit ngit "doan lién két voi khang nguyén" cia khang

thé, hoic "doan khang thé”, khi dugc st dung trong bdn md ta nay, dugc dung dé chi mot
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hozc nhidu doan khéang thé van gitt dugc kha ning lién két v6i protein gai cia MERS-
CoV. Doan khang thé c6 thé bao gé)m doan Fab, doan F(ab'),, doan Fv, doan dAb, doan
chira CDR, hodc CDR dugc phén 14p. Theo mot sb phuong an, thuat ngit “doan lién két
v6i khang nguyén” dugc ding dé chi doan polypeptit ctia phan tir lién két voi khang
nguyén nhiéu dic hiéu. doan lién két voi khang nguyén cia khang thé c6 thé dugc tao ra,
vi du, tir phan tir khang thé diy da bang cach st dung cac k§ thuat chudn thich hop bét ky
nhu cit protein hodc céc k¥ thuat thao tac di truyén tai tb hop bao gém viéc thao thc va
biéu hién ADN ma héa cac ving bién dbi va 6n dinh (tiy ) ctia khang thé. ADN nay la
da biét va/hodc dé dang c6 dugc, vi duy, tir cac nguén thuong mai, ngdn hang ADN (bao
g61n, vi du, ngén hang thé thuc khuén-khémg thé), hoic c6 thé duge téng hop. ADN c6
thé dwogc xéc dinh trinh ty va thao tac biang phuong phap hoéa hoc hoic bing k§ thuét sinh
hoc phén tir, vi duy, sép Xép mot hodic nhiéu ving bién d6i va/hoic vung 6n dinh thanh ciu
hinh thich hgp, hodc dua vao céc codon, tao cac géc xystein, cai bién, bd sung hodc loai
bé axit amin, v.v. _

Céc vi du khéng gidi han vé& doan lién két voi khang nguyén bao gdm: (i) doan Fab;
(ii) doan F(ab")2; (iii) doan Fd; (iv) doan Fv; (v) phan tir Fv chudi don (scFv); (vi) doan
dAb; va (vii) don vi nhan biét t6i thiéu gdbm cac gdc axit amin mé phéng ving siéu bién
ctia khang thé (vi du, ving quyét dinh tinh bd trg (CDR) dugc phan l4p nhu peptit
CDR3), hodc peptit FR3-CDR3-FR4 bit budc. Cac phan t& dugc thao tic khéc, nhu
khang thé dic hiéu viing, khang thé don ving, khang thé loai b6 ving, khang thé de_ing
kham, khang thé ghép CDR, khang thé hai thanh phin, khang thé ba thanh phin, khang
thé bdn thanh phén, khang thé mini, khang thé nano (vi du, khang thé mini don trj, khang
thé nano hoéa tri hai, V.V.), thudc mién dich modun nhé (Small modular
immunopharmaceutical: SMIP), va cac ving bién dbi IgNAR ctia c4 mép, ciing dugc bao
ham trong thuat ngit "doan lién két v6i khang nguyén", khi dugc st dung trong ban mé ta
nay. |

Théng thuong, doan lién két véi khang nguyén ciia khang thé chua it nhit mot
ving bién d6i. ving bién dbi c6 thé c¢6 kich thudc hodc thanh phén axit amin bit ky va
néi chung chua it nhit mét CDR, CDR nay nim lién k& hoiic trong khung v&i mot hodc
nhiéu trinh ty khung. Tfong doan lién két voi khang nguyén c¢6 ving Vy t6 hop véi ving
Vi, cac vung Vg va Vi nay dugce dat tuong ddi v6i nhau theo céach sép xép thich hop bét
ky. Vi duy, vung bién dbi c6 thé 1a dime va chtra cac dime Vi - Vi, Vg - Vi hodc Vi - V.
Theo cach khac, doan lién két véi khang nguyén ciia khang thé c6 thé chura viing Vi hodic
VL monome.

Theo mét s phwong 4n, doan lién két v&i khang nguyén ctia khang thé c6 thé chua
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it nhit mot ving bién dbi lien két cong hoa tri vdi it nhit mot ving 6n dinh. Céc c4u hinh
dugc 1éy lam vi dy, khong gigi han, cia cac ving bién ddi va dn dinh ma c6 thé duge tim
thdy bén trong doan lién két voi khang nguyén cia khang thé theo sang ché bao gdm: (i)
Vy -Cyl; (ii) Vg -Cy2; (iii) Vg -Cy3; (iv) Vg -Cyl-Cy2; (v) Vg -Cyl-Cy2-Cy3; (vi) Vy -
Cu2-Cy3; (vii) Vg -Cy; (viii) Vi -Cyl; (ix) Vi -Cy2; (x) Vi, -Cy3; (xi1) Vi -Cyl-Cy2; (xii)
Vi -Cyl-Cy2-Cy3; (xiii) Vi -Cy2-Cy3; va (xiv) Vi, -Cr. Trong cu hinh bat ky clia cac
ving bién déi va én dinh, bao gdm céu hinh bét ky trong s cac ciu hinh dugc 14y 1am vi
du néu & trén, cac vung bién ddi va 6n dinh ¢6 thé dugc lién két truc tiép v6i1 nhau hodc
c6 thé duoc lién két nho ving ban 18 hoic lién két diy du hodc mot phan. Ving ban 18 ¢6
thé géln it nhat 2 (vi du, 5, 10, 15, 20, 40, 60 hozc hon) axit amin, tao ra li€n két linh
dong hodc ban linh dong gitra cac ving bién ddi va/hodc dn dinh lién k& trong phén tir
polypeptit don. Hon nita, doan lién két voi khang nguyén cia khang thé theo sang ché c6
thé chira dong dime hoic di dime (hodc multime khac) c6 cdu hinh ving bién dbi va 6n
dinh bat ky néu & trén frong td hop khong cong hoa tri véi nhau va/hodc véi mot hoic
nhidu ving Vi hodc Vi monome (vi du, nhor (cac) lién két disulfua).

Gibng véi phan tir khang thé day du, doan lién két véi khang nguyén c6 thé 1a dic
hiéu duy nhét hodc nhiéu dic hidu (vi du, hai dic hiéu). Poan lién két véi khang nguyén
nhiéu ddc hidu ctia khang thé thuong chira it nhét hai viing bién dbi khac nhau, trong d6
mdi ving bién ddi ¢6 kha ning lién két dic hidu v6i khang nguyén riéng biét hodc véi
epitop khac trén ciing khang nguyén. Dang khang thé nhiéu dic hidu, bao gdm céc dang
khang thé hai dic hiéu duogc léy lam vi du dugc bdc 1§ trong ban mo ta nay, cod thé dugc
lam thich Gmg dung dé tao ra doan lién két v6i khang nguyén cua khang thé theo sang ché
bang cach sit dung cac k§ thuét thong thudong da biét trong linh vuc nay.

Diéu ché khdng thé ngwoi

Phuong phap tao ra khang thé ngudi & chudt chuyén gen 13 da duogc biét 15 trong
linh vic nay. Phuong phéap bat ky trong sd cdc phuong phap da biét ndy co thé duoc st
dung theo séng ché dé tao ra khang thé ngudi lién két dic hidu véi protein gai cia MERS-
CoV.

Chét gay mién dich bao gdm chat bit ky trong s cc chét sau c6 thé duogc sir dung
dé tao ra khang thé khang protein gai cia MERS-CoV. Theo mot sé phuong 4an, khéng
thé theo sang ché dugc thu tir chudt da dugc giy mién dich bing protein gai cia MERS-
CoV kiéu dai, c6 chiéu dai ddy du (Xem, vi du, s luu gitt AFS88936.1 trong ngan héng
gen) (SEQ ID NO: 457), hodc b%mg ADN ma3 hoéa protein nay hodc doan cta nd. Theo
céch khéc, protein gai hodic doan ctia n6 c6 thé dé tao ra bing cac k§ thuat sinh hoa chuin

va dugc cai bién va st dung 1am chét giy mién dich. Theo mot phuong 4n, chit gy mién

-27-



33082

dich 1a vung lién két vai thu thé (S1) cia protein gai cia MERS-CoV. Theo mét sb
phuong 4n cta sang ché, chit giy mién dich 13 doan protein gai cia MERS-CoV nam
trong gidi han cac gdc axit amin 367-606 ctia SEQ ID NO: 457.

Theo mdt sb phuong 4n, chit gdy mién dich c6 thé 1a peptit ving lién két véi thu
thé cta protein gai cia MERS-CoV tai t hop dugc biéu hién & E. coli hodc & té bao co
nhan dién hinh hodc déng vat c6 vi khac bit ky nhu t€ bao trimg chudt tai ma Trung
Quéc (Chinese hamster ovary: CHO).

Bing cach st dung cong nghé VELOCIMMUNE® (xem, vi du, US 6,596,541,
Regeneron Pharmaceuticals, VELOCIMMUNE®) hoic phwong phap da biét khac bat ky
dé tao ra khang thé don dong, khang thé dang kham &i luc cao v6i MERS-CoV-S trudc
hét dugc phan 14p c6 ving bién ddi ciia ngudi va ving 6n dinh cia chudt. Cong nghé
VELOCIMMUNER® bao gdm viéc tao ra chudt chuyén gen c6 hé gen chira cic viing bién
dbi cua chudi nang va chudi nhe cia ngudi lién két hoat dong véi cac locut ving dn dinh
ndi sinh ctia chudt sao cho chudt nay tao ra khang thé chua vung bién dbi cua nguoi va
ving 6n dinh cta chudt dé dap lai sy kich thich ctia khang nguyén. ADN mi hoa cac
viing bién dbi cta chudi ning va chudi nhe cua khang thé duoc phén l4p va dugc lién két
hoat dong v6i ADN ma héa céc ving 6n dinh ctia chudi ning va chudi nhe ciia ngudi.
tiép theo, ADN nay dugc biéu hién & t& bao c6 kha ning biéu hién khang thé nguoi day
du.

N6i chung, chudét VELOCIMMUNE® dugc gdy mién dich 1in diu bing khang
nguyén nghién ctru, va céic té bao lympho nhu té bao B) dugc thu tir chuot biéu hién
khang thé. Té bao lympho nay c6 thé dugc dung hop véi dong té bao u tiy dé tao ra dong
té bao lai bét tir, va dong t& bao lai ndy dugc sang loc va chon loc dé nhin dang dong té
bao lai san xuét khang thé dic hiéu véi khang nguyén nghién ctru. ADN ma héa cac ving
bién dbi cua chudi ning va chudi nhe c6 thé duoc phén 13p va lién két v6i cac ving 6n
dinh isotyp mong mudn ciia chudi ning va chudi nhe. Protein khang thé nay c6 thé d&qc
san xuit trong t& bao, nhu t& bao CHO. Theo cach khic, ADN ma khang thé dang kham
ddc hiéu véi khang nguyén hodc cac ving bién dbi cia cac chudi nhe va chudi ning c6
thé duoc phan 1ap truc tiép tir té bao lympho dic hiéu véi khang nguyén.

Truée hét, khang thé dang kham 4i luyc cao dugc dugc phén lap c6 ving bién d6i
ctia ngudi va ving 6n dinh cta chudt. nhu trong phan thuc nghiém duéi ddy, khang thé
duogc xé4c dinh dic diém va chon céc dic tinh mong mudn, bao gdém &i lyc, tinh chon loc,
epitop, v.v. Cc viing én dinh ctia chudt dwoc thay bang ving 6n dinh ciia ngudi mong
mudn dé tao ra khang thé nguoi day du theo sang ché, vi du, IgG1 hoic IgG4 kiéu dai

hodc dugc cai bién. Mac du ving on dinh dugc chon cé the thay doi theo viéc sir dung cu
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thé, cac dic tinh lién két v6i khang nguyén 4i luc cao va dic hiéu dich van thudc vé ving
bién doi.
Twong dwong sinh hoc

Khang thé va doan khang thé khdang MERS-CoV-S theo sing ché bao gdm cac
protein c6 trinh ty axit amin khac v6i trinh ty axit amin cia cic khang thé dugc mé ta,
song van gitt dugc kha ning lién két v6i protein gai cia MERS-CoV. Céc khang thé va
doan khéang thé bién thé nay bao gdm mot hodc nhiéu axit amin bd sung, mét hoic thay
thé so véi trinh ty ban ddu, song bidu hién hoat tinh sinh hoc vé co ban trong dwong véi
hoat tinh sinh hoc cta cac khang thé duoc mb ta. Twong tu, trinh tu ADN ma héa khang
thé theo sang ché bao g6m trinh tu chira mot hodc nhiéu nucleotit bd sung, mét hoic thay
thé so véi trinh ty dugc md ta, song ma hoéa khang thé hodc doan khéng thé vé co ban
twong duong sinh hoc v6i khang thé hodc doan khang thé theo sang ché.

Hai protein, hodc khang thé, lién két véi khang nguyén dugc coi 13 twong duong
sinh hoc néu, vi du, ching 1a cac duong lugng dugc hodc cdc dang dugc thay thé ma toc
do va pham vi hép thu khong thé hién su khéc biét dang ké khi dugc str dung & cing lidu
mol trong céac diéu kién thuc nghiém tuong tu, liéu duy nhét hodc nhiéu lidu. Mot sb
khang thé s& duoc coi 13 twong duong hoic dang dugc thay thé néu chung tvong dwong
vé pham vi hdp thu song khéng twong duong vé tbc d6 hip thu va van cé thé duoc coi 1a
twong dwong sinh hoc do céc khac biét vé tbc do hép thu nay 14 c6 chi ¥ va dugc phan
anh trong viéc dan nhan, khong cin dat dugc ndng do duge chét hitu hiéu trong co thé dbi
v6i, vi du, viée st dung kéo dai, duge coi 1a khong dang ké v& y té dbi véi duge phim cu
thé dwoc nghién ctru. .

Theo mot phuohg an, hai protein lién két voi khang nguyén 13 twong duong sinh
hoc néu khong c6 khac biét 1dm sang dang ké v& do an toan, do tinh khiét hodc hiéu
nghiém cua chung.

Theo mdt phuong 4n, hai protein lién két v&i khang nguyén 1a tuong duong sinh
hoc néu bénh nhan c6 thé ngit mot hoc nhidu 14n giita san phim tham chiéu va san phim
sinh hoc ma khong gia ting nguy co tic dung phuy, bao gdm thay ddi 14m sang déng ké vé
tinh gy mién dich, hoic tic dung giam, 50 v6i lidu phap lién tuc ma khong ngét nhu vay.

Theo mdt phuong 4n, hai protein lién két véi khang nguyén 13 tuong duong sinh
hoc néu chung tic dong bing co ché hodc cic co ché tac dong chung dbi véi diéu kién
hoic céc diéu kién sir dung, dén pham vi ma céc co ché nay s€ dugc biét.

Tuwong duong sinh hoc c6 thé dugc chimg minh bing cic phuong phép in vivo
va/hodc in vitro. Cac phép do twong dwong sinh hoc bao gdm, vi dy, (a) thit nghiém in

vivo 6 nguoi hodac dong vat cé va khac, trong do néng d6 khang thé hodc chit chuyén hoa
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ctia n6 duoc do trong mau, huyét tvong, huyét thanh hoic dich thé sinh hoc khac dudi
dang ham thoi gian; (b) thtr nghiém in vitro tuong quan véi va dy doan dugc mot cach
hop ly s6 liéu d6 sinh kha dung in vivo; (é) thtr nghiém in vivo & nguoi hodc dong vat co
via khéc trong d6 tac dung dwoc 1y clp thich hop cta khing thé (hoic dich cia né) dugce
do duédi dang ham thoi gian; va (d) trong thi nghiém 1am sang dwoc kiém soét tbt, thir
nghiém nay xac nhan do an toan, hiéu qua, hodc d¢ sinh kha dung hodc tuong duong sinh
hoc ciia khang thé. |

Céc bién thé twong duong sinh cta khang thé theo séng ché c6 thé duogc céu tric,
vi du, béng cach tao ra cac géc hodc trinh tu thay thé khac nhau hoic loai bé céa géc hoac
trinh ty diu tin cung hodc bén trong khong can thiét cho hoat tinh sinh hoc. Vi du, céc
gbc xystein khong can thiét cho hoat tinh sinh hoc c6 thé dugc loai bo hoc thay bing cic
axit amin khac dé ngan nglra vi€c tao ra cac ciu disulfua noi phan t& khong can thiét hbac
khong chinh x4c sau khi hdi tinh. Trong cac trudng hop khéic, khang thé twong duong
sinh ¢6 thé bao gdm cac bién thé khang thé chira cic thay dbi axit amin, ching cai bién
cac dic tinh glycosyl hoa ctia khang thé, vi du, cac dot bién loai bé su glycosyl héa.
Khdng thé khing MERS-CoV-S chira bién thé Fc

Theo mdt sb phuong 4n cta sang ché, khang thé khang MERS-CoV-S dugc dé
xuét chtra ving Fc chira mot hodic nhidu dot bién c6 tic dung ting cudng hodc loai bod su
lién két ctia khang thé vé6i thu thé FcRn, vi du, & dd pH axit so véi 6 pH trung tinh. Vi
du, séng ché bao gém khang thé khang MERS-CoV-S chira dot bién & vung Cy2 hodc
Cy3 cia ving Fc, trong d6 dot bién nay 1am gia ting i luc ciia Fc v6i FcRn trong mdi
truong axit (vi dy, trong ndi bao noi do pH niam trong khoang tir 5,5 dén 6,0). Cac dot
bién ndy c6 thé 1am gia ting thdi gian ban hily ctia khang thé trong huyét thanh khi dugc
stt dung cho dong vat. Cac vi du khong gidi han v& céc cai bién Fc nay bao gém, vi du,
cai bién & vi tri 250 (vi du, E hodc Q); 250 va 428 (vi du, L hoic F); 252 (vi dy, L/Y/F/W
hodc T), 254 (vi du, S hodc T), va 256 (vi du, S/R/Q/E/D hodc T); hodc cai bién & vi tri
428 va/hodc 433 (vi du, H/L/R/S/P/Q hodc K) va/hodc 434 (vi du, A, W, H, F hodc Y
[N434A, N434W, N434H, N434F hodc N434Y]); hodc cai bién & vi tri 250 va/hoic 428;
hoic cai bién & vi tri 307 hoic 308 (vi du, 308F, V308F), va 434. Theo mot phuong 4n,
cai bién nay bao gdm cai bién 428L (vi du, M428L) va 434S (vi du, N434S); 428L, 2591
(vi du, V259]), va cai bién 308F (vi du, V308F); 433K (vi du, H433K) va céi bién 434 (vi
du, 434Y); cai bin 252, 254, va 256 (vi du, 252Y, 254T, va 256E); cai bién 250Q va
428L (vi du, T250Q va M428L); va cai bién 307 va/hoic 308 (vi du, 308F hodc 308P).
Theo phuong an khéc, cai bién nay bao gdm cai bién 265A (vi du, D265A) va/hoic cai
bién 297A (vi du, N297A). '
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Vi duy, sang ché bao gdm khang thé khang MERS-CoV-S chtra viing Fc chira mot
hozic nhidu ciip hoic nhém ddt bién dugc chon tir nhém bao gbdm: 250Q va 248L (vi du,
T250Q va M248L); 252Y, 254T va 256E (vi duy, M252Y, S254T va T256E); 428L va
434S (vi du, M428L va N434S); 2571 va 3111 (vi dy, P2571 va Q3111); 2571 va 434H (vi
du, P2571 va N434H); 376V va 434H (vi du, D376V va N434H); 307A, 380A va 434A
(vi du, T307A, E380A va N434A); va 433K va 434F (vi dy, H433K va N434F). Tit ca
cac td hop c6 thé ¢ ciia cac dot bién viing Fc néu trén va cac dot bién khéc bén trong cac
viing bién ddi ctia khang thé dugc boc 16 trong ban mod ta nay, déu ndm trong pham vi cia
sang ché. |

Sang ché ciing bao gdbm khang thé khang MERS-CoV-S chtra ving én dinh cia
chudi ning dang kham (Cy), trong dé ving Cy dang kham bao gdm cac doan dugc tao ra
tir cac viing Cy c6 nhidu hon mot isotyp globulin mién dich. Vi du, khang thé theo sang
ché ¢6 thé bao gbm ving Cy dang kham bao gdbm mot phin hoiic toan bd ving Cy2 duge
tao ra tir phan tir [gG1 ciia ngudi, IgG2 clia ngudi hodc IgG4 clia ngudi, két hop voi mot
phan hoic toan bd ving Cy3 dugce tao ra tir phan tir IgG1 ciia ngudi, [gG2 cia ngudi hoic
IgG4 ctia nguoi. Theo mot sb phwong an, khang thé theo sang ché bao gdm ving Cy dang
kham c6 ving ban 1& dang kham. Vi dy, ving ban 18 dang kham c6 thé bao gdm trinh ty
axit amin "ban 18 trén" (cac gdc axit amin tir cic vi tri 216 dén 227 theo cach d4anh s EU)
dugc tao ra tir ving ban 18 IgG1 cta ngudi, IgG2 cta ngudi hodc IgG4 cia ngudi, két hop
v6i trinh ty "ban 18 dudi" (cac gbe axit amin tir cac vi tri 228 dén 236 theo cach danh sb
EU) duoc tao ra tir ving ban 18 IgG1 cta ngudi, IgG2 cla ngudi hoic IgG4 ctia ngudi.
Theo mét sé phuong 4n, ving ban 18 dang kham bao gdm céc gbc axit amin duoc tao ra
tir ban 18 trén IgG1 cua ngudi hodc IgG4 cua ngudi va cac gbe axit amin duoc tao ra tir
ban 1& dudi IgG2 ciia ngudi. khang thé bao gbm ving Cy dang kham nhu dugc md ta
trong ban mod ta ndy c6 thé, theo mot sb phwong an, bidu hién cac chirc nang tic dong Fc
dugc cai bién ma khong tac dong bét loi dén cac dic tinh diéu tri hodc dugc dong luc cla
khang thé. (Xem, vi du, don M§ tam thoi s6 61/759,578, ndp ngay 1/2/2013, dugc dua
vao trong ban mo ta nay theo cach vién dan).

Cdc dic tinh sinh hoc ciia khdng thé

N6i chung, khang thé theo sang ché hoat dong bing cach lién két véi protein gai
ctia MERS-CoV. Theo mdt s6 phuong an, khang thé theo sang ché lién két véi ai luc cao
v6i mdt hodc nhidu axit amin trong ving lién két vé6i thu thé (RBD) cua protein gai cia
MERS-CoV. Vi du, sing ché bao gdbm khang thé va doan lién két véi khang nguyén ciia
n6 ma lién két véi RBD protein gai cia MERS-CoV dang kham (vi du, & 25°C hoic &
37°C) véi Kp nhé hon 20nM khi do bang cong hudng plasmon bé mit, vi du, bing cach
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st dung dang thtr nghi€ém dugc xéc dinh trong vi du 4 trong ban mo ta nay. Theo mét sb
phuong 4n, khang thé hodc doan lién két voi khang nguyén cia né lién két véi MERS-
CoV-S v6i Kp nho hon 20nM, nho hon 10nM, nho hon 5nM, nhé hon 2nM, nhé hon
1nM, nhé hon 500pM, nhé hon 250pM, hoic nhé hon 100pM, khi do bing cong hudng
plasmon bé mit, vi du, b%mg cach st dung dang thir nghiém dugc x4c dinh trong vi du 4
trong ban mo ta nay, hkoeflc thir nghiém hau nhu twong tu.

Sang ché ciing bao gdm khéang thé va doan lién két v4i khang nguyén cta né lién
két v6i protein gai cia MERS-CoV véi thoi gian ban hity (t%2) 16n hon 2,1 phit khi do
bing cong hudng plasmon bé mit & 25°C, vi dy, bing cach st dung dang thir nghiém
dugc x4c dinh trong vi du 4 trong ban md ta nay, hodc thir nghiém hiu nhu tuong tu.
Theo mot sé phuong an, khang thé hodc doan lién két véi khang nguyén theo sang ché
lién két v6i protein gai cia MERS-CoV Véi t’2 16n hon 5 phut, 16n hon 10 phut, 16n hon
30 phut, I6n hon 50 phut, 16n hon 100 phut, 16n hon 150 phut, 16n hon 200 phut, hoéc 16n
hon 250 phut, khi do bang cong hudng plasmon bé mit & 25°C, vi du, bang cach st dung
dang thir nghiém dwgc xic dinh trong vi du 4 trong ban md ta nay (vi dy, dang bay mAb
hoic by khang nguyén); hoc thtr nghiém hiu nhu twong tu.

Sang ché ciing bao gdm khéang thé va doan lién két voi khang nguyén cia né lién
két véi protein gai cia MERS-CoV véi thoi gian ban huy (t%) 16n hon 1,5 phut khi do
bang céng hudng plasmon bé mit & 37°C, vi du, bing cach sit dung dang thir nghiém
dugc x4c dinh trong vi du 4 trong ban mod ta nady, hodc tht nghiém hau nhu tuong tu.
Theo mot s6 phuong 4n, khang thé hodc doan lién két véi khang nguyén theo sang ché
lién két vdi protein gai ctia MERS-CoV vdi t% 16n hon 2 phut, 16n hon 5 phit, 16n hon 10
phut, 16n hon 25 phat, 16n hon 50 pht, 16n hon 100 phat, 16n hon 150 phit, hodc 16n hon
200 phut, khi do bing cong hudng plasmon bé mit & 37°C, vi dy, bang cach st dung dang
thtt nghiém duoc x4c dinh trong vi du 4 trong ban mé ta nay (vi du, dang bdy mAb hoic
bay khang nguyén), hoic thir nghiém hau nhu twong tu.

Sang ché ciing bao gdm khang thé hoic doan lién két voi khang nguyén ctia n6
phong bé hon 90% MERS-CoV-S lién két v6i DPP4 khi duoc x4c dinh bing thir nghiém
mién dich trén co s& ELISA, vi dy, nhu dugc thé hién trong vi du 2, hodc thit nghiém hiu
nhu trong tu.

Sang ché ciing bao gdm khéng thé hoic doan lién két véi khang nguyén clia né ma
trung hoa hoic trc ché tinh gy nhiém cia MERS-CoV ddi véi té bao chu cta né. Theo
mdt s6 phuong an, khang thé trung hoa tinh giy nhidm cta hat gia twong tu MERS-CoV
(MERS-CoV-like pseudoparticle: MERSpp). Theo mét sé phwong an, khang thé wc ché
hon 90% lién két cia MERS-CoV ddi véi té bao chii ngudi trong thir nghiém trung hoa
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hat gia tuong ty virut (Virus-like pseudo-particle: VLP), vi dy, nhu dugc thé hién trong vi
du 5, hojic thir nghiém hiu nhu tuong tv. Khang thé trung hoa tinh gdy nhiém cta
MERSpp v6i IC50 ndm trong khoang tir 58,9pM dén 2,93nM.

Theo mot sb phuong an, khang thé theo sang ché lién két véi ving lién két voi thu
thé clia protein gai cia MERS-CoV hoic v6i doan ciia ving nay. Theo mot sd phuong an,
khang thé theo sang ché c6 thé lién két v6i nhidu hon mot ving (khang thé phan ting
chéo). Theo mot s phuong 4n, khang thé theo sang ché c6 thé lién két véi epitop nim
trong viing lién két véi thu thé bao gdm céc gbc axit amin 367 — 606 ctia MERS-CoV-S.
Theo mdt phuong 4n, khang thé c6 thé lién két véi epitop bao gdm mdt hozic nhiéu axit
amin duoc chon tr nhém bao gé)m cac géc axit amin 367 — 606 cua trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 457.

Theo mét sé phwong 4n, khang thé theo sang ché c6 thé hoat dong bing cach phong
bé hoic e ché hoat tinh lién két v6i DPP4 t6 hop vdi protein gai ciia MERS-CoV bing
cach lién két voi ving hodc doan khéc cta protein c¢6 chiéu dai ddy da, trinh ty axit amin
ctua n6 dugc néu trong SEQ ID NO: 457.

Theo mét sé phuong 4n, khang thé theo sang ché c6 thé 12 khang thé hai dic hiéu.
khang thé hai ddc hiéu theo sang ché c6 thé lién két voi mot epitop trong mot ving va co
thé lién két voi epitop thit hai trong cung ving hoic khic viing ciia protein gai cta
MERS-CoV. Theo mdt sb phuong an, khang thé hai dic hiéu c6 thé lién két v6i hai
epitop khac nhau trong cung vung.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuit khang thé tai tb hop dugc phén 13p hodc
doan lién két v6i khang nguyén ciia né ma lién két dic hidu véi protein gai cia MERS-
CoV, trong d6 khéang thé hodc doan cia n6 biéu hién mot hoic nhiéu dic tinh sau: (a) la
khang thé don dong ctia ngudi hoan toan; (b) tuong tac véi mot hodc nhidu gde axit amin
trong ving lién két véi thu thé cua protein gai dugc chon tir cac gde axit amin 367 dén
606 ctia trinh tu néu trong SEQ ID NO: 457; (c) lién két véi protein gai cia MERS-CoV
v6i hing sb phan ly (Kp) nho hon 18,5nM, khi do bang thir nghiém cdng hudng plasmon
bé mat; (d) phong bé sy lién két ciia protein gai cia MERS-CoV véi dipeptidyl peptidéza
4 & mirc hon 90%, khi do bang thir nghiém ELISA phong bé; (e) trung hoa tinh giy
nhiém cia MERS-CoV vao té bao chu nguoi hon 90% va véi ICsy nhd hon 4nM, khi do
bang thtr nghiém trung hoa VLP; (f) trung hoa tinh gy nhim cia MERS-CoV trong d6
MERS-CoV bao gdm thé phén 1ap virut dugce chon tir nhém bao gdm EMC/2012, Jordan-
N3/2012, England-Qatar/2012, Al-Hasa 1 2013, Al-Hasa 2 2013, Al-Hasa 3 2013, Al-
Hasa 4 2013, Al-Hasa 12, Al-Hasa 15, Al-Hasa 16, Al-Hasa 17, Al-Hasa 18, Al-
Hasa 19, Al-Hasa 21, Al-hasa 25, Bisha 1, Buraidah 1, England 1, Hafr-Al-batin 1,
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Hafr-Al-Batin_2, Hafr-Al-Batin_6,Jeddah 1, KFU-HKU 1, KFU-HKU 13, Munich,
Qatar3, Qatar4, Riyadh 1, Riyadh 2, Riyadh 3, Riyadh 3, Riyadh 4, Riyadh;S ,
Riyadh 9, Riyadh_ 14, Taif 1, UAE, va Wadi-Ad-Dawasir; (g) phong bé MERS-CoV sao
chép in vivo & dbi tuong bi nhiém MERS-CoV; va (h) 1a khéng thé hai dic hiéu bao gdm
dic hiéu lién két thir nhét v6i epitop tht nhit trong ving lién két v6i thu thé cia protein
gai cia MERS-CoV va dic hiéu lién két thit hai vdi epitop thit hai trong ving lién két voi
thu thé cia protein gai cia MERS-CoV trong d6 cic epitop thir nhit va thi hai 13 khac
biét va khong chdng lap.

Khéng thé theo séng ché c6 thé c6 mot hodc nhiéu dic tinh sinh hoc néu trén, hoic
t8 hop bt ky cua ching. Céc dic tinh sinh hoc khéc cta khang thé theo sang ché s& 1a
hién nhién déi v6i chuyén gia trong linh vic nay tir viéc xem xét ban md ta nay bao gdm
cac vi du thuc hién trong ban mo ta nay. '
Lip bin do epitop va cdc ky thugt lién quan

Sang ché bao gém khang thé khang MERS-CoV-S twong tic v§i mot hodc nhidu
axit amin dugc tim thdy trong mot hoic nhiéu ving cia phan tir protein gai cia MERS-
CoV bao gdm, ving SI diu tin cing N (cac g axit amin 1-751) va ving S2 dau tin
cing C (cac gbe axit amin 752-1353). Epitop ma khang thé c6 thé lién két c6 thé chira
trinh ty lién tmg duy nhit gdbm 3 axit amin hodc nhiéu hon (vi du, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 hoic nhidu hon) nim trong ving bt ky trong s6 cac
vung néu trén cua phén tir protein gai cia MERS-CoV (vi dy, epitop mach thing trong
mdt ving). Theo cach khéc, epitop c6 thé chira nhidu axit amin (hoic trinh tu axit amin)
khong lién tmg ndm trong mot trong hai hodc ca hai ving néu trén cia phan tir protein
gai (vi dy, epitop cu truc).

Cac k¥ thuat dugc chuyén gia trong linh vuc nay biét 15 c6 thé duge sit dung dé xac
dinh khang thé nao "tu‘cmg tac v&i mot hodc nhidu axit amin" trong polypeptit hoidc
protein. Cac k§ thuat dwoc 1dy 1am vi du bao gdm, vi dy, thir nghiém phong bé chéo théng
thuong, nhu thtr nghiém dugc mo ta trong Antibodies, Harlow and Lane (Cold Spring
Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY). Céc phuong phép khac bao gdm phan tich dot
bién quét alanin, phan tich thAm tach peptit (Reineke (2004) Methods Mol. Biol. 248:
443-63), nghién ctru tinh thé hoc phén tich phén cét peptit va phan tich NMR. Ngoai ra,
cac phuwong phap nhu cit epitop, chiét ep'itop va cai bién hoa hoc khang nguyén cé thé
duoe st dung (Tomer (2000) Prot. Sci. 9: 487-496). Phuong phap khac c6 thé duoc. sir
dung dé nhan dang céc axit amin trong polypeptit ma khang thé tuong tic 13 trao déi
hydro/doteri phat hién duoc bang khdi phd. Theo thuét ngit chung, trao ddi hydro/doteri

bao gbm dénh diu protein nghién ciru bing doteri, tiép theo cho khang thé lién két vai
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protein d3 dugc danh diu doteri. Tiép theo, phtc chit protein/khéng thé dugc chuyén
sang nudc va cc proton c6 thé trao ddi trong cic axit amin dugc bao vé béi phirc chit
khang thé trai qua qué trinh trao di ngugc doteri-dén-hydro & tbc do cham hon so v6i
céc proton c6 thé trao ddi trong céc axit amin khong phai 1a mot phan ciia mit phan cach.
Két qua 13, cac axit amin tao nén phan mit phan cich protein/khang thé ¢6 thé gitt lai
doteri va do d6 c6 khdi lwong cao hon déng ké so véi cac axit amin khong dugc bao gE”)m
trong mat phan cach. Sau khi phan ly khang thé, protein dich dwgc cit nhd proteaza va
phan tich bang khdi phd, theo d6 chi ra cac gbc duge danh ddu doteri trong Gmg vdi cac
axit amin dic hiéu ma khang thé twong tic. Xem, vi dy, Ehring (1999) Analytical
Biochemistry 267: 252-259; Engen and Smith (2001) Anal. Chem. 73: 256A-265A.

Thuat ngit “epitop" dwoc ding dé chi vi tri trén khang nguyén ma cac t€ bao B
va/hodc T dap tng lai. Céac epitop t& bao B c6 thé duoc tao ra ca tir cic axit amin lién ké
13n céc axit amin khong lién k& dit canh nhau nhd su gip nép bac bdn cua protein. Epitop
duoc tao ra tr cac axit amin lién ké thuong duoc gitt lai khi tiép xuc véi dung moi bién
tinh, trong khi epitop dugc rao ra nhd su gdp nép bac bén thudng bi mét di khi xir Iy bang
dung mbi bién tinh. M6t epitop thudng bao gbm it nhit 3, va phd bién hon, it nhét 5 hodc
8-10 axit amin trong ciu tric khéng gian don nhit.

Tao profin duoc hd trg bing cai bién (Modification-Assisted Profiling: MAP), con
goi 13 tao profin khang thé trén co sé cdu triic khang nguyén (Antigen Structure-based
Antibody Profiling: ASAP) 1a phwong phép phén loai s6 lugng 16n khang thé don dong
(monoclonal antibody: mAb) khang cing loai khing nguyén theo cic dic diém gidng
nhau v& profin lién két cia mdi khang thé vdi cac bé mit khang nguyén dwoc cai bién
béng con duong hda hoc hodc enzym (xem US 2004/0101920, dugc dua vao trong ban
md ta ndy theo cach vién din). Mbi loai c6 thé phan anh epitop don nhét khac bigt voi
hoic mot phan chéng lip véi epitop duoc dai dién boi loai khac. Cong nghé ndy cho phép
loc nhanh céc khang thé giéng nhau vé mat di truyén, dé viéc xac dinh dic diém duogc tép
trung vao cac khang thé khac biét vé mit di truyén. khi 4p dung cho viéc sang loc té bao
lai, MAP c¢6 thé tao diéu kién thuén loi cho viéc nhan dang céc dong t€ bao lai hiém san
sinh cdc mAb ¢ céc daé tinh mong mudn. MAP c6 thé dugc sir dung dé phén loai khang
thé theo sang ché thanh cac nhom khang thé lién két vai céc epitop khac nhau.

Theo mdt sb phwong 4n, khang thé khang MERS-CoV-S hodc doan lién két véi
khéng nguyén cta n6 lién két v6i epitop trong mdt hodc nhidu ving bt ky dugc 14y 1am
vi du trong protein gai cia MERS-CoV, & dang tw nhién, nhu duoc ldy vi du trong SEQ
ID NO: 457, hodc dugc san xuit bang con dudng tai td hop, nhu dugc 1y vi du trong

SEQ ID NO: 458, hoic lién két véi doan ctia n6. Theo mdt sb phuong an, khang thé theo
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sang ché lién két v6i viing ngoai bao chira mot hodc nhidu axit amin duogc chon tir nhém
bao gdm cac gbc axit amin 367 — 606 cua protein gai cia MERS-CoV.

Theo mét s phuong an, khéng thé theo sang ché, tuong tac voi it nhét mot trinh ty
axit amin dwgc chon tir nhém bao gém céc gbe axit amin nim trong gidi han tir vi tri 358
to dén vi tri 450; hodc cac géc axit amin nim trong giGi han tir vi tri 451 dén vi tri 606
cia SEQ ID NO: 457.

Sang ché bao gdbm khang thé khang MERS-CoV-S lién két véi ciing epitop, hoic
phan cuia epitop, nhu khang thé bt ky trong sb cac khang thé dwoc 14y 1am vi du cu thé
thu duoc tir cac dong té bao néu trén Fig.i. Tuong tu, sang ché ciing bao gdm cac khang
thé MERS-CoV-$ canh tranh v&i khang thé bét ky trong sb cac khang thé dugc 1dy lam vi
du cu thé thu dugc tir cac dong té bao lai néu trén Fig.1 trong viée lién két voi protein gai
ctia MERS-CoV hoic doan ciia né. Vi dy, sang ché bao gdbm cac khang thé khang MERS-
CoV-S ma canh tranh chéo véi mdt hodc nhiéu khang thé thu dugc tir cac té bao lai néu
trén Fig.1 trong viéc lién két voi protein gai cia MERS-CoV.

Chuyén gia trong linh vuc nay c6 thé d& dang x4c dinh dugc khang thé nao lién két
v6i cling epitop gidng nhu, hoic canh tranh lién két voi, khang thé khang MERS-CoV-S
tham chiéu bang cach sir dung céc phwong phép thong thudng da dugc biét rd trong linh
vue nay. Vi du, d& x4c dinh khang thé tht nghiém c6 lién két véi ciing epitop gidng nhu
khang thé khang MERS-CoV-S tham chiéu theo sang ché hay khong, khang thé tham
chiéu dugc lién két v6i protein gai cia MERS-CoV hoiic peptit trong diéu kién bdo hoa.
Tiép theo, kha ning khang thé thir nghiém lién két v6i phan tir protein gai cia MERS-
CoV dugc danh gia. Néu khang thé thir nghiém c6 thé lién két v6i MERS-CoV-S sau khi
bdo hoa lién két véi khang thé khang MERS-CoV-S tham chiéu, c6 thé két luin duoc
ring khang thé thir nghiém lién két véi epitop khéc so véi khéng thé khang MERS-CoV-S
tham chidu. Mt khac, néu khang thé thir nghiém khong thé lién két véi protein gai cua
MERS-CoV sau khi bdo hoa lién két v6i khang thé khang MERS-CoV-S tham chiéu, thi
khang thé thir nghiém c6 thé lién két v6i cung epitop gidng nhu epitop dugc lién két béi
khang thé khang MERS-CoV-S tham chiéu theo sang ché.

Dé xac dinh khang thé ¢ canh tranh lién két v6i khang thé khang MERS-CoV-S
tham chiéu hay khong, phwong phap lién két duge mo ta trén day duge thuc hién theo hai
huéng: Theo hudng thit nhat, khang thé tham chiéu dugc lién két v6i protein gai éﬁa
MERS-CoV trong diéu kién bdo hoa kém theo d4nh gia s lién két cia khang thé thir
nghiém voi phin tt MERS-CoV-S. Theo huéng thit hai, khdng thé thr nghiém dugc lvién
két v6i phan tt MERS-CoV-S trong didu kién bdo hoa kém theo danh gia su lién két cia
khéng thé tham chiéu v&i phan tir MERS-CoV-S. Theo ca hai huéng, néu chi ¢6 khang
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thé thir nhit (bdo hoa) c6 kha ning lién két véi phan tir MERS-CoV-S, thi két lu4n ring
khéng thé thir nghiém va khang thé tham chiéu canh tranh lién két v6i MERS-CoV-S.
Chuyén gia trong linh vuc nay biét ring, khang thé canh tranh lién két v6i khang thé tham
chiéu c6 thé khong cin lién két véi epitop gidng nhau nhu khéng thé tham chiéu, song c6
thé phong bé khong gian lién két cia khang thé tham chiéu bang cach lién két véi epitop
chdng lap hoic lién ké.

Hai khang thé lién két v6i cing epitop hoic epitop chong lip néu mbi khang thé
canh tranh trc ché (phong bé) su lién két ctia khang thé con lai véi khang nguyén. Nghia
13, lwong du 1, 5, 10, 20 hogic 100 14n cia mdt khang thé rc ché sy lién két ctia khang thé
con lai it nhit 50% nhung tét hon 13 75%, 90% hodc tham chi 99% khi do bing thir
nghiém lién két canh tranh (xem, vi dy, Junghans et al., Cancer Res. 1990 50:1495-1502).
Theo cach khéc, hai khang thé c6 cung epitop néu v& co ban tit ca cac dot bién axit amin
trong khdng nguyén ma 1am giam hodc loai bo sy lién két ctia mot khang thé 1am giam
hodc loai bd su lién két cta khang thé con lai. Hai khéng thé co6 epitop chéng Iép néu mot
s6 d6t bién axit amin ma lam gidm hodc loai bd su lién két ctia mot khang thé 1am gi'ém
hoic loai bo su lién két ctia khang thé con lai.

Tiép theo, thuc nghiém théng thudong khic (vi du, cdc phén tich dot bién va lién
két peptit) c6 thé dugc thuc hién d& x4c nhan su thiéu lién két quan sat duge cia khang
thé thir nghiém c6 thuc sy 1 do sy lién két voi cing epitop gidng nhu khang thé tham
chiéu hay khong hodic su phong bé khong gian (hoic hién twgng khac) cé phai 12 nguyén
nhan gay nén su thiéu lién két quan sat duge nay hay khong. Cac thi nghiém kiéu nay c6
thé dugc thuc hién béng cach str dung ELISA, RIA, cong hudng plasmon bé mat, do mat
do té bao dong chay hoic thir nghiém lién két khang thé dinh lugng hodc dinh tinh khac
c6 thé st dung trong linh vuc nay.

Thé lién hop mién dich

Sang ché bao ham khang thé don dong khang MERS-CoV-S ctia ngudi lién hop véi
nhém diéu tr (“thé lién hop mién dich”), nhu doc t6 hoic dwoc chit khang virut dé diéu
tri bénh nhiém MERS. Khi dugc sir dung trong ban mé ta nay, thuat ngit “thé lién hop
mién dich” duoc ding dé chi khang thé duoc lién két hoa hoc hodc sinh hoc vé6i chit c6
hoat tinh phéng xa, xytokin, interferon, nhom dich hodc nhém thong bdo, enzym, peptit
hodc protein hoic chit diéu tri. Khang thé c6 thé duoc lién két voi chit c6 hoat tinh
phong xa, xytokin, interferon, nhém dich hodc nhém thong bdo, enzym, peptit hoac chét
diéu tri & vi tri bt ky doc theo phén tr mi_én 12 n6 c6 thé lién két vai dich cta nd. Cac vi
du vé thé lién hop mién dich bao gdm thé lién hop khang thé dugc chit va protein dung

hop khang thé-doc t6. Theo mdt phwong an, chit nay cé thé 1 khang thé khac thr hai dbi

-37-



33082

v6i protein gai cia MERS-CoV. Theo mot s§ phwong 4n, khang thé c6 thé dugc lién hop
v6i chét ddc hiéu vai té bao bi nhidm virut. Kiéu nhém didu tri ma c6 thé dugce lién hop
v6i khang thé khang MERS-CoV-S s& cén tinh dén tinh trang bénh ly dugc diéu tri va tac
dung diéu trj mong mudn cén dat dugc. Céac vi du vé chit thich hop dé tao ra thé lién hop
mién dich 12 d& dugc biét 15 trong linh vyc nay; xem vi du, WO 05/103081.
Khdng thé nhiéu dic hiéu

Khang thé theo sang ché c6 thé 1a dic hiéu duy nhét, hai dic hiéu hodc nhiéu dic
hidu. Khang thé nhiéu dic hiéu c6 thé 13 dic hiéu véi cac epitop khac nhau clia mot
polypeptit dich hodic ¢6 thé chtra cac ving lién két voi khang nguyén ddc hidu véi nhiéu
hon mdt polypeptit dich. Xem, vi du, Tutt et al., 1991, J. Immunol. 147:60-69; Kufer et
al., 2004, Trends Biotechnol. 22:238-244.

Phan tir bit ky trong s6 cac phan tir lién két v6i khang nguyén nhiéu dic hiéu, hoic
bién thé cta nd, c6 thé dugc clu tric béng cach st dung cac k§ thuét sinh hoc phan t
chudn (vi dy, cong nghé biéu hién ADN va protein tai td hop), nhu duoc chuyén gia trong
linh vuc nay biét r5.

Theo mot sb phuong an, khang thé dac hi€u véi MERS-CoV-S duogc tao ra ¢ dang
hai diic hidu ("hai dic hiéu") trong d6 cac ving bién ddi lién két voi cac ving khéc biét
clia protein gai cia MERS-CoV duoc lién két v6i nhau dé tao ra dic hidu ving kép trong
phan tir lién két duy nhét. Hai dic hiéu duoc thiét ké thich hop c6 thé tang cudng toan bd
tac dung e ché protein gai cia MERS-CoV théng qua viéc gia ting ca tinh dic hiéu 14n
ai luc lién két. Cac vung bién ddi c6 tinh dic hiéu véi cac vung riéng r€, (vi du, cdc doan
clia ving ddu tin clng N), hoic ¢6 thé lién két véi cac ving khic nhau trong mdt ving,
dugce tao cip trén gian ciu tric cho phép mbi ving lién két ddng thoi véi cac epitop riéng
biét, hodc v6i cac ving khac nhau trong mot ving. Theo mét vi du v& dang hai dic hiéu,
cac vung bién ddi cta chudi nang (Vy) tr yéu td lién két c6 dic hiéu véi mot vung dugc
tai tb hop véi céc ving bién dbi cua chudi nhe (Vi) tir loat yéu t6 lién két dic hiéu vai
vung thtr hai dé nhan dang cac thanh ph?m to Vi, khong cung ho ma cé thé duoc tao cap
vGi Vy géc ma khéng 1am xdo tron déc hiéu géc v6i Vi d6. Theo cach nay, doan Vi, don
(vi du, V1) ¢6 thé duoc t6 hop v6i hai ving Vi khac nhau (vi du, Vyl va Vg2) dé tao ra
hai dic hiéu chira hai "canh" lién két (Vul- Vi1 va Vy2- Vi 1). Viée st dung doan Vi don
lam gidm tinh phirc tap cia hé va theo d6 don gidn héa va gia tdng hiéu qua trong cac qua
trinh tach dong, biéu hién va tinh ché dugc st dung dé tao ra hai dic hiéu (Xem, vi duy,
USSN13/022759 va US2010/0331527).

Theo céch khac, khang thé lién két v6i nhiu hon mot vung va dich thirc hai, nhu,
khong khong gi6i han, vi du, khang thé khang MERS-CoV-S khéc thit hai, c6 thé dugc
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bao ché & dang hai dédc hiéu béng cach st dung cac k¥ thuédt dugc mo ta trong ban mo ta
nay, hodc cac k¥ thuat khac dugc chuyén' gia trong linh vuc nay biét 5. Céc vung bién
d8i ctia khang thé lién két v6i cac ving riéng biét c6 thé cing dugc lién két véi cac Vﬁng
bién d6i ma lién két véi cac vi tri lién quan trén, vi du, viing ngoai bao ciia MERS-CoV-
S, dé tao ra dic hiéu khang nguyén kép trong phan tir lién két duy nhét. Dang hai ddc hi¢u
c6 tinh chat nay dugc thiét ké thich hop c6 chirc ning kép. Cac ving bién ddi c6 tinh dic
hiéu vé6i ving ngoai bao dwgc td hop véi ving bién ddi c6 tinh dic hidu véi phén ngoai
ving ngoai bao va dugc tao cip trén gian ciu tric cho phép mdi ving bién dbi lién két
véi cac khang nguyén riéng biét.

Dang khang thé hai dic hiéu dugc ldy 1am vi du ma c6 thé duoc str dung theo sang
ché bao gdm viéc st dung ving globulin mién dich (immunoglobulin: Ig) Cy3 thir nhit
va ving Ig Cy3 thir hai, trong d6 céc ving Ig Cy3 thir nhit va thi hai khac nhau it nhit
mdt axit amin, va trong d6 it nhat mot khac biét axit amin 1am giam sy lién két ciia khang
thé hai dic hiéu véi Protein A so véi khang thé hai dic hiéu thiéu khac biét axit amin.
Theo mét phwong 4n, ving Ig Cy3 thir nhit lién két v6i Protein A va ving Ig Cy3 thit hai
chira d6t bién lam giam hodc loai bo su lién két véi Protein A nhu cai bién H95R (theo
cach danh sd ving ma héa IMGT; H435R theo cach danh s6 EU). Cy3 thit hai c6 thé con
chira cai bién Y96F (theo IMGT; Y436F theo EU). Cac cai bién khac ma c6 thé dugc tim
thdy trong Cy3 thir hai bao gdm: DIGE, L18M, N44S, K52N, V57M, va V82I (theo
IMGT; D356E, L358M, N384S, K392N, V397M, va V422[ theo EU) trong truong hop
ctia khang thé IgG1; N44S, K52N, va V82I (IMGT; N384S, K392N, va V422] theo EU)
trong truong hop cua khang thé IgG2; va-QI5R, N44S, K52N, V57M, R69K, E79Q, va
V82I (theo IMGT; Q355R, N384S, K392N, V397M, R409K, E419Q, va V4221 theo EU)
trong trudng hop ctia khang thé IgG4. Céc bién ddi trén dang khang thé hai dic hiéu dugc
mb ta & trén 12 thudc pham vi clia sang ché.

Céc dang hai dédc hiéu dugce lfiy lam vi du khic ma c6 thé dugc sir dung theo séng
ché bao gém, nhung khong chi gigi han &, vi du, dang hai ddc hiéu hai thanh ph?ln hoéc
trén co s& scFv, thé dung hop IgG-scFv, ving bién ddi kép (Dual variable domain:
DVD)-Ig, Quadroma, Khéa-Trong-O (knobs-into-holes), chudi nhe chung (vi du, chudi
nhe chung véi Khéa—Trong-f), v.v.), CrossMab, CrossFab, thé (SEED), khoa kéo loxin,
thé Duo, IgG1/IgG2, Fab tac dong kép (dual acting Fab: DAF)-IgG, va dang hai dic hi¢u
Mab® (xem, vi du, Klein et al. 2012, mAbs.4:6, 1-11, va dua vao trong ban mo ta nay theo
cach vién din). khang thé hai dic hiéu cfing c6 thé dugc ciu tric bang cach sir dung thé
lién hgp peptit/axit nucleic, vi du, trong d6 céc axit amin khong tu nhién c6é kha nﬁng

phan tng héa hoc truc giao dugc st dung dé tao ra thé lién hop khang thé-oligonucleotit

-30-



33082

dac hiéu vi tri ma tiép theo tu td hop thanh phirc chit multime c6 thanh phén, hoa tri va
hinh hoc xac dinh. (Xem, vi du, Kazane et al., J. Am. Chem. Soc. [Epub: Dec. 4, 2012]).
Duegc phiim va sit dung dé diéu tri

Sang ché d& xuit dugc phidm chia khang thé khang MERS-CoV-S hoic doan lién
két voi khang nguyén cta né theo sang ché. Dugc phdm theo sang ché s& dugc st dung
v6i cac chat mang, t4 dugc va céac chét khac thich hop dugc dua vao ché phérn dé cai
thién su van chuyén, phan phéi, dung nap, v.v.. Nhiéu ché phém thich hop da dugc tim
thdy trong cong thirc pha ché dwoc tit ca cic nha hoa duoc biét ro: Re1ningt6n‘s
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Cac ché phim nay bao
gém, vi du, dang bdt, dang bot nhio, thudc ma, keo dong, sap, dau, lipit, lipit (cation hodc
anion) chét chit din (nhu LIPOFECTIN™), thé lién hgp ADN, bot nhio hip thu khan,
nhii tvong diu trong nudc hodc nude trong diu, cacbovac (cac polyetylen glycol ¢6 trong
luong phan tr khac nhau), gel ban rén, va hdn hop ban rin chira cacbovac. Ciing xem
Powell et al. "Compendium of excipients for parenteral formulations" PDA (1998) J
Pharm Sci Technol 52:238-311.

Liéu khang thé c6 thé thay dbi phu thudc vao do tudi va kich thude dbi tugng duge
st dung, bénh dich, tinh trang bénh ly, duong dung, v.v.. Khi khang thé theo sang ché
duoc st dung dé diéu tri bénh hodc rdi loan & bénh nhan trudng thanh, hodc dé ngin ngira
bénh nay, thuan loi néu str dung khang thé theo sang ché mét cach binh thuong & lidu duy
nhét nim trong khoéng tir 0,1 dén 60mg/kg thé trong, tSt hon nita 12 5 dén 60, nam trong
khoang tir 10 dén 50, hodc nim trong khoang tir 20 dén 50mg/kg thé trong. tily thudc vao
muc d§ nghi€m trong cla tinh trang bénh ly, tan suét va thoi gian didu tri c6 thé duoc
diéu chinh. Theo mét sb phuong 4n, khang thé hoic doan lién két véi khang nguyén cia
n6 theo sang ché c6 thé dugc sit dung & lidu ban diu it nhit 1a ndm trong khoang tir 0,1mg
dén 800mg, ndm trong khoang tir 1 dén 500mg, ndm trong khoang tir 5 &én 300mg, hoic
nim trong khoang tir 10 dén 200mg, dén'IOOmg, hoic dén 50mg. Theo mdt sé phuwong
an, lidu ban ddu nay c6 thé dugc ké tiép bang viéc st dung lidu thir hai hodc nhiéu lidu ké
tiép khang thé hoic doan lién két véi khang nguyén clia né véi lugng bing hozic nhé hon
lidu luong ban dau, trong d6 cac lidu ké tiép c6 thé cach nhau it nhit 1 dén 3 ngay; it nhét
mdt tuln, it nhit 2 tuln; it nhat 3 tudn; it nhit 4 tuén; it nhét 5 tuﬁ?m; it nhit 6 tudn; it nhét
7 tudn; it nhit 8 tudn; it hhét 9 tuén; it nhét 10 tuln; it nhét 12 tuén; hoac it nhét 14 tuln.

Nhiéu hé phan phdi 12 da dugc biét va c6 thé duge sit dung dé cip duoc phdm theo
sang ché, vi du, bao trong nang liposom, vi hat, vi nang, t€ bao tai tb hop c6 kha nédng
biéu hién virut d6t bién, nhap bao qua trung gian thu thé (xem, vi du, Wu et al. (1987) J.
Biol. Chem. 262:4429-4432). Phuong phép phan phdi bao gbm, nhung khong chi gisi
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han &, qua duong trong da, qua da, qua dudng trong bip, qua dudng trong mang bung,
qua dudng trong tinh mach, qua duodng dudi da, qua duong trong mili, qua duong ngoai
mang cting va qua dudong miéng. dugc phdm c6 thé duoc ding qua dudng thich hop bét
ky, vi du, bing cach truyén hoic tiém lidu 16n, bang cach hép thu qua 16p 16t biéu mo
hodc niém mac da (vi dy, mang nhéy miéng, mang nhéy truc trang va rudt, v.v.) va cé thé
dugc dung cung véi cac hoat chét sinh hoc khéac. Viée dung c6 thé 13 toan than hoic khu
tra. Duoc phém cling co thé dugc phan phéi trong tdi, cu thé 13 thé mo (xem, vi du,
Langer (1990) Science 249:1527-1533).

Viéc st dung hat nano dé phan phdi khang thé theo sang ché ciing dwoc bao gdm
trong ban md ta nay. Céc hat nano lién hop v6i khang thé c6 thé dugc sit dung ca cho tng
dung didu tri 13n tmg dung chdn doan. Ce;w hat nano lién hop véi khang thé va phuong
phap bao ché va st dung duge mo ta chi tiét boi Arruebo, M., et al. 2009 (“Antibody-
conjugated nanoparticles for biomedical applications” in J. Nanomat. Volume 2009,
Article ID 439389, 24 pages, doi: 10.1155/2009/439389), dugc dua vao trong ban mo ta
ndy theo cach vién din. Hat nano c6 thé duoc phat trién va lién hop v6i khéng thé chura
trong dugc pham dé hudng dich té bao bi nhidm virut. Cac hat nano dé phan phdi duoc
chét cling duge mo ta, vi dy, trong US 8257740, hodc US 8246995, cac tai liéu nay dugc
dua vao trong ban mo ta nay theo cach vién din.

Trong mot sb trudng hop, duge phim c6 thé dugc phan phbi trong hé théng giai
phéng c6 kiém soat. Theo mdt phuong 4n, bom c6 thé dugc st dung. Theo phuong 4n
khac, vat liéu polyme c6 thé duoc sir dung. Theo phuong 4n khéc, hé théng giai phéng co
kiém soat c6 thé dugc dit gé‘m dich ctaa duogc phém, do d6 chi cAn m6t phan lidu toan thén.

Dugc phdm tiém c6 thé bao gdm céc dang lidu dé tiém trong tinh mach, dudi da,
trong da, trong so, trong mang bung va trong bip, thuyén nho giot, v.v. Cac dugc phim
tiém nay c6 thé duoc bao ché theo cach da duge cong bb. Vi dy, duoc phim tiém c6 thé
duoc bao ché, vi du, béng cach hoa tan, tao huyén phil hoic nhil héa khang thé hoic mubi
clia né6 dugc md ta & trén trong mdi trudong nudc vd tring hodc mdi trudng diu thudng
dung dé tiém. Vi du, mdi trudng nude ding dé tiém 13 nude mudi sinh 1y, dung dich déng
truong chira glucoza va cac chét phu trg khac, v.v., c6 thé dugc sir dung két hop vé6i chét
gy hoa tan thich hgp nhu rugu (vi dy, etanol), rugu da chic (vi dy, propylen glycol,
polyetylen glycol), chit hoat dong bé mit khong ion [vi du, polysorbate 80, HCO-50
(polyoxyetylen (50 mol) san phdm cdng cta diu thdu diu hydro hoa)], v.v. Mbi truong
du duoc st dung, vi dy, 1a dau vung, diu d4u nanh, v.v., méi trudng nay co thé dugc st
dung két hop véi chat gdy hoa tan nhu benzyl benzoat, rueou benzylic, v.v. Do d6, tt hon

13, dugc phém tiém bao ché dugc duogc nap vao 6ng tiém thich hop.
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Dugc phim theo sang ché c6 thé duoc phan phdi qua dudong dudi da hoic qua
dudng trong tinh mach bing kim va éng tiém chudn. Ngoai ra, lién quan dén viéc phan
phéi qua dudng dudi da, dung cu phan phéi dang but d& dang duge sir dung dé phéan phdi
dugc phdm theo sang ché. Dung cu phan phéi dang but nay c6 thé dugc tai st dung hoic
dung mot l4n. Noi chung, dung cu phan phéi dang but tai str dung bao gé)m éng thay thé
duoc chira dugc phém. Khi toan bd dugc phém trong 6ng da duoc dung hét va 6ng tréng
rdng, dng rdng nay d& dang dugc loai b va thay biang éng mdi chira duoc phim. Tiép
theo, dung cu phan phéi dang bit duogc tai st dung. Trong dung cu phan phbi dang but
ding mot 1an, khong c6 6ng thay thé. Thay vao d6, dung cu phan phdi dang bt ding mot
14n duoc nap sin duogc phdm giit trong ngudn bén trong dung cu. Khi ngudn nay hét dugc
phim, toan b dung cu dugc loai bd.

Nhiéu dung cu phan phéi dang but hodc ty tiém d& dugc st dung dé phan phbi
duéi da duoc phdm theo sang ché. Cac vi du bao gdm, nhung khéng chi gii han &,
AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, UK), but DISETRONIC™ (Disetronic
Medical Systems, Burghdorf, Switzerland), but HUMALOG MIX 75/25™, but
HUMALOG™, but HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly and Co., Indianapolis, IN),
NOVOPEN™ [ II va III (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), NOVOPEN
JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), bat BD™ (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™, va
OPTICLIK™ (Sanofi-Aventis, Frankfurt, Germany), v.v.. Cac vi du vé dung cu phéan
phéi dang but ding mot 14n dé phan phdi dudi da duge phdm theo sang ché bao gom,
nhung khong chi giéi han &, but SOLOSTAR™ (Sanofi-Aventis), FLEXPEN™ (Novo
Nordisk), va KWIKPEN™ (Eli Lilly), thiét bj ty tiém SURECLICK ™ (Amgen,
Thousand Oaks, CA), PENLET ™ (Haselmeier, Stuttgart, Germany), EPIPEN (Dey,
L.P.) va bat HUMIRA ™ (Abbott Labs, Abbott Park, IL), v.v..

Thuan loi, néu duge phdm dé ding qua dudng miéng hoic ngoai dudng tiéu hoa
duoc md ta & trén dugce bao ché thanh dang liéu don vi dé phu hop véi liéu hoat chét. Céc
dang lidu don vi ndy bao gf”)m, vi duy, vién nén, vién tron, vién nang, thudc tiém, thuéc
dan, v.v. No6i chung, luong khéng thé duoc chira 1a ndm trong khoang tir 5 dén 500mg
trén dang liéu trong mot lidu don vi; dic biét 1a & dang tiém, tét hon, néu khang thé dugc
chira nim trong khoang tir 5 dén 100mg va nim trong khoang tir 10 dén 250mg ddi véi
céc dang lidu khac.

Stt dung khdng thé dé diéu tri .

Khang thé theo sang ché hitu ich dé diéu tri va/hoic ngin ngura bénh hodc tinh

trang bénh 1y lién quan dén virut MERS-corona nhu nhiém MERS va/hoic dé 1am giam
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nhe it nhat mot triéu chung lién quan dén bénh, rbi loan hodc tinh trang bénh 1y nay. Theo
mdt phuong 4n, khang thé hoiic doan lién két v6i khang nguyén ciia n6 theo sang ché co
thé dugc sir dung & liéu diéu tri cho bénh nhan nhiém MERS.

Theo mot s6 phuong 4an, khang thé theo sang ché hiru ich dé didu tri cho cac dbi
twrong mic bénh nhidm hé hip cip nghiém trong do virut MERS-corona giy ra. Theo mot
sb phwong 4n, khang thé theo sang ché hitu ich dé 1am giam hiéu gi4 virut hozc 1am giam
tai lugng virut & vt chit. Theo mot phuong 4n, khang thé theo sang ché hiru ich dé ngin
ngira hodc 1am gidm bénh viém & phdi cta ddi trgng nhiém MERS. Theo mdt phuong 4n,
khang thé theo sang ché hitu ich dé ngin.ngira hoic lam giam bénh viém & rudt, quanh
phé quan hodc quanh mach, tén thuong phé nang va cac thay dbi mang phdi & dbi tugng
nhiém MERS. ‘

Mot hodc nhiéu khéng thé theo séng ché c6 thé duoc sir dung dé 1am giam hoic
ngdn nglra hodc lam gidm murc d§ nghiém trong ciia mot hodc nhiéu tridu chirng hodc tinh
trang bénh 1y ciia bénh hodc rdi loan. khang thé nay c6 thé duoc sir dung dé 1am giam nhe
hodc 1am gidm muc d¢ nghiém trong cuia it nhét mot tridu chiing nhiém MERS bao gém,
nhung khong chi giéi han 6, s6t, ho, khé thé, viem phéi, ti€u chay, suy tang (vi du, suy
than va loan chirc ndng thén), sbc nhiém trung va ti vong. _

Ciing dugc bao gdm trong ban mé ta nay 1a sir dung mot hodc nhiéu khang thé
theo sang ché mang tinh phong bénh cho ddi tugng c6 nguy co phat trién bénh nhidém
MERS nhu céc c4 thé tén thwong mién dich, ngudi cao tudi (trén 65 tubdi), tré 16n hon 2
tudi, ngudi du lich t6i cac nude Trung Pong (vi du, A Rép Saudi, Tiéu vuong qubc A
Rap théng nhét, va Qatar), nhan vién y t&, ngudi c6 tiép xic nghé nghiép hodc giai tri véi
lac da hodc doi, cc thanh vién gia dinh tiép xtc gan gili v6i bénh nhan MERS, ngudi 16n
hoic tré em tiép xtic gin giii v&i ngudi duge x4c dinh hodc nghi nhiém MERS, va cic
bénh nhén c¢6 bénh an (vi du, gia ting nguy co mic bénh nhidém phdi, bénh tim hozc bénh
dai thdo dudng).

Theo phuong 4n khac ciia sang ché, khang thé dwgc st dung dé bao ché dugc
pham hoic thudc @& diéu tri bénh nhan méic bénh nhiém MERS. Theo phwong 4n khac
ctia sang ché, khang thé duoc st dung dudi dang lidu phap bd sung vé6i cht khac bat ky
hoic liéu phap khéc bit ky duge chuyén gia trong linh vyc nay biét rd ma hiru ich dé diéu
tri hodc lam giam nhe bénh nhiém MERS. ’
Liéu phdp két hop

Liéu phép két hop bao gdm khang thé khang MERS-CoV-S theo sang ché va chit
didu tri bd sung bt k¥ ma c6 thé két hop thuan loi v6i khang thé theo sang ché, hodc

doan ¢6 hoat tinh sinh hoc ctia khang thé theo sing ché. Khang thé theo sang ché co thé
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dugc két hop hiép d@)ng v&i moét hodc nhidu duge chét hoic lidu phap duogc st dung dé
diéu tri MERS. Theo mdt sb phuong an, khang thé theo sang ché ¢c6 thé dugc két hop v6i
chit didu tri thir hai dé 1am giam tai luong virut & bénh nhan nhiém MERS, hogc dé lam
giam nhe mot hodc nhiéu triéu ching cia bénh nhiém nay.

Khang thé theo sang ché c6 thé dugc st dung két hop véi dugc chat chéng viem
(vi du, corticosteroit, dugc chét chéng viém khong phai steroit), dugc chét chéng nhiém,
khang thé khac ddi v6i protein gai cia MERS-CoV, dugc chét khang virut, interferon-
alpha-2b cong voéi ribavirin trong bip, huyét trong ctia bénh nhan méi phuc hdi, chét trc
ché proteaza chinh cua virut, va chét &rc ché 18i vao/dung hop hudng dich protein gai ciia
MERS-CoV, vacxin ngira MERS-CoV, chit khang sinh, thuc phidm chirc ning nhu chat
chéng oxy hoa va liéu phéap giam dau khac bat ky dé diéu tri bénh nhiém MERS.

Theo mét s phuong 4n, chét didu trj thir hai 1a khang thé khac @i véi protein gai
ctia MERS-CoV. Pugc bao gdm trong ban md ta nay 1a sir dung td hop (“hdn hop”) cac
khang thé ¢6 hoat tinh trung hoa hoic trc ché phd rong dbi véi MERS-CoV. Theo mét sd
phuong 4n, cac khang thé khong canh tranh c6 thé dugc td hop va ding cho dbi tuong can
didu tri, d& 1am giam kha ning virut MERS trén thoat do su dot bién nhanh do két qua cua
ap luc chon lgc. Theo mot sb phuong an, khéng thé chira t6 hop nay lién két véi cac
epitop khéc biét khong canh tranh trén protein gai. Khang thé chtra td hop ndy c6 thé
phong bé su lién két cia MERS-CoV v6i DPP4 hoic c6 thé ngin ngira/tic ché su dung
hop mang. Khang thé chira td hop nay c6 thé tic ché hoat tinh cia MERS-CoV ciia mt
hodc nhiéu thé phan 1ap MERS-CoV bao gém, nhung khong chi giéi han ¢, EMC/2012,
Jordan-N3/2012, England-Qatar/2012, Al-Hasa 1 2013, Al-Hasa 2 2013, Al-
Hasa 3 2013, Al-Hasa 4 2013, Al-Hasa 12, Al-Hasa 15, Al-Hasa_ 16, Al-Hasa 17, Al-
Hasa 18, Al-Hasa 19, Al-Hasa 21, Al-hasa 25, Bisha 1, Buraidah 1, England 1, Hafr-
Al-batin_1, Hafr-Al-Batin_2, Hafr-Al-Batin_6, Jeddah 1, KFU-HKU 1, KFU-HKU 13,
Munich, Qatar3, Qatar4, Riyadh 1, Riyadh 2, Riyadh 3, Riyadh 3, Riyadh 4,
Riyadh_5, Riyadh 9, Riyadh 14, Taif 1, UAE, va Wadi-Ad-Dawasir.

Ciing dugc bao gdm trong ban mé ta nay 1a st dung td hop khang thé khing
MERS-CoV-S theo sang ché, trong d6 t& hop bao gdm mdt hodc nhiéu khang thé khong
canh tranh chéo. Theo mot sb phuong 4n, t& hop niy bao gébm khang thé tht nhit c6 hoat
tinh trung hoa phd rong voi khang thé thir hai c6 hoat tinh khang céc thé phan 1ap phd hep
va khong canh tranh chéo véi khang thé thir nht.

Khi dugc st dung trong ban mé ti ndy, thuat ngit “td hop véi” c6 nghia 1a cac
thanh phén hoat tinh diéu tri bd sung c6 thé dugc dung trude, déng thoi voi, hodc sau khi

dung khang thé khang MERS-CoV-S theo sang ché. Thuat ngit “td hop v&i” con bao gdbm
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vi€c dung theo trinh tu hodc déng thoi khang thé MERS-CoV-S va chét diéu trj thtr hai.

Céc thanh phin hoat tinh diu tri bd sung c6 thé duogc ding truéc khi ding khang
thé khang MERS-CoV-S theo sang ché. Vi du, thanh phin thir nhit c6 thé dugc ding
"trege” thanh phan thir hai néu thanh phan tht nhit duoc dung 1 tudn, 72 gid, 60 giv, 48
gi0, 36 gio, 24 gio, 12 gio, 6 gio, 5 gio, 4 gio, 3 gio, 2 gio, 1 gio, 30 phut, 15 phat, 10
phut, 5 phit, hodc nhé hon 1 phit trude khi ding thanh phén thir hai. Theo cic phuong 4n
khac, thanh phan hoat tinh diéu tri bd sung c6 thé dugc ding cho dbi tuong sau khi ding
khang thé khang MERS-CoV-S theo sang ché. Vi duy, thanh phin thir nhit c6 thé duoc
ding "sau" thanh phan thir hai néu thanh phan th@ nhit dugc ding 1 phuat, 5 phat, 10
phut, 15 phut, 30 phut, 1 gio, 2 gio, 3 gio, 4 gio, 5 gio, 6 gio, 12 gid, 24 gio, 36 gio, 48
gid, 60 gid, 72 gid sau khi ding thanh phan tht hai. Theo cac phwong an khéc, thanh
phén hoat tinh diéu tri bd sung c6 thé duoc dung cho ddi twong ddng thoi véi viée ding
khang thé khang MERS-CoV-S theo sang ché. Viéc ding "dong thoi", nhim muc dich
ctia sang ché, bao gdm, vi du, ding khang thé khang MERS-CoV-S va thanh phén hoat
tinh didu tri bd sung cho dbi twong & dang liéu duy nhét, hodc & cc dang liu riéng biét
dugce ding cho déi twgng cach nhau trong vong 30 phat hodc nhd hon. Néu ding & cac
dang lidu riéng biét, mdi dang lidu c6 thé dugc ding qua cing dudng (vi du, ca khang thé
khang MERS-CoV-S 1an thanh phan hoat tinh diéu tri bd sung déu c6 thé dugc ding qua
duong trong tinh mach, v.v.); theo cach khac, mdi dang lidu c¢6 thé dugce ding qua dudng
khac (vi du, khang thé khang MERS-CoV-S ¢6 thé dugc ding qua dudng trong tinh
mach, con thanh phan hoat tinh diéu tri b sung c6 thé dugc ding qua dudng miéng).
Trong trudng hop bat ky, viéc dung cac thanh phin ndy & dang lidu duy nhét, & cac dang
lidu riéng biét qua cing dudng, hoic & cic dang lidu riéng biét qua cac dudng khac nhau
déu duoc coi 12 "ding ddng thoi,” nhim muc dich ctia sang ché. Nham muc dich cta sang
ché, ding khang thé khang MERS-CoV-S "truéc khi", "ddng thoi véi" hodc "sau khi"
(khi cac thuat ngit nay duoc xac dinh & trén trong ban md ta nay) ding thanh phan hoat
tinh diéu tri bd sung dugc coi 1a dung khang thé khang MERS-CoV-S "két hop v6i" thanh
phén hoat tinh diéu trj bd sung. .

Sang ché bao gébm dugc pham trong d6 khang thé khang MERS-CoV-S theo sang
ché duoc bao ché cing v6i mot hodc nhidu thanh phan hoat tinh diéu tri bd sung nhu
duoc mo ta dau do trong ban mo ta nay.

Ché dp ding )

Theo mét s phwong 4n, lidu duy nhit cia khang thé khang MERS-CoV-S theo

sang ché (hoic dwgc phdm chira t§ hop cia khang thé khang MERS-CoV-S va thanh

phan bét ky trong sd cic thanh phan hoat tinh diéu tri bd sung néu trong ban mo ti nay)
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c6 thé dwoc ding cho dbi twong cin diéu tri. Theo mot sb phuwong 4n cua sang ché, nhidu
lidu khang thé khang MERS-CoV-S (hoic dugc phim chira t6 hop ciia khang thé khang
MERS-CoV-S va thanh phan bit ky trong sb cac thanh phan hoat tinh diéu tri b6 sung
néu trong ban mo ta nay) c6 thé dugc ding cho dbi twong trong khoang thoi gian xéac
dinh. Phuong phép theo khia canh niy cua sang ché bao gdbm cho dbi tugng dung theo
trinh tu nhiéu lidu khang thé khang MERS-CoV-S. Khi dugc st dung trong ban mo ta
nay, "dung theo trinh ty" ¢6 nghia 13 mdi lidu khang thé khang MERS-CoV-S duoc ding
cho dbi tuong & thoi diém khéac nhau, vi du, vao céc ngay khac nhau cdc nhau mot
khodng thoi gian dinh truée (vi du, gio, ngdy, tudn hodc thang). Sang ché d& cip dén
phuong phép bao gém cho d6i twong ding theo trinh tur liéu ban dau duy nhit ctia khang
thé khiang MERS-CoV-S, tiép theo 12 mot hodc nhiu lidu thir hai cta khéng thé khang
MERS-CoV-S, va ty ¥ tiép theo 1a mot hodc nhiéu liéu tht ba ciia khang thé khang
MERS-CoV-S.

Céc thuat ngit "liéu ban diu", "liéu thir hai", va "liéu tht ba," chi trinh tir tam thoi
dung khang thé khang MERS-CoV-S theo sang ché. Do d6, "lifu ban diu" 1a lidu duoc
ding & lic bat dau ché do diéu tri (con goi 1a "liéu co s6"); "lidu thir hai" 1a liéu dugc
dung sau liéu ban diu; va "lidu tht ba" 13 lidu duge ding sau lidu tht ba. Céc lidu ban
dau, thir hai va thir ba ddu c6 thé chira ciing lwong khang thé khang MERS-CoV-S, song
n6i chung c6 thé khac nhau vé tin sudt ding. Theo mot s6 phwong 4n, tuy nhién, luong
khéng thé khdng MERS-CoV-S chira trong céc liéu ban diu, thir hai va/hoic thit ba theo
1a thay d6i (vi du, dugc diéu chinh ting giam néu thich hop) trong qué trinh diu tri. Theo
mdt s phuong an, hai hodc nhiéu (vidy, 2, 3, 4, hoac 5) lidu dugc dung & luc bat d4u ché
do diéu tri dudi dang "liéu tai" tiép theo 14 c4c lidu trinh tu duge dung trén co s tin suét
thip hon (vi duy, "lidu duy tri").

Theo mot sb phuong an duogc léy lam vi du cda séng ché, mbi liéu tht hai va/hoac
thir ba dugc dung & 1 dén 48 gio (vi du, 1, 1%, 2, 2, 3, 3%, 4, 4%, 5, 5%, 6, 6%, 7, 7‘/2,
8, 81,9, 9%, 10, 10%, 11, 11%, 12, 12%, 13, 13'%, 14, 14%, 15, 15%, 16, 16%, 17, 17%,
18, 18°2, 19, 19%, 20, 20%, 21, 21%, 22, 22Y4, 23, 23'%, 24, 24, 25, 25Y, 26, 26, hodc
hon) sau liéu ngay trudc d6. Cum tir "lidu ngay trude do", khi dugc st dung trong ban mo
ta ndy, nghia 13, trong trinh tw nhidu l4n dung, liéu khang thé khang MERS-CoV-S ma
dugc ding cho bénh nhan truée khi dung lidu ngay tiép theo trong trinh tw ndy ma khéng
c6 céc lidu xen vao.

Phuong phép theo khia canh nay ciia sang ché ¢6 thé bao gdm cho bénh nhan ding
56 lidu thir hai va/hogc thir ba bat ky ciia khang thé khang MERS-CoV-S. Vi du, theo mot

sd phuong 4n, chi ¢6 liéu tht hai duy nhit dugc ding cho bénh nhan. Theo cic phuong 4n
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khéc, hai hodc nhidu (vi dy, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, hoic hon) lidu thtt hai dugc ding cho bénh
nhan. Tuong tu, theo mot s& phuong 4n, chi c6 liéu thir ba duy nhit dugc ding cho bénh
nhén. Theo cic phuong &n khéc, hai hodc nhiéu (viduy, 2, 3,4, 5,6, 7,8, hoac hon) lidu
thir ba dugc dung cho bénh nhan

Theo mét s6 phwong 4n clia sang ché, tAn sudt lidu thir hai va/hodc thir ba duoc
ding cho bénh nhén c6 thé thay dbi trong thoi gian thuc hién ché do didu tri. Tan suit
ding ciing c6 thé dugc didu chinh trong qué trinh diéu tri béi bac s§ tiry theo nhu ciu cia
tung bénh nhan thyc hién xét nghiém 1am sang.

St dung khdng thé dé chin dodn

Khang thé khang MERS-CoV-S theo sang ché c6 thé dugc st dung dé phat hién
va/hoic do MERS-CoV trong mau, vi du, dé chin doan. Mot sb phuong an bao gém su
dung mot hodc nhiéu khéng thé theo sang ché trong tht nghiém dé phat hién bénh hodc
rdi loan nhu bénh nhiém virut. Cac thir nghiém chin doan dugc léy lam vi du dbi véi
MERS-CoV c¢6 thé bao g?)m, vi dy, cho mAu, thu dugc tir bénh nhan, tiép xuc voi khéng
thé khang MERS-CoV-S theo sang ché, trong d6 khang thé khang MERS-CoV-S dugc
danh diu béng chét danh dau phét hién dugc hodc phéan tit thong bao hodc dugc st dung
dudi dang phdi tir biy dé phan l4p chon loc MERS-CoV tir mu bénh nhan. Theo cich
khac, khang thé khang MERS-CoV-S khong duoc danh diu c6 thé duoc sir dung trong
cac tmg dung chin doan két hop voi khang thé thir cAp ma ty dwgc danh diu phat hién
dugc. Chét danh dau phat hién dugc hoic phan tir théng béo c6 thé 1a chit ddng vi phong
xa, nhu *H, C, **P, *°S, hoic '*’I; nhém phét huynh quang hodic phat quang héa hoc nhu
fluoresxein isothioxyanat, hoic rhodamin; hoic enzym nhu phosphataza kiém, pB-
galactosidaza, peroxidaza cai ngua, hodc luciferaza. Cac thi nghiém dugc léy lam vi du
cu thé ma c6 thé duoc st dung dé phat hién hoic do MERS-CoV trong mau bao gom thir
nghiém chit hip phu mién dich gin enzyme (Enzyme-linked immunosorbent assay:
ELISA), thir nghiém mién dich phéng xa (Radioimmunoassay: RIA), va phan loai té bao
dugc hoat héa huynh quang (Fluorescence-activated cell sorting: FACS).

MAu ma c6 thé dugc sir dung trong thir nghiém chin doan MERS-CoV theo sang
ché bao g61n mau mé hoic dich bit ky thu dugc tir bénh nhén, chita lugng phét hién dtiqc
cta protein gai cdia MERS-CoV, hodc doan ctia n6, trong tinh trang binh thuong hodc
bénh 1y. N6i chung, muic protein gai cia MERS-CoV trong mau cu thé thu dugc tir bénh
nhéan khoe manh (vi dy, bénh nhan khong bi dau bdi bénh li€n quan dén MERS-CoV) s&
duoc do dé ban dau thiét 1ap mitc MERS-CoV co s0, chuén. Tiép theo, mirc co s cua
MERS-CoV ¢6 thé dugc so sanh v6i mirc MERS-CoV do dugc trong cac mau thu duoc
tir cac c4 thé bj nghi 14 c6 tinh trang bénh 1y lién quan dén MERS-CoV, hoic cic triéu
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chimg lién quan dén tinh trang bénh 1y néy.

Khéng thé dic hiéu véi protein gai cia MERS-CoV ¢6 thé khong chta cac chit
d4nh d4u hoic nhém bd sung, hodc chiing cé thé chira chét danh diu hodc nhém & diu tin
cing N hozc diu tin cing C. Theo mot phuong an, chit danh diu hoc nhém 12 biotin.
Trong thir nghiém lién két, vi tri ciia chit danh ddu (néu c6) c6 thé xac dinh huéng cia
peptit so v&i bé mit ma trén d6 peptit nay dugc lién két. Vi dy, néu bé mit dugc bao
avidin, thi peptit chira biotin & d4u tin ciing N s& duoc dinh huéng sao cho phan dau tan

cing C clia peptit ndy s& cich xa bé mit.

Vi du thuwe hién siang ché

Céc vi du sau dugc dua ra dé cung cip cho chuyén gia trong linh vuc nay viéc boc
10 va md ta ddy du vé cach tao ra va sir dung phuong phép va dugc pham theo sang ché,
va khong dy tinh lam giéi han pham vi cia séng ché. Cac nd luc dd dugc tao ra nhim
dam bao do chinh xéc lién quan dén cac con sb dugc sir dung (vi dy, lugng, nhiét 4o, v.v.)
song mot sb sai sb va d6 1&ch thuc nghiém cin duogc giai thich. Trir khi ¢6 quy dinh khac,
cac phan 13 phén trong lwong, trong lugng phan tir 13 trong lwong phédn tr trung binh,
nhiét d6 1a do6 C, nhiét do trong phong 1a khoang 25°C, va ap sudt 13 & hodc gﬁn ap suét
khi quyén.

Vi du 1: Tao khdng thé nguwoi doi véi protein gai ciia MERS-CoV

Khéang thé ngudi ddi v6i protein gai cia MERS-CoV d3 dugc tao ra & chudt
VELOCIMMUNE® chira ADN ma hoa céc ving bién dbi cua globulin mién dich chudi
ning va chudi nhe kappa cta ngudi. Chudt duoc gdy mién dich bing ciu tric ADN ma
hoa protein gai cia MERS-CoV c¢6 chiéu dai diy du, tiép theo 13 liu ting cudng chira
doan tinh sach ctia protein gai nim trong khoang céc axit amin 367 — 606 ctia GenBank
Accession AFS88936.1 (SEQ ID NO: 457). Trinh ty ADN b trg ¢6 codon ti wu hoa ma
héa protein MERS-CoV S (EMC/2012 — GenBank JX869059) dugc téng hop bing
GeneArt va tach dong trong vecto biéu hién chuin. Plasmit m3 hoa bién thé protein
MERS-CoV § trong ving lién két vdi thy thé (RBD) dugc tao ra bing cach gy dot bién
bang QuikChange II (Agilent Technologies) theo hudng din clia nha san xuét.

Dép tmg mién dich ctia khang thé dugc theo doi béng thir nghiém mién dich dic
hidu v6i MERS-CoV-S. Khi dat dwgc dap img mién dich mong mudn, t& bao lach duoc
thu va dung hop vdi té bao u tiy ciia chudt dé bao tdn kha ning sdng cua chiing va tao ra
dong t& bao lai. Cac dong té bao lai dugc sang loc d& nhan dang dong té bao san sinh
khéng thé dic hiéu véi MERS-CoV-S. Trong tng s6 696 dong té bao lai biéu hién khang

thé dic hiéu vé6i khang nguyén, 182 dong duoc phét hién phong bé su tuong tac giita
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DPP4 va protein gai va 123 dong phong bé MERSpp di vao té bao dich. Céc dong té bao
duoc léy lam vi du tao ra dugc béng cach nay dugc ky hiéu 1la HBVXO06HOS,
HBVX11H04, HBVX11D02, HBVZ10E10, HBVY09F08, HBVZ05G02, HBVZ09B06,
HBVY01F08, HBVY10G02, HBVY04B06, HBVY07D10, HBVZ08A09, HBVZ05G04,
HBVY06C07, HBVY03H06, HBVZ10G06, HBVZ04F10, HBVX11E09, HBVY06HO09,
HBVZ05B11, HBVY02E05 va HBVZ04C07. Cac dong t& bao nay dugc sit dung dé thu
mdt sé khang thé dang kham khang MERS-CoV-S (ttc 14 khang thé c¢6 cac ving bién déi
clia ngudi va cac vung én dinh cia chuot); cac khéng thé duoc léy lam vi du tao ra dugc
bing cich nay duoe ky hiéu 13 HIMI5277N, H2aM15279N, HI1M15280N,
H2aM15278N, H2aM15271N, HIMI15267N, H2bM15292N, H2bMI15291N,
HIM15290N, HIM15293N, HIM15289N, HIM15269N, H2aM15287N, HIM15288N,
H2aM15268N, H2aM15270N, H2aM15281N, va H2aM15272N.

Bang 1 thé hién cac khang thé dang kham chon loc thu dugc tir cac dich nbi té bao

lai tuong Ung.

Bang 1

Ab PID # Tén dong
HIM15267N HBVX11H04
HIM15269N HBVYO07D10

| HIM15277N HBVX06HO05
HIM15280N HBVZ09B06
HIM15288N HBVYO02E05
HIM15289N HBVYO03H06
HIM15290N HBVZ04F10
HIM15293N HBVZ10G06
H2aM15268N | HBVY04B06
H2aM15270N HBVY09F08
H2aM15271N HBVY10G02
H2aM15272N HBVZ05G02

| H2aM15278N HBVX11D02
H2aM15279N HBVYO01F08
H2aM15281N HBVZ10E10
H2aM15287N HBVX11E09
H2bM15291N HBVZ05G04
H2bM15292N HBVZ08A09
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Khang thé khang MERS-CoV-S ciing dugc phan lap truc tiép tir té bao B cua
chudt duong tinh v6i khang nguyén ma khong dung hop véi té bao u tily, nhu duge mé ta
trong patent My sb 7582298, tai liéu ndy dugc dua vao trong ban mo ta nay theo céch
vién din. Bing cach sir dung phuong phép ndy, mot sb khang thé khang MERS-CoV-S
ctia ngudi hodn toan (tic 13 cac khang thé c6 ving bién ddi cia ngudi va ving én dinh
ctia ngudi) duge thu; cac khang thé dugc 14y 1am vi du tao ra duogc bing cach nay dugc
ky hiéu la H4sH15188P, H1H15188P, HIH15211P, H1HI15177P, H4sH15211P,
H1H15260P2, HIH15259P2, HIH15203P, H4sH15260P2, H4sH15231P2, H1IH15237P2,
HI1H15208P, H1H15228P2, HIH15233P2, H1IH15264P2, H1H15231P2, HIH15253P2,
H1H15215P, va H1IH15249P2. |

Céc dac tinh sinh hoc cta cdc khang thé dugc léy lam vi du tao ra duoc b%mg cac
phuong phap ctia Vi du ndy duge mod ta chi tiét trong cac vi du néu ¢ dudi.

Vi du 2: Xidc dinh diic diém cia dich néi té bao lai

Thit nghiém lién két ELISA dugc thuc hién dé nhan dang dich ndi khang thé (thu
duoc tir t& bao lai nhu dugc md ta & trén) ma lién két véi protein gai cia MERS-CoV.
Protein gdm ving lién két voi thu thé cia MERS-CoV-S (aa E367-Y606) dugc biéu hién
v6i phin Fe ctia phan tir IgG1 cta ngudi & dau tén cung C (MERS RBD-hFc; SEQ ID
NO: 458) dugc bao & 2 pg/ml trén dia 96 15 trong dung dich dém PBS qua dém & 4°C.
Tiép theo, cac vi tri lién két khong dic hidu dugc phong bé bing cach st dung dung dich
BSA 0,5% (w/v) trong PBS. Dich nbi té bao lai duoc pha logng 1:50 trong dung dich dém
phong bé va cho lién két v6i dia da dugc bao MERS RBD trong 1 git & nhiét do trong
phong. Sau khi rira, khang thé lién két dwoc phét hién bang khang thé da dong a-hFc lién
hgp v6i HRP (Jackson Immunochemical). Mau duoc phat trién bang dung dich 3,3°,5,5” -
tetrametylbenzidin (TMB; BD Biosciences) dé tao phan tmg tao mau tiép theo trung hoa
bang axit sulfuric IM trudc khi do do hip thu & 450nm bing may doc dia Victor (Perkin
Elmer). Két qua duoc thé hién trén Fig.1. Cudng d6 tin hiéu ¢ 450nm dugc st dung dé
chon khang thé cho buéc x4c dinh dic diém tiép theo.

Céc hing sb td hop va phan ly (lin luot 12 &, va k), hing sé phan ly cin bang va
thoi gian ban hiy phan ly (Ian Iuot 13 Kp va t,,) dbi v6i khang nguyén lién két véi dich
ndi t& bao lai duge xac dinh béng thir nghiém cam bién sinh hoc bé mit thoi gian thuc
trén thiét bi Biacore 4000 hoic Biacore T200 (dugc mo ta chi tiét trong vi du 4). Nhu
dugc thé hién trén Fig.1, 21 trong s6 22 khang thé lai lién két vé6i protein gai cia MERS-
CoV véi tri s6 Ky ndm trong khoang tix 245pM dén 21,50M.

Kha ning ctia khang thé khang protein gai cia MERS virut corona phong bé ving
lien két v6i thu thé cia MERS (MERS-RBD) lién két véi phan lién két cing ho,
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dipeptidyl peptidaza 4 ctia ngudi (hDPP4), dwgc danh gia bing thir nghiém mién dich trén
co s& ELISA. Noi vén tit, dipeptidyl peptidaza 4 cta ngudi c6 dudi 6xHistidin & ddu tan
cung C (hDPP4-6His; R&D cat#1180-SE) dugc bao & 2ug/mL trén dia 96 16 trong dung
dich dém PBS qua dém & 4°C. Tiép theo, céc vi tri lien két khéng dic hiéu duge phong bé
bang cach st dung dung dich BSA 0,5% (w/v) trong PBS. Pia nay dugc sir dung dé. do
MERS-RBD (aa E367-Y606) c6 phin Fc cta phan tir IgG1 cua ngudi & dau tin cing C
(MERS RBD-hFc; SEQ ID NO: 458) trong dung dich MERS RBD-hFc¢ dugc cin bing
trude bing dich ndi khang thé khang MERS pha loang. Nong do khong dbi cia 300pM
MERS RBD-hFc dugc tron so bd véi 10% thé tich dich ndi khang thé khang MERS, tiép
theo 11 trong 1 gi& & nhiét d6 trong phong (RT) dé lién két khang nguyén-khang thé dat t6i
sw can bang. Tiép theo, dung dich mAu d3 can bang dugc chuyén sang dia da bao hDPP4-
6his. Sau 1 gi¢ lién két & RT, dia dugce rira va MERS RBD dugc lién két duge phét hién
bang khang thé da dong a-hFc lién hop véi HRP (Jackson Immunochemical). Mau duoc
phét trién bing dung dich TMB (BD Biosciences, #51-2606KC va #51-2607KC) dé tao ra
phén ng tao mau va tiép theo trung hoa bing axit sulfuric 1M trude khi do do hép thu &
450nm bing may doc dia Victor X5. Do hip thu do dugc dbi voi ndng d6 khong dbi cua
mdt minh MERS RBD-hFc¢ dugc xé4c dinh 1a 0% phong bé va d6 hip thu do dugc dbi véi
MERS RBD-hFc khong duge bd sung duoc xac dinh 13 100% phong bé. Phin trim phong
bé duoc tinh 14 ty 18 giam tin hiéu quan sat duoc khi c6 mit khéng thé so v6i hiéu sb gitra
tin hiéu v6i mot minh MERS RBD-hFc va nén (tin hidu tir mét minh khang thé a-hFc lién
hop véi HRP) duge trir di béi 100% phong bé nhu x4c dinh duoc trude do.

Nhu dugc thé hién trén Fig.1, 17 trong s6 22 khang thé khang MERS-CoV-S Chiqc
tao ra tir cdc dong té bao lai doc 1ap khac biét phong bé hon 90% lién két cia protein gai
cua MERS-CoV véi DPP4.

Céc khang thé khang MERS-CoV-S dugc tao ra tir cac dong té bao lai doc l1ap
khéc biét dugc thir nghiém vé viée trung hoa tinh nhiém MERS (chi tiét thi nghiém trdng
vi du 5). Nhu dugc thé hién trén Fig.1, 12 trong sb 22 khéng thé té bao lai khang MERS-
CoV-S trc ché hoic trung hoa hon 90% tinh nhiém MERS va v6i ICsy ndm trong khoang
tir 68,4pM dén 3,58nM.

Vi du 3: Cdc trinh tw axit amin va nucleotit ciia viing bién doi ciia chubi ning va chudi
nhe

Bang 2 néu céc ky hiéu nhédn dang trinh ty axit amin cta cic ving bién dbi cua
chudi ning va chudi nhe va cac CDR cua cic khang thé khang MERS-CoV-S chon loc
theo sang ché.

Bang 2: Ky hiéu nhgn dang trinh tw axit amin
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SEQ ID NO:

K§  hiéu | HCV. [HCDR | HCDR | HCDR |LCV |LCDR | LCDR | LCDR
khingthd |R |1 2 3 R |1 2 3
HIHI5177P | 2 4 6 8 0 |12 14 16
HIHI5188P |18 |20 2 |24 26 (28 |30 |32
HIH15203P |34 |36 38 |40 |44 |46 |48
HIHI5208P |50 |52 54 |56 58 |60 |62 |64
HIH15211P |66 |68 70 |72 74 |76 |78 80
HIHI5215P |82 |84 8 |88 %0 |92 |94  |9%
HIHI5228P2 98 [100 | 102|104  [106 [108 |10 |112
HIH15231P2 | 114 | 116  |118 |120  |106 |108 |110 |112
HIH15233P2 | 122|124  |126  |128  |106 |108 |110 |112
HIH15237P2 [ 130 | 132|134 |136  |106 |108 |110 |112
HIHI15249P2 | 138|140 | 142|144 [106 |108 |110 |112
HIHI5253P2 | 146|148 | 150 |152  |106 |108 |110 |112
HIH15259P2 | 154 | 156 | 158|160  |162 |164 |166 | 168
HIHIS260P2 | 170|172 | 174 [176  |162 | 164 | 166 | 168
HIH15264P2 | 178 | 180  |182 -|184  |162 |164 |166 | 168
HIMI15267N

, 186 |188  [190 |192  |194 |196 |198  |200
HIMIS269N [202 | 204  |206  |208  |210 |212  |214 |216
HIMIS277N | 218 [220 | 222|224 [226 |228 |230  |232
HIMIS280N | 234|236 238|240 |242 | 244  |246 | 248
HIMIS289N | 250 | 252|254  |256  |258 |260 |262 | 264
HIMIS290N | 266|268 270  |272  |274 |276  |278 | 280
HIMIS293N | 282 | 284 | 286|288 |290 |292  [294  |296
H2MI5268N | 298|300  |302 304  |306 |308 [310 |312
H2MI5270N | 314|316  |318 320  |322 |324 |326 |328
HOMIS2TIN |330 |332 334 336|338 |340 342|344
H2MI5272N | 346 | 348|350  [352  |354 |356 358 | 360
H2MI5278N | 362|364 | 366  |368  |370 |372  |374 |376
H2MI5279N | 378 380 | 382|384  |386 |388 [390 |392
H2MI528IN | 394|396 | 398|400  |402 |404  |406 | 408
HOMI5287N | 410 | 412|414 |416 418 420 |422 | 424
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H2M15291N | 426 428 430 432 434 436 438 440
H2M15292N | 442 444 446 448 450 452 454 456
Céc ky hiéu nhén dang trinh ty axit amin tuong (ing dugc néu trong bang 3.
Bdng 3: Cdc ky hié¢u nhdn dang trinh tw axit nucleic
SEQ ID NO:

Ky 0hiéu HOVR HCDR |HCDR |HCDR [LCV |LCDR |LCDR |LCDR
khang thé 1 2 3 R 1 2 3
HI1H15177P 1 3 5 7 9 11 13 15
HI1H15188P 17 19 21 23 25 27 29 31
H1H15203P 33 35 37 39 41 43 45 47
HI1H15208P 49 51 53 55 57 59 61 63
HI1H15211P 65 67 69 71 73 75 77 79
HI1H15215P 81 83 85 87 89 91 93 95
H1H15228P2 |97 99 101 103 105 107 109 111
HI1H15231P2 | 113 115 117 119 105 107 109 111
HI1H15233P2 |121 123 125 127 105 107 109 111
HI1H15237P2 |129 131 133 135 105 107 109 111
H1H15249P2 | 137 139 141 143 105 107 109 111
HI1H15253P2 | 145 147 149 151 105 107 109 111
HIH15259P2 | 153 155 157 159 161 163 165 167
HI1H15260P2 | 169 171 173 . | 175 161 163 165 167
HI1H15264P2 | 177 179 181 183 161 163 165 167
HIMI5267N2 | 185 187 189 191 193 195 197 199
HIMI5269N | 201 203 205 207 209 211 213 215
HIMI15277N |217 . |219 221 223 225 227 229 231
HIMI15280N |233 235 237 239 241 243 245 247
HIMI5289N | 249 251 253 255 257 259 261 263
HIMIS5290N | 265 267 269 271 273 275 277 279
HIMI5293N | 281 283 285 287 289 291 293 295
H2M15268N | 297 299 301 303 305 307 309 311
H2M15270N |313 315 317 . |319 321 323 325 327
H2M15271N  |329 331 333 335 337 339 341 343
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H2M15272N | 345 347 349 351 353 355 357 359

H2M15278N | 361 363 365 367 369 371 373 375

H2MI15279N | 377 379 381 383 385 387 389 391

H2M15281N | 393 395 397 399 401 403 405 407

H2M15287N | 409 411 413 415 417 419 421 423

H2M1529IN | 425 427 429 431 433 435 437 439

H2M15292N | 441 443 445 447 449 451 453 455

Céc khang thé thudong duoc vién din trong ban mo ta nay theo cic danh phép sau:
Dau ngit Fc (vi dy, "H4xH," "HIM," "H2M," v.v.), tiép theo 12 ky hiéu nhan dang bing s
(vi dy, "15177," "15228," "15268," v.v., nhu dugc thé hién trong bang 2), tiép theo 1a tiép
ngit "P," "P2," "N," hodc "B". Do d6, theo danh phap nay, khang thé c6 thé dugc vién din
trong ban mo ta nay 13, vi du, "H1H15177P," "H1H15228P2," "H2M15268N," v.v. Céic
diu ngtr H4sH, H1M, va H2M d6i véi cac ky hiéu khang thé duge sit dung trong ban mo
ta nay chi ra isotyp vung Fc cu thé. Vi duy, khang thé "H4sH" c6 IgG4 Fc clia ngudi véi 2
hodc nhiu thay ddi axit amin nhu duge boc 16 trong US20100331527, khang thé "H1M"
¢6 IgG1 Fc cta chudt, va khang thé "H2M" c6 IgG2 Fc ciia chudt (hoic isotyp a hodc b)
(tAt ca cac ving bién dbi déu 1a cta ngudi hoan toan nhu duge bibu thi bang chit 'H' dau
tién trong ky hiéu khang thé). Nhu dwoc chuyén gia trong linh vuc nay biét 15, khang thé
¢6 isotyp Fc cu thé c6 thé duoc chuyén héa thanh khang thé c6 isotyp Fc khac (vi du,
khang thé c6 IgG1 Fc cta chudt c6 thé duge chuyén hoa thanh khang thé c6 IgG4 cta
ngudi, v.v.), song trong trudng hop bat ky, cac ving bién dbi (bao gdbm cac CDR) — ma
duoc chi ra bang cac ky hiéu nhan dang trong bang 2 — s& van giéng nhau, va cac dic tinh
lién két v6i khang nguyén dugc tin 13 gibng nhau hodic hdu nhu twong tw bit ké tinh chit
cua vung Fc.
Vi du 4: Khdng thé lién két véi MERS-CoV-S khi xdc dinh bang cong hwéng plasmon
bé mait

Céc hing sb tdc d6 t6 hop va phan ly (lan luot 13 k, va k), hing sd phan ly can
bang va thoi gian ban hily phan ly (14n luot 12 Kp va t,,)) d6i v6i khang nguyén lién két &éi
khang thé hoic dich ndi t& bao lai khang MERS-CoV-S dugc xac dinh bing thir nghiém
cam bién sinh hoc plasmon bé mat thoi gian thuc trén thiét bi Biacore 4000 hoic Biacore
T200. B& mit cam bién ciia Biacore duoc tao din xuét bing khang thé tho da dong khang
chudt (GE, # BR-1008-38) hoic bing khang thé chudt don dong khang Fc ctia ngudi (GE,
# BR-1008-39) dé bay khoang 100-900 RU khang thé don dong khang MERS-CoV-S, lin
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luot dugc biéu hién bé'mg Fc cta chudt hodc Fc cia ngudi. Chét phan ing MERS-CoV
dugc thir nghiém vé viée lién két v6i khang thé khang MERS-CoV-S bao gdm ving lién
két voi thu thé MERS-CoV-S$ téi td hop dugc biéu hién bang IgG1 Fe ctia ngudi & ddu tan
cing C (MERS RBD-hFc; SEQ ID NO: 458). Nong d6 khac nhau ctia chit phan ung
MERS-CoV n3m trong khoang tir 3,70M dén 200nM dugc tiém 16n bé mit da bay khang
thé don dong khang bN[ERS-COV-S & luu tbc 30pL/phut trén Biacore 4000 hoic &
50uL/phut trén Biacore T200. Su lién két ctia chét phan tmg MERS-CoV véi khang thé
don dong d3 biy dugc theo ddi trong 3 dén 5 phit trong khi sy phén ly cta chung khéi
khang thé dugc theo doi trong 7 dén 10 phat trong dung dich dém chay HBST (0,01M
HEPES d6 pH 7.4, 0,15M NaCl, 3mM EDTA, 0,05% v/v Surfactant P20). Céc thi nghiém
duoc thuc hién & 25°C. Cac héng sb tdc do td hop (k,) va phan ly (k;) ddng hoc dugc xéc
dinh bing céch xir Iy va didu chinh liéu theo m6 hinh lién két 1:1 bing phn mém didu
chinh dudng cong Scrubber 2.0c. Tiép theo, hing sb cin bang phén ly lién két (Kp) va
thoi gian ban hiy phan ly (t;,,) dwgce tinh tir cac hing sb tbe d6 dong hoc 1a: Kp (M) = ky /
k, vaty, (phat) = [In2/(60*ky)].

Trong thi nghiém dAu tién, hing s can bang phan ly lién két va thoi gian ban hiy
phan ly duoc xac dinh ddi véi 22 dich nbi té bao lai (duge md ta trong vi du 2).

Trong céc thi nghiém tiép theo, cac khang thé tinh sach dugc thir nghiém vé sy lién
két v6i protein gai cia MERS-CoV bing cach st dung thit nghiém cdng hudng plasmon

bé mit dugc mo ta & trén.

Bdng 4
Pong hoc lién két @ 25°C
mAb  dwod Mirc biy 100nM - Ag ka kd KD tYs
biy mAb (RU) dl,wc lién (1/Ms) (1/s) M) (phit)
két (RU)
H2aM15281N|223+0,8 | 127 2,10E+06 | 8,18E-04 |3,90E-10 |14
HIMI5289N | 224+ 1,5 |88 2,10E+05 | 4,41E-05 |2,10E-10 |262
HIMI15267N | 173+0,7 | 109 8,43E+05 | 1,53E-04 | 1,81E-10 |75
H2aM15272N| 229+ 1,1 | 120 1,65E+06 | 7,33E-04 | 4,43E-10 |16
H2aM15279N| 195+0,7 | 127 8,70E+05 | 8,91E-05 | 1,02E-10 | 130
H2aM15278N| 230 + 1 118 1,72E+06 | 8,73E-04 | 5,06E-10 |13
H2aM15268N| 174+ 0,6 | 121 12,68E+06 | 9,50E-04 |3,55E-10 |12
H2aM15270N| 182+ 0,7 | 107 7,79E+05 | 6,05E-04 | 7,76E-10 |19
HIMI5277N | 2111 150 2,63E+06 | 9,10E-04 |3,46E-10 |13
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H2bM15292N| 185+ 1,2 |95 4,5TE+05 | 1,55E-04 | 3,40E-10 |75
H2aM15271IN| 227+ 1,4 | 112 9,08E+05 | 1,24E-03 | 1,37E-09 |9
HIMI15269N | 268 +2,8 |83 1,76E+05 | 1,08E-04 | 6,16E-10 | 107
HIMI15290N |210+1,9 |108 4,82E+05 | 2,11E-04 |4,38E-10 |55
HIM15293N | 187+0,9 |91 6,04E+05 | 1,98E-04 |3,28E-10 |58
H2bM15291IN| 179+ 1,8 | 83 2,52E+05 | 1,41E-04 |5,59E-10 |82
HIMI15288N | 149 + 1 55 1,73E+05 | 7,16E-04 |4,15E-09 |16
H2aM15287N| 186+ 1,9 |50 6,33E+04 | 4,42E-04 | 6,98E-09 |26
HIMI15280N | 168+0,8 |56 2,83E+05 | 5,25E-03 | 1,85E-08 | 2,2
H1H15233P2 | 250 + 13,2 | 141 1,99E+05 | 4,56E-05 |2,29E-10 | 253
H1H15231P2 | 228 +3,8 | 154 6,39E+05 | 7,44E-05 | 1,16E-10 | 155
HIH15188P |189+1,4 |158 1,48E+06 | 1,22E-04 | 8,25E-11 |95
HIHI5211P [226+1,1 |180 1,13E+06 | 8,72E-05 |7,75E-11 | 133
HIH15249P2 [ 195+1,2 |99 3,49E+05 | 7,91E-05 |2,27E-10 | 146
HI1H15260P2 | 242 +2 164 1,16E+06 | 1,60E-04 | 1,38E-10 |72
HI1H15203P |128+1,4 |100 4,43E+05 | 1,21E-04 |2,73E-10 |95
HIH15237P2 | 171+2,2 | 131 4,39E+05 | 1,20E-04 |2,74E-10 |96
HI1H15264P2 | 110£2,9 |66 2,23E+05 | 1,86E-04 | 8,33E-10 |62
HIH15228P2 | 144 +4,3 | 113 4,43E+05 | 1,85E-04 | 4,18E-10 |63
H1H15208P |114+4,3 |98 4,39E+05 | 2,43E-04 |5,53E-10 |48
H1H15177P |135+13 |105 4,93E+05 | 1,92E-04 |3,90E-10 |60
HI1H15253P2 | 127+ 1,7 |94 3,56E+05 | 1,24E-04 |3,48E-10 |93
HIH15215P |171+1 86 1,44E+05 | 9,67E-05 | 6,71E-10 | 119
HI1H15259P2 | 234 +2,1 | 142 2,26E+05 | 3,77E-04 | 1,67E-09 |31
Bang 5
Pong hoc lién két @ 37°C
mAb  dwgd Mitc by | 100nM | ka kd KD t%
bay mAb (RU) | Ag (RU) | (1/Ms) (1/s) (M) (phiit)
H2aM15281N| 276 + 1,6 140 2,55E+06 | 5,43E-04 |2,13E-10 |21
HIMI15289N {271 +2,2 119 4,59E+05 | 1,26E-04 |2,75E-10 |92
HIMI15267N {202 + 1,1 132 2,37E+06 | 7,45E-04 |3,14E-10 |16
H2aM15272N | 284 + 1,9 135 2,00E+06 | 6,34E-04 |3,16E-10 |18
H2aM15279N | 229 + 1 150 1,39E+06 |4,45E-04 |3,20E-10 |26
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H2aM15278N | 266 + 1,1 127 2,17E+06 | 1,13E-03 |5,19E-10 10
H2aM15268N | 208 + 1,1 126 3,75E+06 | 2,02E-03 | 5,37E-10 6 |
H2aM15270N | 219 + 0,8 128 1,75E+06 | 1,14E-03 | 6,51E-10 10
HIM15277N | 246 £1,1 156 3,24E+06 | 2,18E-03 | 6,71E-10 5
H2bM15292N| 242 £ 0,6 117 5,44E+05 | 5,24E-04 | 9,63E-10 22
H2aMI1527IN | 276 £ 1,5 117 1,45E+06 | 1,45E-03 | 1,00E-09 &
HIMIS5269N | 319+ 1,7 107 2,54E+05 | 3,39E-04 | 1,34E-09 34
HIMI15290N | 243 +£1,8 117 6,66E+05 | 9,84E-04 | 1,48E-09 12
HIMI5293N | 213+ 1,7 112 5,12E+05 | 8,53E-04 | 1,66E-09 14
H2bM15291N| 229 + 1,7 97 3,42E+05 | 6,40E-04 | 1,87E-09 18
HIMI5288N | 176 £ 1 69 2,73E+05 | 2,08E-03 | 7,61E-09 6
H2aM15287N | 228 £ 1,4 61 1,74E+05 | 1,89E-03 | 1,09E-08 6
HIMIS5280N | 196 +1 59 4,97E+05 | 6,57E-03 | 1,32E-08 1,8
HI1H15233P2 | 317 £ 6,9 184 3,74E+05 | 4,74E-05 | 1,27E-10 244
HI1H15231P2 | 306 +4,3 228 6,59E+05 | 9,19E-05 | 1,39E-10 126
HIH15188P | 267+ 1,6 217 1,59E+06 | 2,65E-04 | 1,67E-10 44
HIHI5S211P | 305 +2,7 232 8,27E+05 | 1,60E-04 | 1,94E-10 72
HIH15249P2 | 260 +2,3 157 4,42E+05 | 1,27E-04 | 2,88E-10 91
HIH15260P2 |322+2,5 220 1,05E+06 | 5,47E-04 | 5,19E-10 21
HIH15203P |179+1,2 106 5,01E+05 | 3,23E-04 | 6,45E-10 36
HIH15237P2 | 218+ 1,4 181 5,14E+05 | 4,09E-04 | 7,97E-10 28
HIH15264P2 | 149 +2,1 106 5,07E+05 | 4,75E-04 | 9,36E-10 24
HI1H15228P2 | 188+2 157 4,76E+05 | 4,64E-04 | 9,75E-10 25
HIH15208P | 151+3,6 145 5,25E+05 | 5,31E-04 | 1,01E-09 22
HIHI5177P | 181+ 1,5 149 5,68E+05 | 7,01E-04 | 1,23E-09 16
HIH15253P2 | 172+ 0,7 139 4,36E+05 | 6,29E-04 | 1,44E-09 18
HIHI5215P | 224+2,1 96 1,38E+05 | 2,33E-04 | 1,68E-09 50
HIHI15259P2 | 282 + 3,8 173 4,78E+05 | 8,88E-04 | 1,86E-09 13

Nhu duoc thé hién trong cac Bang 4 va 5, cac khang thé lién két v6i protein gai ctia
MERS-CoV ¢6 tri s6 K nim trong khoang tir 77,5pM dén 18,5nM & 25°C va nim trong
khoang tir 127pM dén 13,2nM & 37°C. Céc khang thé nay c6 trj sé thoi gian ban hay phan
ly (t%4) nam trong khoang tir 2,2 dén 262 phtt & 25°C va ndm trong khoang tir 1,8 dén 244

phut & 37°C.
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Vi du 5: Trung hoa tinh nhiém MERS qua trung gian khdng thé
Vit liéu va phwong phdp
Tao hat giad

Hat gia MERS (MERSpp; con goi 1a hat twong tu virut — VLP) duogc tao ra bing
cach ciing chuyén nhiém té bao 293T béng hén hop ciu truc plasmit biéu hién protein gai
ciia MERS-CoV, gag-pol ctia HIV, va vecto tién virut HIV ma hoa luciferaza dom dém.
Dich nbi chita MERSpp duoc thu & 72 gid sau chuyén nhiém, 1am sach bang cach ly tim,
¢d, chia thanh phin mAu va 1am lanh & -80°C. Hat gia d6i chung dugc tao ra bing cach
thay thé plasmit biéu hiéh protein gai cia MERS-CoV bing plasmit ma hoa Glycoprotein
cta virut gdy bénh viém miéng c6 mun nudc (Vesicular Stomatitis Virus Glycoprotein:
VSVg).

Thi nghiém trén co s MERSpp

Céc dung dich khang thé pha loing dugc u véi MERSpp trong 1 gio & nhiét do
trong phong. Céc té bao Huh7 trong mdi trudng DMEM déy di dugc tach bing EDTA
1%, rira va 0 v6i hén hop khang thé/MERSpp trong 72 gid. Hiéu qua giy nhidm dugc
dinh lugng bing cach phat hién luciferaza bang thw nghiém luciferaza BrightGlo®
(Promega, San Luis Obispo, CA, USA) va doc béng may doc dia Victor® X3 (Perkin
Elmer, Waltham, MA, USA) dé tao ra anh sang.

Thtr nghiém trén co s§ virut

1x10* t& bao Vero E6/16 duoc cdy vio dia 96 156 & 1 ngay trude khi thir nghiém.

500 TCIDsy cia ching MERS-CoV EMC/2012 dugc tron véi lugng khang thé da dinh
trong 100ul mdi trudng sinh trudng Vero E6 binh thudong va u & nhiét do trong phong
trong 30 phut va tiép theo hdn hop nay dugc thém vao t& bao Vero E6. O 2 ngiy sau
nhiém, t€ bao chét duoc danh gia biang CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay
(Promega) theo hudng din cia nha san xuét. Mirc phat quang dugce doc bing may doc dia
Spectramax M (Molecular Devices). S6 liéu dugc trinh bay duéi dang phan trim dbi
chiing bi nhiém gia.
Két qua
Trung hdoa MERS-CoV bing khéng thé khang MERS-CoV-S

Trong thir nghiém dau tién, khang thé khang MERS-CoV-S dugc tao ra tir cdc dong
té bao lai doc lap khéac bi€t dugc thlr nghiém v& viée trung hoa tinh nhiém MERS. Nhu
dugc thé hién trén Fig.1, 12 trong sb 22 khang thé té bao lai khang MERS-CoV-S trc ché
hoic trung hoa hon 90% tinh nhiém MERS va véi ICso nim trong khoang tir 68,4pM dén
3,58nM.
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Trong céac thtr nghiém tiép theo, cac khéng thé tinh sach dugc thi nghiém vé viée
trung hoa MERSpp va virut MERS sbng (thé phan 1ap: EMC/2012). Két qua dugc thé
hién trong bang 6 va Bang 7.

Bang 6
2 IC50 khang virut song
Khang the IC50 khang MERSpp (M)
(EMC2012) (M)
HIM15277N 6,46E-11 2,87E-10
H2aM15279N 9,39E-11 8,25E-10
HIM15280N 1,11E-10 7,63E-10
H2aM15278N 1,42E-10 6,44E-10
H2aM15271N 1,27E-10 1,03E-09
HIM15267N 9,98E-11 8,91E-10
H2bM15292N 1,13E-10 2,26E-09
H2bM15291N 1,86E-10 2,22E-09
HIM15290N 2,10E-10 2,55E-09
HIM15293N 2,58E-10 2,58E-09
HIM15289N 2,81E-10 3,15E-09
HIM15269N 6,88E-10 6,80E-09
H2aM15287N 2,93E-09 8,92E-09
HIM15288N ~0,1209 2,66E-08
H2aM15268N 5,89E-11 2,72E-10
H2aM15270N 1,02E-10 7,11E-10
H2aM15281N 7,85E-11 2,92E-10
H2aM15272N 7,23E-11 5,69E-10
Bdng 7
2 ICS50 Kkhang virut
Khéng the IC50 khang MERSpp (M) .
song (EMC2012) (M)

HIHI15211P 4,74E-11 3,69E-10

HIH15188P 6,20E-11 5,05E-10

HIH15177P 4,57TE-11 6,29E-10

HI1H15203P 7,65E-11 8,26E-10

HI1H15228P2 9,75E-11 8,98E-10

HIHI15231P2 1,02E-10 9,20E-10
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HI1H15237P2 6,60E-11 1,01E-09
HIH15233P2 8,73E-11 1,37E-09
HI1H15259P2 7,64E-11 1,63E-09
H1H15264P2 1,34E-10 2,39E-09
HIH15208P 8,27E-11 2,41E-09
HI1H15253P2 1,51E-10 2,42E-09
HI1H15215P 1,92E-10 2,67E-09
HI1H15260P2 6,43E-11 6,70E-09
H1H15249P2 2,27E-10 1,20E-08
H4sH15188P 2,91E-11 NA
H4sH15211P 6,08E-11 NA
H4sH15260P2 6,24E-11 NA
H4sH15231P2 7,33E-11 NA

S6 lidu & trén chi ra ring khang thé khang MERS-CoV-S theo sang ché c6 kha
ning phong b MERS-CoV di vao té bao d& bi nhiém va trung hoa tinh nhiém.
Trung hoa thé phan 14p 14m sang bing khang thé khing MERS-CoV-S

Virut ARN ma héa bd may sao chép hé gen chinh xéc thap, cho phép ching thich

nghi nhanh v§i moi trudong vat chu ciia ching (Malpica et al 2002; Genetics 162: 1505-
1511). Tuy nhién, cac virut corona, nhw MERS-CoV, ma héa protein khong céu tric véi
hoat tinh 3’-dén-5’ exo-ribonucleaza, tao ra chic ning doc sira trong qua trinh sao chép
clia chiing va 1am gia ting dang ké kha ning ma héa ctia hé gen ma khong din dén tham
hoa dot bién (Cotton et al 2013; Lancet doi:10.1016/S0140-6736(13)61887-5). Mic du
vay, viéc x4c dinh trinh ty cta nhiéu thé phan 1ap 14m sang dugc 14y mau trong hai nam
dAu cta dich bénh MERS-CoV chi ra ring protein MERS-CoV S ciia virut nay dang tién
héa (Cotton et al 2014; MBio 5 doi:10.1128/mBi0.01062-13). P4i v6i nghién ciru nay, 38
trinh tu ctia cac thé phan 1ap 14m sang MERS-CoV luu gift tai NCBI dugc sip hang va so
sanh v6i trinh tu cia ching phan lap ban diu, EMC/2012. Trén co sé thiét ké thir nghiém
sang loc, khang thé theo sang ché dwoc tin 13 lién két bén trong RBD cia protein MERS-
CoV S, nén viéc so sénh trinh ty dic biét tdp trung vao cic axit amin 367-606. Bay axit
amin khac nhau d dwgc nhan dang 1a khac nhau gitra céc thé phan l4p 1am sang da xéac
dinh dugc trinh tw va trinh tw EMC/2012 ban diu, A431P, S457G, S460F, A482V,
L506F, D509G va V534A (Bang 8).
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Bdng 8
Thay d6i axit amin | Thé phan lap
A431P Riyadh 9
S457G KFU-HKU 1; KFU-HKU 13
S469F Qatar3; Qatar4
A482V Riyadh_ 9
L506F England 1; England-Qatar/2012
D509G Bisha 1; Riyadh 1
V534A Riyadh 2

Pé thir nghiém kha ning khang thé lién két véi cac vung béo toan bén trong RBD
va trung hoa tit ca cic thé phan 14p 1am saing MERS-CoV da x4c dinh dugc trinh tir vio
thang 7-2014, phuong phap gdy dot bién dinh vi dugc st dung dé tao ra céc cdu tric
plasmit ma héa tit ca céc bién thé protein S. Chung dugc sit dung dé tao ra MERSpp kiéu
gia véi protein S duge cai bién va thuc hién céc thir nghiém trung hoa. Khang thé tinh
sach (dugc mo ta trong vi du 1) dugc thir nghiém vé viée trung hoa tinh nhiém MERS
bang cach str dung MERSpp tao ra dugc v6i cac dot bién néu trén. Cac Bang 9 va 10 thé

hién phan trim trung hoa bién thé cia MERSpp.

Bdng 9

Bién thé RBD wt A431P (S457G [S460F [A482V [L506F [D509G
Khang thé  pg/mL 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02

HI1M15267N 71,65%168,15% (70,81% |76,82% [66,78% |57,11% |84,91%
HI1M15269N 7,19% [11,87% [27,48% [19,57% [7,74% [21,09% |7,08%
H1M15280N 56,69%(59,42% [74,42% |(73,14% [65,89% [65,90% [38,21%
HI1M15277N 75,83%189,05% [90,07% [89,35% [75,14% (83,27% [62,26%
H2aM15268N 79,86%(89,51% (93,08% [89,11% [83,50% [88,63% |87,74%
H2aM15270N 63,45%(81,24% [81,64% [80,51% [67,96% (79,63% [45,28%
H2aM15271N 53,38%/63,32% [67,50% [65,52% [52,90% [4,79%  [38,21%
H2aM15272N 62,88%(72,97% [78,34% [80,51% [58,90% |16,58% |7,08%
H2aM15281N 78,99% (85,38% (86,76% |83,70% (73,96% [17,87% [19,81%
H2aM15279N 48,92%68,84% [69,91% (65,27% |55,36% [71,27% |53,77%
H2aM15278N 50,50%165,39% [70,81% [73,87% [48,97% |56,25% |-29,72%
HI1M15288N 1,29% |11,64% [20,86% [26,45% [23,68% [8,22%  |-2,83%
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HIM15289N 43,74% |44,26% (45,54% [51,27% [36,86% |42,32% [28,30%
H1M15290N 36,55%39,20% [43,73% (48,08% [22,89% |-0,14% |-39,62%
H1IM15293N 27,91%(29,10% [34,40% 40,21% [20,33% |1,57%  |-15,57%
H2aM15287N 11,65%(5,90% (12,14% [15,15% (19,06% |15,30% |-1,42%
H2bM15291N 45,90% 38,74% 150,05% [49,80% [28,30% |-3,57% |18,40%
H2bM15292N 42,01%41,04% 49,45% |51,02% 140,21% [14,87% |-16,98%
P&i  chung isotyp

10,03% [-3,81% [1,39% |-5,25%
(mIgG1) -0,14% 2,64%  |-24,06%
Pbi  ching isotyp

-1,00% |(7,32% |8,76% |10,30%
(mIgG2a) 5,32% 5,65%  |-26,89%
Pbi  chung isotyp .

-5,13% [26,88% |5,08% |13,35%
(mIgG2b) 0,43% 6,08%  -4,25%
H1H15211P 87,77%/90,20% 93,98% (93,78% |88,82% [91,85% [80,66%
H4sH15211P 91,65% (95,02% [98,80% (91,81% [95,41% [96,35% [67,92%
Pbi  ching isotyp

10,26% |-11,63% (3,60% |15,61%
(hIgG1) 11,80% 6,08%  |-8,49%
Pbi  chimg isotyp

-0,54% |-0,50% |-0,33% |13,84%
(hIgG4) -4,60% -5,50%  8,49%

Bdng 10

Bién thé RBD |wt A431P [S457G |S460F (A482V |L506F |[D509G
AbID  pg/mL|0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
H4sH15188P 81,6% |89,7% 1[95,7% 192,6% |74,2%  |93,6% 101,4%
H4sH15211P 77,1% |91,6% |88,1%  [86,0% [73,8%  |88,2% 57,2%
H4sH15231P2  [70,6%  |72,3% [74,5% [75,7% [70,5%  (80,6% 60,0%
H4sH15260P2  |73,3%  (82,8% |77,7%  [74,8% [719,0%  |73,3% 73,8%
H1H15177P 82,8% |83,2% (84,4% 84,5% |75,9%  [90,9% 35,2%
HI1H15188P 81,4% |88,9% [86,8% [85,5% [86,4% (92,4% 90,3%
H1H15203P 61,0% |80,5% [74,5% [74,0% [74,0% [61,3% 35,2%
H1H15208P 53,9% |79,3% [73,8% [17,7% [65,2% |76,5% 82,1%
HIH15211P 77,8% [87,3% (93,5% [94,6% [80,2%  [82,6% 79,3%
HI1H15215P 20,2%  143,0% [42,4% 44,0% [41,7% (15,8% -47,6%
HI1H15228P2  47,8% |64,1% |68,4% |57,4% |63,1% [74,8% 62,8%
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H1H15231P2 48,1% 60,6% (71,4% 55,7% 160,0% 55,2% 46,2%
H1H15233P2 55,4% 66,8% 169,7% 59,9% |65,0% 50,8% 65,5%
H1H15237P2 52,6% 74,4% 182,7% |73,5% (70,5% |73,8% 79,3%
H1H15249P2 15,6% 34,6% |19,8% 34,2% (37,2% 30,7% 29,7%
H1H15253P2 52,9% 66,4% |56,0% 57,7% |58,2% 56,9% 51,7%
H1H15259P2 61,2% 79,3% 77,1% 63,8% [68,1% 73,0% 79,3%
H1H15260P2 68,8% 85,6% [74,5% 86,7% |80,4% 82,1% 54,5% -
H1H15264P2 23,1% 55,5% 1(52,3% 52,3% [40,1% 47,4% -20,0%
Péi chimg isotyp
- 9 0 Y, 0 9 0 = 9 0 s 0 = s 0 D 0
(hIeG1) 38,0% 0,3% |[1,6% 36,9% 10,8% 16,9% 15,9%
g
Déi chitng isot
(h1eG4) 8 yp-19,9% 1,1% |-4,5% -8,1% 6,7% -7,4% 15,9%
g
HI1M15277N 35,2% 86,7% (83,1% 65,0% (75,1% {73,0% 71,0%
Dbi chung isotyp
(mIeG1) -8,8% 2,6% |-3,6% 3,7% 0,2% -9,6% 26,9%
mlg

S6 liéu nay chi ra rang khang thé theo sang ché lién két vdi cac viing clia protein
gai cia MERS-CoV dugc bio toan trong qua trinh tién hoa ctia virut.

Khang thé khdang MERS-CoV-S theo séng ché 13 chét trung hoa hitu hiéu hon so véi cic
khang thé khang MERS-CoV duoc phan 1ap trude d6

Hiéu nghiém cta khang thé dugc chon theo sang ché dugc so sanh véi cac khang
thé don dong dugc phan l4p truéc d6. Ba nhém da sir dung céc phuong phap phéan 1ap
khang thé in vitro, biu hién thé thyc khuin (Tang et al 2014, PNAS
doi:10.1073/pnas.1402074111; va Ying et al 2014, J. Virol. doi:10.1128/JVI.00912-14)
va  bidu 2014,  Sci. Med.
doi:10.1126/scitranslmed.3008140), dé chon cac khang thé lién két vé6i protein MERS-

CoV S va phong bé 161 vao cta virut. Déi voi nghién cru ndy, nhém gdm ba khéng thé

hién nidm men (Jiang et al Transl.

v6i cac trinh tu ving bién ddi dd dugc cong bd ma dugc thong bao 14 trung hoa MERS-
CoV va lién két véi cac epitop khéac nhau dugc chon. Céc trinh tu d6i voi khang thé 3B12
(Tang et al 2014, PNAS doi:10.1073/pnas.1402074111), MERS-4 va MERS-27 (Jiang et
al 2014, Sci. Transl. Med. doi:10.1126/scitranslmed.3008140) dugc tach dong dbi véi cac
ving 6n dinh ctia IgGl1, tiép theo biéu hién va tinh ché theo cach twong ty nhu cic khing

thé dugc chon theo sang ché. Tac dung trung hoa cia tit ca cac khang thé dugc thir
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nghiém bing cach sit dung hat gia dugc tao ra bang trinh twy EMC/2012 gbc va tat ca céc
thé phan 1ap 14m sang dugc mo ta & trén. |

IC50 trung hoa cia céc khang thé dugce chon khang bién thé MERSpp dugc thé
hién trong bang 11. Nhu dugc thiy trong bang 11, HIH15211P c6 thé trung hoa tit ca cac
thé phén l4p véi tri s6 ICsy nim trong khoang tir 1,3E-11M dén 6,5E-11M. Céc tri s
twong tu ciing dugc ghi nhan ddi véi HIH15277N, ngoai trir bién thé V534A, bién thé
nay biéu hién tinh khang mot phan dbi v6i khang thé. Tuy nhién, cin lwu y ring thay ddi
axit amin nay chi dwgc ghi nhan & thé phan 14p MERS-CoV duy nhét (Riyadh_2), nd
dwoc phan 1ap vao ndm 2012 va 12 mot phin cia nhanh chét cua cdy tién hoa MERS-
CoV. _

H1H15211P va HIH277N trung hoa MERSpp Vi tri s6 ICs, it nhit mot loga thip
hon khang thé so sanh hiéu nghiém nhit, MERS-4. Ngoai ra, ca 3B12 1an MERS-27 déu
lién két v&i cac vi tri bao toan the‘ip hon trén protein MERS-CoV S, do céc hat gid chtra
céc trinh ty cta nhidu thé phan 14p 1am sang khong thé bi trung hoa béi céc khang thé
nay.

Bang 11

H1H15177PH1H15188PH1H15211PH1H15277N[H1H15267N2[3B12 MERS-4MERS-27,

wt 5,374E-11 [4,819E-11 [6,525E-11 [6,978E-11 |7,621E-11 1,69E-09 [3,90E-10}8,36E-09

A431P (1,924E-11 |1,323E-11 [2,15E-11  [3,162E-11 [4,877E-11 6,35E-10 |2,02E-104,50E-09

S457G [3,022E-11 [1,99E-11  [2,578E-11 [3,532E-11 [4,973E-11  [7,43E-10 [2,81E-10}5,06E-09

S460F 12,435E-11 |1,49E-11  [2,031E-11 |[3,19E-11 6,805E-11  |6,69E-10 [3,14E-10/6,36E-09

A482V [2,044E-11 |1,955E-11 [2,735B-11 |[8,094E-11 [6,533E-11  [9,58E-10 [6,83E-10[1,26E-08

L506F |1,624E-11 [1,017E-11 |1,341E-11 [3,967E-11 |[3,537E-11  }~0,001534|5,64E-10/6,64E-09

D509G |1,792E-10 |1,682E-11 |4,036E-11 |[4,322E-11 }4,846E-11 1,17E-07 [1,37E-094,57E-09

V534A 3,663E-11 [2,034E-11 [3,195E-11 |7,064E-09 |4,317E-10  |5,63E-08 [2,19E-10(1,31E-07

S6 liéu nay chi ra ring khang thé theo sang ché c6 kha ning trung hoa céc thé phan
1ap MERS-CoV ¢ pham vi rdng hon véi hi€u nghi€ém dugc cai thién so véi mot s6 khang
thé phan 1ap duoc chi trén co so cc dic tinh sinh héa in vitro.

Vi du 6: Canh tranh chéo Octet giiva cdc khdng thé khing MERS-CoV-S

Su canh tranh lién két giita cac khang thé khang MERS-CoV S dugc xac dinh bing
cach sit dung thir nghiém giao thoa k& 16p sinh hoc khong danh dAu trén cam bién sinh
hoc Octet® RED96 (Pall ForteBio Corp). Toan bd thtt nghiém duge thuc hién & 25°C
trong dung dich dém HBS-P Octet (10mM HEPES, 150mM NaCl, va 0,05% v/v
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Surfactant Tween-20, d6 pH 7,4, 1mg/mL BSA) c6 lic dia ¢ tbc o 1000rpm. Dé danh
gia lidu cac khang thé c6 canh tranh v6i nhau dé lién két véi cac epitop tuong tng cia
chiing trén viing lién két véi thu thé cia protein gai cia MERS-CoV duoc biéu hién bing
con dudng tai td hop dung hop vé6i dudi Fe clia ngudi (MERS RBD-hFc; SEQ ID: 458),
kiéu thir nghiém tron so bd dugc lam thich tmg va 50nM MERS-CoV-RBD-mFc duoc 0
so bo v6i 500nM khang thé don dong khang MERS khéc (sau ddy ky hidu 13 mAb-2)
trong it nhdt 2 gid trude khi thuc hién thir nghiém canh tranh lién két. Khang thé don
dong khong dic hiéu duoc G vé6i MERS-RBS.mFc duéi dang dbi ching isotyp. Cam bién
sinh hoc Octet d4 bao khang thé da dong khang hFc (Pall ForteBio Corp., Cat# 18-5060)
trude hét dugc ngam vao 16 chira dung dich 50pg/mL trong 4 phit dé biy khoang 2nm
khang thé khang MERS (sau day ky hiéu 12 mAb-1). Sau budc biy, cac khang thé da
dong khang hFc tréng dugc lam bio hoa bing cach ngdm cam bién sinh hoc Octet vao 13
chita 100pg/mL khéng thé don dong clia ngudi hoan toan khéng dic hiéu. Cudi cing,
cam bién sinh hoc dugc nhting trong 4 phiit vao 16 chtta mau di tron so bd gém 50nM
MERS-RBD-mFc va 500nM mAb-2. Cam bién sinh hoc duoc rira trong dung dich dém
HBS-P Octet sau mdi budc thir nghiém. Pép tng lién két thoi gian thuc duge theo doi
trong sudt thoi gian thir nghiém va dap ung lién két khi két thuc mdi bude duge do. Pap
ting ctia mAb-1 lién két véi phirc chit so bd MERS-RBD-mFc¢ va mAb-2 dugc so sanh va
trang thai canh tranh/khong canh tranh ctia cic khang thé don dong khang MERS khac
nhau duoc xac dinh.

Trong cac diéu kién thuc nghi€ém dugc st dung trong vi du nay, canh tranh chéo
(tirc 12 canh tranh gitta cac khang thé theo c4 hai hudng) dugc quan sat, vi dy, d6i véi: (a)
H2aM15281IN, HIMI15290N, HIMI15293N, va H2bM15291IN; (b) H2aMI15272N,
H2bM15292N, va H2aM15271N; va (c) H2aM15268N, HIM15267N, H2M15279N,
HIMI15289N, va HIM15277N (Fig.2).

Trong thi nghi€ém khéc, canh tranh lién két gitta cac khéang thé duogc chon dugc
phén 14p truc tiép tir té bao B ctia chudt dwong tinh v6i khang nguyén (dugc mb ta trong
vi du 1) dugc xac dinh. Trong céc diéu kién thuc nghiém duogc st dung trong vi du nay,
canh tranh chéo (ttrc 13 canh tranh giita cac khang thé theo ca hai hudng) dugc quan sat,
vi dy, dbi véi: (a) HIHI5215P, H1H15177P, H1H15203P, va HI1H15211P; (b)
HI1H15188P, HIH15208P, HIH15228P2, H1H15233P2, H1IH15237P2, H1IH15253P2, va
HIH15259P2; va (c) HI1H15231P2, H1H15249P2, H1H15260P2, va H1H15264P2
(Fig.3).

Trong thi nghiém khéic, canh tranh lién két gitta hai khang thé HIH15211P va
H1H15277N dugc theo doi.
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Bdng 12
Lién két ciia phirc chit so' bd mAb2 va MERS-RBD-
mFc véi mAb1 dwoc biy
Mic  biy P6i chirng | Khong ¢6
mAb1 H1H15277N | H1H15211P
mAb1 (nm) isotyp mAb | mAb
HIH15277N | 2,19 0,22 0,55 1,03 0,96
HIH15211P | 2,08 0,68 0,22 0,73 0,69

Béang 12 cho thiy ring hai khang thé khong e ché nhau va su lién két cia mot
khéng thé véi MERS-CoV RBD van cho phép su lién két cta khang thé thi hai. S6 liéu
ndy chi ra rang hai khang thé lién két v6i cac epitop riéng biét, khong chdng lip. Dot bién
ctia mdt epitop do ap luc chon loc béi mot khang thé khong anh hudng dén su lién két
ctia khang thé con lai.

Vi du 7: Tdc dung in vivo ciia khdng thé khing MERS-CoV-S
Vit liéu va phwong phdp
Tao ra chudt c6 DPP4 héng
Do protein gai cia MERS-CoV khong twong tac véi DPP4 ctia chudt, md hinh

nhiém MERS-CoV nhén héa dugc tao ra bing cong nghé VelociGene® (Valenzuela et al
2003, Nat. Biotechnol. 21: 652-659). N6i. vén tit, virut huéng dich 16n (large targeting
vector: LTVEC) dugc ciu tric dé chira ADN hé gen DPP4 dai 82kb tir cic exon 2 dén 26
bao gébm 3> UTR dé thay thé trinh ty ban sao Dpp4 dai 79kb. BAC RP11-68L22 cia
ngudi va BAC RP23-362N15 ciia chudt chira gen Dpp4 dugce nhin dang bing Blast va
trinh tu dugc xac nhén bing Illumina bench top sequencer MiSeq. LTVEC dugc tiém
dién vao té bao ES (129S6SvEvTac/C57BL6NTac) thé hé lai F1. Cac khudn lac khang
G418 dugc thu & 10 ngay sau tiém dién va sang loc v& sy hudng dich ding bang thu
nghiém mat alen. Phuong phap VelociMouse® dugc sit dung (Poueymirou, et. al. 2007;
Nature Biotechnology 25: 91-99), trong d6 té bao ES duoc tiém vao phoi Swiss Webster
giai doan 8 té bao khong két lai, tao ra chudt thé hé FO dugce tao ra tir t& bao ES hoan toan
mang alen gen DPP4 ctia ngudi. TAt ca cac quy trinh trén dong vat déu dugc thuc hién
nghiém ngit theo khuyén c4o trén theo khﬁyén cdo trong huéng din chim séc va st dung
dong vat phong thi nghiém (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals) cua NIH.
Quy trinh dugc phé chuin béi uy ban chdm séc va st dung dong vat (Regeneron
Pharmaceuticals Institutional Animal Care and Use Committee: IACUC). Phuong phap
nay duoc md ta chi tiét frong Pon yéu ciu cp patent M§ sb 62/051,626, ndp ngay 17-09-

2014, dugc dua vao trong bin md ta nay theo cich vién dan. Chudt chuyén gen ciing
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duoc tao ra bang cach cai ngiu nghién gen hDPP4 vao hé gen ciia chudt.

Thir nghiém dong vt

Chu6t DPP4 nhé4n héa 6 dén 8 tudn tudi dugc tiém qua dudng trong mang bung
(intraperitoneally: i.p.) lugng dugc chi rd cta khang thé hodc nuéc mudi vo tring lam ddi
chimg & 1 ngay trudc nhiém hodc 1 ngay sau nhiém, tiy theo thir nghiém. Trudc khi tiém
vao mili, chudt dugc gdy mé bing cich tiém qua dudng trong mang bung hdn hop gdm
xylazin (0,38mg/chudt;. Lloyd laboratories) va ketamin (1,3mg/chudt; Henry Schein
animal health), da pha lodng trong PBS dé tao ra téng thé tich 50pul cho mdi chuédt. Sau
khi gay mé, chudt duoc tiém vao miii PBS hoic 2x10° pfu MERS-CoV (Jordan) da pha
lodng trong PBS dbi voi tdng thé tich tiém 50ul. Trong qua trinh thir nghiém, chudt dugc
can trude khi nhim va hing ngay cta thir nghiém dé danh gia sy giam trong lugng do
MERS-CoV. Chudt dugc gy chét yén binh & ngay 2 hodic ngay 4 sau nhidm bang lidu
gay chét isofluoran (Butler Animal Health Supply). Phéi duoc thu dé tiép tuc phén tich sy
sao chép va bénh hoc cia MERS-CoV.

Phén tich ARN cua MERS-CoV
ARN dugc chiét tir phbi chudt bing cach nghién trong lml Trizol® (Life

Technologies Inc) bang may Magnalyzer (Roche) theo huéng din ctia nha san xuit. Muc
ARN ciia MERS-CoV dugc dénh gia bang hén hop chii mot bude ding cho virut
Taqman® (Applied Biosystems) theo huéng din ciia nha san xut bing cach st dung cip
mdi mua tir Life Technologies huéng dich ving hé gen nguoc dong véi gen vé (UpE);
trinh tur dn cia ARN thong tin ctia capsit nhan (mdi din) va so sanh véi ARN ribosom
18S (ddi chimg ndi sinh). Cac phan tng qPCR trong dia phan tmg quang hoc nhanh
Microamp® (Applied Biosystems) dugc doc bing thiét bi PCR thoi gian thwe DX nhanh
7500 (Applied Biosystems) va sd liéu duoc phan tich bang phuong phap delta Ct, vi dbi
chimg khong bi nhiém dwgc dit bing 1. Phan trim ARN ciia MERS-CoV phét hién duoc
dugc biéu didn theo mirc ARN phét hién dugc & chudt bj nhidm dwoc didu tri bing khang

thé d6i chung khép isotyp.

Thit nghiém vét tan ¢ do hiéu gia MERS-CoV
Phdi chudt dugce nghién trong 1ml PBS véi hat thiy tinh trong 60 gidy & 6000rpm

bing may Magnalyzer (Roche). Tiép theo, dich nghién dwoc ly tim trong 10 phut &
10,000rpm va dich ndi dugc phan tich bing thir nghiém vét tan trén té bao Vero E6 dé
dinh lwong muc virut con lai sau diéu tri. Thir nghiém vét tan duogc thuc hién nhu duge

md ta trudc d6, ngoai trlr & chd céc dia dugc dé trong 3 ngay dé vét tan xuat hién.

Phéan tich md
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Céc tiéu ban md dwgc chuln bi tir cac lat cit 5-pm cila md gin trong parafin da
duoc ¢b dinh, va nhuém hematoxylin va eosin. Cac truong dugc kiém tra béng kinh hién
vi quang hoc va duoc phén tich. Mic d6 viém k&, quanh phé quan va quanh mach dugc
tinh diém tir 0 dén 5. P6i voi mdi nhém thir nghiém, cac tiéu ban 1a khéng duge biét va
duoc tinh diém tir 0 dén 5 va duge 1ap bang dé so sanh céc chung, thoi diém va diéu tri.
Céc dic diém mo hoc khéac, nhu xuét hién ton thuong bidu mé phdi va phé nang, cic thay
d6i vé mang phdi va pham vi viém quanh mach phdi, ciing dugc Iuu ¥ dbi véi mdi nhém
trong trudng hop nay. Téng diém sb viém dbi véi mdi chudt dugc tinh trung binh dbi vai
mdi nhém, va dugc trinh bay dudi dang diém sb trung binh ciia tit ca cac chudt trong mSi
nhém va thoi diém.

Két qua
Chudt nhén héa dbi véi DPP4 13 d€ bi nhi€ém MERS-CoV

Thir nghiém in vivo d6i v6i cac phan tir khang virut doi héi mo hinh déng vat nhé

d& bj nhiém MERS-CoV. Chudt (chudt nhit) khong d& bj nhiém MERS-CoV. Viéc so

sanh trinh ty cia DPP4 cua ngudi va cia chudt chi ra rang céc axit amin dd dugc nhén

dang trudc d6 1a cac vi tri tiép xtc giita protein MERS-CoV S va thu thé cta n6 khéac
nhau giita hai loai ndy. Ngoai ra, viéc biéu hién DPP4 ctia ngudi trong té bao chudt cho
phép MERSpp xdm nhap va MERS-CoV nhan 1én, chi ra rang 18i vao cta virut nay la
buéc gidi han trong qué trinh gdy nhidm té bao chuédt va su thiéu tuong tic giita DPP4
ctia chudt va glycoprotein cia MERS-CoV x4c dinh tinh hudng loai in vitro.

Céc tac gia sang ché dit ra gia thiét ring chudt biéu hién DPP4 ciia ngudi thay cho
DPP4 ctia chudt d& bi nhidém MERS-CoV va cho phép thir nghiém in vivo d6i véi chét
diéu tri khang MERS-CoV. Céng nghé VelociGene® duoc sir dung dé thay thé 79kb gen
Dpp4 clia chudt bang 82kb gen truc giao twong Ung clia ngudi. Chudt tao ra biéu hién
DPP4 ctia ngudi hoan toan dudi su kiém soat ciia cac yéu td didu hoa ciia chudt, dé duy
tri chinh x4c qua trinh diéu hoa biéu hién va qua trinh phan bd protein trong md.

Dé kiém tra liéu chudt nhan héa va chudt chuyén gen c6 trg gitip qua trinh nhiém
MERS-CoV hay khong, trong mét thir nghiém ban dau, chudt chuyén gen dugc diéu tri
qua dudng trong mang bung biang 200ug khang thé khang MERS-CoV-S hoic dbi chiing
isotyp vao ngdy -1 va dugc gdy nhidm qua dwdng trong miii bing MERS-CoV (~10° bfu
of EMC2012) vao ngay 0. Bén ngdy sau nhiém, phdi dugc thu va mirc ARN clia virut
duoc do bang RT-PCR dé kiém tra tac dung cta khang thé d6i véi tai lugng virut. Bang
13 thé hién mic trung binh ctia ARN hé gen virut va ARN sao chép duoc bidu dién dudi
dang ty 1& phan trim dbi chirng isotyp. Viéc didu tri HIH15211P 1am giam 500 14n lugng

ARN virut & chudt bi nhiém.
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Bdng 13
Khang thé ARN hé gen ARN sao chép (trinh tu din)
H1H15177P 0,356839562 | 0,273565089
HIH15211P 0,254493202 | 0,206006238
H4sH15211P 1,989548316 1,112094283
IgG1 ddi ching isotyp 104,0889287 101,2578723
IgG4 dbi ching isotyp 100 100

Trong thi nghiém khac, chuét 6 dén 8 tuln tudi c6 DPP4 nhan héa (huDPP4) dugc
tiém MERS-CoV vao miii. Mac du khong cé tir vong hodc d4u hiéu 1am sang cta bénh
dwogc ghi nhan cho dén ngay 4, & cic ngdy 2 va 4 sau tiém chudt duoc gay chét binh yén
va phéi cua chung dugc cit ra. D& dinh mirc ARN virut, phéi duoc nghién trong Trizol®,
va phan tich bang Realtime PCR bing cach st dung cip mdi dic hidu véi MERS-CoV
(Fig.4 va Fig.5). D& xé4c dinh hiéu gi4 virut, phdi dugc nghién trong PBS, loc bing cich
ly tim va do hiéu gia trén té bao Vero E6 (Fig.6). Su sao chép MERS-CoV manh trong
phdi 13 r6 rang & ngay 2 va 4 ngay sau nhidm. Viéc dinh lrong ARN, bing cach str dung
bo mdi dic hiéu véi trinh tu ddn cia MERS-CoV, bd mbi nay dugc thiét ké dé chi khuéch
dai MERS-CoV sao chép, cho thiy muc cao ARN sao chép ctia MERS-CoV trong phdi
thu duoc & ngdy 2, va mic nay duge duy tri qua ngiy 4 sau nhiém (Fig.5). Thtt nghiém
vét tan dbi voi dich nghién phdi trén t& bao Vero E6 dinh lugng mitc MERS-CoV
(Jordan) ~7,27x10* pfu/g phdi & ngay 2 va ~3,75x10° pfu/g phdi & 4 ngay sau nhiém
(Fig.6), chimg t6 ring ¢ hoat déng sao chép MERS-CoV trong phdi cta chudt huDPP4.
S6 liéu nay chi ra rang viéc nhan héa thy thé DPP4 bing céng nghé VelociGene® di tao
ra md hinh MERS-CoV manh & chudt c6 thé duoc sit dung dé danh gia diéu tri MERS-
CoV in vivo.

Phéi tir chudt huDPP4 dugc tiém MERS-CoV (ching Jordan) hodc PBS (gia
nhidm) vao miii duoc phan tich v& cac thay ddi bénh ly. O ngay 2 sau nhiém, viém quanh
phé quén 13 13 rang vdi cac bién ddi trong ciu tric té bao phdi dugc tim thiy & khép phdi.
Viém quanh phé quan t5i thiéu hoic tac dung ddi véi cac ciu tric phé nang dugc huu ¥ tai
thdi diém nay. O 4 ngay sau nhiém, thiAm nhidm k& dang ké dugc ghi nhén véi su tao
vién quanh mach va sy day phé nang mé rong. Cac bién ddi ctia phé quan cling vin Xuat
hién. Quan trong 13, bénh 1y nay phil hop vé6i cac phat hién bang anh phong xa vé su phat
trién bénh viém phdi k& va bénh phdi déng ké quan sat dugc & ngudi nhiém MERS-CoV,
chi ra ring md hinh nhiém MERS-CoV c¢6 DPP4 nhén héa in vivo din dén céc di chimg

bénh ly dugc quan sat théy & bénh nhiém MERS-CoV cia ngudi.
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Trong céc thi nghiém tiép theo (xem & duéi), chudt b nhiém duoc ding mot hoidc
nhiéu lidu khang thé tinh sach (nhu dwoc mé ta trong vi du 1) hoic t6 hop khang thé
phong va/hoic diéu tri dé thi tac dung cua chung khéng nhiém MERS.

H1H15211P va H1H15277N ng#n ngira chudét DPP4 nhan héa khéi bi nhiém MERS-CoV

Do di chimg minh duoc chudt DPP4 nhan héa dé bi nhiém MERS-CoV, mé hinh
nay duoc sir dung dé danh gia hoat tinh cta hai khang thé don dong in vivo. Chudt dugc
tiém i.p. 200ug, 20ug hoic 2ug HIH15211P hoic H1H15277N hoic 200ug khang thé dbi
chimg isotyp higG1 & 24 gid truée khi gdy nhiém qua dudng trong miii bing 1x10° pfu
MERS-CoV (chung Jordan). Nhu duoc thiy trén cac Fig. 7 va Fig.8, ca hai khang thé déu
c6 kha ning 1am giam déng ké mirc ARN dic hiéu v6i MERS-CoV trong phdi t6i mirc

trén 2 loga & lidu 200ug/chudt, so véi khang thé dbi ching isotyp. H1H15211P hiéu qua
hon trong viéc lam giam mirc ARN ctia MERS-CoV & liéu 20ug so v6i HIH15277N &
ciing lidu. Viée dung liéu 2ug khang thé khéng c6 hiéu qua 1am giam mirc ARN virut so
v6i chudt duge didu tri bang dbi ching isotyp. Khi hidu gia MERS-CoV dugc phén tich
trong phdi (Fig.9) da phat hién ra ring ca lidu 200ug 14n lidu 20ug H1H15211P déu lam
gidm mirc virut t6i gin mirc phat hién trong thir nghiém (2x10° pfu/ml). HIH15277N c6
higu qua ngang bang & mirc lidu 200ug 50 V6i H1H15211P, trong khi liéu 20ug va 2ug
biéu hién su trc ché phu thudc liéu trong viéc uc ché virut. S liéu nay chi ra réng
HI1H15211P va HIH15277N c6 thé phong bé hitu hiéu bénh nhiém MERS-CoV in vivo.
Phan tich md ciing duge thuc hién dbi véi chudt dugc didu tri 24 gid truée nhiém
bing H1H15277N, H1H15211P hodc khang thé dbi ching isotyp hIgGl & 4 ngay sau
nhiém. Phdi tir chudt duge didu tri so bd bang khang thé di chimg isotyp hIgG biéu hién
bénh 1y phdi dang ké véi viém k& gia tiang, tao vién quanh mach, va day thanh phé nang.
Chudt dugc diéu tri bang 200ug H1H15277N hodc HIH15211P ¢6 gidm viém vé6i 6 té
bao viém tdi thiéu trong k& va vién phé quan t1 thiu. O chuodt duge didu tri so bd béng
20ug H1H15277N va HIH15211P, phét hién thiy mirc tao vién quanh mach va viém phéi
k& vira phai so véi nhom khéng thé cao hon. In contrast, Nhém duoc didu tri so bd béng
2ug khang thé c6 bénh 1y twong tu nhu dbi ching isotyp hIgG1 14 viém k& dang k& va
viém quanh mach ndi bat. Cach tinh diém s6 mé hoc khong biét truée (Fig.10) phéan &nh
diém sd viém giam dbi v6i chudt duoc didu tri. Cac phét hién nay chimg minh ring
H1H15277N va REGN 3051 lam giam bénh ly phdi phu thudc lidu sau nhiém MERS-
CoV chung thue mirc ARN virut va hi€u gié virut xac dinh dugc d6i v6i cac chudt nay.
Tém lai, s§ liéu nay chi ra ring H1H15211P va HIH15277N ¢6 thé phong bé su

nhiém va bénh nhidm MERS-CoV in vivo khi duge tiém 1 ngay trude nhiém. Theo céc
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tac gia sang ché, HIH15211P va H1H15277N la c4c khang thé ciia ngudi hoan toan ddu
tién dugc chiing minh 1a ¢6 tac dung trong mo hinh nhiém MERS-CoV in vivo.
H1H15211P va H1H15277N c6 thé diéu tri cho chudt c6 DPP4 nhén héa bi nhi€ém
MERS-CoV

Kha ning trc ché"SL_r sao chép cia MERS-CoV va bénh ly phéi sau nhiém 13 dic
diém mong mudn trong liéu phap tidm ning. D& danh gia lidu HIH15211P ¢6 kha ning
tao ra tac dung diéu tri hay khong, chudét huDPP4 duogc gy nhiém MERS-CoV, va 24 gid
sau duge tiém i.p. bang 500ug déi chung isotyp hIgG hoic HIH15211P & 500ug hoic
200ug. O 4 ngay sau nhidm, chudt dugc gy chét binh yén va phdi chudt dugc phan tich
vé ARN virut, hiéu gia virut va bénh 1y phdi. C4 hai lidu 500ug va 200ug HIH15211P
déu c6 kha ndng lam giam mtrc ARN virut téi 10 1an trong phéi chudt so vdi chudt duogc
diéu tri bang khang thé dbi chimg (Fig.11 va Fig.12). Hiéu gi4 virut trong phdi cia cac
chudt nay chimg minh muc virut trong phdi giam dang k& véi mirc gidm 16n hon 2 loga &
ngay 4 sau nhiém (Fig.13). S6 liéu nay chimg minh HIH15211P c6 thé e ché dang ké su
sao chép virut ngay ca khi dugc dung 24 gid sau ti€ém virut.

Phan tich md dugc thuc hién & chudt dugc dilu tri 24 gi® sau nhiém béng khéng
thé dbi ching higG, 500ug hoic 200ug H1H15211P. Chudt dugc didu tri bing khang thé
ddi chtng bidu hién bénh ly twong tw nhu trudng hop ddi chimg & trén véi viém k& dang
ké, tao vién quanh mach va day thanh phé nang. Chudt dugc didu tri bing 200ug hoic
500ug H1H15211P c6 viém k& t6i thiéu va viém quanh mach giam va dang 6 duy nhit &
khip phéi. Cac tinh diém s6 mo hoc khéng biét true chimg minh cac diém sb viém giam
ddi véi cac chudt duoc diéu tri (Fig.14). S liéu ndy ching minh ring cac lidu didu tri cua
H1H15211P lam giam bénh 1y phdi do MERS-CoV gy ra ngay ca khi dung 24 gio sau

nhiém.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Khang thé don dong & ngudi hoic doan lién két véi khang nguyén ciia né ma lién két
dic hiéu véi protein gai ctia virut corona gy hoi chimg ho hip Trung Pong (Middle East
Respiratory Syndrome corona virus - MERS-CoV), trong d6 khang thé hoic doan lién két
v6i khang nguyén nay chira ba ving quyé't. dinh tinh b6 trg (complementarity determining
region - CDR) cua chudi ning (HCDR1, HCDR2 va HCDR3) chita trong mét trinh tu bat
ky trong s6 cac trinh ty ving bién dbi cua chudi ning (heavy chain variable region -
HCVR) duge chon tir nhém bao gdbm SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98, 114, 122,
130, 138, 146, 154, 170, 178, 186, 202, 218, 234, 250, 266, 282, 298, 314, 330, 346, 362,
378, 394, 410, 426, va 442; va ba CDR ctia chudi nhe (LCDR1, LCDR2 va LCDR3) chtra
trong mot trinh tw bit ky trong s cac trinh tu ving bién dbi cta chudi nhe (light chain
variable region - LCVR) dugc chon tir nthém bao gdbm SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90,
106, 162, 194, 210, 226, 242, 258, 274, 290, 306, 322, 338, 354, 370, 386, 402, 418, 434,
va 450, trong d6 khang thé hodc doan lién két véi khang nguyén niy bao gdm cip trinh tu
axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhéom bao gém SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42,
50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/106, 122/106, 130/106, 138/106, 146/106, 154/162,
170/162, 178/162, 186/194, 202/210, 218/226, 234/242, 250/258, 266/274, 282/290,
298/306, 314/322, 330/338, 346/354, 362/370, 378/386, 394/402, 410/418, 426/434, va
442/450.

2. Khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén ctia né theo diém 1, trong d6 khang thé

nay ¢6 mdt hodc nhic¢u dac tinh sau:

(a) twong tac véi mot hodc nhiéu gdc axit amin trong ving lién két véi thy thé cia
protein gai ciia MERS-CoV dugc chon tir cac gdc axit amin 367 dén 606 ctua SEQ ID
NO: 457,

(b) lién két véi protein gai cia MERS-CoV véi hing s phan ly (Kp) nhd hon

18,5nM, khi do béng thtr nghiém cdng hudng plasmon bé mit;

(c) phong bé su lién két ciia protein gai cia MERS-CoV véi dipeptidyl peptidaza 4
(DPP4) & mirc 16n hon 90%, khi do bang thir nghiém ELISA phong bé;
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(d) trung hoa khé ning nhifm MERS-CoV ctia té bao chil ngudi v6i mirc trung hoa
16n hon 90% va vdi ICso nho hon 4nM, khi do bé‘mg thr nghi€ém trung hoa hat tuong tu
virut (Virus-like particle - VLP);

(¢) trung hoa kha ning nhiém MERS-CoV trong d6 MERS-CoV bao gdm thé phan
1ap virut duge chon tir nhém bao gém EMC/2012, Jordan-N3/2012, England-Qatar/2012,
Al-Hasa 1 2013, Al-Hasa 2 2013, Al-Hasa 3 2013, Al-Hasa_4 2013, Al-Hasa_12, Al-
Hasa 15, Al-Hasa 16, Al-Hasa 17, Al-Hasa 18, Al-Hasa 19, Al-Hasa 21, Al-hasa_25,
Bisha 1, Buraidah 1, England 1, Hafr-Al-batin_1, Hafr-Al-Batin_2, Hafr-Al-Batin_6,
Jeddah 1, KFU-HKU 1, KFU-HKU 13, Munich, Qatar3, Qatar4, Riyadh 1, Riyadh_2,
Riyadh_3, Riyadh 3, Riyadh 4, Riyadh_ 5, Riyadh 9, Riyadh 14, Taif 1, UAE, va
Wadi-Ad-Dawasir; va

(f) ngdn céan viéc di vao trong té bao chil cia MERS-CoV.

3. Khang thé hodc doan lién két voi khang nguyén ctia né theo diém 1, bao gdm HCVR
c0 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 2, 18, 34, 50, 66, 82, 98,
114, 122, 130, 138, 146, 154, 170, 178, 186, 202, 218, 234, 250, 266, 282, 298, 314, 330,
346, 362, 378, 394, 410, 426, va 442.

4. Khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén ctia né theo diém 1, bao gdbm LCVR c6
trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106,
162, 194, 210, 226, 242, 258, 274, 290, 306, 322, 338, 354, 370, 386, 402, 418, 434, va
450.

5. Khéng thé hodc doan lién két véi khang nguyén cia n6 theo diém 1, chira:

(a) vung HCDRI1 c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gbm cac
SEQ ID NO: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 116, 124, 132, 140, 148, 156, 172, 180, 188, 204,
220, 236, 252, 268, 284, 300, 316, 332, 348, 364, 380, 396, 412, 428, va 444;

(b) ving HCDR2 c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhdm bao gdm céc
SEQ ID NO: 6, 22, 38, 54, 70, 86, 102, 118, 126, 134, 142, 150, 158, 174, 182, 190, 206,
222,238,254, 270, 286, 302, 318, 334, 350, 366, 382, 398, 414, 430, va 446;

(c) viung HCDR3 c6 trinh ty axit amin dugc chon tr nhém bao gém cac
SEQ ID NO: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 120, 128, 136, 144, 152, 160, 176, 184, 192, 208,
224, 240, 256, 272, 288, 304, 320, 336, 352, 368, 384, 400, 416, 432, va 448,;
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(d) ving LCDRI1 c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gdm céc
SEQ ID NO: 12, 28, 44, 60, 76, 92, 108, 164, 196, 212, 228, 244, 260, 276, 292, 308,
324, 340, 356, 372, 388,404, 420, 436, va 452;

(¢) ving LCDR2 c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gdm cic
SEQ ID NO: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 166, 198, 214, 230, 246, 262, 278, 294, 310,
326, 342,358, 374, 390, 406, 422, 438, va 454; va

() ving LCDR3 ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém cac
SEQ ID NO: 16, 32, 48, 64, 80, 96, 112, 168, 200, 216, 232, 248, 264, 280, 296, 312,
328, 344, 360, 376, 392, 408, 424, 440, va 456.

6. Khang thé & ngudi dugc phan 1ap hodc doan lién két véi khang nguyén ciia n6 ma canh
tranh lién két véi MERS-CoV-S v6i khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén theo

diém 1.

7. Khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén cuia né theo diém 6, trong d6 khang thé
hodc doan lién két véi khang nguyén ndy twong tac véi protein gai cia thé phan lap
MERS-CoV duoc chon tr nhéom bao gém EMC/2012, Jordan-N3/2012, England-
Qatar/2012, Al-Hasa 1 2013, Al-Hasa 2 2013, Al-Hasa 3 2013, Al-Hasa 4 2013, Al-
Hasa 12, Al-Hasa 15, Al-Hasa 16, Al-Hasa 17, Al-Hasa 18, Al-Hasa_19, Al-Hasa 21,
Al-hasa 25, Bisha 1, Buraidah 1, England 1, Hafr-Al-batin_1, Hafr-Al-Batin_2, Hafr-
Al-Batin_6, Jeddah_1, KFU-HKU 1, KFU-HKU 13, Munich, Qatar3, Qatar4, Riyadh._l,
Riyadh 2, Riyadh 3, Riyadh 3, Riyadh 4, Riyadh 5, Riyadh 9, Riyadh 14, Taif 1,
UAE, va Wadi-Ad-Dawasir.

8. Khang thé hoidc doan lién két voi khang nguyén ciia né theo diém 7, trong d6 khang thé
hodc doan lién két voi khang nguyén clia né phong bé su lién két cia MERS-CoV véi

DPP4 trén té bao nguoi.

9. Khang thé hodc doan lién két v6i khang nguyén cta né theo diém 8, trong d6 khang thé
hodc doan lién két v6i khang nguyén ciia né duoc phan 14p tir dong té bao lai duge chon
tr nhém bao gdm HBVXO06H05, HBVX11H04, HBVX11D02, HBVZI0E10,
HBVY09F08, HBVZ05G02, HBVZ09B06, HBVY01F08, HBVY10G02, HBVY04B06,
HBVY(07D10, HBVZ08A09, HBVZ05G04, HBVY06C07, HBVY03H06, HBVZ10GO06,
HBVZ04F10, HBVXI11E09, HBVY06H09, HBVZ05B11, HBVY02E05 va
HBVZ04C07.
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10. Khang thé don dong ctia ngudi tai té hop duge phéan 1ap hodc doan lién két véi khang
nguyén cta n6é ma lién két voi cung epitop gidng nhu khang thé hoic doan lién két voi

khang nguyén theo diém 1.

11. Dugc phim chira khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén ciia né theo diém 1

va chit mang hoic chét pha lodng dugc dung.

12. Dugc phdm chira: (a) khang thé thir nhit hodc doan lién két véi khang nguyén clia né
ma lién két vé6i protein gai cia MERS-CoV & epitop thir nhét; (b) khang thé thir hai hoic
doan lién két voi khang nguyén clia né ma lién két véi protein gai cia MERS-CoV &
epitop thtr hai, va (c) chit mang hoic chit pha lodng dugc dung, trong d6 khang thé tha
nhit hoic doan lién két khang nguyén cia né 1a khang thé & ngudi hoic doan lién két
khang nguyén ctia n6 bao gdm cip trinh tu axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhém
bao gdm SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 114/106, 122/106,
130/106, 138/106, 146/106, 154/162, 170/162, 178/162, 186/194, 202/210, 218/226,
234/242, 250/258, 266/274, 282/290, 298/306, 314/322, 330/338, 346/354, 362/370,
378/386, 394/402, 410/418, 426/434, va 442/450.

13. Dugc phim theo diém 12, trong d6 it nhit khang thé thir nhit hodc doan lién két véi
khang nguyén cta n6 hoic khang thé thir hai hoic doan lién két v6i khang nguyén cia n6
phong bé sur lién két cia MERS-CoV-S véi DPP4.

14. Dugc phim theo diém 13, trong d6 cac epitop thir nhat va thir hai c¢6 mit trong ving

lién két voi thy thé cua protein gai cia MERS-CoV va 14 khac biét va khong chdng lp.

15. Dugc phdm theo diém 14, trong d6 khang thé thtr nhit hogic doan lién két voi khang
nguyén ciia né bao gdm HCVR, trong d6 HCVR nay chira trinh tw axit amin dugc chon tir
nhém bao gdbm SEQ ID NO: 2, 18, 66, 114, 170, va 218; va LCVR, trong d6 LCVR nay
chira trinh tu axit amin dugc chon tir nhom bao gém SEQ ID NO: 10, 26, 74, 106, 162, va
226.

16. Khang thé hodc doan lién két voi khang nguyén cia né theo diém 5, bao gdm cip
trinh tu axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 66/74 va
218/226.

17. Khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén ctia no theo diém 16, bao gdém cip
trinh ty axit amin HCVR/LCVR 1a SEQ ID NO: 66/74.
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18. Khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén cta né theo diém 16, bao gdm cip
trinh ty axit amin HCVR/LCVR 1a SEQ ID NO: 218/226.

19. Khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén cia né theo diém 5, bao gdm céc
ving HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 cua SEQ ID NO: 68-70-72-76-
78-80.

20. Khang thé hoic doan lién két v6i khang nguyén cta né theo diém 5, bao gdm cac
ving HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 cua SEQ ID NO: 220-222-224-
228-230-232. '

21. Duoc phém chtra mot hodc nhidu khang thé hodc doan lién két voi khang nguyén cia

n6 theo diém 5 va chit mang hoic chét pha loang dugc dung.

22. Dugc phidm theo diém 15, trong d6 khang thé thi nhit hoic doan lién két v6i khang
nguyén cta né bao gdm trinh tw axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao gdm
SEQ ID NO: 66/74 va 218/226.

23. Dugc phim theo diém 22, trong d6 khang thé thir nhit hodc doan lién két véi khang
nguyén ciia n6 bao gdm cip trinh tw axit amin HCVR/LCVR 1a SEQ ID NO: 66/74.

24. Dugc phim theo diém 22, trong d6 khang thé thir nhit hoic doan lién két véi khéng
nguyén ctia n6 bao gdm ciip trinh tw axit amin HCVR/LCVR 1a SEQ ID NO: 218/226.

25. Dugc phim theo diém 23, trong d6 khang thé thtr hai hodc doan lién két véi khang
nguyén ctia n6 bao gdm cip trinh tw axit amin HCVR/LCVR 1a SEQ ID NO: 218/226.
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DANH MUC TRINH TU

<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.
Christos Kyratsous
Neil Stahl

Sumathi Sivapalasingam

<120> Khéng thé don dong & ngudi lién két dic hiéu véi protein gai clia virut corona gay hdi chimg hd hép

Trung Dong va dugc phadm chira khang thé nay
<130> A0027w001

<150>
<151>

62/002,233
2014-05-23

<150>
<151>

62/004,971
2014-05-30

<150>
<151>

62/051,717
2014-09-17

<150>
<151>

62/072,716
2014-10-30

<160> 458

<170> FastSEQ cho Windows phién ban 4.0

<210> 1
<211> 354
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Tdng hop

<400> 1

gaggtgcagc
tcctgttcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctggaaatga
agtatcgtag

<210> 2
<211> 118
<212> PRT

<213>

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
ggttcgaccc

Trinh tu nhan tao ‘

tgggggaggc
cacctttagc

ggtctcaget
gttcaccatc
agccgaggac
ctggggccag

ttggttcage
agctatgaca
attcgtggta
tccagagaca
acggccgtat
ggaaccctgg

-01-

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtcatac
attccaagaa
attattgtgt
tcaccgtctc

cctgagactc 60

ccgccagget 120
cacatactac 180
cacgttgtat 240
gaaagatggg 300
ctca 354



<220>
<223> Téng hop

<400> 2

Glu
1
ser
Asp
Ser
Lys
65
Leu

val

Leu

val
Leu
Met
Ala
50

Gly
Glu

Lys

val

<210> 3

<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400> 3
ggattcacct ttagcagcta tgac

<210> 4
<211> 8

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 4
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Asp

1

<210> 5

<211> 24

Gln

Arg

ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Thr
115

24
ADN

Trinh tu nhén tao

PRT
Trinh tu nhén tao

<212> ADN

Leu
Leu
20

Trp
Arg
Phe
Asn
Gly

100
val

Téng hop

Tbng hop

val
Ser
val
Gly
Thr
ser
85

ser

ser

5

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile
70

-Leu

Ile

Ser

ser
Ser
Gln
Gly
55

Ser

Arg

val

Gly
Ala
Ala
40

His
Arg

Ala

Gly

33082

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asp

Glu

Phe
105

Gly
10

Gly
Gly
Thr
ASn
Asp

90
Asp

-02-

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Pro

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Trp

Gln
Phe
Leu
45

Ala
AsSn

val

Gly

Pro

ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gly

Gly
Tyr
val
val
Tyr
80

Cys

Thr

24
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<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 5
attcgtggta gtggtcatac caca

<210> 6
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 6
Ile Arg Gly Ser Gly His Thr Thr
1 5

<210> 7
<211> 33
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 7
gtgaaagatg ggagtatcgt agggttcgac ccc

<210> 8
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 8
val Lys Asp Gly Ser Ile val Gly Phe Asp Pro
1 5 10

<210> 9
<211> 321
<212> ADN

-03-

24

33



<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

33082

tgacccagtc tccttccacc ctgtctgcat
gggccagtca gactattagt agctggttgg
ctaagctcct gatctataag gcgtctagtt
gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca
caacttatta ctgccaacag tataatagtt

cagactatta gtagctgg

<400> 9
gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagcg
gatgattttg
gggaccaagc tggagatcaa a
<210> 10
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Tbng hop
<400> 10
Asp ITe GIn Met Thr Gln
1 5
Asp Arg val Thr Ile Thr
20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln
35 ’
Tyr Lys Ala Ser Ser Leu
50
Ser Gly Ser Gly Thr Glu
65 70
Asp Asp Phe Ala Thr Tyr
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr
100
<210> 11
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Tbng hop
- <400> 11

Ser
cys
Lys
Glu
55

Phe

Tyr

Lys

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Ccys

Leu

Ser Thr
10

Ala Ser

25

Gly Lys

Gly val
Leu Thr
Gln Gln

90

Glu Ile
105

-94-

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

ctgtaggaga cagagtcacc 60
cctggtatca gcagaaacca 120
tagaaagtgg ggtcccatca 180
ccatcagcag cctgcagcct 240
attcgtacac ttttggccag 300

Ser Ala Ser

Thr Ile Ser
30
Pro Lys Leu
45
ser Arg Phe
60
Ser Ser Leu

Asn Ser Tyr

val
15

Ser
Leu
Ser

GlIn

Ser
95

Gly
Trp
Ile
Gly
Pro

80
Tyr

321

18



<210> 12
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 12
GlIn Thr Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 13
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 13
aaggcgtct

<210> 14
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 14
Lys Ala Ser
1

<210> 15
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh tu nhéin tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 15
caacagtata atagttattc gtacact

33082

-05-

27
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gtgaagaagc
gtctatgcta
atcatcccaa
accacggacg
acggccatgt
ggtatggacg

Glu val
10
Gly Gly

Ala

ser
25
Pro Gly Gln

Thr Ala Asn

Asp Glu Ser

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 16

GIn GIn Tyr Asn Ser Tyr Ser Tyr Thr
1 5

<210> 17

<211> 375

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tdng hop

<400> 17

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag
tcctgcaagg cttctggagg ctccttcage
cctggacaag ggcttgagtg gatgggaggg
gcacagaagt tccaggacag attcacgatt
atggagctga gcagcctgag atctgaggac
gatattgtag tactaccagc tggtaagggg
gtcaccgtct cctca

<210> 18

<211> 125

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 18

GIn val GIn Leu val GIln Ser Gly
1 5

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ala

20
Ala Ile ser Trp val Arg Gln Ala
35 40
Gly Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly
50 55

GIn Asp Arg Phe Thr Ile Thr Thr

65 70

75

-06-

ctgggtcctc
tcagctgggt
tctttggtac
aatccacgag
attactgtgc
tctggggeca

Lys Lys Pro

Ser Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala Gln

60
Thr

Ser Thr

ggtgaaggtc
gcgccaggcc
agcaaactac
cacagcctac
gagagagggg
agggaccacg

Gly
15
val

Ser
Tyr
Trp Met
Lys Phe

Ala Tyr

80

120
180
240
300
360
375



Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser

85

Ala Arg Glu Gly Asp Ile val val

100

Asp val Trp Gly GIn Gly Thr Thr

115

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

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 19 .
ggaggctcct tcagcgtcta tgct

<210> 20
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 20

Gly Gly Ser Phe Sser val Tyr Ala

1 5

<210> 21
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 21
atcatcccaa tctttggtac agca

<210> 22
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao,

<220>

33082

Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
90 95
Leu Pro Ala Gly Lys Gly Gly Met
105 110
val Thr val Ser Ser
125

24

24

-97-
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<223> Tbng hop

<400> 22
Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala
1 5

<210> 23
<211> 54
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbnghop

<400> 23
gcgagagagg gggatattgt agtactacca gctggtaagg ggggtatgga cgtc 54

<210> 24
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 24

Ala Arg Glu Gly Asp Ile val val Leu Pro Ala Gly Lys Gly Gly Met
1 5 10 15

Asp val

<210> 25
<211> 336
<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 25

gatattgtga tgactcagtc tccactctcc ctgcccgtca cccctggaga gccggectcc 60

atctcctgca ggtctagtca gagcctcctg catggtaatg gatacaacta tttggattgg 120
tacctgcaga agccagggca gtctccacag ctcctgatct atttggtttc tcatcgggcc 180
tccggggtec ctgacaggtt cagtggcagt ggatcaggca cagattttac actgaaaatc 240
agcagagtgg aggctgagga tgttggggtt tattactgca tgcaagctct acaaagtcct 300
tggacgttcg gccaagggac caaggtggaa atcaaa 336

-08-



<210> 26
<211> 11
<212> PR

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

2
T

<223> Tbng hop

<400> 26

Asp Ile val Met

1
Glu Pro

Asn Gly

Pro GIn
50

Asp Arg

65

Ser Arg

Leu Gln

<210> 27
<211> 33
<212> AD

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

Ala
TYyr
35

Leu
Phe

val

Ser

N

ser
20

Asn
Leu
ser

Glu

Pro
100

<223> Tbng hop

<400> 27

Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Trp

Gln

ser

Leu

Tyr

Ser
70
Glu

Thr

ser
Cys
Asp
Leu
55

Gly

Asp

Phe

Pro
Arg
Trp
40

val
Ser

val

Gly

33082

Leu
ser
25

Tyr
ser
Gly

Gly

Gln
105

Ser Leu
10
Ser Gln

Leu GlIn
His Arg

Thr Asp
75

val Tyr

90

Gly Thr

cagagcctcc tgcatggtaa tggatacaac tat

<210> 28
<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 28

Gln Ser Leu Leu His Gly Asn Gly Tyr Asn Tyr

1

5

10

-990-

Pro

ser

Lys

Ala

60

Phe

TYr

Lys

val
Leu
Pro
45

Ser
Thr

cys

val

Thr
Leu
30

Gly
Gly
Leu

Met

Glu
110

Pro
15

His
Gln
val
Lys
Gln

95
Ile

Gly
Gly
ser
Pro
Ile
80

Ala

Lys

33
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<210> 29
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 29
ttggtttct

<210> 30
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 30
Leu val Ser
1

<210> 31
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 31
atgcaagctc tacaaagtcc ttggacg

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

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 32
Met GIn Ala Leu GIn Ser Pro Trp Thr
1 5

-100-

27
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<210> 33
<211> 354
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 33

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggagac ttggtacagc cgggggggtc cctgagagtc 60
tcctgtgcag cctctggatt cacctttagc aactatgaca tgtactgggt ccgccaggct 120
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagtt attagtggta ttggtgctac cacatattac 180
gcagactccg tgaagggccg gttcaccata tccagagaca attccaagaa cacggtgttt 240
ctgcaaatga atagtctgég agccgaggac acggccgtat attactgtgt gaaaggggga 300
cctatagtgg ctacggatta ctggggccag ggaaccctgg tcaccgtctc ctca 354

<210> 34
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 34
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Asp Leu val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 | 15
Ser Leu Arg val Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 ' 25 30
Asp Met Tyr Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45
ser val ITe Ser Gly Ile Gly Ala Thr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr val Phe
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95
val Lys Gly Gly Pro Ile val Ala Thr Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110
Leu val Thr val Ser Ser
115

<210> 35
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

-101-



<223> Tbéng hop

<400> 35
ggattcacct ttagcaacta tgac

<210> 36
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 36

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Asp

1 5

<210> 37
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 37
attagtggta ttggtgctac caca

<210> 38
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 38

ITle ser Gly Ile Gly Ala Thr Thr

1 5

<210> 39
<211> 33
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

33082
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<223> Tbng hop

<400> 39
gtgaaagggg gacctatagt ggctacggat tac 33

<210> 40
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 40
val Lys Gly Gly Pro Ile val Ala Thr Asp Tyr
1 5 10

<210> 41
<211> 321
<212> ADN

<213> Trinh ty nhéin tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 41

gacatccaga tgacccagtc tccttccacc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc gggccagtca gagtattagt agctggttgg cctggcatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaagctcct gatctataag gcgtctagtt tagaaagtgg ggtcccatca 180
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct 240
gatgattttg caacttatta ctgccaacag tataatagtt attcgtggac gttcggccaa 300
gggaccaagg tggaaatcaa a 321

<210> 42
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 42
Asp ITe GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15
Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Trp
20 25 30
Leu Ala Trp His GIn Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
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Tyr Lys Ala Ser Ser Leu Glu Ser

50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr
65 70
Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys val
100
<210> 43
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Ténghqp

<400> 43
cagagtatta gtagctgg

<210> 44
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 44
Gln ser Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 45
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 45
aaggcgtct

<210> 46
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

33082

Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60
Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
75 80
Gln GIn Tyr Asn Ser Tyr Ser Trp
90 95
Glu Ile Lys
105

-104-
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<220>
<223> Tbng hop

<400> 46
Lys Ala Ser
1

<210> 47
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 47
caacagtata atagttattc gtggacg . 27

<210> 48
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 48
GIn GIn Tyr Asn Ser Tyr Ser Trp Thr
1 5

<210> 49
<211> 354
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 49

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggagac ttggtacagc ctggagggtc cctaagactc 60
tcctgtacag cctctggatt caccttcagt aattatgaaa tgaactgggt ccgccaggct 120
ccagagaagg ggctggactg ggtttcattc attagtagta gtggtggtgc catatactac 180
gcagactctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca acgccaagaa ctcactgtat 240
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac tcggctattt atttctgtgc gcgatccgac 300
tccggtggta actcgaggta ctggggccag ggaaccctgg tcaccgtctc ctca 354
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<210> 50
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 50
Glu val GIn Leu val Glu Ser
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr
20
Glu Met Asn Trp val Arg GlIn
35
Ser Phe Ile Ser Ser Ser Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
65 70
Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg
85
Ala Arg Ser Asp Ser Gly Gly
100
Leu val Thr val Ser Ser
115

<210> 51
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 51
ggattcacct tcagtaatta tgaa

<210> 52
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 52
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
1 5

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Asn

Glu

33082

Gly
Ser
25

Pro
Ala
Asp

Glu

Ser
105

-106-

Asp
10

Gly
Glu
Ile
Asn
Asp

90
Arg

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Ser

Tyr

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Trp

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Ile

Gly

Pro
Ser
30

Asp
Asp
Ser

Tyr

Gln
110

Gly
15

Asn
Trp
Ser
Leu
Phe

95
Gly

Gly
Tyr
val
val
Tyr
80

Cys

Thr

24
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<210> 53
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 53
attagtagta gtggtggtgc cata

<210> 54
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 54
Ile Sser ser Ser Gly Gly Ala Ile
1 5

<210> 55
<211> 33
<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 55
gcgcgatccg actccggtgg taactcgagg tac

<210> 56
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 56
Ala Arg Ser Asp Ser Gly Gly Asn Ser Arg Tyr
1 5 10
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<210> 57
<211> 321
<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 57

gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
gtcacttgtc gggcgagtca ggatattagc aactggttag tctggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaagttcct gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca 180
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag cctacagcct 240
gaagattttg cgacttacta ttgtcaacag gctaacagtt tccctcctac tttcggcgga 300
gggaccaagg tggagatcaa a 321

<210> 58
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 58
Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser val Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15
Asp Arg val Thr val Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Trp
20 25 30
Leu val Trp Tyr GIn Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Phe Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp pPhe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Ala Asn Ser Phe Pro Pro
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105

<210> 59
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
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<223> Tbng hop

<400> 59
caggatatta gcaactgg

<210> 60
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 60
Gln Asp Ile Ser Asn Trp
1 5

<210> 61
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 61
gctgcatcc

<210> 62
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 62
Ala Ala Ser
1

<210> 63
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>

33082
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<223> Tbng hop

<400> 63
caacaggcta acagtttccc tcctact 27

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

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 64
GIn GIn Ala Asn Ser Phe Pro Pro Thr
1 5

<210> 65
<211> 354
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 65

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgtag tttctggatt cacctttagt aattatgaca tgagctgggt ccgccaggct 120
ccagggaggg ggctggagtg ggtctcagct attaggggta gtggttttaa cacatattac 180
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat 240
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gaaagatggg 300
tctatagtga gtatggacta ctggggccag ggaaccctgg tcaccgtctc ctca 354

<210> 66
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 66
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys val val Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30
Asp Met Ser Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp val
35 40 45
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Ser Ala Ile Arg Gly
50

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu GIn Met Asn Ser

85
Ala Lys Asp Gly Ser
100
Leu val Thr val Ser
115

<210> 67
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 67

33082

Ser Gly Phe Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val
55 60

Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

70 75 80

‘Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys

90 95
Ile val Ser Met Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
105 110
sSer

ggattcacct ttagtaatta tgac

<210> 68
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 68

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Asp

1 5

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

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 69

attaggggta gtggttttaa caca

<210> 70
<211> 8
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<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbénghop

<400> 70
Ile Arg Gly Ser Gly Phe Asn Thr
1 5

<210> 71
<211> 33
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 71
gcgaaagatg ggtctatagt gagtatggac tac 33

<210> 72
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 72
Ala Lys Asp Gly Ser Ile val Ser Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 73
<211> 321
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 73

gacatccaga tgacccagtc tccttccgcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc gggccagtca gagtattagt agctggttgg cctggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaaactcct gatctataag gcgtctagtt tagaaagtgg ggtcccatca 180
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct 240
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gatgattttg caacttatta ctgccaacag tataatagtt attcgtggac gttcggccaa 300
gggaccaagg tggaaatcaa a 321

<210> 74
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbnghop

<400> 74
Asp Ile Gln Met Thr GIn Ser Pro Ser Ala Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15
Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser GIn Ser Ile Ser Ser Trp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 . 40 45
Tyr Lys Ala Ser Ser Leu Glu Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gln Tyr Asn Ser Tyr Ser Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105

<210> 75
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 75
cagagtatta gtagctgg 18

<210> 76
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 76 }
Gln Ser Ile Ser Ser Trp

-113-



<210> 77
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 77
aaggcgtct

<210> 78
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 78
Lys Ala Ser
1

<210> 79
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 79
caacagtata atagttattc gtggacg

<210> 80
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 80

33082

GIn GIn Tyr Asn Ser Tyr Ser Trp Thr

-114-
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1 5
<210> 81
<211> 354
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> Tong hop
<400> 81
gaggtgcagc tggtggagtc
tcctgtgcag cctctggatt
Ccagggaagg ggctggagtg
tcagactccg tgaagggccg
ctgcaaatga acagcctgag
cctataattg gaaccacgaa
<210> 82
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Tbng hop
<400> 82
Glu val GIn Leu val GI
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cy
20 ‘
Gly Met Ser Trp val Ar
35
Ser Thr Ile Ile Gly Se
50
Lys Gly Arg Phe Thr Me
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Le
85
Thr Lys Glu Gly Pro I1
100
Leu val Thr val Ser Se
115
<210> 83
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

tgggggaggc
cacctttagc
ggtctcaact
gttcaccatg
agccgaggac
ctggggccag

u Ser Gly

s Ala Ala

Ala
40
Tyr

g GlIn

r Gly
55
t Ser Arg

u Arg Ala
e Ile Gly

r

33082

ttggtacagc
acctatggca
attattggta
tccagagaca
acggccgtat
ggaaccctgg

Gly Gly Leu

10
Ser Gly Phe
25
Pro

Gly Lys

Asn Thr Tyr
ser
75

Thr

Asp Asn

Glu Asp
90
Thr Thr

105

Asn

-115-

c€gggggggtc
tgagctgggt
gtggttataa
attccaagag
attactgtac
tcaccgtctc

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Trp

GlIn
Phe
Leu
45

Ser
Ser

val

Gly

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15

Thr
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gly

cctgagactc
ccgeccaggcet
cacatactac
cacgctgtat
gaaagaaggc
ctca

Gly
Tyr
val
val
Tyr
80

cys

Thr

60

120
180
240
300
354



<220>
<223> Tdng hop

<400> 83
ggattcacct ttagcaccta tggc

<210> 84
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 84

Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Gly

1 5

<210> 85
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 85
attattggta gtggttataa caca

<210> 86
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 86

ITe I1e Gly Ser Gly Tyr Asn Thr

1 5

<210> 87
<211> 33
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

33082
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<220>

<223> Tbng hop

<400> 87

33082

acgaaagaag gccctataat tggaaccacg aac

<210>
<211>
<212>

<213>

88
11
PRT

<220>
<223>

<400> 88

Trinh ty nhén tao

Téng hop

Thr Lys Glu Gly Pro Ile Ile Gly Thr Thr Asn

1

<210>
<211>
<212>

<213>

89
321
ADN

<220>
<223>

<400> 89

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagcg
gacgattttg
gggaccaagg

<210> 90
<211> 107
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 90

5

Trinh ty nhan tao

Tbng hop

tgacccagtc
gggccagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttatta
tggaaatcaa

Trinh tw nhin tao

Téng hop

tcecttccacc
gagtattagt
gatctataag
tgggacagaa
ctgccaccaa
a

10

ctgtctgcat
agctggttgg
gcgtctagtt
ttcactctca
tataatagtt

ctgtaggaga cagagtcacc
cctggtatca acagaaacca
tagaaagtgg ggtcccatca
ccatcagcag cctgcagcct
attcgtggac gttcggccaa

Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser val Gly

1

5

10

15

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Trp

20

25

-117-
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240
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Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro
35 40
Tyr Lys Ala Ser Ser Leu Glu Ser
50 55
Ser Gly ser Gly Thr Glu Phe Thr
65 70
Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys val
100
<210> 91
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Ténghgp
<400> 91
cagagtatta gtagctgg
<210> 92
<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Tdng hop
<400> 92
Gln Ser Ile Ser Ser Trp
1 5
<210> 93
<211> 9
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 93
aaggcgtct

<210> 94
<211> 3

33082

Gly Lys Ala Pro Lys Leu
45
Gly val Pro Ser Arg Phe
60
Leu Thr ITe Ser Ser Leu
75
His Gln Tyr Asn Ser Tyr
90
Glu Ile Lys
105

-118-

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80
ser Trp
95
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<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 94
Lys Ala Ser
1

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

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 95
caccaatata atagttattc gtggacg ' 27

<210> 96
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 96
His GIn Tyr Asn Ser Tyr Ser Trp Thr
1 5

<210> 97
<211> 351
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 97

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtgcagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag tctttggatt cacctttagc ggctatgcca tgagctgggt ccgccaggcet 120
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtggtg gtggtggtag cacatactac 180
acagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat 240
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ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gtcctactgg 300
aacaacggta tggacgtctg gggccaaggg accacggtca ccgtctcctc a 351

<210> 98
<211> 117
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 98 )
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala val Phe Gly Phe Thr Phe Ser Gly Tyr
20 25 30
Ala Met Ser Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45
ser Ala Ile ser Gly Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Thr Asp Ser val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Ser Tyr Trp Asn Asn Gly Met Asp val Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105 110
val Thr val Ser Ser
115

<210> 99
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 99
ggattcacct ttagcggcta tgcc 24

<210> 100
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop
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<400> 100
Gly Phe Thr Phe Ser Gly Tyr Ala
1 5

<210> 101
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 101
attagtggtg gtggtggtag caca

<210> 102
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 102
ITe ser Gly Gly Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 103
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 103
gcgtcctact ggaacaacgg tatggacgtc

<210> 104
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

33082

-121-

24

30



33082

10

ctgtctgeat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta

ser
10
ser

Ser Leu

Ala Gln
25
Gly

Lys Ala

Gly val Pro

Thr Ile
75

ser

Leu
Gln Gln
90
Glu

Leu Ile

105

<400> 104
Ala Ser Tyr Trp Asn Asn Gly Met Asp val
1 5
<210> 105
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Tdng hop
<400> 105
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc
atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag
caagggacac gactggagat taaa
<210> 106
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Ténghgp
<400> 106
Asp Ile Gln Met Thr GIn Ser Pro
1 5
Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Leu Asn Trp Tyr Gln GIn Lys Pro
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu GIn Ser
50 55
ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
ITe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg
100
<210> 107
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tw nhén tao

-122-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccctecgat

Ser Ala Ser

Ser Ile Ser

30

Pro Lys Leu

45
Arg

Ser Phe

60
Ser

ser Leu

Tyr Ser Thr

Lys

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccgtca
tctgcaacct
caccttcggc

val
15
Ser

Gly
TYyr

Leu Ile

Ser Gly

GIn Pro
80
Pro Pro

95

60

120
180
240
300
324
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<220>
<223> Tbng hop

<400> 107
cagagcatta gcagctat

<210> 108
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 108
Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 109
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 109
gctgcatcc

<210> 110
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tur nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 110
Ala Ala Ser
1

<210> 111
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

-123-
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<220>

<223> Tbng hop

<400> 111

caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

<210>
<211>
<212>

<213>

112
10
PRT

<220>
<223>

<400> 112

Trinh tw nhan tao

Téng hop

33082

GIn GIn Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

113
360
ADN

<220>
<223>

<400> 113

cagctgcagc
acctgcactg
cagcccccag
tacaagtcgt
tccctgaagce
tttgctgact

<210>
<211>
<212>

<213>

114
120
PRT

<220>
<223>

<400> 114

5

Trinh tu nhén tao

Téng hop

tgcaggdgtc
tctctggtgg
ggaaggggct
ccctcaagag
tgacctctgt
tgaactacgt

Trinh ty nhan tao

Téng hop

gggcccagga
ctccatcagt
ggagtggatt
tcgagtcacc
gaccgccgcea
tgactactgg

10

ctagtgaagc
agtaatactt
ggaactatat
atatccgtag
gacacggctg
ggccagggaa

cttcggagac
actactgggg
attatactgg
acacgtccag
tctattactg
ccctggtcac

cctgtcecctce
ctggatccgce
gaacacctac
gaaccagttc
tgcgcgacag
cgtctcctca

GIn Leu GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Vval Lys Pro Ser Glu

1

5

10

15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Asn

-124-

30

120
180
240
300
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20 25 30
Thr Tyr Tyr Trp Gly Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Ile Gly Thr Ile Tyr Tyr Thr Gly Asn Thr Tyr Tyr Lys Ser Ser
50 55 60
Leu Lys Ser Arg val Thr Ile Ser val Asp Thr Ser Arg Asn Gln Phe
65 70 75 80
Ser Leu Lys Leu Thr Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr
85 90 95
Cys Ala Arg GIn Phe Ala Asp Leu Asn Tyr Val Asp Tyr Trp Gly GIn
100 105 110
Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 115
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 115
ggtggctcca tcagtagtaa tacttactac 30

<210> 116
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 116
Gly Gly Ser Ile Ser Ser Asn Thr Tyr Tyr
1 5 ° 10

<210> 117
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 117
atatattata ctgggaacac c 21

-125-
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<210> 118
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 118
Ile Tyr Tyr Thr Gly Asn Thr
1 5

<210> 119
<211> 36
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 119
gcgcgacagt ttgctgactt gaactacgtt gactac 36

<210> 120
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh ty nhéin tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 120
Ala Arg GIn Phe Ala Asp Leu Asn Tyr Val Asp Tyr
1 5 10

<210> 121
<211> 363
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 121
gaggtgcagc tggtggagtc ggggggaggc ttggttcagc ctggggggtc cctgagactc 60

-126-



tcctgtgcag cctctggatt ctcctttagce

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc

cttcaaatga atggcctgag agccgaggac

acttatagtt cttcgtcccc ctttgactac

tca

<210> 122

<211> 121

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 122

Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20 )

Gly Met Asn Trp val Arg GIn Ala

35 40
Ser Ala Ile Ser Gly Arg Gly Gly
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Gly Leu Arg Ala

85

Ala Lys val Gly Thr Tyr Ser Ser
100

GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser

115 120

<210> 123

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 123

ggattctcct ttagcagcta tggc

<210> 124
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

33082

agctatggca
attagtggtc
tccagagaca
tcggectttt
tggggccagg

Gly Gly
10

Gly

Leu
Ser Phe
25

Pro

Gly Lys

Asn Thr Tyr
ser
75

ser

Asp Asn

Glu Asp
90
Ser Ser
105

Ser

Pro

-127-

tgaactgggt
gtggtggtaa
attccaagaa
attactgtgc
gaaccctggt

val Gln Pro

Ser Phe Ser

30

Gly Leu Glu
45

Ser Ala
60

Lys

Asp

Asn Thr

Ala Phe Tyr

Phe Asp Tyr

110

ccgccaggcet
cacatactcc
cacgctgttt

gaaagtgggg
caccgtctcc

Gly
15
ser

Gly
Tyr
Trp val
Ser val
Phe

80
Cys

Leu

Tyr
95

Trp Gly

120
180
240
300
360
363

24
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<220>
<223> Tbng hop

<400> 124
Gly Phe Ser Phe Ser Ser Tyr Gly
1 5

<210> 125
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 125
attagtggtc gtggtggtaa caca

<210> 126
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 126
Ile Ser Gly Arg Gly Gly Asn Thr
1 5

<210> 127
<211> 42
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 127
gcgaaagtgg ggacttatag ttcttcgtcc ccctttgact ac

<210> 128
<211> 14
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

-128-
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42



<220>

<223> Tbng hop

33082

ctggggggte
tgagctgggt
gaggtggtaa
attccaagaa
attactgtgc
tctcctca

val GIn Pro

Thr Ser Asn

30

Gly Leu Glu
45

Tyr Ala
60

Lys

Asp

Asn Thr

Ala val Tyr
Thr

110

Gln Gly

<400> 128
Ala Lys val Gly Thr Tyr Ser Ser Ser Ser Pro Phe Asp Tyr
1 5 10
<210> 129
<211> 348
<212> ADN
<213> Trinh tu nhin tao
<220>
<223> Tbng hop
<400> 129
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggttcagc
tcctgtgcag cctctggatt cacctctaac agctatccca
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaggt attagtggta
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca
ctgcaaatga acagcctgag agtcgaggac acggccgtat
actgcctttg actactgggg ccagggaacc ctggtcaccg
<210> 130
<211> 116
<212> PRT
<213> Trinh tu nhéan tao
<220>
<223> Tbng hop
<400> 130
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Pro Met Ser Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Gly Ile Ser Gly Arg Gly Gly Asn Thr Tyr
50 55 '
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg val Glu Asp Thr
85 90
Ala Glu Thr Gly Thr Ala Phe Asp Tyr Trp Gly
100 B 105
Thr val Ser ser

-129-

cctgagactc
ccgccagget
cacatactac
cactctgtat
ggaaactgga

Gly
15
Ser

Gly

Tyr

Trp val

Ser val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Leu val

120
180
240
300
348



115

<210> 131
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 131
ggattcacct ctaacagcta tccc

<210> 132
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 132

Gly Phe Thr ser Asn ser Tyr Pro

1 5

<210> 133
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 133
attagtggta gaggtggtaa caca

<210> 134
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 134

ITe Ser Gly Arg Gly Gly Asn Thr

33082
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<210> 135
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 135
gcggaaactg gaactgcctt tgactac 27

<210> 136
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 136
Ala Glu Thr Gly Thr Ala Phe Asp Tyr
1 5

<210> 137
<211> 360
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 137

cagctgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtccctc 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagc aataataatt actactgggg ctggatccgc 120
cagcccccag ggaaggggct ggactggatt gggagtatct attatagtgg gaatacctac 180
tacaacccgt ccctcaagag tcgagtcacc atatccgttg acacgtccaa gaaccagttc 240
tccctgaaga tgagttctgt gaccgccaca gacacggctc tgtattactg tgcgagacag 300
ggagcagatc acaactgggt cgacccctgg ggccagggaa ccctggtcac cgtctcctca 360

<210> 138
<211> 120
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao
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<220>
<223> Tbng hop

<400> 138
Gln Leu Gln

1
Thr

Asn
Trp
Leu
65

ser

cys

Gly

Leu
Tyr
Ile
50

Lys
Leu

Ala

Thr

<210> 13
<211> 30
<212> AD

<213>

<220>

<223>

Ser
Tyr
35

Gly
Ser
Lys
Arg
Leu
115

9

N

<400> 139

ggtggctcca tcagcaataa taattactac

<210> 140
<211> 10
<212> PR

<213>

<220>

<223>

T

<400> 140
Gly Gly Ser ITe Ser Asn Asn Asn Tyr Tyr

1

<210> 141
<211> 21
<212> ADN

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Arg
Met
Gln

100
val

Tbng hop

Téng hop

Gln

Thr

Gly
Ile
val
ser
85

Gly

Thr

Trinh tu nhén tao

5

Glu
cys
Trp
Tyr
Thr
70

Ser

Ala

val

Trinh ty nhén tao

Ser

Thr

Ile

TYyr

55

Ile

val

Asp

Ser

Gly
val
Arg
40

Ser
ser
Thr
His

ser
120

33082

Pro
ser
25

Gln
Gly
val

Ala

Asn
105

-132-

Gly
10

Gly
Pro
ASn
Asp
Thr

90
Trp

10

Leu
Gly
Pro
Thr
Thr
75

Asp

val

val
Ser
Gly
Tyr
60

Ser

Thr

Asp

Lys
Ile
Lys
45

Tyr
Lys

Ala

Pro

Pro
ser
30

Gly
Asn
Asn

Leu

Trp
110

Ser
15

Asn
Leu
Pro
Gln
Tyr

95
Gly

Glu

Asn

Asp

ser

Phe

80

Tyr

Gln



33082

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 141
atctattata gtgggaatac c : 21

<210> 142
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 142
Ile Tyr Tyr Ser Gly Asn Thr
1 5

<210> 143
<211> 36
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 143
gcgagacagg gagcagatca caactgggtc gacccc 36

<210> 144
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 144
Ala Arg GIn Gly Ala Asp His Asn Trp val Asp Pro
1 5 - 10

<210> 145
<211> 351
<212> ADN
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33082

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 145

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgttg tctctggatt cacctctaga aactatgcca tgagctgggt ccgccaggct 120
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtggta gtggtgggag cacatactac 180
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca atcccaagaa cacgttgtat 240
ctacaaatga acagcctgag agccgaggac acggccctat attactgtgc ggaagatcct 300
ggaacttctt ttgactactg gggccaggga accctggtca ccgtctcctc a 351

<210> 146
<211> 117
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 146
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys val val Ser Gly Phe Thr Ser Arg Asn Tyr
20 25 30
Ala Met Ser Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Pro Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Glu Asp Pro Gly Thr Ser Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
val Thr val Ser Ser
115

<210> 147
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 147
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ggattcacct ctagaaacta tgcc

<210> 148
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 148 .
Gly Phe Thr Ser Arg Asn Tyr Ala
1 5

<210> 149
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 149
attagtggta gtggtgggag caca

<210> 150
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 150
Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 151
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbnghop

<400> 151

33082
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gcggaagatc ctggaacttc ttttgactac

<210> 152
<211> 10
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 152

Trinh ty nhan tao

Tdng hop

33082

Ala Glu Asp Pro Gly Thr Ser Phe Asp Tyr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

153
390
ADN

<220>
<223>

<400> 153
caggtgcagc
tcctgtgcag
ccaggcaagg
ggagactccg
ctgcaaatga
ggtaataacc

ggccaaggga

<210>
<211>
<212>

<213>

154
130
PRT

<220>
<223>

<400> 154

5

Trinh tu nhén tao

Téng hop

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
actactatca
ccacggtcac

Trinh tu nhéan tao

Téng hop

tgggggaggc
caccttcagt
ggtggcaggt
attcaccatc
agccgaggac
taataatccc
cgtctcctca

10

gtggtccagc
aactatggca
atatactatg
tccagagaca
acggctgttt
tactactatt

GIn val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly val

1

5

10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe

20

25

Gly Ile His Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

35

40

Ala Gly Ile Tyr Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr

50

55

-136-

ctgggaggtc
tacactgggt

atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgc
atcacggttt

cctgagactc
ccgccagget
taaatactat
cacgctatat
gagagatcgg
ggacgtctgg

val Gln Pro Gly Arg

15

Thr Phe Ser Asn Tyr

30

Gly Leu Glu Trp val

45

Tyr Gly Asp Ser val

60

30

60

120
180
240
300
360
390
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Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Asp Arg Gly Asn Asn His Tyr Tyr His Asn Asn Pro Tyr Tyr
100 105 110
Tyr Tyr His Gly Leu Asp val Trp Gly Gln Gly Thr Thr val Thr val
115 120 125
Ser Ser
130
<210> 155
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhéin tao

<220>
<223> Tbnghop

<400> 155
ggattcacct tcagtaacta tggc

<210> 156
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 156
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Gly
1 5

<210> 157
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao-.

<220>
<223> Tdng hop

<400> 157
atatactatg atggaagtaa taaa

<210> 158
<211> 8
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<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 158
ITe Tyr Tyr Asp Gly Ser Asn Lys
1 5

<210> 159
<211> 69
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 159
gcgagagatc ggggtaataa ccactactat cataataatc cctactacta ttatcacggt 60
ttggacgtc 69

<210> 160
<211> 23
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 160
Ala Arg Asp Arg Gly Asn Asn His Tyr Tyr His Asn Asn Pro Tyr Tyr
1 5 10 15
Tyr Tyr His Gly Leu Asp val
20

<210> 161
<211> 324
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 161
gaaatagttt tgacacagag tcccggcaca ctgtcactct ctcccgggga aagagccacc 60
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ttgtcatgta gagcaagtca

ccgggacagg cccctagact

gaccggttca gtggaagcgg

ccagaggatt tcgccgttta

cagggcacga aggtagaaat caag

<210> 162

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 162

Glu Ile val Leu Thr Gln Ser

1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln GlIn
35

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg

50 o 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65 70

Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr

85
Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr
100

<210> 163

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Tdng hop

<400> 163
agagcaagtc agtcagtctc tagctcttat ctcgcc

<210> 164

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> Tdng hop

Pro
Arg
Lys
40

Ala
Phe

Tyr

Lys

33082

Gly Thr
10

Ala ser

25

Pro Gly

Thr Gly

Thr Leu

Cys GlIn
90

val Glu
105

-139-

gtcagtctct agctcttatc
gctgatctac ggggcaagtt
aagcggaacc gattttactt
ctattgtcaa cagtacggaa

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

tcgcctggta ccagcagaag 120
ccagggccac cggaatcccc 180
tgacgatttc tagactggag 240
gcagcccgtg gacgtttgge 300

Ser
Ser
Ala
Pro
60

Ile

Tyr

Lys

Leu
val
Pro
45

Asp

Ser

Gly

Ser
ser
30

Arg
Arg

Arg

Ser

Pro
15

Ser
Leu
Phe

Leu

ser
95

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

80
Pro

324

36



<400> 164

Arg Ala Ser Gln Ser val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala

1 5

<210> 165
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 165
ggggcaagtt ccagggccac ¢

<210> 166
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 166
Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210> 167
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 167
caacagtacg gaagcagccc gtggacg

<210> 168
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

33082

10

-140-
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gggcccagga
ctccatcact

gattggatat
caccacatca
tgcggacacg
gggaaccctg

u Ser Gly

s Ser val

GIn Pro
40
Thr

g

r Gly

55

r Met Asp

r Ala Ala

e Asp Tyr

Pro
Ser
25

Pro
Thr
Thr

Asp

Trp
105

33082

ctggtgaagc
agttcctatt
gtctattact
atggacacgt
gccgtttatt
gtcactgtct

Gly Leu
10
Gly Gly

Gly Arg

Lys Tyr

ser Lys
75
Thr Ala
90

Gly Gln

<400> 168
GIn Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr
1 5
<210> 169
<211> 345
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Ténghqp
<400> 169
caggtgcagc tgcaggagtc
acctgctctg tctctggtgg
CcCaggaaggg gcctggagtg
ccctccctca agagtcgagt
aaactgaact ctgtgaccgc
ctctttgact actggggcca
<210> 170
<211> 115
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Tbng hop
<400> 170
Gln val GIn Leu GIn GI
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cy
20
Tyr Trp Ser Trp Ile Ar
35
Gly Tyr val Tyr Tyr Ty
50
ser Arg val Thr Thr Se
65 70
Lys Leu Asn Ser val Th
85
Arg Leu Glu Leu Leu Ph
100
val Ser Ser
115
<210> 171

-141-

cttcggagac
ggagctggat
acgggaccac
ccaagaacca
actgtgcgag
cctca

val Lys Pro
Thr
30

Glu

Ser Ile

Gly Leu

45

Asn Pro Ser

60

Asn GIn Phe

val Tyr Tyr

Gly Thr Leu

110

cctgtccctc 60
ccggcagcecc 120
caaatacaac 180
gttctccctg 240
actggaacta 300

345

Ser Glu
15
Ser Ser
Trp

Leu Lys

Ser Leu
80
Cys Ala
95

val Thr



<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 171
ggtggctcca tcactagttc ctat

<210> 172
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 172
Gly Gly Ser Ile Thr Ser Ser Tyr
1 5

<210> 173
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 173
gtctattact acgggaccac ¢

<210> 174
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 174

val Tyr Tyr Tyr Gly Thr Thr
1 5

<210> 175

33082

-142-
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<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 175
gcgagactgg aactactctt tgactac 27

<210> 176
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 176
Ala Arg Leu Glu Leu Leu Phe Asp Tyr
1 5

<210> 177
<211> 363
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 177

cagctgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtccctc 60
acctgcagtg tctctggtgg ctccatcaac aataataatt actactgggg ctggatccgc 120
cagcccccag ggagggggct ggagtggatt gggagtttct tttatagtgg gcccacctac 180
tacaacccgt ccctcaggag tcgagtcacc atatccgtag acacgtccaa gaaccagttc 240
tccctgaagc tgaactctgt aaccgccgca gacacggcta tatattactg tgcgagacag 300
gatgggaact actaccccct ctttgactac tggggccagg gaaccctggt caccgtctcc 360
tca 363

<210> 178
<211> 121
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

-143-



<400> 17

GIn Leu
1

Thr Leu

Asn Tyr

Trp Ile
50

Leu Arg

65

Ser Leu

Ccys Ala

Gln Gly

<210> 17
<211> 30
<212> AD

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

8
Gln

Ser
Tyr
35

Gly
Ser
Lys
Arg
Thr
115

9

N

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Arg
Leu
Gln

100
Leu

<223> Tdng hop

<400> 17

9

Gln
Thr
Gly
Phe
val
Asn
85

Asp

val

Glu

Cys

Trp

Phe

Thr

70
ser

Gly

Thr

ser

ser

Ile

Tyr

55

Ile

val

Asn

val

Gly
val
Arg
40

Ser
Ser
Thr

Tyr

ser
120

33082

Pro
Ser
25

Gln
Gly
val
Ala
Tyr

105
ser

ggtggctcca tcaacaataa taattactac

<210> 18
<211> 10
<212> PR

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

0

T

<223> Tbng hop

<400> 18

0

Gly
10

Gly
Pro
Pro
Asp
Ala

90
Pro

Gly Gly Ser Ile Asn Asn Asn Ash Tyr Tyr

1

<210> 18
<211> 21
<212> AD

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

1

N

5

-144-

10

Leu
Gly
Pro
Thr
Thr
75

Asp

Leu

val
ser
Gly
Tyr
60

Ser

Thr

Phe

Lys
Ile
Arg
45

Tyr
Lys

Ala

Asp

Pro
Asn
30

Gly
Asn
Asn

Ile

Tyr
110

Ser
15

Asn
Leu
Pro
Gln
Tyr

95
Trp

Glu
Asn
Glu
Ser
Phe
80

Tyr

Gly

30



33082

<223> Tdng hop

<400> 181
ttcttttata gtgggcccac ¢

<210> 182
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 182
Phe Phe Tyr Ser Gly Pro Thr
1 5

<210> 183
<211> 39
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 183
gcgagacagg atgggaacta ctaccccctc tttgactac

<210> 184
<211> 13
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 184

Ala Arg GIn Asp Gly Asn Tyr Tyr Pro Leu Phe Asp Tyr

1 5 10

<210> 185
<211> 354
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao_

<220>

-145-
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39
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<223> Tbng hop

<400> 185

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccaggg ctggtgaagc cttcggagac cctgtccctc 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagt agttactact ggagctggat ccggcagccc 120
ccagggaagg gactggagtg gattgggtat atctattaca gtgggagccc caactacaac 180
ccctcectca agagtcgagt caccatatca gtagacacgt ccaagaacca gttctccctg 240
aagctgacct ctgtgaccgc tgcggacacg gccgtgtatt actgtgcgag atcccttaac 300
tggggacccc cttttgacta ctggggccag ggaaccctgg tcaccgtctc ctca 354

<210> 186
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 186
GIn val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Tyr
20 : 25 30
Tyr Trp Ser Trp Ile Arg GIln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Pro Asn Tyr Asn Pro Ser Leu LysS
50 55 60
Ser Arg val Thr Ile Ser val Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Ser Leu
65 70 75 80
Lys Leu Thr ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Arg Ser Leu Asn Trp Gly Pro Pro Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110
Leu val Thr val Ser Ser
115

<210> 187
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 187
ggtggctcca tcagtagtta ctac 24

<210> 188

-146-
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<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 188
Gly Gly ser Ile Ser Ser Tyr Tyr
1 5

<210> 189
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 189
atctattaca gtgggagccc ¢

<210> 190
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 190
Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Pro
1 5

<210> 191
<211> 36
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 191
gcgagatccc ttaactgggg accccctttt gactac

<210> 192

-147-
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36
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<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 192
Ala Arg Ser Leu Asn Trp Gly Pro Pro Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 193
<211> 321
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 193

gaaatagtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtctctgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agcaacttag cctggtacca gcaaaaacct 120
ggccaggctc ccaggctcct catctatggt gcatccacca gggccactgg tatcccagcc 180
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca ccatcagcag cctgcagtct 240
gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag tttaataact ggccgtacac ttttggccag 300
gggaccaagc tggagatcaa a 321

<210> 194
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 194
Glu Ile val Met Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser GlIn Ser val Ser Ser Asn
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala val Tyr Tyr Cys Gln GIn Phe Asn Asn Trp Pro Tyr
85 90 95

-148-



Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100

<210> 195
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 195
cagagtgtta gcagcaac

<210> 196
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao.

<220>
<223> Tdng hop

<400> 196
GIn Ser val Ser Ser Asn
1 5

<210> 197
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 197
ggtgcatcc

<210> 198
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 198

33082

105

-149-

18



Gly Ala Ser
1

<210> 199
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Tdng hop

<400> 199

cagcagttta ataactggcc gtacact

<210> 200
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 200

33082

GIn Gln Phe Asn Asn Trp Pro Tyr Thr

1

<210> 201
<211> 375
<212> ADN

5

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 201
gaggtgcagc
tcctgtccag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga

tcggggagtt
gtcaccgtct

<210> 202
<211> 125
<212> PRT

tgttggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagtctgag
atttccctta
cctca

<213> Trinh tu nhén tao

tgggggaggc
cacctttagc
ggtctcagct
gttcaccatt
agccgaggac
ctactactac

ttggtacagc
aactatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat
ggtttggacg

-150-

ctggggggtc
tgacctgggt
gtggtgctac
attccaggaa
attactgtgc
tctggggeca

cctgagactc
ccgccaggct
cacaaagtac
tacgctatat

gaaggggggt
agggaccacg

27

60

120
180
240
300
360
375



<220>

<223> Tbng hop

<400> 20

Glu val
1

Ser Leu

Ala Met

ser Ala
50

Lys Gly

65

Leu GIn

Ala Lys

Asp val

<210> 20
<211> 24

2
Gln

Arg
Thr
35

Ile
Arg
Met
Gly
Trp

115

3

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Gly

100
Gly

<223> Tbng hop

<400> 20

3

Leu
Ser
val
Gly
Thr
ser
85

ser

Gln

Glu

cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Gly

Gly

Ser
Pro
Gln
Gly
55

ser
Arg

Ser

Thr

ggattcacct ttagcaacta tgcc

<210> 20
<211> 8
<212> PR

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

4

T

<223> Téng hop

<400> 20

4

Gly
Ala
Ala
40

Ala
Arg
Ala

Tyr

Thr
120

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Ala

1

<210> 20
<211> 24

5

5

33082

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Phe

105
val

-151-

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
ASp
90

Pro

Thr

Leu
Phe
Lys
Lys
Ser
75

Thr

Tyr

val

val
Thr
Gly
TYr
60

Arg
Ala

TYyr

Ser

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
val

Tyr

ser
125

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Tyr
110

Gly
15

Asn
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gly

Gly
Tyr
val
val
Tyr
80

cys

Leu

24



33082

<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 205
attagtggta gtggtgctac caca

<210> 206
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao-

<220>
<223> Tbng hop

<400> 206
Ile ser Gly Ser Gly Ala Thr Thr
1 5

<210> 207
<211> 54
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 207
gcgaaggggg gttcggggag ttatttccct tactactact acggtttgga cgtc

<210> 208
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 208

Ala Lys Gly Gly Ser Gly Ser Tyr Phe Pro Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Leu
1 5 10 15

Asp val

-152-



<210> 209
<211> 318
<212> ADN
<213> Trinh ty nhin tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 209
gaaatagtga tgacgcagtc
ctctcctgca gggccagtca
ggccaggctc ccaggctcct
aggttcagtg gcagtggctc
gaagattttg cagtttatta
accaaggtgg aaatcaaa
<210> 210
<211> 106
<212> PRT
<213> Trinh tw nhéan tao”
<220>
<223> Téng hop
<400> 210
Glu Ile val Met Thr GI
1 5
Asp Ser Ala Thr Leu Se
20
Leu Ala Trp Tyr Gln GI
35
Tyr Gly Ala Ser Thr Ar
50
Ser Gly Ser Gly Thr GI
65 -70
Glu Asp Phe Ala val Ty
85
Phe Gly GIn Gly Thr Ly
100
<210> 211
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Tbng hop

33082

tccagccacc ctgtctgtgt
gactgttagc agcaacttag
catctatggt gcatccacca
tgggacagag ttcactctca
ctgtcagcag tattataact

n Ser
r cys
n Lys
g Ala
55
u Phe

r Tyr

s val

Pro
Arg
Pro
40

Thr
Thr

Cys

Glu

Thr
10
Ser

Ala

Ala
25
Gly Gln

Gly Ile

Leu Thr

Gln
20
Lys

Gln

Ile
105

-153-

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75
Tyr

ctccagggga tagtgccacc
cctggtacca gcagaaacct
gggccactgg tatcccagcc
ccatcagcag cctgcagtct
ggtggacgtt cggccaaggg

ser
Thr
Pro
Ala
60

Ser

Tyr

val
val
Arg
45

Arg

ser

Asn

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Trp

Pro
15

Ser
Leu
ser

Gln

Trp
95

Gly
Asn
Ile
Gly
ser

80
Thr

60

120
180
240
300
318



<400> 211
cagactgtta gcagcaac

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

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 212
GIn Thr val Ser Ser Asn
1 5

<210> 213
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 213
ggtgcatcc

<210> 214
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbnghop

<400> 214
Gly Ala ser
1

<210> 215
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tong hop

33082
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18
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<400> 215
cagcagtatt ataactggtg gacg 24

<210> 216
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 216
GIn GIn Tyr Tyr Asn Trp Trp Thr
1 5

<210> 217
<211> 354
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 217

gaggtgcagc tgttggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt cacctttagc agctatgcca tgagctgggt ccgccaggct 120
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtggtc gtggtggtaa cacatactac 180
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgttt 240
ctgcaaatga acaccctgag agccgaggac acggccgtat attactgtgc gaaagatagg 300
ggttttgggt tcttcgatat ctggggccgt ggcaccctgg ccactgtctc ctca 354

<210> 218
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 218
Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Ala Met Ser Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45
Ser Ala Ile Ser Gly Arg Gly Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
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33082

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Phe

65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Thr Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Lys Asp Arg Gly Phe Gly Phe Phe Asp Ile Trp Gly Arg Gly Thr
100 105 110
Leu Ala Thr val ser Ser
115
<210> 219
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 219
ggattcacct ttagcagcta tgcc

<210> 220
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 220
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala
1 5

<210> 221
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 221
attagtggtc gtggtggtaa caca

<210> 222
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

-156-

24

24



<220>
<223>

<400>

33082

Téng hop

222

Ile ser Gly Arg Gly Gly Asn Thr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

5

223
33
ADN

Trinh tw nhan tao

Téng hop

223

gcgaaagata ggggttttgg gttcttcgat atc

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

224
11
PRT

Trinh ty nhén tao

Tdng hop

224

Ala Lys Asp Arg Gly Phe Gly Phe Phe Asp Ile

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

5 - 10

225
321
ADN

Trinh ty nhén tao

Téng hop

225

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgeat

atcacttgcc aggcgagtca ggacattagt aactatttaa
gggaaagccc ctaagttcct gatctacgat gcatccaatt
aggttcagtg gaagtggatc tgggacagat tttactttca

gaagatattg caacatatta ctgtcaacag tatgataatc
gggaccaaaa taaatatcaa a

-157-

ctgtaggaga
attggtatca
tggaaacagg
ccatcagcag
tcccattcac

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagect
tttcggeect

33

60

120
180
240
300
321



<210> 226
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 226
Asp Ile GIn Met

1
Asp Arg

Leu Asn

Tyr Asp
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

val
Trp
35

Ala
ser

Ile

Gly

<210> 227

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Pro
100

<223> Tbng hop

<400> 227
caggacatta gtaactat

<210> 228

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 228
GIn Asp Ile Ser Asn Tyr

1

Thr
Ile
Gln
Asn
Thr
Thr

85
Gly

5

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70
Tyr

‘Thr

Ser
cys
Lys
Glu
55

Phe

Tyr

Lys

Pro
Gln
Pro
40

Thr
Thr

cys

Ile

33082

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Phe

Gln

Asn
105

-158-

Ser
10

Ser
Lys
val
Thr
GlIn

90
Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser
Asp
Pro
ser
60

Ser

Asp

Ala
Ile
Lys
45

Arg

ser

Asn

Ser
Ser
30

Phe
Phe

Leu

Leu

val
15

Asn
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Phe

18



<210> 229
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 229
gatgcatcc

<210> 230
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 230
Asp Ala Ser
1

<210> 231
<211> 27
<212> ADN

<213> TYhﬁlurnhéntao_

<220>
<223> Tdng hop

<400> 231
caacagtatg ataatctccc attcact

<210> 232
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 232

33082

Gln GIn Tyr Asp Asn Leu Pro Phe Thr

1 5

-159-

27



33082

<210> 233
<211> 351
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 233

gaggtgcagc tgttggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctggatt cacctttagc agctatgcca tgagctgggt ccgccagget 120
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtggta gtggtagtag cacatactac 180
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgttt 240
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtct attactgtgc ggaaggggga 300
gacgtggatt ttgactactg gggccaggga accctggtca ccgtctcctc a 351

<210> 234
<211> 117
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao_

<220>
<223> Tbng hop

<400> 234
Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 ' 30
Ala Met Ser Trp val Arg GIln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Phe
65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Glu Gly Gly Asp val Asp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
val Thr val Ser Ser
115

<210> 235
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
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<223> Tbng hop

<400> 235
ggattcacct ttagcagcta tgcc

<210> 236
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 236

Gly Phe Thr Phe Ser ser Tyr Ala

1 5

<210> 237
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 237
attagtggta gtggtagtag caca

<210> 238
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 238

ITe Ser Gly Ser Gly Ser Ser Thr

1 5

<210> 239
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

33082
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<223> Tbng hop

<400> 239

gcggaagggg gagacgtgga ttttgactac

<210> 240
<211> 10
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 240

Trinh ty nhén tao

Téng hop

33082

Ala Glu Gly Gly Asp val Asp Phe Asp Tyr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

241
324
ADN

<220>
<223>

<400> 241
gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
caagggacac

<210>
<211>
<212>

<213>

242
108
PRT

<220>
<223>

<400> 242

5

Trinh tu nhan tao

Téng hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
gactggagat

Trinh ty nhan tao

Tbng hop

tccatcctec
gagcattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag
taaa

10

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta

ctgtaggaga cagagtcacc
attggtatca gcagaaacca
tgcaaagtgg ggtcccatca
ccatcagcag tctgcaacct
ccccteccgat caccttcggce

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly

1

5

10

15

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser GIn Ser Ile Ser Ser Tyr

20

25

30

Leu Asn Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

35

40

-162-
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30
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Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

50 55 60
ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIln Pro
65 70 - 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Ser Tyr Ser Thr Pro Pro

85 90 95
ITe Thr phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu ITle Lys
100 105

<210> 243
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> Tbnghop

<400> 243
cagagcatta gcagctat

<210> 244
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao_

<220>
<223> Tbnghop

<400> 244
Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 245
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 245
gctgcatcc

<210> 246
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

-163-
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33082

<220>
<223> Tbnghop

<400> 246
Ala Ala Ser
1

<210> 247
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 247
caacagagtt acagtacccc tccgatcacc 30

<210> 248
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 248
Gln GIn Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr
1 5 10

<210> 249
<211> 348
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 249

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtccctc 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagt agttactact ggagctggat ccggcagccc 120
ccagggaagg gactggaatg gattgggtac atctattaca gtgggagcgc caactacaac 180
cccteccctca agagtcgagt caccatatca gtagacacgt ccaagaacca gttctccctg 240
aagctaagct ctgtgaccgc tgcggacacg gccgtgtatt actgtgtgag agaccgggac 300
ctactccttg accactgggg ccagggaacc ctggtcaccg tctcctca 348
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<210> 250
<211> 116
<212> PRT
<213> Trinh tu nhin tao
<220>
<223> Ténghqp
<400> 250
Gln val GIn Leu GIn
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr
20
Tyr Trp Ser Trp Ile
35

Gly Tyr Ile Tyr Tyr

50
Ser Arg val Thr Ile
65
Lys Leu Ser Ser Vval

85
Arg Asp Arg Asp Leu
100
Thr val Ser Ser
115

<210> 251
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Tdng hop
<400> 251

Glu
cys
Arg
ser
ser
70

Thr

Leu

Ser
Thr
GlIn
Gly
55

val

Ala

Leu

ggtggctcca tcagtagtta ctac

<210>

<211> 8

<212>
<213>

<220>

<223>

252

PRT
Trinh tu nhén tao

<400> 252
Gly Gly Ser Ile Ser Ser Tyr Tyr

1

Téng hop

5

Gly
val
Pro
40

ser
Asp

Ala

ASp

33082

Pro

Ser

25

Pro

Ala

Thr

Asp

His
105

-165-

Gly
10

Gly
Gly
Asn
Ser
Thr

90
Trp

Leu
Gly
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Gly

val
Ser
Gly
AsSn
60

Asn

val

Gln

Lys
Ile
Leu
45

Pro
Gln

TYyr

Gly

Pro

Ser

30

Glu

ser

Phe

TYyr

Thr
110

Ser
15

Ser
Trp
Leu
Ser
Cys

95
Leu

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu
80

val

val

24



<210> 253
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 253
atctattaca gtgggagcgc c

<210> 254
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 254
ITe Tyr Tyr Ser Gly Ser Ala
1 5

<210> 255
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 255
gtgagagacc gggacctact ccttgaccac

<210> 256
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 256

33082

val Arg Asp Arg Asp Leu Leu Leu Asp His

1 5

10

-166-
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30



<210> 257
<211> 321
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 257

gaaatagtga tgacgcagtc

ctctcctgca gggccagtca

ggccaggctc ccaggctecct

aggttcagtg gcagtgggtc

gaagattttg cagtttatta

gggaccatgc tggagatcaa

<210> 258

<211> 107

<212> PRT

<213> TThﬂlurnhéntao'

<220>

<223> Tbng hop

<400> 258

Glu Ile val Met Thr Gl

1 5
Lys Arg Ala Thr Leu Se
20
Leu Ala Trp Tyr Gln GI
35

Tyr Gly Ala Ser Thr Ar
50

Ser Gly Ser Gly Thr As

65 70

Glu Asp Phe Ala val Ty

85
Thr Phe Gly Gln Gly Th
100

<210> 259

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

tccagecacc
gagtgttagc
catctatggt
tgggacagac
ctgtcagcag
a

n Ser Pro

r cys Arg
Pro
40

Thr

n Lys
Thr
55

Phe

g

p Thr

r Tyr Cys

r Met Leu

33082

ctgtctgtgt
agcaacttag
gcatccacca
ttcactctca
tataataact

Thr
10
Ser

Ala Leu

Ala Gln
25
Gly

Gln Ala

Gly Phe Pro
Ile
75

Tyr

Leu Thr
Gln
90
Ile

Gln

Glu
105

Lys

-167-

ctccagggaa
cctggtacca
ggaccactgg
ccatcagcag
ggccgtacac

Ser val Ser

val Ser
30

Leu

Ser

Pro Arg

45

Ala Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Asn Asn Trp

aagagccacc
gcagaaacct
tttcccagec
cctgcagtct
ttttggccag

Pro
15
ser

Gly
Asn

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ser
80
Pro Tyr
95

60

120
180
240
300
321



<223> Tdng hop

<400> 259
cagagtgtta gcagcaac

<210> 260
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 260
Gln Ser val Ser Ser Asn
1 5

<210> 261
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 261
ggtgcatcc

<210> 262
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 262
Gly Ala ser
1

<210> 263
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

33082

-168-
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<223> Téng hop

<400> 263

cagcagtata ataactggcc gtacact

<210> 264
<211> 9
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 264

Trinh tu nhén tao

Téng hop

33082

GIn Gln Tyr Asn Asn Trp Pro Tyr Thr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

265
387
ADN

<220>
<223>

<400> 265

caggtccagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagttga
acgtattacg
caagggacca

<210>
<211>
<212>

<213>

266
129
PRT

<220>
<223>

<400> 266

5

Trinh tu nhén tao

Tdng hop

tggtgcagtc
cttctggagg
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag
attctttgac
cggtcaccgt

Trinh tu nhén tao

Téng hop

tggggctgag
caccttcagc
gatgggaggg
agtcacgatt
atctgaggac
tggttattac
ctcctca

gtgaagaagc
acttatgcta
atcatccctt
accacggacg
acggcegtgt
acccactact

ctgggtcctc
tcagctgggt
tctttggtac
aatccacgag
attactgtgc
accgtatgga

ggtgaaggtc
gcgacaggcc
agcaaactac
cacagcctac
gagagaggga
cgtctggggc

Gln val GIn Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ser

1

5

10

15

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser Thr Tyr

20

25

30

Ala Ile Ser Trp Va1‘Arg GIn Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

-169-
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35
Gly Gly Ile Ile Pro Phe Phe
50 55
GIn Gly Arg val Thr Ile Thr
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg
85
Ala Arg Glu Gly Thr Tyr Tyr
100
Tyr Tyr Arg Met Asp val Trp
115 '
ser

<210> 267
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 267
ggaggcacct tcagcactta tgct

<210> 268
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 268

Gly Gly Thr Phe Ser Thr Tyr Ala

1 5

<210> 269
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 269
atcatccctt tctttggtac agca

40
Gly

Thr

Ser

Asp

Gly
120

33082

Thr Ala Asn Tyr
60
Asp Glu Ser Thr
- 75
Glu Asp Thr Ala
90

Ser Leu Thr Gly
105

GIn Gly Thr Thr

-170-

45
Ala

ser

val

Tyr

val
125

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110
Thr

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys

95

Thr His

val Ser

24

24



33082

<210> 270
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 270
ITe ITe Pro Phe Phe Gly Thr Ala
1 5

<210> 271
<211> 66
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 271
gcgagagagg gaacgtatta cgattctttg actggttatt acacccacta ctaccgtatg 60
gacgtc 66

<210> 272
<211> 22
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 272
Ala Arg Glu Gly Thr Tyr Tyr Asp Ser Leu Thr Gly Tyr Tyr Thr His
1 5 10 15
Tyr Tyr Arg Met Asp val
20

<210> 273
<211> 324
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Tbng hop
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<400> 273

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc

atcacttgcc gggcaagtca gaccattagc

gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagat

gaagattttg cgacttacta ctgtcaacag

caagggacac gactggagat taaa

<210> 274

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 274

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1 5
Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg
20

Leu Asn Trp Tyr GIn GIn Lys Pro
35 40

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser

50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

85
Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg
100

<210> 275

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 275

cagaccatta gcagctat

<210> 276
<211> 6
<212> PRT

<213>

Trinh ty nhén tao

33082

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta

Ser Ser
10

ser

Leu
Ala Gln
25

Gly

Lys Ala

Gly val Pro
Ile
75

ser

Leu Thr
Gln
90
Glu

Gln

Leu Ile

105

-172-

ctgtgggaga cagagtcacc
attggtatca gcagaaacca
tgcaaagtgg ggtcccatca
ccatcagcag tctgcaacct
cccctccgat caccttcgge

Ser

Thr

Pro

ser

60

Ser

Tyr

Lys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Thr

val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Pro

60

120
180
240
300
324

18



<220>
<223> Tbng hop

<400> 276
Gln Thr Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 277
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 277
gctgcatcc

<210> 278
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 278
Ala Ala Ser
1

<210> 279
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 279
caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

<210> 280
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

33082

-173-

30



33082

<220>
<223> Tbng hop

<400> 280
Gln GIn ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr
1 5 10

<210> 281
<211> 381
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 281

caggtccagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc 60
tcctgcaagg tttctggagt caccttcagc agctatgcta tcagctgggt gcgacaggec 120
cctggacaag ggcttgagtg gatgggaggg atcatccctt tctttggtac agcaagctac 180
gcacagaagt tccagggcag agtcacggtt accacggacg aatccacgag cacagcctac 240
atggaggtga gcagcctgag atctgaggac acggccgtgt attactgtgc gagagataat 300
ccggaactaa ctaaggaggg gtactaccac tactacgcta tggacgtctg gggccaaggg 360
accacggtca ccgtctcctc a 381

<210> 282
<211> 127
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 282
Gln val GIn Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser val Lys val Ser Cys Lys Vval Ser Gly val Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Ala Ile Ser Trp val Arg Gln Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Gly Ile 1le Pro Phe Phe Gly Thr Ala Ser Tyr Ala GIn Lys Phe
50 55 60
GIn Gly Arg val Thr val Thr Thr Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu val Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Asp Asn Pro Glu Leu Thr Lys Glu Gly Tyr Tyr His Tyr Tyr
100 105 110
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Ala Met Asp val Trp Gly GIn Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser

115

<210> 283
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 283 .
ggagtcacct tcagcagcta tgct

<210> 284
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 284

Gly val Thr Phe Ser Ser Tyr Ala

1 5

<210> 285
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 285
atcatccctt tctttggtac agca

<210> 286
<211> 8
<212> PRT

<213> TkhﬂlﬂJnhéntgo_

<220>
<223> Tbng hop

<400> 286

120

33082

-175-

125

24

24



33082

Ile Ile Pro Phe Phe Gly Thr Ala
1 5

<210> 287
<211> 60
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 287
gcgagagata atccggaact aactaaggag gggtactacc actactacgc tatggacgtc 60

<210> 288
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao-

<220>
<223> Téng hop

<400> 288
Ala Arg Asp Asn Pro Glu Leu Thr Lys Glu Gly Tyr Tyr His Tyr Tyr
1 5 10 15
Ala Met Asp val
20

<210> 289
<211> 324
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 289

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60

atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc agctatttaa attggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca 180
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct 240
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccctccgat caccttcggc 300
caagggacac gactggagat taaa 324

<210> 290
<211> 108

-176-



<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 290

Asp Ile
1
ASp Arg

Leu Asn

Tyr Ala
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Ile Thr

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Phe

<210> 291

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Gly
100

<223> Tbng hop

<400> 291
cagagcatta gcagctat

<210> 292

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 292
Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

1

<210> 293

<211> 9

Thr

Ile

Gln

sSer

Thr

Thr

85
Gln

5

Gln

Thr

Gln

Leu
Asp
70

Tyr

Gly

ser

cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Thr

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

cys

Arg

33082

Ser Ser
10

Ala ser

25

Gly Lys

Gly val
Leu Thr
GIn Gln

90

Leu Glu
105

-177-

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Ile

Ser
ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Lys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

ser

Ser
ser
30

Leu
Phe

Leu

Thr

val
15

Ser
Leu
ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Pro

18



33082

<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 293
gctgcatcc

<210> 294
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 294
Ala Ala Ser
1

<210> 295
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 295
caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

<210> 296
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 296

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr
1 5 10

<210> 297

<211> 354
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<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tdng hop

<400> 297
gaggtgcagc tgttggagtc tgggggagtc
tcctgtgcag cctctggatt cacctttagc
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct
gcagactccg tgatgggccg gttcaccatc
gtgcaaatga acagcctgag agccgaggac
gggttcgggg tctttgacta ctggggccag
<210> 298
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Tbng hop
<400> 298
Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Ser Trp val Arg Gln Ala
35 40
Ser Ala Ile Ser Gly Arg Gly Gly
50 55
Met Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
val Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Lys Asp Arg Gly Phe Gly val
100
Leu val Thr val Ser Ser
115
<210> 299
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop

33082

ttggtacagc
agctttgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat
ggaaccctgg

val
10
Gly

Gly Leu

Ser Phe
25
Pro

Gly Lys

Thr Thr Tyr
ser
75

Thr

Asp Asnh

Glu Asp
90
Phe Asp

105

Tyr

-179-

€gggggggtc
tgagctgggt
gaggtggtac
attccaagaa
attactgtgc
tcaccgtctc

val GIn Pro

Thr Phe Ser
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Thr

Ala val Tyr
Gln

110

Trp Gly

cctgagactc
ccgccaggct
tacatactac
cacgctgtat
gaaagatagg
ctca

Gly
15
Ser

Gly
Phe

Trp val

Ser val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Gly Thr

120
180
240
300
354



<400> 299
ggattcacct ttagcagctt tgcc

<210> 300
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 300

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe Ala

1 5

<210> 301
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 301
attagtggta gaggtggtac taca

<210> 302
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao.

<220>
<223> Tbng hop

<400> 302

Ile Ser Gly Arg Gly Gly Thr Thr

1 5

<210> 303
<211> 33
<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Tbng hop

33082
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<400> 303

33082

gcgaaagata gggggttcgg ggtctttgac tac

<210>
<211>
<212>

<213>

304
11
PRT

<220>

Trinh tu nhan tao

<223> Tbng hop

<400> 304

Ala Lys Asp Arg Gly Phe Gly val Phe Asp Tyr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

305
315
ADN

<220>
<223>

<400> 305

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagatattg
aaggtggagg

<210> 306
<211> 105
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 306

5

Trinh tu nhan tao

Téng hop

tgacccagtc
aggcgagtca
ctaaggtcct
gaagtggatc
caacatatta
tcaaa

Trinh tu nhan tao

Téng hop

10

tccatcctec ctgtctgeat
ggtcattaac aattatttaa
gatctgcgat gcatccaatg
tgggacagat tttactttca
ctgtcaacag tatgataatc

Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu

1

5

10

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys GIn Ala Ser Gln

20

25

Leu Asn Ser Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala

35

40 :

Cys Asp Ala Ser Asn val Glu Thr Gly val Pro

50

55
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ctgtaggaga
attcgtatca
tggaaacagg
ccatcagcag
tcactttcgg

cagggtcacc
gcagaaacca
ggtcccgtca
cctgcagact

cggagggacc

Ser Ala Ser val Gly

15

val Ile Asn Asn Tyr

30

Pro Lys val Leu Ile

45

Ser Arg Phe Ser Gly

60

33

60

120
180
240
300
315



33082

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu GIn Thr

65 70 75 80
Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln GIn Tyr Asp Asn Leu Thr Phe
85 90 95
Gly Gly Gly Thr Lys val Glu val Lys
100 105
<210> 307
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 307
caggtcatta acaattat

<210> 308
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 308
Gln val Ile Asn Asn Tyr
1 5

<210> 309
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 309
gatgcatcc

<210> 310

<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
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<223> Tbnghop

<400> 310
Asp Ala Ser
1

<210> 311
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 311

caacagtatg ataatctcac t

<210> 312
<211> 7
<212> PRT

<213>

<220>

Trinh tu nhan tao

<223> Tbng hop

<400> 312

GIn Gln Tyr Asp Asn Leu Thr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

313
381
ADN

<220>

5

Trinh tu nhan tao.

<223> Tdng hop

<400> 313

gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctacaaatga
ttggattgtg
accacggtca

<210> 314

tgttggagtc
cctctggatt
gactggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
ctaatggtgt
ccgtctectce

tgggggaggc
cacctttagc

ggtctcaact
gttcaccatc
agccgaggac
atgctataac
a

33082

ttggaacagc
agctatgcca
attagtggga
tccagagaca
acggccgttt
tactacggta

-183-

ctggggggtc
tgatctgggt
gtggtgttaa
attccaagaa
atcactgtgc
tggacgtctg

cctgagactc
ccgeccaggcet
cacatactac
cacgctgcat
gaaagaggga
gggccaaggg

21

60

120
180
240
300
360
381



<211> 127
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Tbnghop

<400> 314

Glu val
1
Ser Leu

Ala Met

ser Thr
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Lys

Gly Met

Gln
Arg
Ile
35

Ile
Arg
Met

Glu

Asp
115

<210> 315

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Gly

100
val

<223> Tdng hop

<400> 315
ggattcacct ttagcagcta tgcc

<210> 316

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 316
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala

1

Leu
Ser
val
Gly
Thr
Ser
85

Leu

Trp

5

Glu
Ccys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Asp

Gly

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Cys

Gln

Gly
Ala
Ala
40

val
Arg
Ala

Ala

Gly
120

33082

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Asn

105
Thr

-184-

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asnh
Asp
90

Gly

Thr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

val

val

Glu
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

cys

Thr

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Ash
val

Tyr

val
125

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Asn

110
Ser

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
His
95

Tyr

ser

Gly
Tyr
val
val
His
80

Cys

Tyr

24



33082

<210> 317
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tw nhan tao

<220>
<223> Tbénghop

<400> 317
attagtggga gtggtgttaa caca 24

<210> 318
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 318
Ile Ser Gly Ser Gly val Asn Thr
1 5

<210> 319
<211> 60
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 319
gcgaaagagg gattggattg tgctaatggt gtatgctata actactacgg tatggacgtc 60

<210> 320
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 320
Ala Lys Glu Gly Leu Asp Cys Ala Asn Gly val Cys Tyr Asn Tyr Tyr

1 5 10 15
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Gly Met Asp val
20

<210> 321

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Tbnghop

<400> 321

gacatccaga tgacccagtc

atcacttgcc gggcaagtca

gggaaagccc ctaaattcct

aggttcagtg gcagtggatc

gaagattttt caacttacta

gggaccaagg tggagatcaa

<210> 322

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 322

Asp Ile GIn Met Thr Gl

1 5

Asp Arg val Thr ITle Th
20

Leu Asn Trp Tyr His GI

35

Tyr Ser Ala Ser Asn Le

50

ser Gly ser Gly Thr As

65 70

Glu Asp Phe Ser Thr Ty

85

Thr Phe Gly Gly Gly Th
100

<210> 323

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

tccatcctec
gagcattaac
gatctatagt
tgggacagat
ctgtcaacag
a

n Ser Pro

r Cys Arg
Pro
40
Ser

n Lys

u Gln
55
p Phe Thr

r Tyr Cys

r Lys val

33082

ctgtctgcat
agctttttaa
gcatccaatt
ttcactctca
agttacagta

ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Glu
105

-186-

Ser
10

Ser
Lys
val
Thr
Gln

90
Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Lys

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccattagcag
tceccgetcac

ser
ser
Pro
ser
60

ser

Tyr

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

ser
Ash
30

Phe
Phe

Leu

Ile

val
15

ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

cagagtcacc
tcagaaacca
ggtcccgtca
tctgcaacct
tttcggcgga

Gly

Phe

Gly

Pro
80
Leu

120
180
240
300
321



<220>
<223> Tbng hop

<400> 323
cagagcatta acagcttt

<210> 324
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 324
Gln Ser Ile Asn Ser Phe
1 5

<210> 325
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 325
agtgcatcc

<210> 326
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 326
Ser Ala Ser
1

<210> 327
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

33082

-187-

18



33082

<220>
<223> Tbng hop

<400> 327
caacagagtt acagtatccc gctcact 27

<210> 328
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 328
GIn GIn Ser Tyr Ser Ile Pro Leu Thr
1 5

<210> 329
<211> 378
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 329 o

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggagcc ttggtacagc ctggagggtc cctgagactc 60

tcctgtgcag cctctggatt catcttcggt agttatgaga tgaactgggt ccgccaggct 120
ccagggaagg ggctggagtg gctttcatac attagtagta gtggtagtac catatactac 180
gcagactctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca acgccaagaa ctcactgtat 240
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgttt attactgtgc gagagaacgg 300
gggcagctcg gccggggagg gtattactac tacggtatgg acgtctgggg ccaagggacc 360
acggtcaccg tctcctca 378

<210> 330
<211> 126
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 330
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Ala Leu val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ile Phe Gly Ser Tyr
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20
Glu Met Asn Trp val Arg Gln
35
Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr .ITe Ser
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
85
Ala Arg Glu Arg Gly GlIn Leu
100
Met Asp val Trp Gly Gln Gly
115

<210> 331
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 331
ggattcatct tcggtagtta tgag

<210> 332
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 332
Gly phe Ile Phe Gly Ser Tyr
1 5

<210> 333
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 333
attagtagta gtggtagtac cata

Ala
40

Ser
Arg
Ala

Gly

Thr
120

Glu

33082

25
Pro Gly

Thr Ile
Asp Asn
Glu Asp
90
Arg Gly

105
Thr val

-189-

Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Gly

Thr

Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Tyr

val

Leu
45

Ala
Asn
val

Tyr

ser
125

30
Glu

Asp

ser

Tyr

Tyr

110
Ser

Trp

sSer

Leu

Tyr

95
Tyr

Leu
val
Tyr
80

cys

Gly

24

24



33082

<210> 334
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 334
Ile Ser Ser Ser Gly Ser Thr Ile
1 5

<210> 335
<211> 57
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 335
gcgagagaac gggggcagct cggccgggga gggtattact actacggtat ggacgtc

<210> 336
<211> 19
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 336

Ala Arg Glu Arg Gly GIn Leu Gly Arg Gly Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Gly
1 5 10 15

Met Asp val ‘

<210> 337
<211> 327
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

-190-
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<400> 337

gaaattgtgt tgacgcggtc

ctctcctgca gggccagtca

cctggccagg ctcccaggct

gacaggttca gtggcagtgg

cctgaagatt ttgcagtgta

ggccaaggga ccaaggtgga

<210> 338

<211> 109

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 338

Glu Ile val Leu Thr Ar

1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Se
20

Tyr Leu Ala Trp Tyr Hi
35

Met Tyr Gly Thr Ser I1

50

Gly Ser Gly Ser Gly Th

65 70

Pro Glu Asp Phe Ala va

85
Pro Trp Thr Phe Gly GI
100

<210> 339

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 339

tccaggcacc
gagtgttagc
cctcatgtat
gtctgggaca
ttactgtcag
aatcaaa

g Ser Pro

r Ccys Arg

s GIn Lys

40

e Arg Ala

55

r Asp Phe

1 Tyr Tyr

n Gly Thr

cagagtgtta gcagcagcta c

<210>
<211>
<212>

<213>

340
7
PRT

Trinh tu nhan tao

33082

ctgtctttgt
agcagctact
ggtacatcca
gacttcactc
cagtatggta

Thr
10
Ser

Gly Leu

Ala Gln
25
Pro

Gly GlIn

Thr Gly Ile
Thr
75

Gln

Thr Leu
Gln
90
val

cys

Lys Glu

105
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ctccagggga
tagcctggta
tcagggccac
tcaccatcag
gctcacctcc

ser Leu Ser

Ser val Ser

30

Ala Pro Arg
45

Pro Asp
60

Ile

Arg

ser Arg

Tyr Gly Ser

Ile Lys

aagagccacc
ccatcagaaa
tggcatccca
cagactggag
gtggacgttc

Pro
15
Ser

Gly
ser
Leu Leu
Phe ser
Glu

80
Pro

Leu

Ser
95

60

120
180
240
300
327

21



<220>
<223> Tdng hop

<400> 340
GIn ser val Ser Ser Ser Tyr
1 5

<210> 341
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 341
ggtacatcc

<210> 342
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 342
Gly Thr Ser
1

<210> 343
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 343
cagcagtatg gtagctcacc tccgtggacg

<210> 344
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

33082

-192-

30



33082
<220>
<223> Tbng hop

<400> 344
GIn GIn Tyr Gly Ser Ser Pro Pro Trp Thr
1 5 10

<210> 345
<211> 384
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 345 o

caggtccggc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc 60
tcctgcaagg cttctggaga caccttcagc agctatgcta tcagctgggt gcgacaggec 120
cctggacaag ggcttgagtg gatgggaggg atcatccctt tctttgttac aactacctac 180
gcacagaatt tccagggcag agtcacgatt accacggacg aatccacgcg cacagcctac 240
atggagctga gcagtctgag atctgaggac tcggccgtgt attactgtgc gagagatcgg 300
ccgtgtatca gctcggctgg tacacgctac cactactgcg ttatggacgt ctggggccaa 360
gggacaacgg tcaccgtctc ctca 384

<210> 346
<211> 128
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 346
Gln val Arg Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15
Ser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Asp Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30
Ala Ile Ser Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Gly Ile Ile Pro Phe Phe val Thr Thr Thr Tyr Ala GIn Asn Phe
50 55 | 60
GIn Gly Arg val Thr Ile Thr Thr Asp Glu Ser Thr Arg Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Ser Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Asp Arg Pro Cys Ile Ser Ser Ala Gly Thr Arg Tyr His Tyr
100 . 105 110
cys val Met Asp val Trp Gly Gln Gly Thr Thr val Thr val Ser ser
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115

<210> 347
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 347
ggagacacct tcagcagcta tgct

<210> 348
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 348

Gly Asp Thr Phe Ser Ser Tyr Ala

1 5

<210> 349
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 349
atcatccctt tctttgttac aact

<210> 350
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 350

Ile ITe Pro Phe Phe val Thr Thr

120

33082
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24

24



33082

<210> 351
<211> 63
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 351
gcgagagatc ggccgtgtat cagctcggct ggtacacgct accactactg cgttatggac 60
gtc 63

<210> 352
<211> 21
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 352
Ala Arg Asp Arg Pro Cys Ile Ser Ser Ala Gly Thr Arg Tyr His Tyr
1 5 10 15
Ccys val Met Asp val
20

<210> 353
<211> 324
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 353
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc agttatttaa attggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca 180
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct 240
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccctccgat caccttcggc 300
caagggacac gactggagat taaa 324

<210> 354

<211> 108
<212> PRT
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<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 354
Asp ITe Gln Met Thr Gln
1 5
Asp Arg val Thr Ile Thr
20
Leu Asn Trp Tyr GIn Gln
35
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu
50
Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr
85
ITe Thr Phe Gly Gln Gly
100
<210> 355
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 355
cagagcatta gcagttat
<210> 356
<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Tdng hop
<400> 356
GIn Ser Ile Ser Ser Tyr
1 5
<210> 357
<211> 9
<212> ADN

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Thr

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr

Cys

Arg

33082

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Leu
105

-196-

Ser
10

Ser
Lys
val
Thr
GlIn
90

Glu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

ser

Ile

Ser
ser
Pro
Ser
60

ser

Tyr

Lys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

ser

ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Thr

val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Pro

18



33082

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 357
gctgcatcc

<210> 358
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 358
Ala Ala Ser
1

<210> 359
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 359
caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

<210> 360
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 360
GIn GIn Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr
1 5 10

<210> 361
<211> 357
<212> ADN

-197-



<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 361
caggttcaac tggtgcagtc tggagctgag
tcctgcaagg cttctggtta cacctttacc
cctggacagg ggtttgagtg gatgggatgg
gcacagaact tccagggcag agtcaccatg
atggagctga ggaacctgag atctgacgac
ggtccctatt acggtatgga cgtctggggce
<210> 362
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Tbng hop
<400> 362
GIln val Gln Leu val Gln Ser Gly
1 5
Ser val Lys val Ser Cys Lys Ala
20
Gly Ile Ser Trp val Arg Gln Ala
35 40
Gly Trp Ile Gly Thr Tyr Asn Ser
50 55
GIn Gly Arg val Thr Met Thr Thr
65 70
Met Glu Leu Arg Asn Leu Arg Ser
85
Ala Arg Glu Arg Gly .Pro Tyr Tyr
100
Thr Thr val Thr val Ser Ser
115
<210> 363
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Tbng hop
<400> 363

33082

gtgaagaagc
agccatggta
atcggcactt
accacagaca
acggccgtat
caagggacca

Glu val
10

Gly

Ala

Ser
25
Pro

Tyr

Gly GlIn

Asn Thr Asp

Thr Ser
75
Thr

Asp
ASp Asp
90
Gly Met

105

Asp

-198-

ctggggectc
tcagctgggt
acaatagtaa
catccacgag
attattgtgc
cggtcaccgt

Lys Lys Pro
Thr
30

Glu

Thr Phe
Phe
45

Ala

Gly

Tyr Gln

60

Thr Ser Thr

Ala val Tyr

val Trp Gly

110

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacagactat
cacggcctac
gagagaaagg
ctccteca

Gly Ala
15
Ser His

Trp Met

Asn Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys
95

Gln Gly

120
180
240
300
357



ggttacacct ttaccagcca tggt

<210> 364
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 364

Gly Tyr Thr Phe Thr ser His Gly

1 5

<210> 365
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 365
atcggcactt acaatagtaa caca

<210> 366
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 366

ITe Gly Thr Tyr Asn Ser Asn Thr

1 5

<210> 367
<211> 36
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 367

33082

-199-
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24



33082

gcgagagaaa ggggtcccta ttacggtatg gacgtc

<210> 368
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 368

Ala Arg Glu Arg Gly Pro Tyr Tyr Gly Met Asp val

1

<210>
<211>
<212>

<213>

369
321
ADN

<220>
<223>

<400> 369
gaaattgtgt
ctctcctgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
gggaccaaag

<210>
<211>
<212>

<213>

370
107
PRT

<220>
<223>

<400> 370

Glu Ile val Leu Ala Gln

1

Glu Arg Ala Thr Leu Ser

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln

35

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser

50

Gly ser Gly ser Gly Thr

5

Trinh tu nhan tao

Téng hop

tggcgcagtc
gggccagtca
ctcccaggcet
gtggcagtgg
ttgcagtgta
tggatttcaa

Trinh tu nhan tao

Tbng hop

5

20

tccaggcacc
gagtgttaac
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcaa
a

ser

Cys

GIn
40
Arg
55
Asp

10

ctgtctttgt
agcaactact
ggtgcatcca
gacttcactc
cagtatggta

Pro Gly Thr Leu

10

Arg Ala Ser Gln
25

Lys Pro Gly Gln

Ala Thr Gly 1Ile

Phe Thr Leu Thr

-200-

ctccagggga
tagcctggta
gtagggccac
tcaccatcag
actcactcac

ser Leu Ser

Ser val Asn

30

Ala Pro Arg

45

Pro Asp Arg

60

Ile Ser Arg

aagagccacc
tcagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
tttcggecct

Pro
15
ser

Gly
Asn
Leu Leu
Phe

ser

Leu Glu

36

60

120
180
240
300
321



33082

65 70 75 80
Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr Tyr Cys GIn Gln Tyr Gly Asn Ser Leu
85 90 95
Thr pPhe Gly Pro Gly Thr Lys val Asp Phe Lys
100 105

<210> 371

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 371
cagagtgtta acagcaacta c 21

<210> 372
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhéin tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 372
GIn Ser val Asn Ser Asn Tyr
1 5

<210> 373
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 373
ggtgcatcc 9

<210> 374
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

-201-



<400> 374
Gly Ala sSer
1

<210> 375
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 375
caacagtatg gtaactcact cact

<210> 376
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 376

GIn GIn Tyr Gly Asn Ser Leu Thr

1 5

<210> 377
<211> 354
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 377

gaggtgcagc tgttggagtc tgggggaggc
tcctgtgcag cctctggatt cacctttage
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc
ctgcaaatgg acagcctgag agccgaggac
gggttcgggg tctttgacta ctggggccag

<210> 378
<211> 118
<212> PRT

33082

ttggtacaga
aattatgcca
attagtgata
tccagagaca
acggccgtat
ggaaccctgg

-202-

ctggggggtc
tgagctgggt
gaggtggtag
attccaagaa
attactgtgc
tcaccgtctc

cctgagactc
ccgccaggcet
tatatactac
cacgaagtat
gcaagatagg
ctca

24

60

120
180
240
300
354



<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 378
Glu val Gln Leu Leu Glu Ser
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20
Ala Met Ser Trp val Arg Gln
35
Ser Ala Ile Ser Asp Arg Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
65 70
Leu Gln Met Asp Ser Leu Arg
85
Ala GIn Asp Arg Gly Phe Gly
100
Leu val Thr val ser Ser
115

<210> 379
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 379
ggattcacct ttagcaatta tgcc

<210> 380
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 380

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Ala
1 5

<210> 381

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

val

33082

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp

Glu

Phe
105

-203-

Gly
10

Gly
Gly
Ile
Asn
ASp

90
Asp

Leu
Phe
Lys
Tyr
ser
75

Thr

Tyr

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Trp

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

val

Gly

Thr

sSer

30

Glu

AsSp

Thr

TYr

Gln
110

Gly
15

Asn
Trp
ser
Lys
TYyr

95
Gly

Gly
Tyr
val
val
Tyr
80

cys

Thr

24



33082

<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 381
attagtgata gaggtggtag tata

<210> 382
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 382
ITe Ser Asp Arg Gly Gly Ser Ile
1 5

<210> 383
<211> 33
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 383
gcgcaagata gggggttcgg ggtctttgac tac

<210> 384
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 384

Ala GIn Asp Arg Gly Phe Gly val Phe Asp Tyr
1 5 10
<210> 385

-204-



33082

<211> 321
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 385

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc aggcgagtca ggacattggc aactatttaa attggtttca gcagagacca 120
gggaaagccc ctaatctcct gatctacggt gcatccaatt tggaaacagg ggtcccatca 180
aggttcagtg gaggtggatc tgggacagat tttactttca ccatcagcag cctgcagcct 240
gaagatattg caacatattt ctgtcaacag tatgataatc tccctttcac tttcggccct 300
gggaccaaag tggaaatcaa a 321

<210> 386
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 386
Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15
Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp Ile Gly Asn Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Phe Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ala Pro Asn Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Gly Ala Ser Asn Leu Glu Thr Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 : 55 60
Gly Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr Asp Asn Leu Pro Phe
85 90 95
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105

<210> 387
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 387

-205-



caggacattg gcaactat

<210> 388
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 388
Gln Asp Ile Gly Asn Tyr
1 5

<210> 389
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 389
ggtgcatcc

<210> 390
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 390
Gly Ala ser
1

<210> 391
<211> 27
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 391

33082

-206-

18



caacagtatg ataatctccc tttcact

<210> 392
<211> 9
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 392

Trinh tu nhéan tao

Tbng hop

33082

GIn GIn Tyr Asp Asn Leu Pro Phe Thr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

393
384
ADN

<220>
<223>

<400> 393

caggtccagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gaacagaagt
atggagctga
ccgtgtatca
gggacaacgg

<210>
<211>
<212>

<213>

394
128
PRT

<220>
<223>

<400> 394

5

Trinh ty nhén tao

Téng hop

tggtgcagtc
cttctaaaga
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag
gctcggetgg
tcaccgtctc

Trinh tu nhan tao

Téng hop

tggggctgag
caccttcagc
gatgggaggg
agtcacgatt
atctgaggac
tacacgctac
ctca

gtgaagaagc
agctatgcta
atcatccctt
accacggacg
tcggecgtgt
cactactgcg

Gln val GlIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val

1

5

10

Sser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Lys Asp

20

25

Ala Ile Ser Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Gln

35

40

Gly Gly Ile Ile Pro Phe Phe Gly Thr Thr Thr

50

55

-207-

ctgggtcctc
tcagctgggt
tctttggtac
aatccacgcg
attactgtgc
ttatggacgt

ggtgaaggtc
gcgacaggcc
aactacctac
cacagcctac
gagagatcgg
ctggggccaa

Lys Lys Pro Gly Ser

15

Thr Phe Ser Ser Tyr

30

Gly Leu Glu Trp Met

45

Tyr Glu GIn Lys Phe

60

27

60

120
180
240
300
360
384



33082

GIn Gly Arg val Thr Ile Thr Thr Asp Glu ser Thr Arg Thr Ala Tyr

65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Ser Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Asp Arg Pro Cys Ile Ser Ser Ala Gly Thr Arg Tyr His Tyr
100 105 110
Cys val Met Asp val Trp Gly Gln Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser
115 120 125

<210> 395

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 395
aaagacacct tcagcagcta tgct

<210> 396
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 396
Lys Asp Thr Phe Ser Ser Tyr Ala
1 5

<210> 397
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbéng hop

<400> 397
atcatccctt tctttggtac aact

<210> 398
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

-208-

24

24



33082

<220>
<223> Tbng hop

<400> 398
Ile Ile Pro Phe Phe Gly Thr Thr
1 5

<210> 399
<211> 63
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 399
gcgagagatc ggccgtgtat cagctcggct ggtacacgct accactactg cgttatggac 60
gtc 63

<210> 400
<211> 21
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 400
Ala Arg Asp Arg Pro Cys Ile Ser Ser Ala Gly Thr Arg Tyr His Tyr
1 5 10 15
Cys val Met Asp val
20

<210> 401
<211> 324
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 401

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60
atcacttgcc gggcaagtca gagtattagc agttatttaa attggtatca gcagaaacca 120
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca 180
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct 240

-209-



33082

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccctccgat caccttcgge 300
caagggacac gactggagat taaa 324

<210> 402
<211> 108
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 402
Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15
Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Asn Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 o 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro
85 90 95
ITe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 403
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 403
cagagtatta gcagttat 18

<210> 404
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 404
Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

-210-



<210> 405
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 405
gctgeatcc

<210> 406
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 406
Ala Ala ser
1

<210> 407
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 407
caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

<210> 408
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao.v

<220>
<223> Tbng hop

<400> 408

33082

GIn GIn Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

-211-

30



1 5
<210> 409
<211> 357
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Tbéng hop
<400> 409
cagctgcagc tgcaggagtc gggcccagga
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagce
cagccccccg ggaaggggct ggagtggttt
tacaacccgt ccctcaagag tcgagtcacc
tccctgaagce tgagctctgt gaccgccgca
gcagcagttg gtcactttga ctactggggc
<210> 410
<211> 119
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Tbng hop
<400> 410
GIn Leu GIn Leu GIn Glu Ser Gly
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val
20
Asn Tyr Tyr Trp Gly Trp Ile Arg
35 ' 40
Trp Phe Gly Thr Ile Tyr Tyr Ser
50 55
Leu Lys Ser Arg val Thr Ile Ser
65 70
Ser Leu Lys Leu Ser Ser val Thr
85
Cys Ala Arg Arg Ala Ala val Gly
100
Thr Leu val Thr val Ser Ser
115
<210> 411
<211> 30
<212> ADN 3
<213> Trinh tu nhén tao

33082

10

ctggtgaagc
agtggtaatt
gggactatct
atatccgtag
gacacggctg
cagggaaccc

Pro Gly Leu
10

Ser Gly

25

Gln

Gly

Pro Pro

Gly ser Thr
Thr
75

Asp

val Asp
Ala
90
Phe

Ala

His
105

Asp

-212-

cttcggagac
actactgggg
attatagtgg
acacgtccaa
tgtattactg
tggtcaccgt

val Lys Pro

Ser Ile Ser

30

Gly Lys Gly

45
Tyr

Tyr Asn

60

ser Lys Ash

Thr Ala val

Tyr Gly

110

Trp

cctgtcectc
ctggatccgc
gagcacctac
gaaccagttc
tgcgagacgg
ctcctca

Ser Glu
15
Ser Gly
Leu

Pro Ser

Phe
80
Tyr

Gln

Tyr
95

Gln Gly

60

120
180
240
300
357
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<220>
<223> Tbng hop

<400> 411
ggtggctcca tcagcagtgg taattactac 30

<210> 412
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 412
Gly Gly ser Ile Ser Ser Gly Asn Tyr Tyr
1 5 10

<210> 413
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 413
atctattata gtgggagcac c 21

<210> 414
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 414
Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr
1 5

<210> 415
<211> 33
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

-213-



<220>

<223> Tbng hop

<400> 415

33082

gcgagacggg cagcagttgg tcactttgac tac

<210>
<211>
<212>

<213>

416
11
PRT

<220>
<223>

<400> 416

Trinh tu nhan tao

Téng hop

Ala Arg Arg Ala Ala val Gly His Phe Asp Tyr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

417
318
ADN

<220>
<223>

<400> 417

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagcg
gatgattttg
accaaggtgg

<210> 418
<211> 106
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 418

5

Trinh tu nhan tao

Téng hop

tgacccagtc
gggccagtca
ctaagctcct
gcagtggatt
caacttattt
aaatcaaa

Trinh tu nhan tao

Téng hop

10

tccttccacce ctgtctgeat
gagtattagt acctggttgg
gatctatgag gcgtctagtt
tgggacagaa ttcactctca
ctgccaacag tataatactt

ctgtaggaga
cctggtatca
tagaaagtgg
ccatcagccg
attggacgtt

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct

cggccaaggg

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser val Gly

1

5

10

15

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Thr Trp

20

25

-214-

30

33

60

120
180
240
300
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Leu Ala Trp Gln Gln
35
Glu Ala Ser Ser Leu Glu
50 55
Ser Gly Phe Gly Thr Glu Phe
65 70
Asp Asp Phe Ala Thr Tyr
85

Thr

Tyr Lys

Tyr

Phe

Phe Gly Gln Gly val

100

Lys

<210> 419
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 419
cagagtatta gtacctgg

<210> 420
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tw nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 420
Gln Ser Ile Ser Thr Trp
1 5

<210> 421
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 421
gaggcgtct

<210> 422
<211> 3

Pro
40

Ser
Thr

Cys

Glu

33082

Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
‘ 45
Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60
Leu Thr ITe Ser Arg Leu GIn Pro
75 80
GIn Gln Tyr Asn Thr Tyr Trp Thr
90 95
Ile Lys
105

-215-

18



33082

<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 422
Glu Ala Ser
1

<210> 423
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 423
caacagtata atacttattg gacg

<210> 424
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 424
GIn Gln Tyr Asn Thr Tyr Trp Thr
1 5

<210> 425
<211> 381
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 425

caggtccagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc
tcctgcaagg cttctggaga caccttcagc acctatgctg tcagctgggt acgtcaggec
cctggacaag ggcttgagtg gatgggaggg atcatccctt tctttggtac atcaaactac
gcacagaagt tccagggcag agtcacgatt accacggacg aatccacgac cacagcctac

-216-

24

60

120
180
240



<210> 426
<211> 127
<212> PRT

<213>

<220>
<223> Tdng hop

<400> 426

Gln
1
Ser
Ala
Gly
Gln
65
Met

Ala

Gly

val Gln
val Lys
val ser
35

Gly Ile
50

Gly Arg
Glu Leu

Arg Glu

Met Asp
115

<210> 427
<211> 24
<212> ADN

<213>

<220>
<223> Tdng hop

<400> 427
ggagacacct tcagcaccta tgct

<210> 428
<211> 8
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

Leu
val
20

Trp
Ile
val
Asn
Ile

100
val

Tdéng hop

Trinh tu nhén tao

val

Ser

val

Pro

Thr

ser

85

Thr

Trp

Trinh tu nhén tao

Trinh tuy nhan tao

Gln
Cys
Arg
Phe
Ile
70

Leu

Met

Gly

ser
Lys
Gln
Phe
55

Thr
Arg

val

Gln

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Thr
Ser

Arg

Gly
120

33082

atggaactga acagcctgag atctgaggac acggccgtat attactgtgc gagagaaatt 300
actatggttc ggggacttac caactaccac ttctacggta tggacgtctg gggccaaggg 360
accacggtca ccgtctcctc a

Ala
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Gly

105
Thr

Glu
10

Gly
Gly
ser
Glu
Asp
90

Leu

Thr

-217-

val

Asp

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Thr

val

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Asn

Thr

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Thr
val

Tyr

val
125

Pro
Ser
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
His

110
ser

Gly
15

Thr
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Phe

ser

ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Tyr

381

24



33082

<400> 428
Gly Asp Thr Phe Ser Thr Tyr Ala
1 5

<210> 429
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 429
atcatccctt tctttggtac atca 24

<210> 430
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 430
Ile Ile Pro Phe Phe Gly Thr Ser
1 5

<210> 431
<211> 60
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 431
gcgagagaaa ttactatggt tcggggactt accaactacc acttctacgg tatggacgtc 60

<210> 432
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Ténghqp

-218-



33082

ctgtaggaga cagagtcacc
attggtatca gcagaaacca
tgcaaagtgg ggtcccatca
ccatcagcag tctgcaacct
tttccccgat caccttcggc

ser
ser
Pro
ser
60

ser

Tyr

Lys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

ser

ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Ile

15

val
15

Ser
Leu
ser

Gln

ser
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Pro

<400> 432
Ala Arg Glu Ile Thr Met val Arg Gly Leu Thr Asn Tyr His Phe Tyr
1 5 10
Gly Met Asp val
20
<210> 433
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Tdng hop
<400> 433
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgeat
atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc agctatttaa
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta
caggggacac gactggagat taaa
<210> 434
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 434
Asp Ile Gln Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10
Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Asn Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 .75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gln Ser
85 90
Ile Thr Phe Gly GIn Gly Thr Arg Leu Glu Ile
100 105
<210> 435

-219-

60

120
180
240
300
324



<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 435
cagagcatta gcagctat

<210> 436
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 436
GIn Ser Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 437
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 437
gctgcatcc

<210> 438
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 438
Ala Ala Ser
1

<210> 439

33082

-220-
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<211>
<212>

<213>

30
ADN

<220>
<223>

<400> 439

Trinh tu nhén tao

Tbng hop

caacagagtt acagtatttc cccgatcacc

<210>
<211>
<212>

<213>

440
10
PRT

<220>
<223>

<400> 440

Trinh tu nhén tao

Téng hop

33082

Gln Gln Ser Tyr Ser Ile Ser Pro Ile Thr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

441
381
ADN

<220>
<223>

<400> 441
caggtccagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggaactga
ccccgtagag
accacggtca

<210> 442
<211> 127
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

5

Trinh tu nhén tao

Téng hop

tggttcagtc
cttctggggg
ggcttgaatg
tccaggacag
gtcgectgag
atggctacaa
ccgtctectc

Trinh ty nhan tao

Téng hop

tggggctgag
caccttcaac
gatgggaggg
agtcacgatt
atctgaggac
ttactaccac
a

10

gtgaagaagc
aactatgcta
atcatccctt
acctcggacg
acggccgtgt
tactactata

-221-

ctggttcctc
tcagctgggt
tctttggtac
actcaacgat
attactgtgc
tggacgtctg

30

ggtgaaggtc 60
gcgacaggcc 120
aacaaactac 180
aacagcctac 240
gagagatgaa 300
gggccaaggg 360
381



<400> 442
Gln val Gln

1
Ser

Ala
Gly
Gln
65

Met

Ala

Tyr

val
Ile
Gly
50

Asp
Glu

Arg

Met

Lys
Ser
35

Ile
Arg
Leu

Asp

Asp
115

<210> 443
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 443
gggggcacct tcaacaacta tgct

<210> 44
<211> 8
<212> PRT

<213>

<220>
<223> Téng hop

4

<400> 444
Gly Gly Thr Phe Asn Asn Tyr Ala

1

<210> 44
<211> 24
<212> AD

<213>

<220>

5

N

Leu
val
20

Trp
Ile
val
ser
Glu

100
val

val
ser
val
Pro
Thr
Arg
85

Pro

Trp

Trinh tu nhéan tao

5

Trinh tu nhén tao

Gln

Cys

Arg

Phe

Ile
70
Leu

Arg

Gly

Ser
Lys
Gln
Phe
55

Thr
Arg

Arg

Gln

Gly
Ala
Ala
40

Gly
ser
Ser

Asp

Gly
120

33082

Ala Glu val

Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Gly

105
Thr

-222-

10
Gly

Gly
Thr
Asp
Asp
90

Tyr

Thr

Gly
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Asn

val

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Tyr

Thr

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ile
val

Tyr

val
125

Pro
Asn
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
His

110
Ser

Gly
15

Asn
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

TYyr

Ser

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

cys

Tyr

24



33082

<223> Tdng hop

<400> 445
atcatccctt tctttggtac aaca 24

<210> 446
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 446 ‘
Ile Ile Pro Phe Phe Gly Thr Thr
1 5

<210> 447
<211> 60
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 447
gcgagagatg aaccccgtag agatggctac aattactacc actactacta tatggacgtc 60

<210> 448
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 448
Ala Arg Asp Glu Pro Arg Arg Asp Gly Tyr Asn Tyr Tyr His Tyr Tyr
1 5 10 15
Tyr Met Asp val
20

<210> 449
<211> 324
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

-223-



<220>

<223> Tbng hop

<400> 449

gacatccaga tgacccagtc

atcacttgcc gggcaagtca

gggaaagccc ctaacctcct

aggttcagtg gcagtggatc

gaagattttg caacttacta

caagggacac gactggagat

<210> 450

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Ténghqp

<400> 450

Asp ITe GIn Met Thr GI

1 5
Asp Arg val Thr Ile Th
20

Leu Asn Trp Tyr Gln GI
35

Tyr Ala Ala Ser Ser Le

50

Ser Gly Ser Gly Thr As

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Ty

85
ITe Thr Phe Gly GIn Gl
100

<210> 451

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 451

cagagcatta acagctat

<210> 452

tccatcctcec
gagcattaac
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag
taaa

n Ser Pro

r cys Arg
Pro
40

ser

n Lys
Gln
55

Phe

u

p Thr

r Tyr Cys

y Thr Arg

33082

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta

ser
10
ser

Ser Leu

Ala Gln
25
Gly

Lys Ala

Gly val Pro
Ile
75

ser

Leu Thr
Gln
90
Glu

Gln

Leu Ile

105

-224-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccctecgat

Ser Ala Ser

Ser ITe Asn

30

Pro Asn Leu

45
Arg

Ser Phe

60
ser

Ser Leu

Tyr Ser Thr

Lys

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcatcct
caccttecggc

val
15
Ser

Gly

Tyr

Leu

Ser Gly

His Pro
80
Pro Pro

95

60

120
180
240
300
324

18



<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 452
Gln Ser Ile Asn Ser Tyr
1 5

<210> 453
<211> 9
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 453
gctgecatcc

<210> 454
<211> 3
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 454
Ala Ala Ser
1

<210> 455
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Tbng hop

<400> 455
caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

<210> 456

33082

-225-

30



<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

10
PRT

<400> 456
GIn GIn Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

457
1353
PRT

Trinh tu nhén tao

Téng hop

MERS-CoV-S

Trinh ty nhén tao

5

aa 367-606: RBD

<400> 457
Met ITe His

1
ser

val
AsSp
ser
65

His
Pro
Ala
Thr
Pro

145
Met

Gly
Ash

Thr

Tyr
ASp
val
50

Asn
Gly
Gln
Asn
val
130
Ala
Gly
Thr
His

Pro
210

val
Ile
35

Ser
Ile
Asp
Lys
Gly
115
Ile
Phe
Arg
Leu
cys

195
Ala

Ser
Asp
20

Gln
Lys
Thr
Met
Leu
100
Phe
Ile
Met
Phe
Leu
180

Pro

Thr

val
val
Gln
Ala
Ile
Tyr
85

Phe
val
Ser
Leu
Phe
165
Arg

Ala

Asp

Phe
Gly
Thr
Asp
Thr

70
val

-val

val
Pro
Gly
150
Asn
Ala

Gly

cys

Leu

Pro

Phe

Gly

55

Tyr

Tyr

Ala

Arg

Ser

135

Ser

His

Phe

Asn

Ser
215

Leu
Asp
Phe
40

Ile
Gln
Ser
Asn
Ile
120
Thr
Ser
Thr
Tyr
Ser

200
Asp

33082

Met
Ser
25

Asp
Ile
Gly
Ala
Tyr
105
Gly
ser
val

Leu

cys
185
Tyr

Gly

-226-

10

Phe
10

val
Lys
Tyr
Leu
Gly
90

Ser
Ala
Ala
Gly
val
170
Ile
Thr

Asn

Leu

Lys

Thr

Pro

Phe

75

His

Gln

Ala

Thr

Asn -

155
Leu

Leu

Ser

Tyr

Leu

Ser

Trp

Gln

60

Pro

Ala

Asp

Ala

Ile

140

Phe

Leu

Glu

Phe

Asn
220

Thr
Ala
Pro
45

Gly
Tyr
Thr
val
Asn
125
Arg
Ser
Pro
Pro
Ala

205
Arg

Pro
cys
30

Arg
Arg
GlIn
Gly
Lys
110
Ser
Lys
AsSp
Asp
Arg
190

Thr

Asn

Thr
15

Ile
Pro
Thr
Gly
Thr
95

Gln
Thr
Ile
Gly
Gly
175
Ser

Tyr

Ala

Glu
Glu
Ile
Tyr
ASp
80

Thr
Phe
Gly
Tyr
Lys
160
cys
Gly
His

ser



Leu
225
Tyr
Thr
Leu
Thr
Ser
305
Leu
Ile
Ser
Lys
Phe
385
Arg
Leu
Ile
Pro
Ser
465
Leu
Tyr
Glu
Ile
Leu
545
val
Tyr
Asp

Tyr

val

Asn
Thr
Gln
Tyr
Ile
290
ASp
Thr
Asp
Phe
Pro
370
ser
Leu
Phe
Ala
Leu
450
Gln
Ala
Ser
val
val
530
Ser
Ala
Gly
Thr
Gly

610
Arg

Ser
Tyr
Thr
Gly
275
Lys
Arg
Phe
Cys
ASp
355
Ser
Pro
val
Ser
Ser
435
Ser
Phe
Thr
Tyr
Pro
515
Pro
Pro
Met
Thr
Lys
595

val

GlIn

Phe
Asn
Ala
260
Gly
Tyr
Lys
Leu
Gly
340
val
Gly
Leu
Phe
val
420
Asn
Met
Asn
val
Ile
500
Gln
Ser
Leu
Thr
Asp
580
Ile

Ser

GIn

Lys
Ile
245
Gln
Asn
Tyr
Ala
Leu
325
Phe
Glu
Ser
Leu
Thr
405
Asn
cys
Lys
Tyr
Pro
485
Asn
Leu
Thr
Glu
Glu
565
Thr
Ala
Gly

Arg

Glu
230
Thr
Gly

Met

Ser

Trp

310
Asp

Asn
Ser
val
Ser
390

Asn

Asp

Tyr

ser
Lys
470
His
Lys
val

val

Gly
550

-GIn

Asn

ser

Arg

Phe

Tyr
Glu
val
Phe
Ile
295
Ala
Phe
Asp
Gly
val
375
Gly
cys
Phe
Ser
Asp
455
Gln
Asn
Ccys
Asn
Trp
535
Gly
Leu
Ser
Gln
Gly

615
val

Phe
Asp
His
GlIn
280
Ile
Ala
Ser
Leu
val
360
Glu
Thr
Asn
Thr
Ser
440
Leu
Ser
Leu
Ser
Ala
520
Glu
Gly
Gln
val
Leu

600
val

Tyr

33082

Asn
Glu
Leu
265
Phe
Pro
Phe
val
ser
345
Tyr
Gln
Pro
Tyr
cys
425
Leu
Ser
Phe
Thr
Arg
505
Asn
Asp
Trp
Met
cys
585
Gly

Phe

Asp

Leu
Ile
250
Phe
Ala
His
Tyr
Asp
330
Gln
Ser
Ala
Pro
Asn
410
Ser
Ile
val
Ser
Thr
490
Leu
Gln
Gly
Leu
Gly
570
Pro
Asn

Gln

Ala

-227-

Arg
235
Leu

ser

Thr
Ser
val
315
Gly
Leu
val
Glu
Gln
395
Leu
Gln
Leu
Ser
Asn
475
Ile
Leu
Tyr
Asp
val
555
Phe
Lys
Cys

Asn

Tyr

Asn
Glu
Ser
Leu
Ile
300
Tyr
Tyr
His
Ser
Gly
380
val
Thr
Ile
Asp
Ser
460
Pro
Thr
Ser
Ser
Tyr
540
Ala
Gly
Leu
val
Cys

620
Gln

cys
Trp
Arg
Pro
285
Arg
Lys
Ile
Cys
ser
365
val
Tyr
Lys
Ser
Tyr
445
Ala
Thr
Lys
Asp
Pro
525
Tyr
Ser
Ile
Glu
Glu
605

Thr

Asn

Thr
Phe
Tyr
270
val
Ser
Leu
Arg
Ser
350
Phe
Glu
Asn
Leu
Pro
430
Phe
Gly
Cys
Pro
Asp
510
cys
Arg
Gly
Thr
Phe
590
Tyr

Ala

Leu

Phe
Gly
255
val
TYyr
Ile
Gln
Arg
335
Tyr
Glu
Cys
Phe
Leu
415
Ala
Ser
Pro
Leu
Leu
495
Arg
val
Lys
Ser
val
575
Ala
Ser

val

val

Met
240
Ile
Asp
Asp
Gln
Pro

320
Ala

Ala
Asp
Lys
400
Ser

Ala

Tyr

Ile
480
Lys
Thr

Ser

Thr
560
Gln
Asn
Leu

Gly

Gly



625
Tyr

val
Leu
Tyr
Gly
705
Ser
Ala
val
Gln
Asn
785
Lys
Cys
GIn
Leu
Phe
865
Thr
Lys
Met
val
Ala
945
Thr
Phe
Asn

Gln

Ala
1025

Tyr Ser
Pro val

Phe Gly
675

Ser Arg

690

Pro Leu

Leu Phe
Leu Pro

Pro Gly
755

val Asp

770

Phe ser

val Thr
Glu Gln

Ala Leu
835

Phe Ala

850

Gly Gly

Gly sSer
val Thr

GIn GIn
915

Ala Gly

930

Ala Tyr

Ala Gly
Tyr Arg

GIn Lys
995
Thr Gly
1010
val Asn

Asp
Ser
660
Ser
Ser
Gln
val
Asp
740
Glu
Gln
Phe
val
Leu
820
His
Ser
Asp
Arg
Ile
900
Gly
Tyr
Thr

Leu

Leu
980
Leu

Phe

Asn

Asp
645
val
val
Thr
Thr
Glu
725
Thr
Met
Leu
Gly
Asp
805
Leu
Gly
val
Phe
Ser
885
Ala
Pro
Lys
Ser
Ser

965
Asn

Ile
Thr

Asn

630

Gly

Ile
Ala
Arg
Pro
710
ASp

Pro

Arg

JAsn

val
790
cys
Arg
Ala
Lys
Asn

870
Ala

-Asp

Ala
val
Ser
950
Ser
Gly

Ala

Thr

‘Ala

1030

33082

Asn Tyr Tyr

Tyr Asp Lys
665
Cys Glu His
680
Ser Met Leu
695
val Gly Cys

Cys Lys Leu

Ser Thr Leu
745
Leu Ala ser
760
Ser Ser Tyr
775
Thr GIn Glu

Lys Gln Tyr

Glu Tyr Gly
825
Asn Leu Arg
840
Ser Ser Gln
855
Leu Thr Leu

Arg Ser Ala

Pro Gly Tyr
905
Ser Ala Arg
920
Leu Pro Pro
935
Leu Leu Gly

Phe Ala Ala

val Gly Ile
985
Asn Lys Phe
1000
Thr Asn Glu
1015
Gln Ala Leu

-228-

Cys
650
Glu
Ile
Lys
val
Pro
730
Thr
Ile
Phe
Tyr
val
810
Gln
Gln
ser
Leu
Ile
890
Met
Asp
Leu
Ser
Ile
970
Thr
ASn

Ala

ser

635
Leu

Thr
Ser
Arg
Leu
715
Leu
Pro
Ala
Lys
Ile
795
Cys
Phe
Asp
Ser
Glu
875
Glu
Gln
Leu
Met
Ile
955
Pro
Gln
Gln

Phe

Lys

1035

Arg Ala Cys

Lys Thr His
670
Ser Thr Met
685
Arg Asp Ser
700
Gly Leu val

Gly GIn ser

Arg Ser val
750
Phe Asn His
765
Leu Ser Ile
780
GIn Thr Thr

Asn Gly Phe

Cys Ser Lys
830
Asp Ser val
845
Pro Ile Ile
860
Pro val Ser

Asp Leu Leu

Gly Tyr Asp
910
Ile Cys Ala
925
Asp val Asn
940
Ala Gly val

Phe Ala Gln

Gln val Leu
990
Ala Leu Gly
1005
GIn Lys val
1020
Leu Ala Ser

val
655
Ala
Ser
Thr
Asn
Leu
735
Arg
Pro
Pro
Ile
Gln
815
Ile
Arg
Pro
Ile
Phe
895
AsSp
Gln
Met
Gly
Ser
975
ser
Ala

Gln

Glu

640
ser

Thr

Tyr
Ser
720
cys
Ser
Ile
Thr
Gln
800
Lys
AsSn
Asn
Gly
ser
880
Asp
Cys
TYyr
Glu
Trp
960
Ile
Glu
Met

Asp

Leu

1040



33082

Ser Asn Thr Phe Gly Ala Ile Ser Ala Ser Ile Gly Asp Ile Ile Gln
1045 1050 1055
Arg Leu Asp Vval Leu Glu GIn Asp Ala Gln Ile Asp Arg Leu Ile Asn
1060 1065 1070
Gly Arg Leu Thr Thr Leu Asn Ala Phe val Ala GIn GIn Leu Vval Arg
1075 1080 1085
Ser Glu Ser Ala Ala Leu Ser Ala GIn Leu Ala Lys Asp Lys Vval Asn
1090 1095 1100
Glu cys val Lys Ala GIn Ser Lys Arg Ser Gly Phe cys Gly Gln Gly
1105 1110 1115 1120
Thr His ITe val Ser Phe val val Asn Ala Pro Asn Gly Leu Tyr Phe
1125 1130 1135
Met His val Gly Tyr Tyr Pro Ser Asn His Ile Glu val val Ser Ala
1140 1145 1150
Tyr Gly Leu Cys Asp Ala Ala Asn Pro Thr Asn Cys Ile Ala Pro val
1155 1160 1165
Asn Gly Tyr Phe ITe Lys Thr Asn Asn Thr Arg Ile val Asp Glu Trp
1170 1175 4 1180
Ser Tyr Thr Gly Ser Ser Phe Tyr Ala Pro Glu Pro Ile Thr Ser Leu
1185 1190 1195 1200
Asn Thr Lys Tyr val Ala Pro Gln val Thr Tyr Gln Asn Ile Ser Thr
1205 1210 1215
Asn Leu Pro Pro Pro Leu Leu Gly Asn Ser Thr Gly Ile Asp Phe Gln
1220 1225 1230
Asp Glu Leu Asp Glu Phe Phe Lys Asn val Ser Thr Ser Ile Pro Asn
1235 1240 1245
Phe Gly Ser Leu Thr GIn Ile Asn Thr Thr Leu Leu Asp Leu Thr Tyr
1250 1255 1260
Glu Met Leu Ser Leu Gln Gln val val Lys Ala Leu Asn Glu Ser Tyr
1265 1270 1275 1280
Ile Asp Leu Lys Glu Leu Gly Asn Tyr Thr Tyr Tyr Asn Lys Trp Pro
1285 1290 1295
Trp Tyr Ile Trp Leu Gly Phe Ile Ala Gly Leu val Ala Leu Ala Leu
1300 1305 - 1310
Cys val Phe Phe Ile Leu Cys Cys Thr Gly Cys Gly Thr Asn Cys Met
1315 1320 1325
Gly Lys Leu Lys Cys Asn Arg Cys Cys Asp Arg Tyr Glu Glu Tyr Asp
1330 1335 1340
Leu Glu Pro His Lys val His val His
1345 1350

<210> 458
<211> 467
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> MERS RBD-hFc
aal-240: MERS RBD
aa241-467: hFc
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<400> 458
Glu Ala Lys

1
Cys

Phe
Leu
Ala
65

Ser
Pro
Leu
Leu
Arg
145
val
Lys
Ser
val
Ala
225
Asp
Gly
Ile
Glu
His
305
Arg
Lys
Glu

Tyr

Leu

Asp
Lys
Ser
50

Ala
Tyr
Ile
Ile
Lys
130
Thr
Ser
GlIn
Thr
Gln
210
Asn
Lys
Pro
Ser
ASp
290
Asn
val
Glu
Lys
Thr

370
Thr

Phe
Arg
35

Leu
Ile
Pro
Ser
Leu
115
Tyr
Glu
Ile
Leu
val
195
Tyr
AsSp
Thr
ser
Arg
275
Pro
Ala
val
Tyr
Thr
355

Leu

cys

Pro
ser
20

Leu
Phe
Ala
Leu
Gln
100
Ala
Ser
val
val
Ser
180
Ala
Gly
Thr
His
val
260
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
340
Ile

Pro

Leu

Ser
Pro
val
ser
Ser
Ser
85

Phe
Thr
Tyr
Pro
Pro
165
Pro
Met
Thr
Lys
Thr
245
Phe
Pro
val
Thr
val
325
cys
Ser

Pro

val

Gly
Leu
Phe
val
Asn

70
Met

Asn

val

Ile

Gln

150

ser

Leu

Thr

Asp

Ile

230

cys
Leu
Glu
Lys
Lys
310

Leu

Lys

Lys

ser

Lys

Ser
Leu
Thr
Asn
55

Cys
Lys
Tyr
Pro
Asn
135
Leu
Thr
Glu
Glu
Thr
215
Ala
Pro
Phe
val
Phe
295
Pro
Thr
val

Ala

Arg
375
Gly

val
Ser
Asn
40

Asp
TYyr
Ser
Lys
His
120
Lys
val
val
Gly
Gln
200
Asn
Ser
Pro
Pro
Thr
280
Asnh
Arg
val
Ser
Lys
360

Asp

Phe

33082

val
Gly
25

Cys
Phe
Ser
Asp
Gln
105
AsSn
cys
Asn
Trp
Gly
185
Leu
Ser
GlIn
cys
Pro
265
cys
Trp
Glu
Leu
AsSn
345
Gly

Glu

Tyr

Glu
10

Thr
AsSn
Thr
ser
Leu
90

Ser
Leu
Ser
Ala
Glu
170
Gly
Gln
val
Leu
Pro
250
Lys
val
Tyr
Glu
His
330
Lys
Gln

Leu

Pro

-230-

Gln
Pro
Tyr
Cys
Leu
75

Ser
Phe
Thr
Arg
Asn
155
Asp
Trp
Met
Ccys
Gly
235
Ala
Pro
val
val
GlIn
315
Gln
Ala
Pro

Thr

ser

Ala
Pro
Asn
Ser
60

Ile
val
Ser
Thr
Leu
140
Gln
Gly
Leu
Gly
Pro
220
Asn
Pro
Lys
val
Asp
300
Tyr
Asp
Leu
Arg
Lys

380
Asp

Glu
Gln
Leu
45

Gln
Leu
Ser
Asn
Ile
125
Leu
Tyr
Asp
val
Phe
205
Lys
cys
Glu
Asp
Asp
285
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
365

Asn

Ile

Gly
val
30

Thr
Ile
ASp
Ser
Pro
110
Thr
Ser
Ser
Tyr
Ala
190
Gly
Leu
val
Leu
Thr
270
val
val
Ser
Leu
Ala
350
Pro

Gln

Ala

val
15

Tyr
Lys
Ser
Tyr
Ala
95

Thr
Lys
Asp
Pro
Tyr
175
Ser
Ile
Glu
Glu
Leu
255
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
335
Pro
Gln

val

val

Glu
Asn
Leu
Pro
Phe
80

Gly
cys
Pro
AsSp
cys
160
Arg
Gly
Thr
Phe
Tyr
240

Gly

Met

val
Tyr
320
Gly
Ile
val

ser

Glu



385
Trp

val

Asp

His

Pro
465

Glu
Leu
Lys
Glu

450
Gly

Ser
Asp
Ser
435

Ala

Lys

390

Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr

405

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr

420

Arg Trp Gln GIn Gly Asn val Phe

440

33082

410

425

395

Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys

455

-231-

Lys Thr

ser Lys

ser Cys

445
ser Leu
460

Thr
Leu
430

Ser

sSer

400
Pro Pro
415
Thr val

val Met

Leu ser





