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(57) Sang ché dé cap dén cac phan tir lién két, nhu cac khang thé don dong & nguoi, lién

két véi hemagglutinin cta cac virut cam B, va ¢ hoat tinh trung hoa rong ddi véi cac virut

cim nay. Céac phan tir lién két khong lién két véi hemagglutinin ctia cac virut cim A. Sang
ché con dé xuét cac phan tir axit nucleic ma hoa cac phan tir lién két, va cac ché pham chira
cac phan tir lién két. Cac phan tir lién két c6 thé dugc str dung trong phép chan doan, phép

phong bénh va/hoic diéu tri cac virut cam B.



33864

Linh vire ky thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dény hoc. Cu thé 13 sang ché dé cap dén cac phan tir lién két &
nguoi, vi du cac khang thé don dong hoac cac doan lién Kkét khang nguyén cia ching,
c¢6 kha ning lién két v6i va lam trung hoa cac virut cam B, cu thé 13 1am trung hoa cac
phan tir lién két lién két v6i va 1am trung hoa cac virut cim B tir ca dong B/Yamagata
va/hoic B/Victoria. Ngoai ra, sang ché d& cap dén phép chin doan, phép phong bénh
va/hodc diéu tri cac nhidm tring do virut cim B giy ra, cu thé 1a cac nhiém tring do
cac virut cim B tir cad dong B/Yamagata va B/Victoria gay ra.
Tinh trang ky thuét caa sang ché

Nhiém cim (con duge dé cap la “bénh cim” hodc “ciim™) 1a mdt trong céc
bénh thuong géap nhét dugc biét dén & nguoi gay ra khoang tir ba dén nim triéu ca bénh
ning va tir 250,000 dén 500,000 ngudi chét mdi ndm trén toan thé giéi. Cum lan nhanh
thanh dich bénh theo mua anh huéng 5-15% dan sé va ganh ning 1én chi phi chim séc
suc khoe va gidm nang suat lao dong trén pham vi rong (T chic Y té Thé gi6i
(WHO)). C6 ba loai vi rit ctim (loai A, B va C) giy ra cac bénh iy nhiém & ngudi va
dong vat. Hién nay, virut loai A va loai B 1a cac tac nhan gy ra dich va dai dich cim
duoc thdy & nguoi. |

Céc nghién ctru hién nay vé giai quyét dich cim nim bao gdm tiém ching hang
nim, tot hon 13 tao ra bao vé chéo khéc loai. Tuy nhién, virut cim luu hanh & ngudi dé
bi thay d6i khang nguyén thuong truc doi hoi thich nghi hang nim cta ché phim
vacxin cum dé dam bao su twong hop c6 thé gin nhit giita cac chung vacxin cim va
céc ching cim luu hanh. Tuy ¥, cac thudc chéng virut, nhu oseltamivir (Tamiflu®) ¢6
thé ¢6 tac dung dé phong va diéu tri nhiém cim. Tuy nhién, s6 lugng ching virut cim
thé hién khang céc thudc chdng virut nhu oseltamivir ting Ién.

Nghién ctru khac 13 phat trién cac phuong phap phong bénh hoic chira bénh trén

co s& khang thé d€ trung hoa nhiéu virut cim mua.
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Céc khang thé 1am trung hoa chéo rong nhan dién epitop trong ving gbc bao thii
ctia HA clia cac virut cam A thudc nhém phat sinh 1 (nhw céc virut cim bao gém HA
cta loai phu H1 hoic H5) dugc boc 16 gan day (vi du CR6261, xem W02008/028946),
ciing nhu cac khang thé 1am trung hoa chéo nhén dién epitop bao thi cao trong ving
gbc cua HA ciia cac virut ciim A thudc nhém phat sinh 2, nhu cac virut cim Bao gdm
HA cua loai phu H3 va/hoac H7 (vi du CR8020, CR8043; xem WO 2010/130636).
Méi day, cac khang thé c6 kha nang lién két v6i va 1am trung hoa c4c virut cim A cta
ca nhom phat sinh 1 va nhom 2, cling nhu cac virut cim B duoc phat hién (vi du
CR9114, dugc mo ta trong don s6 EP11 173953.8).

Pén nay, it c6 su quan tAm dbi v6i cac virut cim B. Diéu nay c6 thé do thuc té
1a — cha yéu duge gidi han & ngudi 12 vat chi - cac virut cim B thiéu 6 chira dong vat
16n 12 mAu chét dé bing phat dai céc ching ctiim A dai dich. Tuy nhién, anh huéng tich
Ifly ctia cac bénh dich hang nam trong cac giai doan dai dich lién hop vuot qua anh
huong cua dai dich va mic du ty 18 méac bénh va ty 1€ t& vong ¢6 thé quy cho cim B
thép hon so véi cac ty 1€ cua vi du cac virut H3N2, thi van cao hon c4c ty 1 cua virut
HIN1 (Thompson (2003), Thompson (2004).

Sy tién trién cua céac virut cim B khéc biét boi su cing luu thdng cua cac dong
khac nhau v& mit di truyén va khang nguyén trong céc khoang thoi gian kéo dai. Hai
dong, dai dién boi cac virut nguyén mau B/Victoria/2/87 (dong Victoria) va
B/Yamagata/16/88 (dong Yamagata), hién da duoc phan biét (Kanegae (1990), Rota
(1990)). B/Yamagata 13 dong chinh Iru hanh dén nhitng nim 1980, khi virut Dong
B/Victoria xuit hién. Tir d6, cac bién thé troi dat cua ca hai dong cim B cung luu hanh
toan bd, v6i hai dong luu hanh ddng thoi trong cc mua cim gan day.

Cho thiy thuc té 1 cac virut cim B 1a nguyén nhan chinh cta dich cim mua
mdi 2 — 4 nim, va do sy nghiém trong cua bénh dudong ho hip giy ra béi mot s6 virut
cum B, cling nhu ¢6 anh hudng 16n vé kinh té cua bénh dich theo mua, van c6 nhu ciu
dbi véi cac phuong phap thay thé va hiéu qua dé phong va diéu tri cac loai phu ctim B.
Do d6 ¢6 nhu cu ddi vé6i cac phan tir 1ién két, wu tién 1a cAc phan tir lién két 1am trung

hoa rong & nguoi, 6 kha nang lam trung hoa chéo cac virut cum B.
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Ban chét k§y thuit ciia sang ché

Sang ché d& xuét cac phan tir lién két, cu thé 1a cac phan tir lién két & ngudi, c6
kha nang lién két dic hidu vé6i va lam trung hoa cac chung virut cim B tir ca dong
B/Yamagata va B/Victorias. Cac phan tir lién két khong lién két véi cac loai phu cia
virut cum A.

Sang ché con d& cap dén tiép hop mién dich va/hodc céc ché phim duoc chira
céc phan tir lién két, ciing nhu cac phan tir axit nucleic ma hoa it nhit ving lién két cia
céc phan tir lién két & nguoi.

Céc phén tir lién két, tiép hop mién dich va/hodc cac phan tir axit nucleic theo
sang ché thich hop d& ding 1am tic nhan phong bénh, chan doan va/hodc diéu tri phd
bién cho cac virut cam B, bat ké loai phu virut cim B gay ra.

Mo ta vin tit hinh vé
FIG. 1 1a ban db epitop dang so dd tréﬁ co s& cac thir nghiém tinh canh tranh. Cac
khang thé khang ctim B dugc x4c dinh theo séng ché cum thanh 4 nhém trén co s& lién
két/tinh canh tranh v6i HA ciim B.
FIG. 2 thé hién két qua cta thir nghiém x4m nhap mién dich huynh quang dugc thiét
ké dé phan tich kha ning ciia cac phén tr lién két voi lién két thu thé khoi va thu nhan
virut cam. A. @c ché sy xam nhap cula virut bing két qua doc duogc cua mién dich
huynh quang; B. Lay nhiém ctia c4c té bao MDCK vé6i B/Florida/04/2006.
FIG. 3 thé hién su &c ché duong ra cia virut nhd phan tir lién két theo sang ché.
FIG. 4 thé hién cac két qua ctia quét EM ctia cac t€ bao nhiém ctiim B.
FIG. 5 thé hién bao vé in vivo bdi CR8033 chdng lay nhiém cim B gly tr vong
(B/Florida/04/2006 va B/Malaysia/2506/2004) & chudt.
MG ta chi tiét sang ché
Dinh nghia c4c thuit ngft duoc sir dung trong ban mé ta dugc dua ra nhu sau.
Thuét ngit “dugc bao gdm” hoic “bao gém” nhu duoc st dung & day duge xem

1a duoc theo sau boi cum tir “khong gidi han™.
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Nhu dugc st dung & day thuat nglt “phdn tr lién két> dé cap dén
immunoglobulin nguyén ven bao gdm cac khang thé don dong, nhu céc khang thé don
dong thé kham, nhan hoéa hodc cia ngudi, hodc lién két khang nguyén va/hodc ving
bién @i bao gébm doan immunoglobulin canh tranh v6i immunoglobulin nguyén ven
d6i voi lién két dic hidu cho déi tac lién két ciia immunoglobulin, vi du HA. Bat ké c4u
tric, doan lién két khang nguyén lién két v6i ciing khang nguyén duge nhén dién boi
immunoglobulin nguyén ven. Doan lién két khang nguyén c6 thé bao gdm peptit hodc
polypeptit chira trinh tu axit amin co it nhét 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 125, 150, 175, 200, hodc 250 gbc axit amin lién ké cla trinh ty axit amin
ctia phan tir lién két.

Thuét ngit “phan tir lién két”, nhu dugc st dung & day bao gdm toan b cac
nhom va nhém phu immunoglobulin 43 biét trong linh vyc. Tuy thudc vao trinh ty axit
amin cia ving hing dinh cia cac chudi ning cla chiing, cac phan tir lién két co thé
dugc phan chia thanh ndm céac khang thé nguyén ven chinh: IgA, IgD, IgE, IgG, va
IgM, va mét s trong d6 c6 thé dugc phan chia tiép thanh cac nhom phu (isotyp), vi du,
IgAl, IgA2, 1gGl, 1gG2, IgG3 va IgG4.

Céc doan lién két khang nguyén bao gbm, trong sb cac loai khac, Fab, F(ab"),
F(ab")2, Fv, dAb, Fd, céc doan ciia ving bé trg xac dinh (CDR), khéng thé chudi don
(scFv), khang thé chudi don ludng tri, khang thé chudi don cia thuc khuin thé,
diabodies, triabodies, tetrabodies, (poly)peptit chua it nhit doan immunoglobulin du dé
cho phép khang nguyén déac hiéu lién két v6i (poly)peptit, v.v. Cic doan trén c¢6 thé
dugc tao ra bang cach tong hop hoic bang cach cit enzym hodc hoa hoc ctia céc
immunoglobulin nguyén ven hodc chung c6 thé duge thiét k& gen bang cac k¥ thuat
ADN tai td hop. Cac phuong phap tao ra la da biét trong linh vuc va dwgc mo ta, vi du
trong Antibodies: A Laboratory Manual, Xuét ban boi: E. Harlow va D, Lane (1988),
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, duoc két hop ¢ day
bang cach vién dan. Phén tir lién két hoic doan lién két khang nguyén cua ching c6 thé
¢6 mot hodic nhidu vi tri lién két. Néu ¢6 nhiéu hon mot vi tri lién két, vi tri lién két c6

thé gidng vi tri lién két khac hodc ching ¢6 thé khac nhau.
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Phan tir lién két c6 thé 1a phan tir lién két tran hoic khong tiép hop nhung ciing
c6 thé 12 mdt phin cta tiép hop mién dich. Phén tir lién két tran hoic khong tiép hop
nhdm d& cap dén phan tir lién két khong tiép hop, khong lién két hoat dong hoic néu
khong lién két vat Iy hodc chirc ning véi gbc hodc dudi gy hiéu qua, nhu trong s6 cac
loai khac chat doc, chat phong xa, liposom, enzym. Cén hiéu ring cac phan tir lién két
trin hodc khong tiép hop khong loai trir cac phan tir lién két dwoc lam 6n dinh,
multimer ho4, nhin ho4 hodc bing cach bt ky khac dugc thuc hién, ngoai cach gan
gbc hodc dudi gay higu qua. Theo do, tAt ca cac phan tir lién két trin hodc khong tiép
hop dugc bién ddi sau dich ma duoc bao ham & diy, bao gém khi cac bién dbi dugc
thuc hién trong méi truong té bio tao ra phan tir lién két tr nhién, bang té bao tao ra
phan tir lién két t6 hop, va dugc dwa vao béi ban tay con ngudi sau khi tao ra phan tir
lién két ban dAu. TAt nhién, thuat ngi phan tir lién két trin hodc khong tiép hop khong
loai trr kha ning cua phan tir lién két thuc hién lien két chirc ning véi cac té bao
va/hodc phan tir gy hiéu qua sau khi dua vao co thé, do mot s6 trong cac twong tac niy
12 cin thiét dé st dung hidu qua sinh hoc. Do d6, thiéu nhém hogc dudi gy hidu qua
dugce lién két duoc 4p dung trong dinh nghia cho phan t lién két trn hoic khéng tiép
hop in vitro, khong in vivo.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngt “mau sinh hoc” bao ham nhiéu loai mau
khac nhali, bao gém méu va cdc mau chat long khac co nguén géc sinh hoc, cidc mau
mé ctng nhu mau sinh thiét hodc nubi céy md, hodc té bao din xudt tir d6 va thé hé
con cta chiing. Thuat ngit con bao gébm cac mau duge thyc hién bang cach bét ky sau
khi thu duoc, nhu béng xu ly véi céac chét phan ng, hoa tan, hodc lam giau cho mot sb
thanh phan, nhu protein hodc polynucleotit. Thut ngit bao ham nhiéu loai mau 1am
sang khac nhau thu dugc tur cac loai bat ky, va con bao gdm cac té bao trong nudi cay,
dich ndi té bao va chit dung giai té bao.

Thuét ngit “cac vung b tro xac dinh” (CDR) nhu dugc st dung & déy chi cac
trinh tru trong ving bién d6i cua cac phan tir lién két, nhu immunoglobulin, ma thudng

g6p phan vao pham vi rong cho vi tri lién két khang nguyén ma bd trg vé hinh théi va
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phan phéi dién tich cho epitop dugce nhan dién trén khang nguyén. Cac ving CDR c6
thé dic hiéu cho epitop thing, epitop khong lién tuc, hodc epitop céu hinh cua cac
protein hodc cac doan protein, hodc 1a c6 mit trén protein ¢ dang cAu hinh bAm sinh
hodc, trong mot sb treong hop, c6 mét trén protein & dang bi bién tinh, vi du, béng cach
hoa tan trong SDS. Céc epitop c6 thé con chira cac bién dbi sau dich ma cua protein.
Thuét ngit “loai bo”, nhu dugce st dung & day, chi sy thay d6i trong hoic 13 axit
amin hodc trinh tu nucleotit trong d6 mot hodc nhiéu axit amin hodc géc nucleotit,
twong tng, khong c6 mat so v4i phan tir d6i chimg, thudong xay ra mot cach ty nhién.
Thuat ngit “trinh tu axit nucleic diéu hoa biéu hién” nhu dugc st dung & day dé
cép dén trinh tr polynucleotit cAn dé va/hodc anh huéng dén biéu hién cua trinh ty ma
hoa dugc lién két hoat dong trong sinh vét chi cu thé. Trinh tu axit nucleic diéu hoa
biéu hién, nhu trong sb cac loai khac phu hop céc trinh tu bat dAu, trinh tu két thic,
trinh tu khéi dau phién ma, trinh ty ting cudng phién ma; trinh tu kim hdm hodc hoat
ho4 phién ma; cac tin hiéu xi Iy ARN hi€u qua nhu cac tin hi¢u cit ndi gen va
polyadenyl hod; c4c trinh tw lam 6n dinh mRNA bao twong; céc trinh tu ting cudng
hiéu qua dich ma (vi du, vi tri lién két ribosom); cac trinh tu ting cuong tinh on dinh
ctia protein; va néu mudn, cac trinh ty ting cuong bai tiét protein, c6 thé 1a trinh tur axit
nucleic bét ky thé hién hoat tinh trong sinh vat chu dugc chon va c6 thé duoc dan xut
tlr gen ma ho4 protein, hodc 1a cung loai hodc khac loai v6i sinh vat chi. Vigc xac dinh
va str dung trinh tr diéu hoa biéu hién 13 quen thudc véi chuyén gia trong linh vuec.
Thuat ngir “bién thé chirc nang”, nhu duogc st dung & day, dé cap dén phan tir
axit nucleic hodc phén tir lién két bao gom trinh tu nucleotit va/hogc axit amin dugc
lam thay dbi boi mot hodc nhidu nucleotit va/hodc axit amin so véi trinh ty nucleotit
va/hodc axit amin cua phan tir axit nucleic dbi chimg hodc phan tir lién két. Bién thé
chttc ning cua phan tir lién két theo sang ché c6 kha ning canh tranh dé lién két voi dbi
tac lién két, vi du virut ciim, v6i phan tir lién két d6i chung. N6i cach khéc, cac bién
dbi trong trinh tur axit amin va/ho#ic nucleotit ctia phén tir lién két ddi chimg khong ¢6
tac dung dang ké hodc 1am thay dbi tinh chat lién két cua phan tir lién két duge ma hoa

béi trinh tu nucleotit hodc chira trinh tu axit amin, vi du phan tir lién két van c6 kha
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ning nhan dién va lién két dich cia n6. Bién thé chirc ning cé thé c6 bién ddi trinh tw
béo thu bao gdm thay thé, thém va loai bé nucleotit va axit amin. Céac bién dbi nay c6
thé dugc dwa viao bing cac k§ thuat tiéu chudn da biét trong linh vuc, nhu d6t bién
diém dinh huéng va dot bién trung gian PCR ngiu nhién, va bao gdm nucleotit va axit
amin ty nhién cling nhu khong tu nhién.

Viéc thay thé axit amin bao thii bao g0m cac axit amin trong d6 gbc axit amin
duge thé bai géc axit amin c¢6 dic tinh ciu tric va hod hoc twong tu. Cac ho géc axit
amin c6 chudi bén gidng nhau dugc xac dinh trong linh vue. Céc ho nay bao gdm axit
amin v6i chudi bén bazo (vi du, lysin, arginin, histidin), chudi bén axit (vi du, axit
aspartic, axit glutamic), chudi bén phin cuc khong tich dién (vi du, asparagin,
glutamin, serin, threonin, tyrosin, xystein, tryptophan), chudi bén khong phan cyc (vi
du, glyxin, alanin, valin, leuxin, isoleuxin, prolin, phenylalanin, methionin), chudi bén
mach nhanh beta (vi dy, threonin, valin, isoleuxin) va chudi bén thom (vi du, tyrosin,
phenylalanin, tryptophan). Hién nhién ddi véi chuyén gia trong linh vuc rang cac phan
nhom khac cua cac ho cua géc axit amin ngoai cac ho dugc str dung & trén ¢ thé duoc
dung. Ngoai ra, bién thé c6 thé c6 thay thé axit amin, vi du, thay thé axit amin bang
~ gbc axit amin c6 dic tinh c4u trac hodc héa hoc khac nhau. Céc bién dbi phu tuong tu
cling co thé bao gém loai bd hoac chén axit amin, hodc ca hai. Huong din dé x4c dinh
gbc axit amin nao c6 thé dugc thé, chén, hodc loai bo ma khong can pha bo hoat tinh
mién dich ¢6 thé duogc phat hién bang cach st dung cac chuong trinh may tinh da biét
trong linh vuec.

Dot bién trong trinh tu nucleotit co thé 13 bién ddi don dugc thuc hién & mot vi
tri (d6t bién diém), nhu dot bién chuyén tiép hodc dot bién di héa, hodc tuy y, nucleotit
da c6 thé dwoc chén, x6a bé hodc thay ddi & vi tri don. Ngoai ra, mot hogc nhiéu thay
dbi c6 thé duge thuc hién ¢ sé lugng vi tri bat ky trong trinh tur nucleotit. Cac dot bién
¢6 thé duoc thuc hién bing phuong phap bat ky da biét trong linh vyc.

Thuat ngit “loai phu cta virut cim” lién quan dén cac virut cim A dé cép dén
céc bién thé cua virut cim A duge dic trung boi nhidu két hop clia céc protein bé mit

clia virut cam 1a hemagglutinin (H) va neuramidaza (N). Céc loai phu cta virut cim A
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6 thé duge thé hién bfmg s6 H cua ching, vi du “virut cam chtra HA cta loai phu H1
hoac H3”, hodc “virut cim H1” “virut cam H3”, hodc bang su két hop cla s6 H va sb
N, vi du “loai phu cta virut cam H3N2” hoac “H3N2”. Thuat ngit “loai phu” virut cim
bao gém cu thé toan bd “cac ching” virut cim don trong d6 ni5i loai phy, ma thu duogc
tir d6t bién va thé hién cac thong s6 gdy bénh khic nhau. Cac ching nay cling c6 thé
duoc dé cap dudi dang cac “thé phan 14p” khac nhau cua loai phu virut cim. Do do,
nhu duoc st dung ¢ day, cac thuat ngit “chung” va “thé phan 1ap” c¢6 thé duoc sir dung
thay ddi cho nhau.

Thuét ngt “lam trung hoa” nhu duge s dung ¢ day lién quan dén phan tr lién
két theo sang ché dé cap dén phan tir lién két trc ché virut cam khéi sao chép, in vitro
va/hodc trong dbi tugng, bat ké co ché dat duoc su trung hoa nay. Thus, su truhg hoa
6 thé vi du dat dugc b%mg cach trc ché viée gén hodc két dinh cua virut 1én bé mat té
bao, hodc bang cach e ché sy dung hop clia mang virut va mang té bao sau d6 gin
virut vao té bao dich, hoic béng cach tc ché duong ra cua virut tir cac t€ bao bi nhiém,
va tuong tu.

Thuét ngit “lam trung hoa chéo” hodc “su trung hoa chéo” nhu dugc sir dung &
day lién quan dén cac phan tir lién két theo sang ché @ cap dén kha nang cua cac phan
ttr lién két theo sang ché dé lam trung hoa cac virut cim B tir c4 dong B/Yamagata va
dong B/Victoria, va/hodc cac chung virut cim B khac nhau trong cidc dong nay.

Thuat ngit “vat chu”, nhu duge st dung ¢ day, dé chi sinh vat hodc té bao ma
vecto nhu vecto tach dong hoac vecto biéu hién dugc dua vao. Sinh vat hoic té bao co
thé 13 nhan so hodc nhan that. Uu tién 13, vat chi bao gdm té bao chu duge phan Iap, vi
du té bao chu trong nudi cdy. Thuat ngit “té bao chii” chi c6 nghia 1a té bao duoc cai
bién d6i v6i (trén)-su biéu hién cua phén tir lién két theo sang ché va bao gdm cac té
bao B ma biéu hién ngudn gdc phan tir lién két va cac t& bao ma dugce bién d6i dé trén-
biéu hién phan tir lién két bang cach lam bt tir, mé rong, tang cudng biéu hién v.v.
Cén phai hiéu rang thuat ngit vat chii khong chi nhim d& cap dén dbi twong 1a sinh vat
hodc t& bao cu thé ma con bao gém thé hé con cta sinh vat hoic té bao nay. Bai vi mot

sO cai bién c6 thé xay ra trong cac thé hé ke tiép do dot bien hodc anh huéng cua moi
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trudong, thuc té thé hé con nay c6 thé khong gibng hét sinh vét hoic t& bao cha me
nhung van duoc bao gdm trong pham vi ciia thuét ngit “vat chu” nhu dugce st dung ¢
day.

Thuat ngit “nguoi”, khi duge ap dung cho cac phan fir lién két nhu duge xac
dinh & day, d& cap dén cac phan tir hogc 14 dugc dan xuét truc tiép tir nguoi hodc trén
co s6 trinh ty dong mam cia ngudi. Khi phan ti lién két dugc dan xuét tir hodc trén co
s¢ trinh tu ctia nguoi va sau do duogc bién ddi, thi van duoc coi la cua ngudi nhu duoc
sir dung xuyén sudt ban mo ta. Noi cach khac, thuat ngir ngudi, khi 4p dung cho céac
phan tir lién két nham bao 20m céac phan tir lién két c6 cac ving bién dbi va hang dinh
dugc dan xuét tir trinh ty immunoglobulin dong mam ciia nguoi hodc trén co s& cac
ving bién dbi hodc hing dinh xay ra & ngudi hodc t€ bao lympho clia ngudi va duoc
bién déi dusi dang nao dé. Do d6, cac phan tir lién két & nguoi c6 thé bao gom céc gbe
aXit amin khong dugc ma hoa bai trinh ty immunoglobulin dong mam cia ngudi, bao
odm thay thé va/hodc loai bo (vi dy, dot bién dugc dua vao boi vi du dot bién ddc hidu
ngau nhién hoic vi tri in vitro hodc boi dot bién soma in vivo). “Trén co s¢” nhu duge
str dung & day deé cap dén truong hop trinh tu axit nucleic c6 thé duoc sao chép chinh
x4c tr mau, hodc véi dot bién phu, nhu bang phwong phap PCR dé bi 161, hodc thuc
trung khép nhén tao voi mau mdt cach chinh x4c ho#ic c6 thay ddi nho.

Thuét ngir “chén”, con duogc biét nhu 13 thuat ngit “thém”, chi thay ddi vé trinh
tu axit amin hodc nucleotit tao ra viéc thém mot hoac nhiéu géc axit amin hoac
nucleotit, trong Gng, so vdi trinh tu b6 me.

Thuit ngir “dugc phan 1ap”, khi ap dung cho cac phan tir lién két nhu duoc xac
dinh & ddy, d& cép dén cac phan tir lién két ma co ban khong c6 cac protein hodc
polypeptit khac, cu thé 1a khong c6 cac phan t lién két khac ¢ dic tinh khang nguyén
khac nhau, va va ciling co ban khong c6 vat li¢u va/hodc chét héa hoc té bao khac. Vi
du, khi céc phén tu lién két duge tao ra bang cach tai to hop, wu tién 13 ching co ban
khong c6 cac thanh phan ciia mdi trudng nudi cdy, va khi cac phan tir lién két dugc ra
bang cach tong hop héa hoc, wu tién 1a co ban khong c6 chat tién than héa hoc hoic

chit hoa hoc khac, vi dy, chiing duoc phan tach tir chét tién than héa hoc hodc chat hoa
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hoc ma tham gia vao qué trinh tong hop protein. Thuat ngit “duge phan 1ap™ khi ap
dung cho cdc phan tir axit nucleic ma héa cac phan tir lién két nhu duoc xac dinh ¢
day, nhim d& cap dén cac phan tir axit nucleic trong d6 trinh ty nucleotit ma hoa cac
phan tir lién két khong c6 trinh tu nucleotit khéc, cu thé 13 trinh tu nucleotit md héa cac
phan tir lién két lién két v6i cac dbi tac lién két khac. Ngoai ra, thut ngit “duoc phéan
1ap” d& cap dén cac phan tir axit nucleic co ban duge phan tach tir cac thanh phan té
bao khac gan kém maot cach tr nhién phan tir axit nucleic acid ty nhién trong vét cha tu
nhién, vi du, ribosom, polymeraza, hodc trinh ty by gen ma né lién két tuy nhién véi.
Ngoai ra, cdc phan tir axit nucleic “dugc phéan lap”, nhu cac phan tir cDNA, can be co
ban khong c6 vat liéu té bao khac, hodc méi truong nudi céy khi khi dugc tao ra boi
cac k¥ thuat tai t6 hop, hodc co ban khéng c6 chét tién than héa hoc hodc chit hoa hoc
khac khi dugc téng hop hoa hoc.

Thuét ngit “khang thé don dong” nhu dugc st dung & day dé cap dén viéc tao ra
cac phan tir khang thé ¢6 tinh dic hidu don. Khang thé don dong thé hién tinh d4c hidu
va 4i luc lien két don déi vé6i epitop cu thé. Theo d6, thuat ngit “khang thé don dong &
ngudi” dé cap dén khang thé thé hién tinh dic hiéu lién két don ma c6 cac ving bién
d6i va hang dinh dwoc din xuét tir hodc trén co s trinh ty immunoglobulin dong mam
ctia ngudi hodc duge dan xuit tir trinh tw nhén tao diy di. Phuong phép tao ra khang
thé don dong khong lién quan dén tinh dic hidu lién két.

Thuat ngit “co trong tw nhién” nhu dugc st dung ¢ day nhu ap dung cho d6i
tuong dé cap dén thuc t& ma d6i twong hodc hop chat c6 thé duge tim thdy trong tu
nhién. Vi du, trinh tu polypeptit hoac polynucleotit c6 mat trong sinh vét ¢6 thé duoc
phan l4p tir ngudn trong tu nhién va khong duoc bién d6i mét cach cb y boi nguoi
trong phong thi nghi€ém 1a c6 trong tu nhién.

Thuét ngit “phan tir axit nucleic” nhu dugc st dung theo sang ché dé cap dén
dang polyme cunucleotit va bao gdm ci cac s¢i nghia va d6i nghia cia ARN, cADN,
bd gen, va cac dang téng hop va cic polyme hon hop cla céc loai trén. Nucleotit e
cap dén ribonucleotit, deoxynucleotit hodc dang bién ddi cua tiy loai nucleotit. Thut

ngit con bao gém dang soi don hodc s¢i d6i cia ADN. Ngoai ra, polynucleotit c6 thé
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bao gdm bt ky hodc ca hai nucleotit ¢6 trong tw nhién va dugc bién dbi lién két vai
nhau bang cac lién két nucleotit c6 trong tw nhién va/hodc khong-c6 trong tur nhién.
Cac phan tir axit nucleic co thé duoc cai bién vé mit hoa hoc hoidc hoéa sinh hoc hoic
c6 thé chita cac bazo nucleotit khong c6 trong tw nhién hogc dan xuit bazo nucleotit,
nhu dugc hidu d& dang béi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vye. Céc cii bién
nay bao gém, vi dy, dénh diu, metyl hoa, thay thé mot hodc nhiéu nucleotit ¢6 trong tu
nhién bing chit twong tu, cai bién bén trong nucleotit nhu céc lién két khong tich dién
(vi du, metyl phosphonat, phosphotrieste, phosphoramidat, carbamat, v,v.), cac lién két
tich dién (vi du, phosphorothioat, phosphorodithioat, v.v.), cac géc nho ra (vi du,
polypeptit), cac chat xen vao (vi du, acridin, psoralen, v.v.), cic chit cang héa, cac chét
alkyl hoa, va céc lién két dugce cai bién (vi du, axit nucleic alpha anomeric, v.v.). Cac
thuét ngit trén cling nhdm bao gdm cAu hinh t6 pd bét ky, bao gdm céc cdu hinh soi
don, soi doi, dugc kép d6i mot phﬁn, gép ba, dugc kep toc, vong va duge khda moc.
Ciing bao gdém 14 c4c phan tir tong hop ma polynucleotit twrong tu vé kha nang lién két
ctia né véi trinh tu dwoc chi dinh théng qua lién két hydro va cic twong tac héa hoc
khac. Cac phan tir nay 13 da biét trong linh vuc va bao gbm, vi du, cac phan tit trong d6
céc lién két peptit thay thé cho cac lién két phosphat trong bd khung cta phan ti. bé
cap dén trinh tu axit nucleic bao ham trinh tu bd sung cua né trir khi duge qui dinh
khéc. Do d6, d& cap dén phéan tir axit nucleic cé trinh tuy cu thé can duoc hidu 12 bao
ham soi bd sung cua no, voi trinh tu bd sung cua nd. Sgi bd sung cling hitu dung, vi du,
dbi véi liéu phap didu tri dbi nghia, cic miu do lai héa va cac mdi trong PCR.

Thuat ngit “lién két hoat dong” d& cap dén hai hodc nhiéu yéu td cia trinh tu
axit nucleic ma lién két vat Iy thong thudng va cé quan hé chirc ning véi mdi yéu t6
khéc. Vi du, trinh tu khoi ddu phién ma lién két hoat dong vdi trinh ty ma héa, néu
trinh ty kh&i dAu phién ma c6 thé bit ddu hodc didu chinh phién ma hogc bicu hién
trinh tu ma héa, trong treong hgp do trinh tuy ma hoa can duge hiéu 13 “dudi su kiém
s04t cuia” trinh ty khéi ddu phién ma.

Bang “t4 dugc duge dung” nghia 1a chét tro bat ky két hop véi phan tir hoat tinh

nhu thude, tac nhan, hodc phan tir lién két dé tao ra dang lidu dung chép nhan duogc
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hodc thich hop. “T4 dugc dugc dung” 1a tA dugce khong doc tinh véi ngudi nhan & cac
lidu luong va ndéng do str dung, va twong hop véi cac thanh phin khac cta ché pham
bao gém thudc, tac nhan hodc phan tir lién két. T4 duoc duoc dung dwoc ap dung rong
rdi va da biét trong linh vuec.

Thuét ngit “lién két dic hiéu”, nhu dugc st dung ¢ day, d& cap dén twong tac
ciia phan tir lién két, vi du khang thé, va d6i téc lién két ciia nd, vi du khang nguyén,
nghia 1a twong tac phu thudc vao sy c6 mat cia cAu tric cu thé, vi du yéu t6 quyét dinh
khang nguyén hoac epitop, 1é€n d6i tac lien két. No6i cach khac, khang thé mot cach wu
tién lién két hoic nhan dién di tac lién két ngay ca khi dbi téc lién két c6 mit trong
hon hop cac phéan tr hodc sinh véat khac. Lién két c6 thé dugc trung gian béi cac tuong
tac cong hoa tri hodc khong cong hoéa tri hodc t6 hop ctia ca hai. Néi theo cach khéc
nita, thuat ngir “lién két dic hiéu” nghia 12 lién két dic hidu mién dich véi cac yéu to
quyét dinh khang nguyén hodc epitop va khong lién két dac hidu mién dich vdi cac yéu
t6 quyét dinh khac nguyén hodc epitop khac. Phén tir lién két ma lién két dac hiéu mién
dich vé6i khang nguyén c6 thé lién két v6i cac peptit hodc polypeptit c6 4i luc thap hon
nhu dugce x4c dinh béi, vi du, thtr nghiém mién dich phong xa (RIA), thir nghiém hép
thu mién dich lién két voi enzym (ELISA), BIACORE, hodc cac thir nghiém khac da
biét trong linh vuc. Céc phén tir lién két hoic cac doan cua ching lién két mién dich
dic hiéu vé6i khang nguyén cé thé phan tmg chéo véi cac khang nguyén lién quan,
mang epitop gidng nhau. Ut tién 13, cac phan tir lién két hodc cac doan ctia chiing lién
két mién dich dic hiéu v6i khang nguyén khong phan tng chéo véi cac khang nguyén
khac.

“Thay thé”, nhu duge st dung & day, chi su thay thé mot hoic nhiéu axit amin
hodc nucleotit bang axit amin hodc nucleotit khac nhau, twong tmg.

Thuat ngit “luong cé hiéu qua chita bénh> dé cap dén luong phan tir lién két nhu
duoc xac dinh ¢ day ma c6 hiéu qua dé ngin ngira, cai thién va/hodc chifa tri tinh trang
gdy ra do nhiém virut cam B. Viéc lam thuyén giam nhu dugc st dung & day co thé chi

viéc lam thuyén gidm cac triéu chimg bénh nhin thay dugc hodc quan sat duge, sy xam
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nhidm va phét trién trong méau ciia virut (viremia), hogc sy biéu hién khac c6 thé danh
gi4 dugc clia nhiém virut cim.

Thuat ngit “didu tri” d& cap dén chita bénh didu tri ciing nhu cac phuong phéap
phong bénh hodc phong ngura dén chita khoi hodc dimg hodc it nhit 1am cham tién trién
clia bénh. Nhimng ngudi can diéu tri bao gdm nhitng ngudi da bi nhiém c6 tinh trang
bénh ly do nhiém virut cim ciing nhu nhiing nguoi da duge phong ngura lay nhiém
virut cim. Nhitng ngudi can diéu tri dugc chita khoi mot phan hoic hoan toan khéi
nhidm virut cim c6 thé ciing can diéu tri. Phong ngira bao gdm viéc lam trc ché hoic
lam giam sy phat tan cta virut cim hodc ¢ ché hodc 1am giam sy khoi phat, phat trién
hodc tién trién cua mot hodc nhidu tridu chimg di kém véi nhiém virut cim.

Thuét ngit “vecto” chi phan tr axit nucleic ma trong d6 phan tir axit nucleic thir
hai c6 thé dugc chén vao dé dua vat chi vao trong khi n6 s& duge sao chep va trong
mdt s trudng hop 1a duoc biéu hién. N6i cach khac, vecto ¢6 kha ning véan chuyén
phén ti axit nucleic ma né duoc li€n két. Céac vecto tach dong cling nhu vecto biéu
hién duogc bao ham trong thuat ngit “vecto”, nhu duge sit dung & day. Céac vecto bao
gém, nhung khong chi gii han ¢, plasmit, cosmit, nhidm séc thé vi khuén nhan tao
(bacterial artificial nhiém séc thés -BAC) va nhiém sic thé ndm nhan tao (yeast
artificial nhidm séc thés - YAC) va cac vecto ¢6 ngudn gbc tir thuc khudn thé hoic cac
virut thue vat va dong vét (bao gdm nguoi). Cac vecto bao gdm diém khéi dau sao
chép dugc nhan dién boi vat chu duoc @2 xuét va trong trudng hop cac vecto biéu hién,
trinh tu khoi dAu phién ma va cac ving didu hoa khac dugc nhan dién bang vét chu.
Vecto chita phan t axit nucleic thir hai duoc dua vao té bao bfmg cach bién dbi,
chuyén nhiém, hodc béng cach thuc hién st dung céc co ché xam nhap ctia virut. Mot
sb vecto c6 kha ning tu sao chép trong vat chu ma ching duge dua vao (vi du, céac
vecto ¢6 diém khoi ddu sao chép cta vi khuan c6 thé sao chép trong vi khuan). Cac
vecto khac ¢6 thé duge tich hop vao bd gen cua vat chi khi dugc dua vao vat chi, va
do do6 duoc sao chép cung véi bd gen cua vat chi.

MG ta chi tiét sang ché
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Theo khia canh th&t nhit sang ché d& xuét cac phén tir lién két c6 kha nang lién
két dic hidu v6i hemagglutinin (HA) clia cac ching virut cim B cua dong B/Yamagata
va B/Victoria, va c¢6 kha ning 1am trung hoa cac ching virut cum B nay cua dong
B/Yamagata va’hodc B/Victoria. Theo sang ché, cac phan tir lién két khong lién két véi
HA ctia c4c virut cum A. Cac phan tir lién két c¢6 kha ning 1am trung hoa céc virut cim
B ca in vitro va in vivo.

Uu tién 13, cac phan tir lién két 13 cac phan tir lién két cia nguoi. Theo mot
phuong an wu tién, cac phan tir lién két 1a cac khang thé cua ngudi, hodc cic doan lién
két khang nguyén ctia chiing.

Theo mdt sé phuong 4n, cac phén tir lién két lién két v6i epitop khac so véi
epitop CR9114 ( nhu dugc mo ta trong don dang xét nghiém EP11173953.8), bao gom
ving bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 116, va ving bién
ddi chudi nhe chtra trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 117. CR9114 duoc thé hién 1a
6 kha nang lién két v6i va in vivo 1am trung hoa cac virut cam A cua ca hai nhém phat
sinh 1 va 2, cling nhu céc virut cum B.

Theo mdt sé phuwong 4n, cac phan tir lién két lién két v6i ving dau cua protein
HA ctia céc virut cam B, cu thé 12 v6i ving dau ciia HA1 cta céc virut cim B.

Theo mdt sé phuong an, cac phén tir lién két phong bé lién két thy thé té bao cua
céac virut cam B cua dong B/Yamagata va/hodc cua dong B/Victoria.

Theo mét sé phuong 4n, cac phan tir lién két khong phong bé lién két thy thé té
bao cla cac virut cum cua dong B/Yamagata va/hodc dong B/Victoria.

Theo mot s6 phuong 4n, cac phan tir lién két phong bé dudng ra clia cac virut
cim B, cu thé 1 cta ching virut cim ctia ca hai dong B/Victoria va B/Yamagata, tir
cac té bao bi nhiém.

Theo mdt sé phuong an, cac phan tir lién két dugc phan 18p c6 kha ning lién két
dic hiéu véi protein hemagglutinin (HA) cua virut cim B va cé kha ning lam trung
hoa cic chung virut cam B cia ca hai dong B/Victoria/2/87 va dong
B/Yamagata/16/88, trong d6 cac phan tir lién két khong lién két v6i protein HA clia céc

loai phu cua virut cam A, va bao gom vung bién doi chuoi ning chira trinh tu axit amin
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néu trong SEQ ID NO: 71 hodc trinh ty axit amin c9 it nhat hodc it nhit khoang 80 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % hodc hon tuwong dong
trinh ty véi chung.

Theo mét s6 phuong an, cc phan tir lién két bao gdm ving bién dbi chudi nhe
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 73, hodc trinh ty axit amin c6 it nhét
hodc it nhat khoang 80 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99
% hodc hon twong dong trinh trr véi ching.

Theo mét phuong 4n, phén tir lién két bao gdbm ving bién d6i chudi ning chia
trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 71 va vung bién ddi cua chudi nhe chira trinh tw
axit amin néu trong SEQ ID NO: 73.

Sang ché con d& xuét cac phan tir lién két c6 kha nang lién két dic hiéu véi
protein hemagglutinin (HA) cta virut cm B va c6 kha ning lam trung hoa cdc chung
virut cim B cia ca hai dong B/Victoria/2/87 va dong B/Yamagata/16/88, trong d6 cac
phan tir lién két khong lién két v6i protein HA ctia céac loai phu cua virut cum A, va
trong d6 cac phén tir lién két bao gdm CDRI1 chudi ning, bao gOm trinh ti ctia cc gbc
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:1; CDR2chubi ning, bao gém trinh tu cda cac
gbc axit amin duge néu trong SEQ ID NO:2, va CDR3chudi ning, bao gém trinh tu
cta cac gde axit amin duge néu trong SEQ ID NO:3. Theo sang ché, cac ving CDR la
theo Kabat va céng sw (1991) nhu dugc md ta trong Sequences of Proteins of
Immunological Interest.

Theo mdt s6 phuong 4n, cac phén tir lién két bao gdm CDRI1chudi nhe, bao gom
trinh tu cua cac géc axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 4, CDR2 chudi nhe, bao
gom trinh tu ciia cac gbc axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 5, va CDR3 chudi nhe,
bao gdm trinh tyr ciia cac gde axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 6.

Theo mét s6 phuong an, phan tir lién két bao gdm CDR1 chudi ning chia trinh
tu axit amin cia SEQ ID NO: 1, CDR2 chudi nang chira trinh ty axit amin cua SEQ ID
NO: 2, va CDR3 chudi ning chira trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 3, va CDR1
chudi nhe chia trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 4, CDR2 chudi nhe chira trinh tu
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axit amin cua SEQ ID NO: 5, va CDR3 chudi nhe chira trinh tu axit amin cua SEQ ID
NO: 6.

Sang ché con d& xuét cac phan tir lién két lién két mién dich ddc hiéu véi cing
epitop trén protein HA cua virut cim B 1am phan tr lién két, bao gdém trinh tu bién d6i
chudi ning chira trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 71 va vung bién d6i cua chudi nhe
chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 73.

Theo mot sé phuong 4n, phén tir lién két bao gdm CDRI chudi ning chira trinh
tu axit amin cia SEQ ID NO: 14, CDR2 chudi ning chira trinh tw axit amin cia SEQ
ID NO: 15, va CDR3 chubi ning chia trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 16, va
CDR1 chudi nhe chira trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 17, CDR2 chudi nhe chira
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 18, va CDR3 chudi nhe chtra trinh ty axit amin cta
SEQ ID NO:19.

Theo mot sb phuong an, phan tir lién két bao gébm CDR1 chudi niing chita trinh
tu axit amin cia SEQ ID NO: 26, CDR2 chudi ning chira trinh tu axit amin cia SEQ
ID NO: 27, va CDR3 chudi ning chta trinh tr axit amin ctia SEQ ID NO: 28, va
CDR1 chudi nhe chura trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 29, CDR2 chudi nhe chua
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 24, va CDR3 chudi nhe chira trinh tur axit amin ctia
SEQ ID NO:30.

Sang ché con d& xuét céc phan tr lién két, c6 kha nang lién két dic hiéu véi
protein hemagglutinin (HA) va c6 kha nang lam trung hoa cic chung virut cam B cua
dong B/Victoria, cu thé 1a ching virut cim B B/Malaysia/2506/2004, khi axit amin &
vi tri 168 ctia HA ctia virut cam B, cu thé 1a ching virut cim B B/Malaysia/2506/2004,
1a prolin (P), va khong c6 kha ning lam trung hoa cac ching virut cim B cua dong
B/Victoria, cu thé 1a B/Malaysia/2506/2004, khi axit amin & vi tri 168 cia HA cua
virut cim B, cu thé 1a B/Malaysia/2506/2004, 1 glutamin (Q).

Theo mdt s6 phuong 4n, sang ché 2 xuit cac phan ttr lién két, c6 kha nang lién
két dic hiéu véi protein hemagglutinin (HA) va c6 kha ning 1am trung hoa cac ching
virut cim B cua dong B/Yamagata, cu thé 1a chung virut cim B B/Florida/04/2006,

khi axit amin & vi tri 38 cua HA cua virut cam B, cuy thé 1a ching virut com B
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B/Florida/04/200, 13 lysin (K), va ciing ¢6 kha nang lam trung hoa céc ching virut cim
B cua dong B/Yamagata, cu thé 1a B/Florida/04/2006, khi axit amin & vi tri 38 cia HA
ctia virut cim B, cu thé 12 B/Florida/04/2006, 13 axit glutamic (E).

Sang ché con dé xuét cac phan ti lién két ma c6 kha nang lién két dic hiéu véi
protein hemagglutinin (HA) cua virut cim B va ¢6 kha nang lam trung hoa cac chung
virut cim B cua ca hai dong B/Victoria/2/87 va dong B/Yamagata/16/88, va khong lién
két voi protein HA clia c4c loai phy cua virut cum A, va bao gbm ving bién ddi chudi
ning chta trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 75, hodc trinh tu axit amin co it
nhét hodc it nhat khoang 80 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 % hodc hon tvong ddng trinh tw vé6i chiing.

Theo mét sb phuong 4n, cac phan tir lién két bao gdm ving bién d6i chudi nhe
chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 77, hodc trinh ty axit amin ¢ it nhét
hodc it nhat khoang 80 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99
% hodc hon twong dong trinh tu véi chiing.

Theo mét sb phwong 4an, cac phan tir lién két bao gdm ving bién d6i chudi ning
chtra trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 75 va vung bién ddi cia chudi nhe chira trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 77.

Theo mdt s6 phuong &n, phan tir lién két bao gdm vung bién d6i chudi ning
chira trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 78 va vung bién d6i chudi nhe chira trinh tur
axit amin cta SEQ ID NO: 79.

Theo mdt sé phuong 4n, sang ché d& xuét cac phan tir lién két c6 kha ning lién
két dic hiéu véi protein hemagglutinin (HA) cua virut cim B va c¢6 kha néng lam trung
hoa cac chung virut cim B cia ca hai dong B/Victoria/2/87 va dong
B/Yamagata/16/88, trong d6 cac phan tir lién két khong lién két v6i protein HA ctia cac
loai phu cta virut cim A, va trong d6 cac phan tir lién két bao gbm CDRI1 chudi ning,
bao gém trinh tu cua céc géc axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 7; CDR2 chubi
ning, bao gdm trinh tur cta cic gbc axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 8, va CDR3

chudi ning, bao gbém trinh tr ciia cac gbc axit amin dugce néu trong SEQ ID NO:9.
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Theo mot sé phuong 4n, cdc phén ti lién két bao gdm CDRI chudi nhe, bao
gém trinh tu cta cac gdc axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10, CDR2 chudi nhe,
bao gdm trinh tu clia cic géc axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 11, va CDR3
chudi nhe, bao gdm trinh tw cla céac gbc axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 12
hoac 13.

Theo mét s6 phuwong 4n, phan tr lién két bao gdm CDR1 chudi ning chtra trinh
ty axit amin cia SEQ ID NO: 7, CDR2 chudi ning chira trinh ty axit amin cua SEQ ID
NO: 8, va CDR3 chubi ning chua trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 9, va CDRI
chudi nhe chira trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 10, CDR2 chudi nhe chira trinh tu
axit amin ciia SEQ ID NO: 11, va CDR3 chudi nhe chtra trinh tu axit amin cua SEQ ID
NO:12.

Theo mot s6 phuong 4n, phén tir lién két bao gbm CDR1 chudi ning chira trinh
tu axit amin cia SEQ ID NO: 7, CDR2 chudi ning chira trinh ty axit amin cia SEQ ID
NO: 8, va CDR3 chudi ning chira trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 9, va CDRI
chudi nhe chira trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 10, CDR2 chudi nhe chira trinh tw
axit amin cia SEQ ID NO: 11, va CDR3 chudi nhe chtra trinh ty axit amin cia SEQ ID
NO:13.

Sang ché con d& xudt cac phén tir lién két lién két mién dich dic hiéu véi cing
epitop trén protein HA cia virut cim B 1a phan tt lién két, bao gbém trinh tu bién d6i
chudi ning chira trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 75 va ving bién dbi ciia chudi nhe
chtra trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 77.

Theo mot sé phuong an, phan tir lién két bao gdbm CDR1 chudi ning chira trinh
tu axit amin cua SEQ ID NO: 20, CDR2 chudi ning chira trinh ty axit amin ctiia SEQ
ID NO: 21, va CDR3 chubi ning chta trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 22, va
CDRI1 chudi nhe chira trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 23, CDR2 chudi nhe chira
trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 24, va CDR3 chudi nhe chira trinh ty axit amin cta
SEQ ID NO:25.

Theo phuong 4n nhat dinh, phan tir lién két bao gdbm CDRI1 chudi ning chia
trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 31, CDR2 chudi ning chira trinh tu axit amin ciia
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SEQ ID NO: 32, va CDR3 chudi ning chira trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 33, va
CDRI chudi nhe chtra trinh tur axit amin cua SEQ ID NO: 4, CDR2 chudi nhe chira
trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 5, va CDR3 chudi nhe chira trinh tir axit amin cia
SEQ ID NO:34.

Theo mét s6 phuong 4n, sang ché dé xuét cac phan tit lién két, c6 kha nang lién
két dic hiéu véi protein hemagglutinin (HA) va c6 kha nang lam trung hoa cac chung
virut cim B ctia dong B/Victoria, cu thé 1a ching virut cam B B/Malaysia/2506/2004,
khi axit amin & vi tri 168 cia HA cua virut cim B, cu thé 1a chung virut cim B
B/Malaysia/2506/2004, 1a prolin (P), va cling c6 kha ning lam trung hoa cac ching
virut cam B cta dong B/Victoria, cu thé 1a B/Malaysia/2506/2004, khi axit amin & vi
tri 168 ciia HA cua virut cum B, cu thé 12 B/Malaysia/2506/2004, is glutamin (Q).

Theo mdt s6 phuong an, sang ché dé xut cac phan tir lién két, c6 kha nang lién
két dic hiéu véi protein hemagglutinin (HA) va c6 kha nang lam trung hoa cac ching
virut cim B ctia dong B/Yamagata, cu thé 13 ching virut cim B B/Florida/04/2006,
khi axit amin & vi tri 38 cua HA cuta virut cam B, cu thé 1a ching virut cum B
B/Florida/04/200, 1a lysin (K), va khong c6 kha nang lam trung hoa cic chung virut
cam B cta dong B/Yamagata, cu thé 1a B/Florida/04/2006, khi axit amin & vi tri 38 cua
HA ctia virut cam B, cu thé 1a B/Florida/04/2006, 1a axit glutamicd (E).

Sang ché con dé xuat cac phan tir lién két, c6 kha nang lién két dic hidu véi
protein hemagglutinin (HA) cta virut cim B va c¢6 kha nang lam trung hoa cac ching
virut cim B cuia ca hai dong B/Victoria/2/87 va dong B/Yamagata/16/88, trong d6 cac
phan tr lién két khong lién két v6i protein HA cua cic loai phu cla virut cim A, va
trong d6 cac phan tir lién két bao gom ving bién doi chudi ning chira trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 113 hogc trinh tur axit amin c6 it nhat hodc it nhat khoang 80 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % hoic hon twong ddng
trinh ty véi chung.

Theo mét s6 phwong an, cac phan tir lién két bao gdm ving bién d6i chudi nhe

chira trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 115, hodc trinh tu axit amin c0 it nhét
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hodc it nhat khoang 80 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99
% hodc hon twong dong trinh tw véi ching.

Theo mét phuwong 4n, phén tir lién két bao gdm ving bién d6i chudi ning chira
trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 113 va vung bién ddi cta chudi nhe chia trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 115.

Theo mét s phuong an, sang ché dé xut cac phan tir lién két c6 kha nang lién
két dac hiéu véi protein hemagglutinin (HA) cua virut cim B va c¢6 kha nang lam trung
hoa cac ching virut cam B cua ca hai dong B/Victoria/2/87 va dong
B/Yamagata/16/88, trong d6 cac phan tir lién két khong lién két véi protein HA clia cac
loai phu cia virut cim A, va trong d6 cac phan tir li€n két bao gdbm CDR1 chudi ning,
bao gbm trinh tu ciia cac gbc axit amin duogc néu trong SEQ ID NO:54; CDR2 chudi
ning, bao gdm trinh ty ctia cac gbe axit amin duge néu trong SEQ ID NO:55 va CDR3
chudi ning, bad gdm trinh tyr ctia cac gde axit amin dyoc néu trong SEQ ID NO:56.

Theo mot s phuwong 4an, cac phan tir lién két bao gdbm CDRI1 chudi nhe, bao
gf‘)m trinh tu cua cac géc axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 57, CDR2 chudi nhe,
bao gdm trinh tw ctia cac gbe axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 5, va CDR3 chudi
nhe, bao gém trinh tu cia cac géc axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 58.

Theo phuwong 4n nhét dinh, phan tir lién két bao gdbm CDRI1 chudi ning chira
trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 54, CDR2 chudi ning chira trinh ty axit amin cua
SEQ ID NO: 55, va CDR3 chudi ning chia trinh ti axit amin cua SEQ ID NO: 56, va
CDRI chudi nhe chtra trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 57 CDR2 chudi nhe chia
trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 5, va CDR3 chudi nhe chtra trinh ty axit amin clia
SEQ ID NO:58. |

Sang ché con dé xuét cac phan tir lién két lién két mién dich ddc hiéu véi clng
epitop trén protein HA cua virut cim B 1a phén tir lién két, bao gdm trinh ty bién dbi
chudi niang chira trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 113 va ving bién dbi ctia chudi
nhe chira trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 115.

Céc virut cim B, gidng nhu cac virut cim A, iy nhi€m céc té bao bang cach

lién két véi cac goc axit sialic trén bé mit t€ bao cia té bao dich va sau d6 chuyen vao
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endosom, bang cach dung hop cic mang cia ching véi cidc mang endosom va giai
phéng phtrc hop phién ma b gen vao té bao. Ca hai qua trinh lién két thu the va dung
hop mang dugc trung gian bai glycoprotein HA. HA cua ca hai virut cim A va B bao
gém hai ving phan biét vé cAu tric, vi du vung du hinh cAu, ma chira vi trf lién két thu
thé c6 trach nhiém dinh kém virut vao té bao dich, va tham gia vao hoat tinh két dinh
hdng cu cua HA, va ving gdc, chira peptit dung hop can dé dung hop mang gitra vo
boc virut va mang endosom cua té bao. Protein HA 13 trime trong d6 mdi monome
chira hai glycopolypeptit lién két disulphit, HA1 va HA2, dugc tao ra trong qué trinh
lay nhidm bang cach cit phan giai protein cua chat tién than (HAO). Cét 13 can thiét cho
hoat tinh 14y nhi®m virut vi cin phai khoi mao HA dé dung hop mang, cho phép thay
d6i vé cu hinh. Hoat hoa ciia phan tir khoi mao xay ra & do pH thip trong endosom, tir
pH5 dén pH6, va doi hoi thay d6i rong trong ciu triic HA.

Theo mdt sb phuong an, cac phén tir lién két c6 kha nang lién két dic hiéu véi
don vi phu HA1 cta HA protein, cu thé 13 ving dau cua don vi phu HA1. Céc phan tir
lien két c6 thé c6 kha ning lién két dic hidu véi cdu hinh thing hoic cdu tric va/hodc
epitop trén don vi phu HA1 cia HA protein. Phan tir HA ¢6 thé dwoc tinh ché tir cac
virtu hoac dugc tao ra bfmg cach tai td hop va tuy chon duge phan lap trude khi su
dung. Tuy y, HA c6 thé duoc biéu hién trén bé mit cua cac té bao.

Céc phan tir lién két theo sang ché c¢6 thé c6 kha ning lién két dic hiéu véi cac
virut cim B séng duge, séng va/hodc 1ay nhiém hodc & dang bét hoat/yéu dan. Céc
phuong phap 1am bat hoat/yéu dan virut, vi du c4c virut cim 1a da biét trong linh vuc
va bao gdm, nhung khéng gi6i han ¢, diéu tri bang formalin, B-propiolacton (BPL),
merthiolat, vii/hodc anh sang cuc tim.

Céc phan tir lién két theo sang ché ciing c6 thé c6 kha ning lién két ddc hidu véi
mot hodc nhiéu doan cta cac virut cim B, nhu trong sb cac loai khac tao ra mot hodc
nhiéu protein va/hodc (poly)peptit, dugc dan xut tir cac loai phu cla cac virut cim B
hodic mdt hodc nhidu protein dugc tao ra bang cach tai to hop va/hoic polypeptit cia
virut cim B. Trinh tu nucleotit va/hodc axit amin ciia protein ctia nhiéu ching cim B

khéc nhau c6 thé tim thay trong co s& dit liéu GenBank, co s& dit liéu NCBI Influenza
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Virus Sequence, co s¢& dit liéu Influenza Sequence (ISD), co s¢ dit liéu EMBL va/hodc
céc co s& dit lidu khac. Chuyén gia trong linh vuc ¢6 thé d& dang tim thdy cac trinh tir
nay trong co s¢ dit liu twong tng.

Theo phuong 4n khac cac phan tir lién két theo sang ché c6 kha ning lién két
dic hiéu vé6i doan protein va/hodc polypeptit dé cap & trén, trong d6 doan it nhat bao
gdm epitop duwoc nhan dién bdi cac phan tir lién két theo sang ché. "Epitop" nhu dugc
stt dung & day 1a gbc c6 kha ning lién két véi phan tir lién két theo sang ché vdi 4i luc
cao vira du dé tao thanh phirc hop lién két phan tir khang nguyén phat hién duogc.

Céc phan tir lién két theo sang ché c6 thé 14 cac phan tir immunoglobulin nguyén
ven nhu cac khang thé don dong, hodc cac phan tir lién két c6 thé 1a cac doan lién két
khang nguyén cia chiing, bao gdm, nhung khong giéi han &, ving bién d6i chudi ning
va chudi nhe, Fab, F(ab'), F(ab"),, Fv, dAb, Fd, doan ving bd trg xac dinh (CDR),
khang thé chudi don (scFv), khang thé chudi don ludng tri, khang thé chudi don cua
thuc khuin thé, diabodies, triabodies, tetrabodies, va (poly)peptit chira it nhat doan
immunoglobulin di d& cho phép lién két khang nguyén dic hiu véi chung virut com
hodc doan cua ching. Theo mdt phurong an wu tién cac phén tir lién két theo sang ché 13
c4c khang thé don dong & ngudi, va/hoidc cac doan lién két khang nguyén cua ching.
Céc phan tir lién két ciing c6 thé 1a nanobodies, alphabodies, affibodies, gid d& ving
FN3 va gia d& khac trén co s& cdc ving trong cac protein 1dp (nguoi), nhu Adnectins,

Anticalins, Darpins, v.v, hodc gia d& khac bao gdm trinh ty lién két epitop.

Theo mdt sé phwong 4n, cac phan tir lién két are intact cac khéng thé bao gdm
complete heavy va chudi nhe ving bién di cling nhu cac ving hing dinh chudi ning

heavy va chudi nhe day du.

Theo mot so0 phuwong an, cdc phan tir lién két c¢6 hoat tinh gdy doc t& bao bod

sung-phu thugc (CDC) va/hodc hoat tinh gdy doc t€ bao trung gian té bao phu thudc
khang thé (ADCC) activity.

Céc phan tir lién két theo sang ché c6 thé dwgc sit dung & dang khong-duge

phan 1ap hodc dugc phan lap. Ngoai ra, cdc phan tir lién két theo sang ché c6 thé duoc
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sir dung mot minh hodc trong hdn hgp bao gdm it nhat mot phan tir lién két (hoic bién
thé hodc doan cua chung) theo sang ché, va mét hodc nhiéu phan tr lién két khac lién
két v&i bénh ctim va c6 tac dung tre ché virut cim. Néi cach khac, cac phan t 1ién két
¢6 thé duge sir dung trong td hop, vi du, 1a ché phém dugc bao gém hai hodic nhiéu
phan tir lién két, cac bién thé hoic doan clia chung. Vi du, cdc phan tir lién két c6 cac
hoat tinh khéc nhau, nhung bd sung c6 thé dugc két hop trong liéu phép duy nhat dé
dat dugc hiéu qua phong bénh, chita bénh hodc chin doan mong mubn, nhung tuy ¥,
céc phén tir lién két hoat tinh gidng nhau ciing c6 thé duoc két hop trong liéu phap duy
nhét dé dat duoc hiéu qua phong bénh, chita bénh hodc chén doan mong muén. Tuy
chon, hdn hop ciing c6 thé bao gom it nh4t mot phan tir lién két theo séang ché va it nhét
mdt tdc nhan chita bénh khac. Uu tién 1a, tic nhan chita bénh nhu, vi dy, cac chéat e
ché M2 (vi du, amantidin, rimantadin) va/hodc cc chét e ché neuraminidaza (vi du,
zanamivir, oseltamivir) 13 hitu dung trong phép phong bénh va/hoac diéu tri lay nhiém
virut cim

Théng thudng, phan tir lién két theo sang ché c6 thé lién két véi cac doi tc lién
két ctia né, vi du virut cim B ctia dong B/Yamagata va/hodc B/Victoria, va/hodc cac
doan cua chung, véi hﬁng s6 ai luc (gia tr1 Ka) thép hon 0,2x10* M, 1,0x10° M,
1,0x10° M, 1,0x107 M, wu tién la thAp hon 1,0x10® M, wu tién hon 1a thip hon
1,010 M, wu tién hon 1a thip hon 1,0x10'° M, wu tién hon nitala thap hon 1,0x10™!!
M, va cu thé 1a thip hon 1,0x10-12 M. Hing s6 4i luc c6 thé thay ddi ddi vé6i céc isotyp
khang thd. Vi du, 4i luc lién két ddi véi isotyp IgM dé cap dén 4i luc lién két bang it
nhat khoang 1,0x10<159>-7</159> M. Hing s6 4i luc c6 thé vi du do dugce bang cach
str dung cong hudng plasmon bé mit, vi du st dung hé théng BIACORE (Pharmacia
Biosensor AB, Uppsala, Sweden).

Céc phan tir lién két theo sang ché thé hién hoat tinh lam trung hoa. Hoat tinh
lam trung hoa c6 thé vi du dugc do nhu mo ta & day. Cac thir nghiém thay thé do hoat
tinh 1am trung hoa dugc md ta trong vi du WHO Manual on Animal Influenza

Diagnosis and Surveillance, Geneva: T chirc Y té thé gidi, 2005, phién ban 2002.5.
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Thong thuong, cac phan tu lién két theo sang ché c6 hoat tinh 1am trung hoa 50
ng/ml hodc it hon, wu tién 1a 20 pg/ml hodc it hon, wu tién hon 1a hoat tinh lam trung
hoa 10 pg/ml hodc it hon, wu tién hon nira 1a 5 pg/ml hodc it hon, nhu dugc xéc dinh
trong thir nghiém trung hoa virut in vitro (VNA) nhu duge mo ta trong vi du 6. Cac
phan tir lién két theo sang ché c6 thé lién két véi virut cim hodc doan cia ching &
dang tan dugc nhu vi du ¢ dang mau hoic & dang huyén phu hoac ¢o thé lién két véi
cac virut cim hodc cidc doan cua ching dugce lien két hodc géng vao chét mang hoac
chét nén, vi dy, tAm vi chuén, mang va vong hat, etc. Ché4t mang hoic chit nén c6 thé
duoc 1am tir thuy tinh, chit déo (vi du, polystyren), polysacarit, nylon, nitroxenluloza,
hoic Teflon, v.v. B& mit cac chét hd trg nay c6 thé 13 rén hoic xdp va c6 dang thich
hop bat ky. Ngoai ra, cac phan tir lién két may lién két vé6i virut cim & dang tinh
ché/dugc phan 14p hoidc dang khong tinh ché/khong phan 14p.

Nhu dé cap & tren, sang ché theo mot s6 phwong 4n dé xuit cac phan tir lién két
& nguodi dugc phan 14p c6 kha nang nhan dién va lién két v6i epitop trong protein
haemagglutinin cim (HA) cua céc virut cim B, trong d6 cac phén tur li€n két nay co
hoat tinh 1am trung hoa khang céc virut cam B cia ca hai dong B/Yamagata va/hodc
B/Victorias, ca in vitro va in vivo. Theo sang ché, da thiy rang cac phan ti lién két theo
sang ché trung hoa chéo loai phu virut cum thudc ca hai dong phét sinh loai. Chuyén
gia trong linh vuc, trén co s& duoc boc 16 ¢ day, ¢6 thé x4c dinh xem khang thé thuc té
c¢6 phan tmg chéo véi protein HA tir cac loai phu khac nhau va cling xac dinh xem
ching c¢6 kha ning 1am trung hoa céc virut cim cia cac loai phy khac nhau in vitro
va/hoac in vivo.

Khia canh khac theo sang ché bao gdm cac bién thé chirc ning cla phan tit lién
két nhu xac dinh & trén. Cac phan tir dwoc coi 14 bién thé chirc ning cua phan tir lién
két theo sang ché, néu cac phan tir lién két bién thé c6 kha ning canh tranh @& lién két
dic hiéu mién dich véi virut cim hodc doan cia ching véi cac phan ti lién két “bd
me” hodc “ddi ching”. Néi cach khac, cac phan t duoc coi la bién thé chirc ning ctia
phén tir lién két theo sang ché khi bién thé chirc ning van c6 kha nang lién két véi

epitop giong nhau hodc chong lan cta virut cim hodc doan cua ching. Theo muyc dich
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cua sang ché “bd me” va “ddi ching” sé& dugc sir dung 1a ddng nghia tirc 1a hong tin
cua phan tu dbi ching hodc bd me, hodc phan tir vat Iy ban than no ¢ thé tao thanh co
s& cho bién thé. Bién thé chirc ning bao gbm, nhung khong gidi han &, cac dan xuét
ma co ban tuong tu vé trinh tu cAu tric ban dau, bao gém trinh tu ¢6 st bién ddi trong
thu thé Fc hodc cac ving khac tham gia vao chitc ning gdy tac dung, va/hodc chira vi
du céc bién déi in vitro hodc in vivo, hod hoc va/hodc hoa sinh, ma khong théy 6 phan
tir lién két bd me. Céc bién ddi nay bao gdm trong s6 cac loai khac axetyl hod, axyl
hoa, ghép cong hoa tri cua dAn xuét nucleotit hodc nucleotit, ghép cong ho tri clia dan
xuét lipit hogc lipit, lién két chéo, hinh thanh lién két disulfit, glycosyl hoa, hydroxyl
ho4, metyl hod, oxy hoa, peg hod, qua trinh phan giai protein, phosphoryl ho4, va
twong tu. Tuy ¥, bién thé chirc nang c6 thé 1a cac phan tir lién két nhu duge xac dinh
theo sang ché bao gom trinh tur axit amin c6 sy thay thé, chén, loai bo hodc két hop cla
ching mdt hodc nhiu axit amin so véi trinh ty axit amin cua cac phan tir lién két bd
me. Ngoai ra, bién thé chirc niang ¢ thé bao gém cit cut trinh tu axit amin & mot hoic
c& hai diém cudi amin hoic carboxyl. Bién thé chtrc ning theo sang ché ¢6 thé c6 ai luc
lién két giéng hodc khac nhau, hoic cao hon hodc thip hon, so v6i phén tir lién két bd
me nhung van c6 kha ning lién két v&i virut cim hodc doan cia ching. Vi du, bién thé
chitc ndng theo sang ché c6 thé c6 i luc lién két ting hodc gidm d6i véi virut cim
hodc doan cta chung so véi cac phan tur lién két bd me. Theo mot ) phuong an, trinh
tu axit amin cua ving bién ddi, bao gdbm, nhung khong gi6i han &, ving khung, ving
siéu bién ddi, cu thé 1a ving CDR3, duoc bién ddi. Nhin chung, ving bién ddi chudi
nhe va chudi ning bao gdm ba ving siéu bién ddi, bao gdm ba CDR, va c4c ving bao
thu hon, con goi la vung khung (FRs). Vung siéu bién ddi bao gdém cac gbc axit amin
tir cac CDR va céc gbc axit amin tir cac vong siéu bién d6i. Bién thé chirc ning trong
pham vi ctia sang ché c6 it nhat khoang 80% dén khoang 99%, wu tién 14 it nhat khoang
70% dén khoang 99%, wu tién hon 1a it nhit khoang 80% dén khoang 99%, uu tién hon
nita 13 ft nhit khoang 90% dén khoang 99%, u tién nhét 13 it nhit khoang 95% dén
khoang 99%, cu thé 14 it nhit khoang 97% dén khoang 99% tuong ddng va/hodc twong

tu trinh tu axit amin v&i cac phan i lién két bd me nhu duoc xac dinh & day. Cac thuat
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toan may tinh nhu trong s cac loai khac Gap hoic Bestfit da biét véi chuyén gia trong
linh vuc c6 thé duge dung dé sép thing hang t6i wu trinh tur axit amin dé so sanh va xac
dinh cac gdc axit amin twong trr hodc trung nhau. Bién thé chirc ning c¢6 thé thu dwgc
bang cach thay thé cac phan tir lién két b6 me hodc cac phan cua ching bang phuong
phép sinh hoc phan tir thong thuong da biét trong linh vuc bao gdm, nhung khong gisi
han &, PCR d@ bi 15i, d6t bién truc tiép oligonucleotit, dot bién diém dinh hudéng va bd
trf lai chudi ning va/hoic chudi nhe.

Theo mét s6 phuong an bién thé chirc ning theo sang ché c6 hoat tinh lam trung
hoa khang cac virut cim B. Hoat tinh 1am trung hoa c6 thé hodc 13 tring nhau, hoic
cao hon hoic thdp hon so véi cac phan tir lién két bd me. Nhu duoc sir dung trong sang
ché nay, khi thudt ngit phan tir lién két (ngudi) dugce sir dung, né con bao ham bién thé
chirc ning cta phan tir lién két (ngudi). Cac thir nghiém dé kiém chimg xem phan tir
lién két bién thé c6 hay khonghoat tinh 1am trung hoa la da biét trong linh vuc (xem
WHO Manual on Animal Influenza Diagnosis and Surveillance, Geneva: T chirc Y té
thé gidi, 2005 phién ban 2002.5).

Theo mdt s6 phuong 4n, bién thé chirc ning 1a cac phan tit lién két bao gom
trinh ty bién ddi chudi nang bao gém mot hodc nhidu axit amin dot bién, nhu mot, hai,
ba, bon, nam, sau, bay, tam, chin, mudi, mudi mot, muoi hai, mudi ba, mudi bén hoic
mudi [am axit amin d6t bién, so véi SEQ ID NO: 71 vi/hodc ving bién dbi chudi nhe
bao gfﬁm mot hodc nhiéu axit amin d6t bién, nhu mét, hai, ba, bon, nam, sau, bay, tam,
chin, mudi, mudi mdt, muoi hai, mudi ba, muoi bon hodc mudi lam axit amin dot bién
so voi SEQ ID NO: 73.

Theo mot sb phuong 4n, bién thé chirc ning 14 cac phan twr lién két bao gdom
trinh tu bién ddi chudi nang bao gf‘)m mét hodc nhiéu axit amin d6t bién, nhu mat, hai,
ba, bon, nim, sau, bay, tam, chin, muoi, mudi mot, muodi hai, mudi ba, muoi bén hodc
mudi [am axit amin d6t bién, so véi SEQ ID NO: 75 va/hodc ving bién d6i chudi nhe
bao gém mot hodc nhiéu axit amin dot bién, nhu mot, hai, ba, bdn, nim, sau, bay, tam,
chin, mudi, mudi mot, muoi hai, muoi ba, mudi bén hodc muodi 1am axit amin dot bién

so v6i SEQ ID NO: 77.
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Theo mdt sb phuong 4n, bién thé chiic ning 1a cdc phén tu lién két bao gébm
trinh ty bién dbi chudi nang bao gém mot hoac nhiéu axit amin d6t bién, nhuw mét, hai,
ba, bon, nam, sau, bay, tam, chin, mudi, mudi mot, mudi hai, mudi ba, muoi bon hodc
mudi 1im axit amin dot bién, so v6i SEQ ID NO: 113 vd/hodc ving bién d6i chudi nhe
bao gém mot hodc nhiéu axit amin dot bién, nhu mot, hai, ba, bbn, nam, sau, bay, tam,
chin, mudi, mudi mdt, muoi hai, muoi ba, muodi bdn hodc mudi lam axit amin dot bién
so voi SEQ ID NO: 115.

Theo mét s phwong 4n, phan tir lién két theo sang ché dugc chon tir nhém bao
gdm c4c phan tir lién két bao goém:

(a) CDR1 chudi ning chira trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 59, CDR2 chudi ning
chtra trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 2, va CDR3 chudi ning chira trinh tu axit
amin cua SEQ ID NO: 3, va CDRI1 chudi nhe chira trinh tir axit amin cua SEQ ID NO:
17, CDR2 chudi nhe chita trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 18, va CDR3 chudi nhe
chira trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 60;

(b) CDR1 chudi ning chira trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 61, CDR2 chudi ning
chira trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 2, va CDR3 chudi ning chira trinh tu axit
amin cua SEQ ID NO: 3, va CDR1 chudi nhe chira trinh tir axit amin cua SEQ ID NO:
62, CDR2 chudi nhe chira trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 18, va CDR3 chudi nhe
chtra trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 63;

(c) CDRI1 chudi ning chira trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 59, CDR2 chudi nang
chira trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 2, va CDR3 chudi ning chia trinh ty axit
amin cua SEQ ID NO: 3, va CDR1 chudi nhe chira trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO:
64, CDR2 chudi nhe chira trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 65, va CDR3 chudi nhe
chtra trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 66; and

(d) CDR1 chudi ning chira trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 59, CDR2 chudi ning
chira trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 2, va CDR3 chudi ning chia trinh ty axit
amin cua SEQ ID NO: 3, va CDR1 chudi nhe chira trinh tu axit amin caa SEQ ID NO:
67, CDR2 chudi nhe chta trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 68, va CDR3 chudi nhe
chira trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 69;
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(¢) CDR1 chudi ning chira trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO: 35, CDR2 chudi ning
chira trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 36 va CDR3 chudi ning chta trinh tu axit
amin cua SEQ ID NO: 37, va CDR1 chudi nhe chtra trinh ty axit amin cia SEQ ID
NO: 4, CDR2 chudi nhe chira trinh tw axit amin ciia SEQ ID NO: 38, va CDR3 chudi
nhe chira trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 39;
(f) CDR1 chudi ning chira trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 40, CDR2 chudi ning
chtra trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 41, va CDR3 chudi ning chua trinh tyr axit
amin cta SEQ ID NO: 42, va CDR1 chudi nhe chira trinh ty axit amin ciia SEQ ID
NO: 43, CDR2 chudi nhe chira trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 5, va CDR3 chudi
nhe chira trinh tir axit amin cia SEQ ID NO: 44;
(g) CDR1 chudi ning chira trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 45, CDR2 chudi ning
chira trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 46, va CDR3 chudi ning chira trinh tu axit
amin cta SEQ ID NO: 47, va CDRI1 chudi nhe chira trinh ty axit amin ciia SEQ ID
NO: 48, CDR2 chubi nhe chira trinh tir axit amin cia SEQ ID NO: 38, va CDR3 chudi
nhe chira trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 49; and
(h) CDR1 chudi ning chira trinh tr axit amin cia SEQ ID NO: 45, CDR2 chudi ning
chira trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 50, va CDR3 chudi ning chua trinh tur axit
amin cua SEQ ID NO: 47, va CDR1 chudi nhe chira trinh ty axit amin cia SEQ ID
NO: 51, CDR2 chudi nhe chira trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 52, va CDR3 chudi
nhe chira trinh tur axit amin cua SEQ ID NO: 53.
Theo mét s6 phuong 4n, phan tir lién két dugc chon tir nhém bao gom:
a) phan tir lién két bao gdm ving bién d6i chudi ning cua SEQ ID NO: 119 va
ving bién dbi chudi nhe ctia SEQ ID NO: 121;
b) phén tir lién két bao gdm ving bién d6i chudi ning ctia SEQ ID NO: 123 va
vung bién d6i chudi nhe cia SEQ ID NO: 125;
¢) phan tir lién két bao gdm ving bién d6i chudi nang cua SEQ ID NO: 127 va
vung bién déi chudi nhe cia SEQ ID NO: 129;
d) phan t lién két bao gdm ving bién déi chudi ning cia SEQ ID NO: 131 va
ving bién dbi chudi nhe ciia SEQ ID NO: 133;
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¢) phan tir lién két bao gdm ving bién ddi chudi ning ctia SEQ ID NO: 77 va ving

bién ddi chudi nhe cua SEQ ID NO: 79;

f) phan tir lién két bao gdbm ving bién ddi chudi ning cia SEQ ID NO: 101 va

vung bién d6i chudi nhe ctia SEQ ID NO: 103;

) phan tur lién két bao gébm ving bién ddi chudi nang cia SEQ ID NO: 105 va
ving bién d6i chudi nhe cia SEQ ID NO: 107; and
h) phan tir lién két bao gdm ving bién ddi chudi ning cua SEQ ID NO: 109 va

ving bién di chudi nhe caa SEQ ID NO: 111.

Theo mot sb phuong an, cac phan tir lién Kkét theo sang ché dugc dung lam
thudc, va vu tién dé dung trong chita bénh va/hodc phong bénh diéu tri nhiém cum giy
ra do céc virut cim B. Virut cim gy nhidm ctim va c6 thé dugce didu tri bang cach st
dung cac phén tir lién két theo sang ché c6 thé 1 virut cim B ctia dong B/Yamagata
va/hodac B/Victoria.

Sang ché con dé cap dén ché phém duoc bao gém it nhat mot phén tr lién két
theo sang ché, va it nhit t4 dugc duge dung.

Theo mot phuong an khéc nita sang ché @ cap dén viéc str dung phan tir lién
két theo sang ché trong diéu ché thube dé phong bénh, va/hodc diéu tri lay nhiém virut
cim. '

Lay nhidm virut cim c6 thé dugc phong ngira va/hodc diu tri bang cach st
dung c4c phan tir lién két theo sang ché c6 thé xay ra & dan sé nho, nhung ciing ¢6 thé
lan rong trén thé gi6i thanh dich mua hogc, trong trudng hop xAu, thanh dai dich toan
cAu de doa hang tridu ngudi. Sang ché dé xuit cac phan tir lién két ¢6 thé trung hoa su
lay nhiém c4c chiing cim gy ra cac dich mua nay, cling nhu dai dich tiém 4n.

Theo mot khia canh khac nira, séng ché dé xuat tiép hop mién dich, vi du cac
phan tir bao gdém it nhat mot phan tir lién két nhu duoc xac dinh & day va con bao gom
it nhat mot dudi, nhu trong sb cac loai khac <217 gbc/tac nhan phat hién duge. Ciing
duoc d& cap trong sang ché 1a hdn hop cua tiép hop mién dich theo sing ché hodc hon
hop cua it nhit mot tiép hop mién dich theo séng ché va phan tir khic, nhu tdc nhan
chita bénh hodc phan tir lién két hodc tiép hop mién dich khac. Theo cac phuong an
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nita, tiép hop mién dich theo sang ché may bao gdm hon mét dudi. Cac dudi nay c6 thé
gidng hodic khac nhau va c6 thé duge ndi/lién két khong cong hoa tri véi cc phan tir
lién két. (Cac) dudi con c6 thé duge ndi/lién két truc tiép v6i céc phan tir lien két &
ngudi qua lién két cong hoa tri. Tuy ¥, (cac) dudi co thé duge ndi/lién két véi cac phan
tir lién két bang mot hodc nhidu hop chat két ndi. Cac k¥ thuat dé lién két cac dudi voi
cac phan tir lién két 1a da biét véi chuyén gia trong linh vye.

Céc dudi cua tiép hop midn dich theo sang ché c6 thé 13 tic nhan chita bénh,
nhung chiing ciing c6 thé 1a cac gbc/tac nhan phat hién duge. Cac dudi thich hop trong
chita bénh va/hodc phong ngira c6 thé 1a doc t6 hoic cac phan chirc ning cia ching,
chat khang sinh, enzym, cac phan tir lién két khac ma 1am tang kich thich thuc bao
hodc mién dich. Tiép hop mién dich bao gém tac nhan phat hién duge c6 thé dugc sir
dung bang cach chan doan dé, vi dy, danh gid xem d6i twong da bi 1y nhiém virut cim
hodc theo ddi sy phat trién hodc hoic tién trién cua lay nhiém virut cum 1& mot phan
cta quy trinh thtr nghiém 14m sang dé, vi du, x4c dinh hiéu quéa cta phéc do didu tri
duoc cho. Tuy nhién, chung cling cé thé dugc st dung cho cac muc dich phat hién
va/hodc phén tich va/hodc chin doan khac. Cac gdc/tac nhan phét hién dugce bao gom,
nhung khong gidi han &, enzym, nhom gia, vat li¢u huynh quang, vat liéu phan quang,
vat liéu phan quang sinh hoc, vét liéu phong xa, kim loai phét positron, va ion kim loai
thuan tir khong phéng xa. Cac dudi duge ding dé ghi nhan céc phan tir lién két dé
nhdm muc dich phét hién va/ho#c phén tich va/hodc chén doan phu thudc vao k¥ thuat
phat hién/phén tich/chin doan dic hiéu va/hodc phuwong phap duge sit dung nhu trong
sé céc loai khac nhudom hoa md midn dich cia mau (md), phat hién té bao dong chay,
phat hién dém té bao bang quét laze, thir nghiém mién dich huynh quang, thir nghiém
hdp thu mién dich lién két voi enzym (ELISAs), thit nghiém mién dich phéng xa
(RIAs), cac thir nghiém sinh hoc (vi dy, thr nghiém thuc bao), phuwong phap thAm
Western, v.v. Ghi nhin thich hgp cho cac k¥ thuat phat hién/phan tich/chdn doan
va/hodc cac phuong phap da biét trong linh vuc 13 nam trong kha ning cua chuyén gia

trong linh vuc.
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Ngoai ra, cac phan tir lién két & ngudi hodc tiép hop mién dich theo sang ché
con c6 thé gin véi chét hd tro ran, dic biét hitu dung thir nghiém mién dich in vitro
hoic tinh ché cac virut ciim hodc doan ctia ching. Céac chét hd trg rn nay c6 thé 1a xp
hodc khéng x6p, phing hodc khong phang. Céac phéan tir lién két theo sang ché co thé
dugc dung hop vao trinh tw danh d4u, nhu peptit dé tao diéu kién tinh ché. Céc vi du
bao gdm, nhung khong giéi han &, dudi hexa-histidin, dudi hemagglutinin (HA), dudi
myc hogc dudi flag. Tuy ¥, khéng thé c6 thé dugc lién hop v6i khéng thé thir hai dé tao
thanh dj lién hop khang thé. Theo ddu hiéu khac cac phan tir lién két theo sing ché c6
thé lién hop/gin v6i mot hodc nhidu khang nguyén. Ut tién 13, cac khang nguyén nay
13 khang nguyén dwoc nhan dién bsi hé mién dich cia d6i twong ma lién hop phén ti
lién két-khang nguyén dugc dua vao d6. Cac khang nguyén c6 thé giéng nhau, nhung
ciing c6 thé khic nhau. Phuong phap lién két dé ghép cac khang nguyén va c4c phan tit
lién két 12 da biét trong linh vuc va bao gdm, nhung khong gidi han &, viéc sir dung tac
nhan lién két chéo. Cac phan tir lién két theo sang ché s& lién két v6i virut cim HA va
cac khang nguyén kém theo cac phan tu li€én két s& bat dau tan cong té bao T manh trén
lién hop, ma cudi cing s& dan dén viéc huy diét virut cim.

Tiép theo viée tao ra tiép hop mién dich hoé hoc bing cach lién két, truc tiép
hodc gian tiép, thong qua vi du chét lién két, tiép hop mién dich c6 thé tao ra 1a protein
dung hop bao gdm cac phan tir lién két theo sang ché va duodi thich hop. Protein dung
hop c6 thé 12 khi dugce tao ra bdi cac phuong phap da biét trong linh vure nhu, vi du, tai
td hop bang cach hinh thanh cac phén tir axit nucleic bao gbm trinh tw nucleotit ma héa
céc phén tir lién két trong khung véi trinh tw nucleotit ma héa (cac) dudi thich hop va
sau d6 biéu hién cac phéan tir axit nucleic.

Khia canh theo sang ché dé xuét cac phén tir axit nucleic ma ho4 it nhat phan tir
lién két, bién thé chirc ning hoic tiép hop mién dich theo sang ché. Céac phan tir axit
nucleic nay c6 thé dwgc sir dung 1am hop chét trung gian cho muc dich tach dong, vi du
trong qua trinh tredng thanh 4i lyc dugc mo ta ¢ trén. Theo mot phwong an wu ti€n, cac

phan tir axit nucleic 1a dugc phan 1ap hodc tinh ché.
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Chuyén gia trong linh vuc hidu ring bién thé chiic ning cla cdc phan tir axit
nucleic ciing 14 mot phan cia sang ché. Bién thé chirc ning 1a trinh tu axit nucleic ¢o
thé dcihj ma truc tiép, sit dung ma gen chudn, dé tao ra trinh tu axit amin gidng véi
trinh tu dwoc dich ma tir cac phan tir axit nucleic bd me.

Ut tién 13, cac phan ti axit nucleic ma hoa cac phéan tir lién két bao gdm cac
ving CDR dugc md ta & trén. Theo phuong an khac cac phan tir axit nucleic ma hoa
cac phan tur lién két bao g@)m hai, ba, bén, nam hodc thdm chi ca sau ving CDR cta
céc phan tir lién két theo sang ché.

Theo phurrong 4n khéc, cac phén tir axit nucleic ma hoa cac phén tir lién két bao
gb6m chudi ning bao gdm trinh tir chudi ning bién ddi dugc mé ta & trén. Theo phuong
an khac cac phan tur axit nucleic ma hod cac phén tir lién két bao gébm chudi nhe bao
g@)m trinh tu chudi nhe bién ddi duoc mé ta & trén. Trinh tr nucleotit va trinh ty axit
amin ctia ving bién d6i chudi ning va chudi nhe clia cac phén tir lién két theo sang ché
dugc cho dudi day.

Theo khia canh khéc cua sang ché dé xuit cac vecto, vi du cac cAu trac nucleic
acid, bao gdm mét hodc nhidu phan tir axit nucleic theo sing ché. Vecto ¢6 thé duge
dan xuét tir plasmit nhu trong sb céacloai khac F, R1, RP1, Col, pBR322, TOL, Ti, v.v.;
cosmit; thé thuc khudn nhu lambda, lambdoid, M13, Mu, P1, P22, QB, T-even, T-odd,
T2, T4, T7, v.v.; virut thuc vat. Vecto co thé duge st dung dé tach dong va/hoic biéu
hién cac phan tir lién két theo sang ché va c6 thé tham chi dwoc sir dung nham muc
dich liéu phap gen. Vecto bao gdm mét hoic nhiéu phan tir axit nucleic theo sang ché
lién két hoat dong v6i mot hodc nhiu phén tir axit nucleic diéu hoa biéu hién ciing
duoc bao gdm trong sang ché. Viéc chon vecto phu thudc vao quy trinh tai td hop tiép
theo va vat chu dugce st dung. Viéc dua vecto vao cac t& bao chi ¢ thé bi anh hudng
boi trong sé céc loai khac chuyén nhiém canxi phosphat, lay nhidm virut, chuyén
nhiém trung gian DEAE-dextran, chuyén nhiém lipofectamin hodc xung dién. Vecto co
thé sao chép tu quan hodc c¢6 thé sao chép véi nhiém sdc thé ma chiing duoc tich hop
vao. Uu tién 13, vecto chira mot hodc nhiéu dénh diu lya chon. Viéc chon danh dau c6

thé phu thudc vao cic t€ bao chu cia lya chon, mac du khong gi6i han cho séang ché
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nhu d3 biét véi chuyén gia trong linh vue. Chung bao gdm, nhung khong gi6i han &,
kanamyxin, neomyxin, puromyxin, hygromyxin, zeoxin, gen thymidin kinaza tr virut
don cong Herpes (HSV-TK), gen dihydrofolat reductaza tir chu¢t (dhfr). Vecto bao
gdm mét hodc nhidu phan tir axit nucleic ma hoa cac phan tir lién két & nguoi duoc mo
ta & trén lién két hoat dong v6i mot hodc nhidu phan tir axit nucleic ma hoéa protein
hodc peptit ma c6 thé sir dung dé phan 18p céc phan tir lién két & nguoi ciing dugc bao
ham trong sang ché. Cac protein hodic peptit ndy bao gbém, nhung khong giéi han &,
glutathione-S-transferaza, protein lién két maltoza, polyhistidin lién két kim loai,
protein huynh quang xanh 14, luxiferaza va beta-galactosidaza.

Vit chu chira mot hoac nhiu ban sao cua vecto duge dé cap ¢ trén la khia canh
khac theo sang ché. Uu tién 13, vat chu 1a cac té bao chu. Céc té bao chu bao gém,
nhung khong gidi han &, cac té bao ctia dong vt co vi, thuc vat, cd nguén géc tr con
trung, nim hodc vi khuén. Céc té bao vi khuan bao g@)m, nhung khong gidi han &, cac
té bao tir vi khudn duong tinh Gram hoic vi khuAn Am tinh Gram nhu mot s6 loai thudc
gidng Escherichia, nhu E. coli, va Pseudomonas. Trong nhém céc té bao ndm wu tién
1a cac té bao ndm duoc sir dung. Biu hién & ndm c6 thé thu duge béng cach st dung
céc chung nidm nhu trong sd cac loai khac Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae
va Hansenula polymorpha. Ngoai ra, cac té bao con tring nhu cac té bao tir Drosophila
va Sf9 ¢6 thé duge st dung lam céc té bao chi. Bén canh d6, cac t& bao chua cb thé 1a
cac té bao thyc vat nhu trong sé céac loai khéc cac té bao tir ciy trong nhu cdy l1am
nghi€p, hodc cac t€ bao tlr cay cho thirc An va nguyén liéu thé nhu ciy ngii cde, hoic
cdy thudc, hodc cac té bao tir cdy trang tri, hodc cac té bao tir khom hoa. Céc té bao
thyc vat hogc thuc vét dugc bién doi (chuyén gen) 1a khi dugc tao ra boi cac phuong
phap da biét, vi du, chuyén gen trung gian Agrobacterium, bién dbi dia 14, bién ddi
nguyén mau bai chuyén AND bao gdm polyetylen glycol, xung dién, siéu am, vi tiém
hoic chuyén gen bolistic. Ngoai ra, hé biéu hién thich hop c6 thé 1a hé baculovirut. Cac
hé biéu hién st dung cac té bao dong vat ¢6 v, nhu cac té bao Chinese Hamster Ovary
(CHO), céc té bao COS, cac té bao BHK, cac té bao NSO hodc céc té bao khdi u 4c

tinh Bowes la dugc wu tién theo sang ché. Cac t€ bao dong vat cé vl cung cap cac
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protein duge biéu hién véi cac bién dbi sau dich ma twong tw nhat véi cic phan ti ty
nhién c¢6 ngudn gbc tir déng vat ¢ vi. Do séng ché 1am viéc v6i cac phan tir ma phai
cho dung cho nguoi, hé biéu hién nguoi hoan thién s& dugc dic biét vu tién. Do do, uu
tién hon nira 13, cac té bao chit 1a céc té bao ngudi. Céc vi du ciia cac té bao ngudi 1a
trong sb cac loai khac cac té bao HelLa, 911, AT1080, A549, 293 va HEK293T. Theo
cac phuong an uu tién, cac té bao tao ra & ngudi bao gom it nhit mot phan chirc ning
cua trinh tu axit nucleic ma hod ving E1 adenovirut ¢ dinh dang biéu hién. Theo cac
phuong an uu tién khac nira, cac té bao chu nay duge din xuét tir vong mac ngudi va
duge lam bt tir v6i axit nucleic bao gém trinh tu E1 adenovirut, nhu cac té bao 911
hoic dong té bao ling phu & European Collection of Cell Cultures (ECACC), CAMR,
Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, Great Britain on 29 February 1996 under number
96022940 va duge ban duéi nhan hidu PER.C6® (PER.C6 la nhan hi¢u cua Crucell
Holland B.V.). Trong muc dich cadu sang ché “cac té bao PER.C6” dé cap dén cac té
bao duoc ling phu dudi s6 96022940 hoic td tién, nguoc hodc xudi dong cling nhu con
ch4u tir td tién cua céc té bao dugce ling phi, ciing nhu cdc dan xuét cua bat ky céc loai
trén. Viéc tao ra cac protein tai to hop trong cac té bao chu ¢6 thé duoc thuc hién theo
phuong phap da biét trong linh vuc. Viée st dung cac té bao dugc ban dudi nhin hiéu
PER.C6® 1 co sé tao ra protein mong mudn da duge mé ta trong WO 00/63403 tai liéu
nay duoc két hop & day bang cach vién dan toan bg.

Phuong phap tao ra phan tir lién két theo sang ché 14 khia canh bd sung cua sang
ché. Phuong phép bao gdm cac budc a) nudi cAy vat chi theo sang ché dudi cac diéu
kién c6 loi cho biéu hién phan tir lién két, va b) tity chon, khoi phuc phan tir lién két
duwoc bidu hién. Cac phan tir lién két duge biéu hién c6 thé dugc tai sinh tir chiét xuat
khong té bao, nhung wu tién 1a ching duoc tai sinh tir moi truong nudi cdy. Phuong
phap tao ra trén con co thé duoc st dung tao ra bién thé chirc ning cua cac phan tir lién
két va/hodc tiép hop mién dich theo sang ché. Phuong phép tdi sinh protein, nhu céc
phan tir lién két, tir chiét xuét khong té bao hodc méi truong nudi cdy 1a da biét véi

chuyén gia trong linh vue. Cac phéan tir lién két, bién thé chirc ning va/hoic tiép hop
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mién dich thu duoc nho phuwong phap duge mé ta ¢ trén cling 1a mot phan cia sang
ché.

Tuy ¥, tiép theo biéu hién trong t& bao cht, nhu cac té bao chi, cdc phan tir lién
két va tiép hop mién dich theo sing ché ¢6 thé duge tao ra bang cach tong hop bang
cac chat téng hop peptit thong thuong hodc haowcj cac hé dich ma khong té bao su
dung axit nucleic ARN dugc din xut tir cac phan tir ADN theo séng ché. Céac phan tur
lién két va tiép hop mién diéh thu duge nhd phuong phép tao téng hop dwoe md ta &
trén hoac cac hé dich ma khong té bao ciing 1a mot phﬁn cua sang ché.

Theo mdt phuong an khac nita, cac phan tur lién két theo sang ché ciing c6 thé
duoc tao ra & cac dong vat ¢ vi chuyén gen, khong phai ngudi, nhu trong sé cac loai
khac thé, dé hodc bo, va tiét vao vi dy sita ciia chiing.

Theo mot phuong an tuy y khac nita, cac phan tir lién két theo sang ché co thé
dugc tao ra tir cac dong vat co vu chuyén gen khong phai ngudi, nhu vi du chudt hodc
thé chuyén gen ma biéu hién gen immunoglobulin cta ngudi. Uu tién 13, cac dong vat
¢6 va chuyén gen khong phai ngudi ¢6 bd gen bao gdm trao ddi gen chudi ning cia
nguoi va a trao d6i gen chudi nhe ciia ngudi ma hoa toan bd hodc mét phan cac phan tir
lién két & ngudi duge mo ta & trén. Pong vat c6 vu chuyén gen khong phai nguoi c6
thé gay mién dich bang cach lam giau hogc tinh ché virut cim hodc a doan cia ching.
Quy trinh dé gay mién dich dong vat c6 vii khong phai ngudi da dugc boc 19 trong linh
vuc. Xem Using Antibodies: A Laboratory Manual, Edited by: E. Harlow, D. Lane
(1998), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York and Current
Protocols in Immunology, San xuat boi: JE. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H.
Margulies, E.M. Shevach, W. Strober (2001), John Wiley & Sons Inc., New York, cac
tai liéu dugc két hop & ddy bang cach vién dan. Quy trinh gay mién dich thudng bao
gdm gdy mién dich phtc, hodc 1a c6 hodc 1a khong c6 ta dugc nhu ta duoc diy dua
Freund va ta dugce khong ddy di Freund, nhung ciing c6 thé bao gébm giy mién dich
AND tran. Theo phwong 4n khac, cac phan tir lién két & nguoi khi duoc tao ra boi B-
cac té bao, plasma va/hodc cac té bao tri nhé dwoc dan xudt tir cac dong vat chuyén

gen. Theo mot phuong an khéc nita, cac phan tir lién két & nguoi khi duge tao ra boi
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dong té bao lai, duoc tao ra bang cach dung hop cac té bao B thu duoc tir dong vat c6
v khong phai ngudi chuyén gen dugc mé ta & trén thanh cac té bao bat tir. Cac té bao
B, cac té bao plasma va dong té bao lai thu dugc tir dong vat c6 vi khéng phai ngudi
chuyén gen duge mé ta & trén va cac phén tir lién két & nguoi thu duge tir dong vat ¢6
v khong phai nguoi chuyén gen dugc mé ta & trén, cac té bao B, cac té bao plasma
va/hodc tri nhé va dong té bao lai ciing 1a mot phan theo sang ché.

Theo mot khia canh khac nita, séng ché dé xuét ché pham bao gdm it nhat phan
tr lién két, vu tién 1a khang thé don dong & ngudi, theo sang ché, it nhat bién thé chirc
niang cua chung, it nhat tiép hop mién dich theo sang ché va/hoic két hop cia chiing.
Ngoai ra, ché phdm c6 thé bao gdm trong sé cac loai khac cdc phan tir lam 6n dinh,
nhu albumin hoac polyetylen glycol, hodc mubi. Uu tién 13, mudi dugc dung 1a mudi
ma giit duoc hoat tinh sinh hoc mong muén cia cac phan tir lién két va khong gay ra
bat ky tac dong doc tinh sinh hoc khong mong mudn nio. Néu can, cac phan tir lién Kkét
& ngudi theo sang ché c6 thé dugc bao trong hodc trén vat lidu dé bao vé ching khoi
hoat dong cua axit hodc cac diéu kién tu nheien hoic khong tu nhién khac ma cé thé
gdy bét hoat cac phan tir lién két.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché dé xuét ché phdm bao gdm it nhat phan
tir axit nucleic nhu duoc xac dinh trong sang ché. The ché pham c6 thé bao gdbm dung
dich nudc nhu dung dich nudc chira mubi (vi dy, NaCl hodc mubi dugc mo ta & trén),
chit tdy (vi du, SDS) va/hoic cac thanh phan thich hop khac.

Ngoai ra, sang ché & cap dén ché phém duoc bao gém it nhét phan tr lién Két,
nhu khang thé don dong & ngudi, theo sang ché (hoic doan hoic bién thé chirc ning
cua chung), it nhét tiép hop mién dich theo sang ché, it nhat ché pham theo séng ché,
hodc két hop cua ching. Ché pham dugc theo sang ché con bao gdm it nhat mét ta
dugc duge dung. Ta duge duge dung la da biét v6i chuyén gia trong linh vuec. Ché
phdm duoc theo sang ché c6 thé con bao gom it nhat mot tac nhan chira bénh khac. Cac
tac nhan thich hop 13 d4 biét v6i chuyén gia trong linh vuc.

Theo mot s6 phuong 4n ché phdm duoc theo sang ché bao gdm it nhat mot phan

tir lién két bd sung, vi du ché phdm dugce c6 thé 1a phirc hop hodc hdn hop cua céc phan
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tir lién két. Ché phadm duoc c6 thé bao gdm it nhit hai phan tir lién két theo sang ché,
hoc it nhat mot phan tir lién két theo sang ché va it nhit mot phan ti lién két virut cim
va/hodc phan tir trung hoa khac, nhu khang thé khéc truc tiép khang protein HA hoic
khang céc cau tric khang nguyén khic c6 mit trén cac virut cim, nhu M2, va/hodc cac
phan tir lién két 1am trung hoa mét hodc nhiéu tic nhan gay bénh khéc. Theo phuong
4n khac phan tir lién két bd sung co thé duoc tao cong thirc dé cho ding dong thoi
riéng biét hoic lan luot.

Theo mét sé phuong an, cac phén tir lién két biéu hién hoat tinh 1am trung hoa
hi€p trg, khi str dung két hgp. Nhu dugce su dung ¢ day, thuat nglt "hi¢p tro" nghia la
hiéu qua k&t hop cta cac phan tir lién két khi sir dung két hop 1a 16n hon hiéu qua cong
lai khi str dung riéng 1¢. Céc phan tir lién két hoat tinh hiép trg c6 thé lién két véi cac
cAu trac khic nhau trén cac doan gidng hodc khac nhau cia virut cim. Céch tinh hiép
tro 12 bang cach chi sé két hop. Pinh nghia chi s6 két hop (CI) duge mé ta bi Chou va
Talalay (1984). Ché phim c6 thé vi du bao gém mat phan tr lién két c6 hoat tinh trung
hoa va mot phan tir lién két khong trung hoa. Céc phan tir lién két khong trung hoa va
trung hoa cling c6 thé hoat dong bd trg trong viéc trung hoa virut ciim.

Theo mot s& phuong an, ché phdm dugc may bao gdm it nhat mot phan tir lién
két theo sang ché va it nhit mot phan tir lién két nita, wu tién 12 phan tir lién két 1am
trung hoa virut cam nita. Cac phan tir lién két trong ché phdm dugc wu tién 1a c6 kha
nang phan Gng vdi céc virut cim ciia cac nhém phu. Céac phan tu lién két co thé co ai
luc cao va co tinh dic hiéu rong. Uu tién 13, ca hai phan tir lién Kkét trung hoa chéo cac
phan tir trong @6 mdi phan tir 1am trung hoa céc virut cum cta cac nhém phu khéc
nhau. Ngoai ra, uu tién la chung lam trung hoa nhiéu ching ctia mdi trong s6 céc loai
phu virut cims khac nhau 1a ¢6 thé.

Theo mét s6 phuong 4n, ché pham duge bao gdm it nhit mot tac nhan phong
bénh va/hodc chita bénh khac. Uu tién 13, tdc nhan chita bénh va/hodc phong bénh khac
nita 12 tdc nhan c6 kha ning phong ngira va/hodc chita 14y nhiém virut cim va/hodc
tinh trang gdy ra boi 1ay nhiém ndy. T4c nhan chita bénh va/hodc phong bénh bao gom,
nhung khong gidi han ¢, tic nhan khang virut. Cac tdc nhan nay co thé 1 cac phan tir
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lién két, cac phan tir nho, cac hop chit hiru co hodc vd co, enzym, trinh tu
polynucleotit, peptit khang virut, v.v. Cac tac nhan khac thuong duge dung dé didu tri
cho nguoi bénh bi nhidm céac virut cim 1a céc chit tc ché M2 (vi du, amantidin,
rimantadin) va/hodc cac chét rc ché neuraminidaza (vi dy, zanamivir, oseltamivir). Cac
chat nay c6 thé duge sir dung két hop véi cac phan tir lién két theo sang ché. “Két hop
véi” & day nghai 1a ddng thdi, 1a cac ché phdm riéng biét, hode la ché phim két hop
duy nhat, hogc theo phac db sir dung lién tiép 1a cac ché pham riéng biét, theo thir tw
bat ky. Cac tac nhan c6 kha ning phong ngira va/hodc chira lay nhiém virut cim
va/hodc tinh trang gay ra béi lay nhiém ndy 1 trong giai doan thir nghiém c6 thé ciing
str dung 1am tac nhén chita bénh va/hodc phong bénh khac hitu dung theo sang ché.

Céc phén tir lién két hogc ché phim duoc theo séng ché co thé duogc thi
nghiém trong hé mau dong vat thich hop trude khi dung cho nguoi. Cac he mau dong
vat nay bao gém, nhung khéng gidi han &, chudt, chon va khi.

Théng thuong, ché pham duogc phai 1a vo tring va dn dinh duéi cac diéu kién
san xuit va huu trit. Cac phan ttr lién két, tiép hop mién dich, hodc cac ché pham theo
sang ché c¢6 thé & dang bot dé hoan nguyén trong t& duge duge dung thich hop trude
khi hodc tai thoi diém phén phéi. Trong truong hop bot vo tring dé diéu ché dung dich
tiém vo tring, cac phuong phap didu ché duge vu tién 1 1am kho trong chan khong va
lam kho lanh (d6ng kho) thu duge bdt cua cdc thanh phan hoat tinh cong véi thanh
phin mong muén b sung bét ky tir dung dich duge loc v6 trung trude d6 cua ching.

Tuy ¥, cac phan tir lién két, tiép hop mién dich, hodc ché phdm theo sang ché co
thé & dang dung dich va ta dugc dugce dung thich hop co thé duogc thém va/hoic tron
14n trude hodc tai thoi diém phan phéi dé tao ra dang tiém phéan liéu don vi. Uu tién 13,
ta dugc duoc dung st dung trong sang ché 1a thich hop véi ndéng do thudc cao, ¢ thé
duy tri tinh 16ng riéng va, néu can, c6 thé 1am cham hap thu.

Viée lwa chon dudng ding t8i wu cia ché phim dugc ¢6 thé bi anh hudng boi
nhiéu yéu t6 khac nhau bao gdm céc dic tinh vat ly hod hoc cua cac phéan tir hoat tinh
trong ché phdm, tinh c4p thiét ctia trang thai 1am sang va mdi quan hé ciia cac ndng do

plasma ctia cdc phan tir hoat tinh v6i hiéu qua chita bénh mong muon. Vi du, néu can,
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céc phan tir lién két theo sdng ché c6 thé duoc tao ra v6i chat mang ma s& bao vé chiing
khéi viéc giai phong nhanh, nhu ché pham giai phéng co kiém so4t, bao gdm mb cdy,
thudc déan trén da, va hé phan phdi ché pham vi nang. Céc polyme thoai bién sinh hoc,
twong hop sinh hoc co thé trong s6 cac loai khac dugce sir dung, nhu etylen vinyl axetat,
polyanhydrit, axit polyglycolic, colagen, polyorthoeste, va axit polylactic. Ngoai ra, c6
thé cAn bao cac phan tir lién két bang, hoic cling cho dung cac phén tir lién két voi, vat
liéu hodc hop chét ngan ngira sy bat hoat ctia cac phan tir lién két & nguoi. Vi du, cac
phan tir lién két c6 thé dugc dung cho dbi tugng trong chét mang thich hop, vi du, hat
m& hodc chat pha lodng.

Pudng ding c6 thé duge chia thanh hai loai, ding qua duong miéng va dung
ngoai duong tiéu hoa. Pudng dung dugce wu tién la trong tinh mach hoéc bang cach hit
x0ng.

Cac dang lidu dung qua dudng miéng c6 thé dugc tao cong thic trong sd céc
loai khac thanh vién nén, troches, lozenges, cac huyén phu nudce hoac dau, bot hodc hat
phan tin dugc, nhil trong, vién nang cing, bao nang gelatin mém, xi r6 hodc con ngot,
thudc vién, vién bao duong, chét long, gel, hodc bot nhdo. Cac ché phérn nay cé thé
chtra céc ta duoc dugc phém bao gém, nhung khong gidi han 0, chét pha loang tro, tac
nhan tao hat va disintegrating, tac nhan lién két, tac nhan bdi tron, chit bao quan, chét
tao mau, chat tao mui hoic chét 1am ngot, céac dau thuc vat hodc dau khoang, chit lam
wét, va chit lam day.

Ché pham duoc theo sang ché con c6 thé tao cong thic dé ding ngoai dudng
tiéu hoa. Ché phdm dé cho dung ngoai dudng tiéu hoa c6 thé 1a trong s céc loai khac
¢6 dang dung dich hodc huyén phu tiém hodc pha khong ddc vo tring dang truong
chtta nude hodc khong chira nude. Dung dich hodc huyén phii c6 thé bao gdm cac tac
nhan khong gy doc d6i véi ngudi nhan & lidu ding va nong d6 dugc st dung nhu 1,3-
butanediol, dung dich Ringer, dung dich Hank, dung dich natri clorua déng truong,
dau, axit béo, chat gay té cuc b, chét bao quan, chit dém, chat 1am tiang d6 nhét hodc
do tan, chat chdng oxy héa tan dugc trong nudc, chét chéng oxy héa tan dugc trong

dau va chét tao chelat kim loai.
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Theo khia canh khac, c4c phan tir lién két nhu cc khéng thé don dong & nguoi
(céc doan chirc nang va cac bién thé cla ching), tiép hop mién dich, ché pham, hodc
ché phdm dugc theo sang ché co thé duoc sit dung 1am thudc hodc tic nhan chan doan.
Do d6, cac phuong phéap chin doan, didu tri va/hoic phong chéng lay nhiém virut cim
sir dung c4c phan tir lién két, tiép hop mién dich, ché phim, hodc ché pham dugc theo
sang ché 13 khia canh khic cuia séng ché. Céc phén tir dugc d& cap & trén co thé trong
sb cac loai khac dwoc sir dung dé chan doan, phong bénh, diu tri, hodc két hop cua
chiing, 14y nhi®m virut cdm do virut cim B gay ra. Chung thich hop dé diéu tri nguoi
bénh chua dugc didu tri bi 1dy nhiém virut cim va ngudi bénh da hodc dang duoc didu
tri nhiém virut cim.

Céc phan tir hodic ché pham dugc d& cap & trén co thé duoc dung két hop véi
céc phan tir khac hitu dung trong chan doan, phong bénh va/hodc diéu tri. Chung c6 thé
duogc st dung in vitro, ex vivo hodc in vivo. Vi du, cac phan tir lién két nhu cac khang
thé don dong & ngudi (hodc cac bién thé chirc ning cia ching), tiép hop mién dich, ché
phim hoic ché phim dugce theo séng ché c6 thé 14 cung sir dung v6i vacxin khang virut
cum (néu c6). Tuy y, vacxin ciing ¢ thé duge cho dung trude hodc sau khi cho ding
céc phén tir theo sang ché. Thay vi vacxin, c4c tac nhan khéng virut cling ¢6 thé duoc
str dung két hop vdi cac phan tir lién két theo sang ché. Cac tac nhan khéng virut thich
hop dugc dé cap o trén.

Cac phan tir thuwong dugc tao cong thirc thanh ché phim va ché phdm dugc theo
sang ché véi lwong c6 hiéu qua chita bénh hodc chan doan. Tuy ¥, chung c6 thé duoc
tao cong thirc va cho dung ddc 14p. Vi du cac phan tir khac nhu tdc nhan khang virut ¢
thé duoc ap dung theo hé thdng, trong khi cac phan tr lién két theo sang ché c6 thé
dugc ap dung trong tinh mach.

Diéu tri c6 thé dugc nhim vao nhém nguoi bénh dé bi nhiém cim. Nhém ngudi
bénh nay bao gdm, nhung khong giéi han & vi du, nguoi gia (vi du > 50 tudi, > 60 tudi,

va ru tién 1a > 65 tudi), ngudi tré (vi du < 5 tudi, < 1 year old), ngudi bénh nam vién
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va ngudi bénh da 1ay nhidm da dugc didu tri bang hop chat khang virut nhung c6 biéu

hién dap tmg khang virut khéng day du.

Phéc d phan liéu ¢6 thé dugc didu chinh d tao ra dap (mg mong mubn t6i wu
(vi du, dap tng chita bénh). Khoang lidu ding thich hop c6 thé ching han la tir 0,01-
100 mg/kg khéi luong co thé, 6t hon 1a tir 0,1-50 mg/kg khéi lugng co thé, t5t hon 1a
tr 0,01-15 mg/kg khéi luong co thé. Ngoai ra, vi du, vién thudc don c6 thé duge cho
dung, mot vai liéu phan chia c6 thé dugc cho dung trong thoi gian hodc lidu ding co
thé duoc giam hodc ting ting phan nhu dugc chi ra béi tinh trang khan cip cua trinh
hinh chita bénh. Cac phan tir va ché phim theo sang ché wu tién 1a vo tring. Céc
phuong phap dé 1am cho cic phan tir va ché phim v6 tring la da biét trong linh vue.
Cac phan tir khac hitu dung trong chan doan, phong bénh va/hoac diéu tri c6 thé duge
cho dung trong phac dd phan liéu twong tw nhu d& xuét cho cac phan tir lién két theo
sang ché. Néu cac phan tir khac dugce cho dung ddc lap, chung c6 thé dugc cho ngudi
bénh dung trude (vi du, 2 phit, 5 phat, 10 phut, 15 phut, 30 phit, 45 phut, 60 phut, 2
giv, 4 gio, 6 gio, 8 giv, 10 gio, 12 giv, 14 gio, 16 gio, 18 gio, 20 gio, 22 gio, 24 gio, 2
ngay, 3 ngay, 4 ngay, 5 ngay, 7 ngay, 2 tudn, 4 tuan hoic 6 tudn trude), déng tho1i, hoac
sau (vi du, 2 phut, 5 phut, 10 phut, 15 phut, 30 phut, 45 phat, 60 phut, 2 gio, 4 gio, 6
gio, 8 gio, 10 gio, 12 giov, 14 giov, 16 giv, 18 gio, 20 gio, 22 gid, 24 gio, 2 ngay, 3 ngay,
4 ngay, 5 ngdy, 7 ngay, 2 tudn, 4 tun hoic 6 tuln sau) cho ding mét hoic nhidu phan
tir lien két & ngudi hodc ché phdm duge theo sang ché. Phac do phan lidu chinh xé4c
thuong loai ra trong thir 1am sang & nguoi bénh 1a nguoi.

Céc phan tir lién két & ngudi va cac ché pham dugc chira cac phan tir lién két &
ngudi 1a dic biét hitu dung, va thuwong dugce vu tién, khi dugc cho dung cho ngudi lam
tac nhan chita bénh in vivo, vi dap Gtng mién dich ciia nguoi nhan dbi v6i khang thé cho
ding s& thudng co ban thap hon gay ra bsi cho dung phan tr lién két chudt don dong,
thé kham hodc nhan hoa.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén viéc st dung c4c phan tir lién két nhu

lam trung hoa cac khang thé don dong & nguoi (cac doan chirc nang va céc bién thé cua
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ching), tiép hop mién dich, cac phan tir axit nucleic, hgp phan hodc ché phim dugc
theo sang ché dé diéu ché thudc dung dé chan doan, phong bénh, diéu tri, hodc két hop
ctia chtng, nhidm virut cim cu thé 12 nhiém virut cim gay ra béi céc virut cim B.

Tiép theo d6, kit bao gdm it nhét phan tir lién két nhu khang thé don dong &
nguodi lam trung hoa (cac doan chirc nang va cac bién thé cua ching), it nhat tiép hop
mi2n dich, it nhit phan tir axit nucleic, it nhat hop phin, it nhat ché phim dugc, it nhat
vecto, it nhét vat chu theo sang ché hogc két hop cia chung ciing 14 mét khia canh cua
sang ché. Tty chon, c4c thanh phan dugc mo ta & trén cla kit theo séng ché dugc dong
g0i trong hdp thich hop va dugc dan nhan cho chéin doén, phong bénh va/hoic didu tri
cac tinh trang dugc chi dinh. Cac thanh phén duoc mo ta & trén co thé dugc luu trix
trong mot don vi hodc hdp da lidu nhu dung dich nuédc, vu tién 1a vo trung, hodc la ché
pham hoan nguyén dong kho, wu tién 1a v6 trang. Cac hdp ¢6 thé duogc lam tir cac vat
liéu khac nhau nhu thuy tinh hodc chit déo va c6 thé c6 céng tiép can vo trung (vi du,
hop c6 thé 1a tai dung dich ding trong tinh mach hodc lg c6 phan chin c6 thé choc qua
bang kim tiém dudi da). Kit ¢6 thé con bao gom nhiéu hop chira dém duoc dung. Kit
c6 thé con bao gdm cac vat liéu khac theo thi trudng va quan diém nguoi ding, bao
gém chit dém, chét pha loang, chét loc, kim tiém, dudng rd, mdi trudng nudi céy khac
cho mot hodc nhidu vat chu thich hop, va, c6 thé, con it nhat mot tac nhan chita bénh,
phong bénh hodc chin doan khac. Két hop véi kit co thé 1a cac huéng dan thubhg bao
gdm céc gbi san pham chita bénh, phong bénh hoic chan doan ban trén thi truong, ma
chtta thong tin v& vi du chi dinh, st dung, lidu ding, nha san xuit, cich ding, chéng
chi dinh va/hodc canh béo lién quan dén viée sir dung cac san pham chira bénh, phong
bénh hoic chan doan nay.

Céc phan tir lién két theo sang ché ciing c6 thé duge st dung mot cach c6 loi
1am tac nhan chin doan trong phuong phéap in vitro dé phat hién virut cim. Do d6, séng
ché con dé cdp dén phuong phap phat hién virut cim loai phy cim B trong mau,
trong d6 phuong phap bao gdbm céc budc

(a) xét nghiém murc khang nguyén cua virut cim B trong mau sinh hoc sir dung

phén tir lién két theo sang ché va/hoic tiép hop mién dich theo sang ché; va
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(b) so sanh mirc khang nguyén cua virut cim B duoc xét nghi¢m véi mie dé6i
ching tir d6 su ting trong mirc khang nguyén cia virut cim B duge xét nghiém so voi
mitc dbi ching khang nguyén cla virut cim B thé hién 12 nhiém virut cim B.

Mau sinh hoc c6 thé 12 mAu sinh hoc bao gém, nhung khong giéi han & mau,
huyét thanh, phan, dom, dich hit hoi khau hau, thut rira phé quan, nudc tiéu, mo hoidc
vat liéu sinh hoc khac tir cac d6i tuong bi lay nhiém (tiém nang), hoac mau phi sinh
hoc nhu nudce, dd udng, v.v. Cac dbi twong bi lay nhidm (tiém nang) c6 thé 1a d6i
tugng nguoi, nhung cling ¢o thé 1a dong vat nghi ngd 1a vat mang virut cim c6 thé
duoc xét nghiém sy c6 mat cia virut bang cach st dung cac phan tir lién két & nguoi
hoic tiép hop mién dich theo sang ché. MAu thir ¢6 thé ban diu duogc thao téc dé lam
thich hop vé&i phuong phap phat hién. Cac phuong phap thao tac trong s6 cac loai khéac
xtr Iy mau thir nghi ngd c6 chira va/hodc chira virut theo cach ma virut s€ duge lam tan
rd vao cc thanh phan khang nguyén nhu protein, (poly)peptit hodc doan khang nguyén
khac. Ut tién 13, cac phan tir lién két & ngudi hodc tiép hop mién dich theo sang ché
tiép xtic v6i miu dudi cac diéu kién cho phép hinh thanh phirc chat mién dich hoc giita
céc phan tir lién két & ngudi va virut hodc cdc thanh phan khang nguyén cua chiing c6
thé c6 mat trong mau. Viéc hinh thanh phirc chat mién dich hoc, néu ¢, chi béo su co
mit cla virut trong mau, sau d6 dugc phat hién va dugc do bang phuong phép thich
hop. Cac phuong phép nay bao gdm, trong s céc loai khéc, thir nghiém mién dich lién
két ddng nhit hodc khong dong nhat, nhu thir nghiém mién dich phéng xa (RIA),
ELISA, mién dich huynh quang, hoa md mién dich, FACS, BIACORE va phan tich
thAm Western.

Céc k¥ thuat thir nghiém dugc uu tién, dic biét dbi véi sang loc 1am sang quy
mé rong cho huyét thanh ctia bénh nhan va méu va céc san phim chiét xuit tir mau 1a
k§ thuat ELISA va thAm Western. Céc thir nghiém ELISA 1a dugc ddc biét uu tién. D&
sir dung 1am chét phan tmg trong cac thir nghiém nay, cac phan tir lién két hoic tiép
hop mién dich theo sang ché thudng lién két v6i bé mit bén trong cua cac giéng vi
chuén. Cac phén tir lién két hodc tiép hop mién dich theo sang ché may be directly

bonded to the microtiter well. Tuy nhién, lién két t6i da clia céc phén tir lién két hodc
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tiép hop mién dich theo sang ché véi céc giéng c6 thé dugc hoan thién bang cach xir 1y
trude cac giéng véi polylysin trude khi thém cac phéan tir lién két hoic tiép hop mién
dich theo sang ché. Ngoai ra, cdc phan tir lién két hodc tiép hop mién dich theo sang
ché c6 thé lién két cong hoa tri bang cac phuong phap da biét v&i cac giéng. Nhin
chung, cac phan tir lién két hodc tiép hop mién dich dugce st dung & ndng do nam trong
khoang tir 0,01 dén 100 pg/ml 2 bao, mic du cac luong cao hon ciing nhu thap hon
ciing ¢6 thé duogc sir dung. Cac mAu sau d6 duoc thém vao cac giéng duge phu céc
phan tir lién két hoic tiép hop mién dich theo sang ché.

Sang ché con dé xuit cac phuong phép chita bénh hodc phong bénh nhiém virut
ctim B & dbi tuong, bao g@)m cho ddi twong ding lwong c6 hidu qua chita bénh hodc
phong bénh cla cac phan tir lién két, tiép hop mién dich va/hodc ché pham duoc theo
sang ché. Theo mét sb phuong an, d6i twong 1a dong vat c6 vii, uu tién 12 ngudi.

Ngoai ra, cac phan tir lién két theo sang ché co6 thé duoc sir dung dé xéc dinh cac
chu tric dic hiéu cua virut cum. Cac ciu tric co thé 13 epitop trén protein va/hodc
polypeptit. Ching c6 thé 12 thdng, nhung ciing 14 cAu tric va/hoic ciu hinh. Theo mot
phuong 4n, cic cau tric c6 thé duoc phan tich bang cach phan tich PEPSCAN (xem
trong s6 cac loai khac WO 84/03564, WO 93/09872, Slootstra va céng su, 1996). Tuy
v, thu vién peptit ngau nhién bao gdm peptit tir protein clia virut cim c6 thé dugc sang
loc cho peptit c6 kha ning lién két véi cac phan tir lién két theo sang ché.

Sang ché duge minh hoa cu thé hon béng cac vi du va hinh v& sau day. Céac vi
du khong nhim lam giéi han pham vi bao hd cia sang ché theo cach bat ky.

Vi du thye hién sang ché

Vidul

X4y dung thu bién trung bay thyc khuén thé scFv st dung ARN chiét xut tir cac té
bao B tri nhé.

Mau ngoai vi dugc ldy tir nguoi hién mau khoe manh binh thuong bang cich
tiém tinh mach trong éng dung mau chong déng chita EDTA. Thu bién trung bay thuc
khuén thd Fv chudi don thu duge nhu duge md ta trong WO 2008/028946, dwoc két
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hop & ddy bang cach vién dan. Thu vién thanh phdm duoc kiém tra dé chén thuong
xuyén PCR cum str dung mdi d3t bén canh cac ving VH-VL duge chén (100-150 cym
don). Thong thuong, hon 95% cac cum da th8 hién chén chidu dai chinh x4c (xem
Bang 1). Cac san phém PCR cum duoc st dung dé phén tich trinh tv ADN tiép theo dé
kiém tra bién ddi trinh tw va d& danh gi ty 16 phin trim c4c cum thé hién ORF day du.
Ty 1€ nay thuong trén 70% (xem Bang 1). Tan suét dot bién trong cac gen V dugc phan
tich. Khoang 95% cua trinh tu trong co chu hinh dong mim biéu thi qué trinh trudng
thanh va bao gdm phenotyp tri nhé ctia cac té bao B duge ding 1am nguén ARN cho
thu vién.

Nghién ctru phong dai PCR hai vong duge ap dung, st dung cac bd mdi duoc
thé hién trong WO 2008/028946, dé phan 1ap cac ving VH va VL immunoglobulin tir
tir danh muc ngudi hién tuong tng.

Phoéng dai vong thu nhét trén cADN tuong tmg thu dugc bay, sau va chin san
phim ciia khoang 650 cdp co s¢ cho cac ving VH, Vkappa va Vlambda, tuong tng.
Déi v6i phong dai ving VH & bao B tri nhé IgM, mdi hang dinh OCM (Chudi ning
héng dinh IgM déc hiéu) dugc su dung két hop véi OHI dén OH7. Chuong trinh tuan
hoan nhiét dbi v6i cac phong dai vong thir nhét 1a: 2 phat 96°C (budc bién tinh), 35
chu trinh gém 30 gidy 96°C/ 30 gidy 60°C/ 50 gidy 72°C, 10 phut 72°C kéo dai cubi
cung va 6°C lam lanh. San pham duoc tai 1én va dugc phan 14p tir a 1% agaroza gel st
dung cac cot tach chiét gel (Macherey-Nagel, MN) va dugc tach rira trong 50 pl 5 mM
Tris-HCI pH 8,.0. Mudi phan trdm ciia cdc san phdm vong thir nhat (5 ul) duge dua
qua phong dai vong thir hai. Cac moi ndy dugc mé rdng véi cae vi tri han ché cho phép
tach dong dinh huéng cta cac vung VL va VH tuong tng thanh vecto biéu hién thuc
khuén thé PDV-C06. Chuong trinh PCR ddi v6i cac phong dai vong thir hai 1 nhur sau:
2 phiit 96°C (bude bién tinh), 30 chu trinh gdm 30 gidy 96°C/ 30 gidy 60°C/ 50 gidy
72°C, 10 phit 72°C kéo dai cudi cing va 6°C lam lanh. C4c san pham vong thtr hai
(~350 cap co s6) dau tién duoc tai 1én gel va duoc chiét tir agaroza nhu trén. Then cac

doan were pooled theo natural occurrence of J segments found in immunoglobulin
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gene san phams, resulting in seven, séu va chin pools for twong tng the VH, Vkappa
va Vlambda ving bién dbi as duoc thé hién trong Bang 1 va 2.

Pé thu duoc phan phdi binh thudng héa cla céc trinh ty immunoglobulin trong
thu vién mién dich sau Vkappa va chin bé chudi nhe Vlambda dugc tron theo cac ty 1&
duoc d& cap trong Bang 1. B& VL cubi cling don (5 pug) duge phan giai bang cac enzym
han ché Sall va Notl, duoc tai 1én va dugc phan 14p tir 1,5% agarose gel (=350 cép co
s&) st dung cot tach chiét MN va dugc that trong vecto PDV-C06 cit Sall-NotI (~5000
cdp co s0) nhu sau: 500ng vecto PDV-C06, 70 ng VL phan chén, 5 pl 10X dém thét
(NEB), 2.5 T4 ADN Ligase (400 U/ul) (NEB), va nuéc siéu sach dugc thém dén tong
thé tich bing 50ul (ty 1& vecto so véi phan chén 1a 1:2). That dwgc thuc hién qua dém
trong bé nudc 16°C. Tiép theo, thé tich duoc ting glp d6i v6i nude, duge chiét bing
thé tich bang nhau ciia phenol-cloform-isoamylalcohol (75:24:1) (Invitrogen) sau dé
bang tach chiét cloform (Merck) va dugc lam két tua bang 1 pl Pellet Paint (Novogen),
10 pl natri axetat (3 M pH 5,0) va 100 pl isopropanol trong 2h ¢ -20°C. Mau thu duoc
duogc ly tam tiép & 20.000xg trong 30 phut & 4°C. Két tiia thu duge dugc rira bang 70%
etanol va duoc ly tdm trong 10 phat & 20.000xg & nhiét do phong. Etanol dugc loai ra
va hat cAu dugc 1am kho bang khi trong vai phut va sau d6 duge hoa tan trong 50 pl
chét dém chira 10 mM Tris-HCL, pH 8.0. 2 ul hdn hop thét duge sir dung dé bién doi 40
ul TG-1 té bao ning lyc dién (Agilent) trong chiu thuy tinh xung dién 0,1 cm dugc lam
lanh (Biorad) st dung thiét bi Genepulser II (Biorad) thiét 1ap & 1,7 kV, 200 Ohm, 25
uF (hing sé thoi gian ~4,5 mét gidy). Sau khi xung dién, vi khuin duoc x6i nude tir
chiu thuy tinh v6i 750 pl moi treong SOC (Invitrogen) chira 5% (khéi lwong/thé tich)
glucoza (Sigma) & 37°C va dugc chuyén sang bng nudi cdy day tron 15 ml 750 ul
SOC/glucoza khac dugce sir dung dé x4i nude vi khudn gbc tir chau thuy tinh va duge
thém vao dng nudi cdy. Vi khuin dugc tai sinh bang cich nuéi cdy trong chinh x4c mot
gidr & 37°C trong ti nudi cdy rung & 220 rpm. Vi khuén duge bién d6i dugce trai ra over
dia petri vudng rong 240mm (NUNC) chira 200 ml 2TY aga (16 g/l bacto-trypton, 10
g/l chiét xuat nAm men, 5 g/l NaCl, 15 g/l aga, pH 7,0) dugc b6 sung 50 pg/ml
ampixilin va 5% (khéi luong/thé tich) glucoza (Sigma). Chat pha lodng 1 dén 1000 va
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1 dn 10.000 dugc trai ra nhdm muc dich dém trén dia petri 15 cm chtta cing moi
trudng. Quy trinh bién ddi dwoc lap lai lién tiép hai muoi 1an va thu vién hoan chinh
duoce trai ra trén téng s6 muoi dia petri vudng rong va nudi 16n qua dém trong 10 nudi
cdy 37°C. Thong thuong, khoang 1x107 cfu thu duge bang cach str dung quy trinh trén.
Thu vién chudi nhe VL trung gian dwoc thu tir cac tAm bﬁng cach dap nhe vi khuén vao
12 ml 2TY mdi trudng mdi tim. Khéi té bao nhu duge xac dinh bdi phuong phép do
OD600 va hai 1n 500 OD vi khuan duoc st dung dé didu ché AND plasmit maxi sir
dung hai cot maxiprep (MN) theo huéng dan cuia nha san Xuat.

Tuwong tw véi VL ving bién ddi, cac san pham VH-JH vong thtt hai trude tién
duoc tron cing nhau dé thu dugce phan phdi sit dung doan J binh thuong (xem Béng 2),
tao ra bé phu 7 VH goi la PH1 dén PH7. Cac bé duoc tron dé thu duoc phéan phéi trinh
tu binh thuong héa sir dung cac phan traim duge mo ta trong Bang 2, thu duwgc mot
manh VH dugc phan giai bang cac enzym han ché Sfil va Xhol va duoc that trong thu
vién trung gian PDV-VL ct Sfil-Xhol thu dwoc nhu mé ta & trén. Thiét 1ap that,
phuong phép tinh ché, bién ddi tiép theo ctia TG1 va thu hoach vi khuan 1a chinh x4c
nhu mé ta dbi véi thu vién trung gian VL (xem & trén), ngoai trir nhidu tim 240 mm
duge st dung. Péi véi thu vién cudi cung hai muoi tAm dwoc dung, tao ra khoang
2x107 cfu. Thu vién cudi cung duogc kiém tra d6i véi tan sudt chén véi PCR cum sir
dung mdi dit bén canh cic ving VH-VL duge chén (100-150 cum don). Thong
thudng, hon 95% cac cum thé hién chén chiéu dai chinh x4c (xem Bang 3). Cac san
phim PCR cum duge sit dung dé phan tich trinh ty ADN tiép theo dé kiém tra bién ddi
trinh tw va d& dénh gia ty 18 phan tram cc cum thé hién ORF day du. Ty 1& ndy thudong
trén 70% (xem Bang 3). Tan suét dot bién trong cac gen V duogc phan tich. Khoang
95% of trinh tw khong c6 cdu hinh dong mam biéu thi qué trinh trudng thanh va bao
gdm phenotyp tri nhé cua cac té bao B dugc dung 1am ngudn ARN cho thu vién. Cudi
cing, thu vién dugc giai thoat va phéng dai bang cach sir dung cac thuc khun thé gitp
dd CT (xem WO 02/103012) va dugce st dung cho lua chon khang thé thuc khuan thé

bang céc phuong phap dai miu nhu duge md ta dudi day.
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Vidu?2

Lua chon thuc khudn thé mang cac doan fv chudi don khang cum b.

Lua chon dugc thuc hién sir dung thu vién trung bay thuc khuén thé khang thé
khang hemagglutinin tai t6 hop (HA) ctia cim B (B/Ohio/01/2005, B/Florida/04/2006
va B/Brisbane/60/2008). Khang nguyén HA duogc pha loang trong PBS (5.0 pg/ml),
duge thém vao cac Ong MaxiSorp™ Nunc-Immuno (Nunc), 2 ml mdi 6ng, va duge 1
qua dém & 4°C trén banh xe quay. dng mién dich 1am rong va rira ba 14n bang chat dém
phong bé (2% non-fat dry milk (ELK) in PBS). Tiép theo, ng mién dich duge d6 day
hoan toan bing chit dém phong bé va duoc 1 trong 1-2 h & nhiét do phong. Céc phan
phan ude cua thu vién trung bay thuc khuén thé (350-500 pl, duroc phong dai str dung
thuc khudn thé trg giup CT (xem WO 02/103012)) duge phong bé trong chit dém
phong bé (tily chon: bb sung 10% huyét thanh bao thai bd bét hoat khong nhiét va 2%
huyét thanh chudt) for 1-2 hrs & nhiét do phong. Thu vién thuc khuan thé phong bé
duoc thém vao dng mién dich, duge U trong 2h & nhiét d6 phong, va rira bang chat d&ém
rira (0,05% (thé tich/thé tich) Tween-20 trong PBS) dé loai ra thuc khuin thé khong
lién két. Thuc khuén thé lién két duoc tach rira tir khang nguyén tuong Gng bang cach
1 voi 1 ml trietylamin 100 mM (TEA) trong 10 phat ¢ nhiét d§ phong. Tiép theo, thuc
khuin thé duoc tach rira duge trén véi 0,5 ml Tris-HC1 1 M pH 7,5 dé trung hoa do
pH. Hdn hop duoc sir dung dé gy nhiém 5 ml nuéi cdy XL1- Xanh E.coli dugc nudi
16n & 37°C d&n OD 600 nm xAp xi 0,3. Thé thyc khuén dwoc cho lay nhiém vi khuan
XL1-Xanh trong 30 phiit & 37°C. Sau d6, hon hgp duge ly tAm trong 10 phut & 3000xg
¢ nhiét d6 phong va chau thuy tinh vi khuan duogc tao huyén phu lai trong 0,5 ml moi
truong chiét xuit men 2-trypton (2TY). Huyén phu vi khuan thu dugc duge chia trén
hai tAm aga 2TY dugc thém tetraxyclin, ampixilin va glucoza. Sauk hi 0 qua dém céc
thm & 37°C, cac cum duge cao khéi céac tam va duoc dung dé tao ra thu vién thuc
khuén thé 1am giau, chil yéu nhu mé ta boi De Kruif va cong sw (1995a) va trong WO
02/103012. Tém lai, vi khuén cao ra dugc st dung dé ching nglra moi trudong 2TY

chira ampixilin, tetraxyclin va glucoza va dugc nudi 16n & nhiét do bang 37°C dén OD
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600 nm bang ~0,3. Céac thuc khudn thé gitip d& CT dugc thém vao va cho 1y nhiém vi
khuidn sau d6 méi trudng duoc d6i thanh -2TY chira ampixilin, tetraxyclin va
kanamyxin. Tiép tuc i qua dém & 30°C. Ngay tiép theo, vi khuan dugc loai bé khoi
mdi trudng 2TY bing cach ly tim sau d6 thuc khuan thé trong moi trudong duoc lam
két tia str dung polyethylen glycol (PEG) 6000/NaCl. Cubi cung, thuc khuin thé duoc
hoa tan trong 2 ml PBS véi 1% albumin huyét thanh bo (BSA), dugc loc vo tring va
duoc dung cho vong tiép theo cua lvya chon. Vong thir hai cta lya chon dugc thuc hién
hodc 1a trén cung loai phu HA hoac trén HA cua loai phu khac.

Tién hanh hai vong chon loc lién tiép trudc khi phan 1ap khing thé chudi don
ctia thue khuan thé tach biét. Sau vong chon loc thit hai, cac dongE.coli tach biét duoc
str dung dé tao ra khang thé don dong cua thuc khuén thé. Co ban 13, cac cum riéng 18
duge nudi 16n dén giai doan logarit trong dinh dang tAm 96 giéng va duoc giy nhiém
bang cac thuc khuén thé giup d& VCS-M13 sau khi ché phim khang thé thuc khuan thé
dugc cho thuc hién qua dém. Dich ndi chira cac khang thé thuc khuan thé duoc st
dung truc tiép trong ELISA dé lién két vdi khang nguyén HA. Tuy ¥, cdc khang the
thuc khuén thé duge 1am két tha PEG/NaCl va loc v6 trung cho ca ELISA va phan tich
dém dong té bao (thuong dwgc thuc hién véi cac hé vo tinh dwong tinh trong ELISA).

Vidu3

Su bién thé ciia khang thé chudi don dic hiéu ha ciia thuc khuan thé

Dich ndi duoc chon loc chira khang thé chudi don cua thuc khuin thé ma thu
dugc trong qua trinh sang loc dugec md ta trén day duoc cong nhin vé tinh dic hiéu
trong thir nghiém ELISA, #iéc Ia lién két v6i cac khang nguyén HA khéac nhau. Nhim
muc dich nay, HA cia cim B tii t6 hop biéu hién baculovirut (B/Ohio/01/2005,
B/Malaysia/2506/2004, B/Jilin/20/2003, B/Brisbane/60/2008 va B/Florida/04/2006)
(Protein Scienceé, CT, USA) dugc bao (0.5pg/ml) 1én cac tim Maxisorp™ ELISA. Sau
khi bao, cac tAim duoc ria ba lan béng PBS chtra 0,1% thé tich/thé tich Tween-20 va
duoc phong bé trong PBS chira ELK 2% trong 1 gi¢ ¢ nhiét do phong. Khéang thé
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chudi don cua thuc khuan thé dugc chon duoc u trong 1 gid trong thé tich bang nhau
cta PBS chita ELK 4% d& thu duoc cac khang thé thuc khuan thé duge phong bé. Cac
tAm dwoc 1am sach, rira ba lan bﬁng PBS/0,1% Tween-20 va khang thé chudi don cua
thuc khuan thé dwoc phong bé dugc thém vao cac giéng. Thuc hién u trong mot gid;
cac tAm dwoc rira nam lan béng PBS/0,1% Tween-20. Cac khang thé thuc khuén thé
lién két dugc phat hién (st dung cach do OD 492nm) st dung khang thé lién hop
khang M13 vdéi peroxidaza. V& d6i ching, quy trinh dugc thuc hién dong thoi khong
c6 khang thé thuc khuan thé chudi don va v6i khang thé thuc khudn thé chudi don déi
ching 4m khong xu ly.

Ttr cac lua chon trén cdc khing nguyén HA khac nhau véi thu vién mién dich,
mudi bon khang thé chudi don donnhat cua thuc khuén thé dic hiéu cho HA cim B
twong tw Yamagata va Victoria dugc thu (sc08-031, sc08-032, sc08-033, sc08-034,
sc08-035, sc08-059, sc10-023, sc10-032, sc10-049, sc10-051, sc11-035, scl11-036,
sc11-038 va sc11-039). Xem Bang 4.

Mudi bén nady cac khang thé thuc khuin thé dugc st dung dé xay dung

immunoglobulin nguoi diy di cho dic trung khac (xem Vi duy 4).

Vidu4
Xay dung cac phan tor immunoglobulin ¢ ngudi ddy du (cac khang thé don dong &

ngudi) tir Fvs chudi don dugce chon

Tu khang thé chudi don dic hiéu dugc chon cta dong vo tinh thuc khuén thé
(scFv), ADN plasmit duge thu va trinh tu nucleotit duoc xac dinh béng cac ky thuat
trinh tu chudn. Tuwong dong gen VH va VL cua scFvs duge xac dinh (xem Bang 5) sir
dung trang tra ctru IMGT/V-QUEST (Brochet, va cong su (2008)).

Vung bién d6i chudi ning (VH) cua scFvs duge tach dong bang cach phan giai
gi6i han (Sfil/Xhol) dé bidu hién trong vecto biéu hién IgG plg-C911-HCgammal,
duoc phan giai bang cdc enzym gidng nhau. Ving bién dbi chudi nhe (VL) ciing duge

tach dong thanh vecto bidu hién thiét ké IgG pIG-C909-Ckappa , hodc plg-C910-
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Clambda st dung Sall/Notl cho doan tro va Xhol/Notl cho vecto dich, nhu duge mo ta
trude day trong WO 2008/028946.

D& 10ai b vi tri khir amit tiém ning trong mét trong s6 cic khang thé (CR8059),
khang thé dot bién axit amin don (CR8071) dugc tao ra bing PCR két hop. Hai doan
PCR xép chéng ma mdi doan chia dot bién mong mubn duoc tao ra. Cac doan nay
duoc tron & cac ty 16 ding mol va ding lam mau PCR vong tht hai dé thu dugc trinh tu
LC chidu dai du. Trinh tu nucleotit cho tit ca cac cAu tric duoc kiém tra béng cac k¥
thuat trinh tu chuén. Cac cAu tric biéu hién thu duoc ma héa chudi ning va chudi nhe
IgG1 ciia ngudi duge biéu hién tam thoi cung nhau trong cic té bao HEK293T. Sau
mot tudn, dich ndi chira cac khang thé IgG1 cua ngudi dugce thu va xt Iy bing cac quy
trinh tinh ché tiéu chuan. Cac khang thé IgG1 cua nguoi duge chuan do & néng d6 nam
trong khoang tir 10 dén 0,003 pg/ml khing khang nguyén HA cia cim B (dir liéu
khong duoc thé hién). Khang thé khong lién quan dugc bao gdm 1a khang thé d6i

chung.

Trinh tu axit amin ctia cac CDR cua ca hai, chudi ning va chudi nhe, cia cac
phéan tr immunoglobulin Iya chon dugce cho trong Bang 5. Trinh tu nucleotit va trinh ty
axit amin cua ving bién ddi chudi niang va chudi nhe duge cho dudi day.

Vidu5
Hoat tinh phan @ng lién két chéo cta iggs khang cim b

Cac khang thé khang cim B duoc chon dugc ding dé thir 49 16n cta lién két
béng phén tich FACS. Nhim muc dich ndy, c4c vecto bidu hién cum B t4i t6 hop chiéu
dai didy do ma hoa db6i véi HA (B/Mississippi/04/2008, B/Houston/B60/1997,
B/Nashville/45/1991, B/Florida/01/2009, B/Mississippi/07/2008 va B/Ohio/01/2005)
dwoc chuyén nhifm vao cac té bao PER.C6® bang cach st dung lipofectamin
(Invitrogen) véi ty 18 1 phan 5. 48 gior sau khi chuyén nhiém, cac té bao PER.C6® bicu
hién HA cta cam B trén bé mit duge phan tich béng FACS (Cantoll, BD bioscience).
Theo d6 cac t& bao duge G bang cac khang thé IgG trong 1 gidy sau d6 bang ba buéc rira

lién tiép v6i PBS chira 0,1%BSA. Cac khang thé lién két dwoc phat hién bang cach sir
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dung khang thé khang ngudi thu cap lién hop PE ma cling dugc U trong 1 gio. DPéi véi
dbi chung am, cac té bao khong chuyén nhiém PER.C6® dugc sir dung va dugc u véi
khang thé thir cip. Céc két qua FACS cho théy ring cac khang thé lién két cim B
CR8033, CR8059, CR8071, CR10032 va CR10051 thé hién lién két v6i ca sau HA cta
ciim B thir nghiém (Bang 6).

Vidu6

Tinh canh tranh dé 1ién két v6i ha ciia iggs khang cam b phan tmg chéo

cac khang thé IgG khang ciim B duge md ta & trén c6 tic dung d6i v6i tinh canh
tranh cho epitop trén Ha ctia cim B. T d6, B/Brisbane/60/2008, B/Florida/04/2006 va
B/Jillin/20/2003 dugc ghi nhan véi biotin st dung kit EZ-link Sulpho-NHS-LC-LC-
biotin (Pierce). 1 pl of the 10 mM dung dich biotin dugc thém vao 110 ug HA tai to
hop, gi6i han phan tir gip sau lan biotin, va duge u trong 30 dén 40 phit & nhiét do
phong. The free unincorporated biotin dugc loai ra bang cach st dung loc ly tAm
Amicon Ultra (0,5 ml, mang 10K Ultracel-10K; Millipore, cat#: UFC501096). Theo dé
mau thr (300 pl) duge tai 1én cdt va quay trong 10 phut & 14000 RPM trong may ly
tdm mit han Eppendorf (20800 rcf). Mang chay dugc loai ra va 0,4 ml chat dém DPBS
duoc tai 1én ¢t va quay lai. Budce nay duge ldp lai hai 14n. MAu thir ghi nhan dugc tai
sinh bing cach quay mit trén cot xudng vio trong 6ng thu méi; sau d6 200 ul DPBS
dugc tai va quay trong 1 phit & 1000 rpm trong mdy ly tim mat han. Nong d6 HA
dwoc do bang cach sir dung thiét bi Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific).

Thir nghiém tinh canh tranh thyc té d& hoan thanh trén thiét bi giao thoa 16p sinh
hoc Octet-QK (ForteBio) theo cai dat trong Bang 7 sir dung b cam bién sinh hoc phu
streptavidin (ForteBio, cat# 18-5019) ma dugc lam w6t trudce trong 30 phut trong chét
dém déng hoc & nhiét do phong. Khi khang thé thir hai c6 kha nang lién két HA cua
cim B véi sy ¢6 mit cia chat thi nhét, didu nay duoc coi la khong canh tranh (xem
Bang 8). V& cac dbi chimg, khang thé lién két géc CR9114 ( nhu duge md ta trong don
dang xét nghiém EP11173953.8) va khang thé khong lién két CR8057 (nhu dugc mo ta
trong W0O2010/130636) dugc su dung.
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Cac khéang thé CR10023 va CR10049 canh tranh d6i véi lién két CR8033. Cac
khang th CR10032 va CR10051 canh tranh ddi v6i lién két véi CR8059. Khang thé
CR10049 canh tranh dbi véi lién két véi CR10032. None of the tested céc khang thé
canh tranh vé6i khang thé lién két gdc CR9114. Cac két qua nay chi ra sy c6t mit cia it
nhét ba dén bén epitop khac nhau trén HA ctim B (Fig. 1).

Vidu7

Hoat tinh trung hoa chéo cua IgGs

Pé x4c dinh xem cac IgG chon loc c6 kha ning phong bé ching cim B da, thir
nghiém trung hoa virut in vitro (VNAs) dugc thuc hién. VNAs dugc thye hién trén céac
té bao MDCK (ATCC CCL-34) dugc nudi ciy trong moi trudong nudi ciy té bao
MDCK (méi treong MEM dugce bd sung 20 mM Hepes va 0,15% (khéi lwong/thé tich)
natri bicarbonat (mdi truong MEM day du), dugc b sung 10% (thé tich/thé tich) huyét
thanh bao thai bd). Cac ching cim B twong tu Yamagata (B/Harbin/7/1994 va
B/Florida/04/2006) va twong tu  Victoria (B/Malaysia/2506/2004  va
B/Brisbane/60/2008) dugc sit dung trong thir nghiém déu dugc pha lodng dén d6 chuan
bings,7 x10° TCID50/ml (50% lidu lay nhifm nuéi cdy md mdi ml), véi do chudn
duoc tinh toan theo phuwong phéap ciia Spearman va Karber. Ché pham IgG (100 pg/ml)
duoc pha loang lién tiép 2 1an (1:2 - 1:512) trong méi trudng MEM day du lap lai trong
4 giéng. 50pl chét pha lodng IgG twong tmg dugc tron véi 50pl huyén phu virut (100
TCID50/35ul) va duge u trong mot gio & 37°C. Huyén phii sau d6 duoc chuyén thanh
bén ban sao vao tim 96 giéng chtra nudi cidy MDCK hi luu trong 100ul méi trudong
MEM dy du. Trude khi st dung, cac té bao MDCK dugc nudi cdy & 2x10* t& bao mdi
giéng trong moi trudng nudi cay té bao MDCK, nuoi 16n dén khi c4c té bao dat hoi luu,
rita bang 300-350 ul PBS, pH 7.4 va cubi cing 100ul méi trudng MEM day du duge
thém vao moi giéng. Cac té bao tiém ching duge nudi cdy trong 3 - 4 ngay ¢ 37°C va
quan sat hang ngay ddi véi su phat trién cta hiéu qua tao hiéu tng bénh ly (CPE). CPE

dugc so véi doi chimg duong.
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CR8032, CR8033, CR8034, CR8035, CR8059, CR8071, CR10023, CR10032,
CR10049, CR10051, CR11035, CR11036, CR11038 va CR11039 déu thé hién hoat
tinh trung hoa chéo ddi véi cac ching dai dién cua ca, ching virut cim B tuwong tu

Yamagata va Victoria. Xem Bang 9.
Vidu 8

Hoat tinh phong bé lién két thu thé cua cac IgG

Pé xac dinh xem cac IgG duoc chon c6 kha ning phong bé lién két trung gian
thu thé cua ching cum B v6i cac té bao chi hay khong, thir nghiém e ché két dinh
hdng cau (HI) duoc thuc hién. Céc ching virut twong ty Yamagata (B/Harbin/7/1994
va B/Florida/04/2006) va tuwong tu Victoria (B/Malaysia/2506/2004 va
B/Brisbane/60/2008) dugc pha loang dén 8 don vi HA, nhu duoc xac dinh trong thi
nghiém HAU, va két hop véi thé tich bang nhau IgG dugc pha loang theo ddy va dugc
i trong 1 h & nhiét do phong. Thé tich bing nhau ciia cac t& bao mau d6 Tho Nhi Ky
0,5% (TRBC) dugc thém vao cac giéng va tiép tuc 1 trong 30 phut. Button formation
duoc tinh diém 12 minh chtng ciia két dinh hong cau.

CR8059, CR8071, CR10032, CR10051 va CR11036 khong thé hién hoat tinh
HI dbi v6i bat ky trong sd cac ching virut cim B dugc thtr nghiém (>10 pg/ml d6i voi
CR11036, > 50 pg/ml dbi véi cac khang thé khéc)‘, cho thdy rang ching khéng phong
bé lién két thu thé. Cac khang th8 CR8033 va CR10023 thé hién hoat tinh HI véi cac
ching dai dién chi cta céc ching virut cim B twong ty Yamagata, ma khong véi céac
chuing virut cim B tuong tu Victoria. Khang thé CR11035 thé hién hoat tinh HI véi cic
chiing dai dién chi ctia cic ching virut cim B Victoria twong tw, ma khong véi cac
ching virut cam B twong ty Yamagata. Cac khang thé CR10049, CR11038 va
CR11039 thé hién hoat tinh HI véi cac chung dai dién cua ca hai chung virut cim B

tuong tu Yamagata va Victoria. Xem Bang 10.

Tuy ¥, thir nghiém xam nhdp mién dich huynh quang dugc thiét ké dé phan tich
kha ning cua khang thé dugc cho véi lién két thu thé khdi va thu nhan virut. Do do,

virut duge 0 trude véi khang thé theo day, cc budc pha loang hai lan trudc khi thém
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vao 16p don nhép dong ciia cac té bao MDCK dugc trai trong dia 96 giéng trong moi
truong 1y nhiém (DMEM+200mM glutamin) trong hai hodc ba gio. Chét chung ngira
duoc loai tiép va dugc thay bang khéng thé & cac ndng d6 chi ra trong 16 — 18 h & 37
°C, 5% CO2. Sau thoi gian nay, dich ndi dugc loai bd va céc tdm duoc ngung két trong
axeton 80% dé phat hién huynh quang mién dich tiép theo bang cach ghi nhan cac té
bao 14y nhiém sir dung khang thé ban dau khang NP don dong cta chudt (Santa Cruz,
sc-52027) va khang thé thir cap khang chudt ghép doi Alexa488 (Invitrogen A11017)
sau d6 bang ghi nhan DAPI cia nhan té bao (xem Fig. 2a). Nhu dugc thay & thr
nghiém HI, khang thé CR8033 phong bé dic hiéu duong vao virut cua virut tuong ty
Yamagata B/Florida/04/2006 nhung khoéng phong bé virut twong tu Victoria
B/Malaysia/2506/2004. Khang thé CR8059 khong phong bé dudng vio cua cac virut
cim B duoc tht nghiém. Mot sb tAm duogc phan tich tiép st dung BD Pathway 855
bioimager. Pé danh gia mic do Grc ché dudng vao, mét d6 huynh quang cho mdi giéng
duoc cho ¢ trén nhu dugce xac dinh trong linh vuc va lugng cac té bao lay nhiém (sir
dung ching DAPI dé xac dinh té bao) dugc phan tich bang cach str dung cong cu phan
tich hinh anh BD Pathway. Ty 18 phan trdm c4c t& bao lay nhiém dugc xir Iy bang cac
chét pha lodng dugc chi dinh ctia khdng thé so v6i cac té bao lay nhiém duoc xit ly

bing khang thé d6i chimg khong lién két dugc thé hién trén Fig. 2b.
Vidu9

Uc ché duong ra cta IgGs khang-HA

Dé kiém tra co ché hoat dong cua khang thé, tho nghiém duong ra duge thiét @é
dé phan tich luong phan tir virut dugc giai phong vao dich ndi 18 h sau khi 1ay nhiém
duéi cac didu kién diéu tri khang thé. Viéc phat hién (hodc vang mit) tin hiéu khang-
HA sau dién di trén gel sau d6 bang thAim Western cac dich nbi ndy duogc lay 1am déu
hiéu cla su c6 mit (ving mat) clia cac phan tir virut dugce giai phong.

Bén gid trude thir nghiém, 40,000 Cac té bao MDCK mdi giéng dugc nudi cay
trong DMEM/glutamin vao tim 96-giéng. Luong virut can dé thu dugc 90-100% lay

nhiém duoc chuan d6 trong thir nghiém riéng. Lugng virut yéu cau duge thém vao cac
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té bao va duge U & 37 °C, 5% CO2. Sau ba gid, dich ndi dwoc loai bé va cac té bao
dugc rira ba 1an bfmg PBS dé loai bo cac phan tir virut khong nodi hoa. Cac té bao duogc
lam diy v6i méi trudng lay nhiém chira mAbs (chét pha lodng theo diy bit dau &
20ug/ml). Sau 16 — 18 gio ¢ 37 °C, 5% CO2, dich ndi duge thu va cac t& bao con lai
duoc dung giai (Tris HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% (thé tich/thé tich)
Triton-X). Cac mau duoc dua qua SDS-PAGE/thim Western dé phan tich lwong hat
virut duoc giai phong vao dich ndi duge do bang cach phat trién WB bang cach nhuém
khang HA da dong & tho (Protein Sciences) sau do bang doan HRP-d6i khang thé
F(ab’)2- (Jackson Immuno Research Laboratories, 111-036-047). Nhu duoc thé hién
trong Fig 3, ca cac khang thé CR8033 va CR8059 trc ché giai phong phan tir virut theo
céch phu thudc ndng do. Céc thir nghiém khéc da thé hién it nhat CR8071 va CR10051
ciing trc ché giai phong phan tir virut.

Lay nhidm dung cach cac t& bao dugc kiém tra bang cach ngung két cac giéng
duogc xir Iy gidng nhau véi axeton 80%. Lugng liy nhiém dugc thir nghiém st dung ghi
nhan huynh quang mién dich st dung khang thé ban dau khang NP don dong ctia chudt
(Santa Cruz, sc-52027) va khang thé thir cip khang chudt ghép ddi Alexad88
(Invitrogen A11017). Cac tdm duoc phan tich tiép str dung BD Pathway 855 bioimager
(két qua khong duoc thé hién).

Vidu 10
Kinh hién vi dién tir quét cua cac t& bao nhiém cim B

Céc té bao MDCK duge nudi cdy trén kinh day thuy tinh mot ngay trude thir
nghiém. Ngay tiép theo, cac té bao duge gy nhiém véi cac lugng virut khéc nhau dé
x4c dinh luong thu duge 90 — 100% té bao nhidém sau 18 h sau liy nhiém. Ba gid sau
lay nhi®m ban dau, dich ndi dwoc loai bo; té bao dugc rira ba lan bang PBS, truéc mdi
trudng chira ndng d6 cac khang thé chi ra dugc thém vao. Sau 15 — 18 h nita, méi
trudmg nudi cdy té bao dwoc loai ra va t& bao dugc ngung két trong chat dém
glutaraldehyt 2,5% va dugc lvu trit & 4 °C dén khi phan tich thém </385. Céc mau
duge dua qua ngung két hoa hoc tiép sir dung glutaraldehyt (GA) va/hodc osimi

-57-



33864

tetroxid (OsO4). Trude khi chup anh SEM, cac mau dugce dua qua khir nude axeton va
1am khé diém t6i han. Cudi cing, céc t& bao dugc gan 1én mau nhém va duge phu 16p

cacbon mong va duogc xét nghiém dudi kinh hién vi Zeiss Ultra 55 SEM.

B2 mit ctia cac t& bao MDCK nhi®m cim B duge phi phan tir hinh cdu mat do
dién tir (Fig. 4b), nguoc lai vdi cac dbi chimg khong lay nhiém (Fig. 4a). U v6i khang
thé CR8059 khong ngan ngira duge sy hinh thanh cac phan tir hinh cu nay (Fig. 4c)
trong khi d6 1 véi khang thé CR8033 giam dang ké sy hinh thanh cac phén tir (Fig.
4d). Nguoc lai véi cac té bao duge u CR8059, cac hat virut nay chdi khong the d& dang
phat hién duoc trén té bao 1 CR8033 (Fig. 4e va f).

Vidu 11
Hoat tinh phong bénh cuia cac khang thé don dong IgG & ngudi khéang lai thir thach gay
chét cua virut cim B in vivo

Nghién ctru duge thyuc hién @ thir nghiém hiéu qua phong bénh cta cac khang
thé don dong CR8033 va CR8071 khang lai thir thich giy chét v6i hai virut cim B in
vivo. MAbs CR8033 va CR8071 duoc thir nghiém vé hidu qua phong bénh trong mau
the thach gdy chét ¢ chudt véi chudt duge lam thich hop vé6i virut com
B/Florida/04/2006. Virut B/Florida/04/2006 dugc diéu chinh véi chudt sau 5 duong
truyén phoi dén phdi. Chudt duge didu chinh virut 5 chuyén cam B duoc truyén trong
trimg ga c6 phoi. T4t ca chudt (Balb/c, con gai, 6-8 tuan tubi, n=8 mdi nh6m) dugc lam
thich nghi va duy tri trong khoang thoi gian bang it nhit bdn ngay trude khi bat dau thir
nghiém. MAbs CR8033 va CR8071 dugc cho lidu & 0,06, 0,2, 0,6, 1,7, va 5 mg/kg
trong tinh mach vao tinh mach dudi (¢inh mach co cut) & ngay -1 trudce thir thach, gia
stt khéi luong trung binh bang 18 g mdi chudt va thé tich lidu c¢b dinh bang 0,2 ml.
Nhém dbi chimg duge cho lidu cing véi dbi chiing chat din thude. Sau d6 chudt duge
thir thach & ngay 0 v6i 25 LDso Virut caim B B/Florida/04/2006 duoc didu chinh &
chudt bang cach ching ngira trong miii. Fig 5 thé hién ty 18 chudt sdng sét, sau d6 cho

ding mAb. Chudt duoc cho lidu v6i phan lidu thdp bang 0,2 mg/kg dbi véi CR8033 va
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0,6 mg/kg d6i voi CR8071 thé hién ty 18 sdng cao hon dang ké so véi dong vat ddi
chimg duogc xir Iy bang chit din thubc.

Tuy y, mAbs CR8033 va CR8071 dugc thtr nghiém vé hiéu qua phong bénh
trong mau thir thach gay chét ¢ chudt véi virut cim B/Malaysia/2506/2004 duge didu
chinh & chudt. Virut cim B/Malaysia/2506/2004 duogc didu chinh véi chudt sau 4
dudng truyén tir phdi dén phdi. Virut 4 dudng truyén cim B duge diéu chinh & chudt
duoc truyén trong trimg ga c6 phoi. Tét ca chudt (Balb/c, con cai, 6-8 tuan tudi, n=8
mdi nhém) duoc 1am thich nghi va duy tri trong khoang thoi gian bang it nhat bén ngay
trude khi bét ddu thir nghiém. MAbs CR8033 va CR8071 duoc cho liéu & 0,06, 0,2,
0,6, 1,7 va 5 mg/kg trong tinh mach trong tinh mach duéi (tinh mach co cut) & ngay -1
trude thir thach, giad s khéi lwong trung binh bing 18 g m&i chudt va thé tich liéu cb
dinh bing 0,2 ml. Nhém déi chimg dwoc cho lidu cling véi dbi ching chat din thudc.
Sau d6 chudt duogc thir thach ¢ ngay 0 véi 25 LDsp  virut cim B
B/Malaysia/2506/2004 duoc didu chinh & chudt bang cach ching ngira trong miii. Fig.
5 thé hién ty 1€ chuot séng sot, sau d6 cho dung mAb. Chudt dugc cho lidu véi phan
lidu thap bing 0,2 mg/kg ddi véi CR8033 va 0,6 mg/kg ddi véi CR8071 thé hién ty 1€
séng cao hon dang ké so véi dong vét ddi chimg dwoc xtr ly bang chat dan thude.

Céc két qua nay thé hién cac khang thé khang cim & ngudi CR8033 va CR8071,
duogc xac dinh va phat trién nhu dugc boc 16 & ddy, c6 kha ning dé xuét bao vé in vivo
khang lai lidu gy chét cta cic virut cim B cua cid hai dong B/Yamagata va
B/Victorias khi cho ding mdt ngdy trude khi cho nhiém & liéu bang hogc cao hon 0,2

hodc 0,6 mg/kg, tuong trng.
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Bang 1: Tong quat phéng dai cdc ving VL vong thir hai

Mau Mbdi5> |Mdi3> | Sanphim | Phan Bé Phéan
trong trong VL
PK/PL(%) (%)
OK1S OJK1 K1J1 25
OK1S 0JK2 K112 25
K1 OK1S 0JK3 K1J3 10 PK1 30
OK1S OJK4 K1J4 25
OK1S OJKS5 K1J5 15
OK2S OJK1 K2J1 25
OK2S 0JK2 K212 25
K2 OK2S 0JK3 K2J3 10 PK2 4
OK2S OJK4 K274 25
OK2S OJK5 K2J5 15
OK3S OJK1 K311 25
OK3S 0JK2 K312 25
K3 OK3S 0JK3 K313 10 PK3 1
OK3S OJK4 K34 25
OK3S OJK5 K3J5 15
OK4S OJK1 K4J1 25
OK4S 0JK2 K412 25
K4 OK4S 0JK3 K413 10 PK4 19
OK4S OJK4 K474 25
OK4S 0JK5 K4J5 15
OK5S OJK1 K5J1 25
OK5S OJK2 K512 25
K5 OK5S 0JK3 K513 10 PK5 1
OK5S OJK4 K574 25
OK5S OJK5 K5J5 15
OK6S OJK1 K6J1 25
OK6S OJK2 K612 25
K6 OK6S 0JK3 K613 10 PK6 5
OK6S OJK4 K674 25
OK6S OJKS5 K6J5 15
OL1S OJL1 L1J1 30
L1 OL1S OJL2 L1J2 60 PL1 14
OL1S OJL3 L1J3 10
OL2S OJL1 L.2]1 30
L2 OL2S OJL2 L2J2 60 PL2 10
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OL2S OJL3 L2]3 10
OL3S OJL1 L3]1 30

L3 OL3S OJL2 L3)2 60 PL3 10
OL3S OJL3 L3J3 10
OL4S OJL1 L4J1 30

L4 OL4S OJL2 L4)2 60 PL4 1
OL4S OJL3 L4J3 10
OLS5S OJL1 L5J1 30

L5 OL5S OJL2 L5J)2 160 PL5 1
OL5S OJL3 L5J3 10
OL6S OJL1 Le6J1 30

L6 OL6S OJL2 L6J2 60 PL6 1
OL6S OJL3 L6J3 10
OL7S OJL1 L7]1 30

L7 OL7S OJL2 L7J2 60 PL7 1
OL7S OJL3 L7]3 10
OL8S OJL1 L8J1 30

L8 OL8S OJL2 L8J2 60 PL8 1
OL8S OJL3 L.8J3 10
OL9S OJL1 L9J1 30

L9 OL9S OJL2 L9J2 60 PL9 1
OL9S OJL3 L9J3 10

VL 100%
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Mau Mbdi5> |Moi3’ | San phim | Phan Pool Phan
trong trong VH
PK/PL (%)
(%)
OHI1S OJHI1 H1J1 10
OHI1S OJH2 H1J2 10
H1 OHI1S OJH3 H1J3 60 PHI1 25
OHI1S OJH4 H1J4 20
OH2S OJHI1 H2J1 10
OH2S OJH2 H2J2 10
H2 OH2S OJH3 H2J3 60 PH2 2
OH2S OJH4 H2J4 20
OH3S OJHI1 H3J1 10
OH3S OJH2 H3J2 10
H3 OH3S OJH3 H3J3 60 PH3 25
OH3S OJH4 H3J4 20
OH4S OJHI1 H4J1 10
OH4S OJH2 H4J2 10
H4 OH4S OJH3 H4J3 60 PH4 25
OH4S OJH4 H4J4 20
OHS5S OJHI H5J1 10
OHS5S OJH2 H5J2 10
HS5 OHS5S OJH3 H5J3 60 PHS5 2
OHS5S OJH4 H5J4 20
OH6S OJHI1 H6J1 10
OH6S OJH2 H6J2 10 :
H6 OH6S OJH3 H6J3 60 PH6 20
OH6S OJH4 H6J4 20
OH7S OJHI1 H7J1 10
OH7S OJH2 H7]2 10
H7 OH7S OJH3 H7J3 60 PH7 1
OH7S OJH4 H7J4 20
VH 100%
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Bang 3: Cac dac tinh cua céc thu vién t€ bao B tri nh6 IgM riéng biét.

Thu vién Céc té bao dugc dung Kich Orf
thude thu | nguyén
vién ven

MEM-05-MO08 540.000 té bao tri nh& Facs IgM da phan | 5.9E+07

, cép tir 1 ngudi hién

MEM-05-M09 775.000 té bao tri nhd Facs IgM da phan | 2.35E+07

cap tir 1 ngudi hién

MEM-05-M10 700.000 té bao tri nh& Facs IgM da phan | 1.7E+07

cAp tir 1 ngudi hién

Flu-PBMC-09- 1E+07 téng PBMC tir 1 nguoi hién 1.0E+07 | 75%

MO02

Flu-t¢ bao B-09- | 280.000 Macs cac té bao B dugc phan | 2.0E+07 | 76%

MO03 cAp tir 1 ngudi hién

Flu-MEM-09- 800.000 té bao tri nh& IgM Facs da phan | 2.4E+07 | 85%

MO8 cép tir 1 ngudi hién

Flu-PBMC-10- 3E+07 tong PBMC tir 3 ngudi hién | 2.8E+07 | 82%

MO03 (1E+07 PBMC’s per ngudi hién)

Flu-PBMC-10- 3E+07 téng PBMC tir 3 ngudi hién | 3.1E+07 |87%

Mo04 (1E+07 PBMC’s per ngudi hién)

Flu-PBMC-10- 3E+07 tong PBMC tir 3 nguoi hién | 3.3E+07 |89%

MO5 (1E+07 PBMC mdi nguoi hién)

Flu-PBMC-11- 4E+07 téng PBMC tir 4 nguoi hién | >1E+07 | 82%

GO1 (1E+07 PBMC mdi nguoi hién)
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Yamagata Victoria
B/Jilin/20/ | B/Florida/04/ | B/Malaysia/2506 | B/ohio/01/ | B/Brisbane/60/
03 06 /04 05 08
sc08-
031 ++ nt ++ ++ nt
sc08-
032 ++ nt ++ ++ nt
sc08-
033 ++ — ++ +++ ot
sc08-
034 ++ nt ++ ++ nt
sc08-
035 ++ nt ++ ++ nt
sc08-
059 ++ ++ f e ++
sc10-
023 ++ ++ + ++ +
scl10-
032 +++ +++ ++ +++ +++
sc10-
049 ++ +++ ot +++ +++
sc10-
051 +++ +++ e +++ +++
scll-
035 nt efe nt - ++
scll-
036 nt +++ nt +++ +++
scll-
038 nt ++ nt ++ +++
scll-
039 nt AR nt ++ +++
lien  két
+++ manh
++ lién két
lien  két
+ yéu
khong lién
- két
khong
nt duoc thu
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Bang 5A: Trinh ty axit amin cua HC CDRs cua cac khang thé duoc chon

CR# VH locus CDR1-HC (SEQ ID NO) | CDR2-HC(SEQ CDR3-HC (SEQ ID NO)

CR8033 | IGHV3-9%01 | GFSFDEYT (1) II;]\%/KGNFM B) AKDRLESSAMDILEGGTEFDI (3)
CR8059 | IGHVI-18*01 | GYIFTESG (7) ISGYSGDT (8) ARDVQYSGSYLGAYYFDY (9)
CR8071 | IGHVI-18*01 | GYIFTESG (7) ISGYSGDT (8) ARDVQYSGSYLGAYYFDY (9)
CR10023 | IGHV3-9%*01 | GFTFDDYA (14) INWVSTTM (15) AKDRLESAAIDILEGGTFDI (16)
CR10032 | IGHV4-39%02 | GGSINSSPYK (20) FYYDGST (21) AAYCSSISCHAYYDYMNYV (22)
CR10049 | IGHV3-23*04 | GFTFSSYA (26) LSDESTT (27) AEDLGTVMDSYYYGMNYV (28)
CR10051 | IGHVI-46*01 | GDTFTNYH (31) INPSGGDT (32) ATDESPGLLTGLRDYWYYYGMDV
CR11024 | IGHVI-2*02 | GYSFTGYY (35) INPISGDT (36) SIE‘{)VAGEDWFGDLDY (37)
CR11035 | IGHVI-18*01 | GYAFNGYG (40) INTYKVNT (41) ARDWGGPFGNAFDF (42)
CR11036 | IGHVI-46*01 | GYAFTSYY (45) MNLHGGST (46) ARESPDSSGYPGYYGMDV (47)
CR11038 | IGHV1-46*01 | GYAFTSYY (45) MNPHGGST (50) ARESPDSSGYPGYYGMDV (47)
CR11039 | GHV1-18*01 | GYAFTGYG (54) INTYKFENT (55) ARDWAGPFGNAFDV (56)
CR08031 | IGHV3-9*01 | GFTFDEYI (59) INWKGNFM (2) AKDRLESSAMDILEGGTFDI (3)
CR08032 | IGHV3-9*01 | GFSFDEYI (61) INWKGNFM (2) AKDRLESSAMDILEGGTFDI (3)
CR08034 | IGHV3-9%01 | GFTFDEYI (59) INWKGNFM (2) AKDRLESSAMDILEGGTEDI (3)
CR08035 | IGHV3-9%01 | GFTFDEYI (59) INWKGNFM (2) AKDRLESSAMDILEGGTFDI (3)
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Bang 5B Trinh tu axit amin cia LC CDRs cua céc khang thé duoc chon

CR # VL locus | CDRI-LC (SEQ ID | CDR2-LC(SEQ ID | CDR3-LC (SEQ ID NO)
NO) NO)

CR8033 |IGKV3- | QSVSSSY (4) GAS (5) QQYGSSPWT (6)
20%01

CR8059 |IGLVI- | SSNIGTNY (10) | RSY (11) ATWDDSLNGWV (12)
47%01

CR8071 |IGLVI- | SSNIGTNY (10) | RSY (11) ATWDDSLDGWYV (13)
47%01

CR10023 | IGLV2- | SSDVGGYNY (17) | DVS (18) SSYASGSTYV (19)
8*01

CR10032 | IGKV2- | QSLRHENGYNY | LGS (24) MQALTQTLT (25)
28%01 (23)

CR10049 | IGKV2- | QSLLHSNGLNY | LGS (24) MQALQTPFT (30)
28%01 (29)

CR10051 | IGKV3- | QSVSSSY (4) GAS (5) QQYGSSPLCS (34)
20%01

CR11024 | IGKV3- | QSVSSSY (4) GTS (38) QQYGSSPRT (39)
20%01

CR11035 | IGKVI- | QSVGSY (43) GAS (5) QQSYSTPRT (44)
39%01

CR11036 | IGKV3- | QSVSSDF (48) GTS (38) QQYGSSTWT (49)
20%01

CR11038 | IGLVI- | RSNIGSNP (51) | TND (52) AAWDDSLKGWV (53)
44*01

CR11039 | GHVI- | QDISDY (57) GAS (5) QQYGNLPPT (58)
18+01

CRO08031 | IGLV2- | SSDVGGYNY (17) | DVS (18) SSYTSSSTHV (60)
14%01

CR08032 | IGLV2- | RRDVGDYKY (62) | DVS (18) SSYTTSNTRYV (63)
1401

CR08034 | IGKVI- | QGIRND (64) AAS (65) QQANTYPLT (66)
17+01

CR08035 | IGLV3- | SLRSYY (67) GKN (68) DSRDSSGTHYV (69)
1901
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Béng 6: Lién két cua IgG tinh ché vdi té bao biéu hién HA ciim B

Yamagata Victoria

Nasvile/45/91 | Mississippi/04/08 | Houston/B0/97 | Mississippi/07/08 | Florida/01/09 | Ohio/01/05
CR8031 ++ NT NT NT - NT
CR8032 +++ + NT 4+ _ NT
CR8033 ++ ++ ++ ++ ++ ++
CR8034 ++ NT NT NT - NT
CR8035 | +++ + +++ + - ++
CR8059 +++ +4++ ++ +++ +++ +++
CR8071 +++ +++ +++ +++ +++ +++
CR10023 | +++ - T _ - i}
CR10032 | +++ +++ +++ +++ -+ o+
CR10049 | + - + - - +
CR10051 | ++ ++ ++ ++ ++ ++
I lién két manh
++ lién két
+ lién két yéu
- khong lién két

Bang 7: Thir nghiém tinh canh tranh ciia b tdm ban mau in

Budce
Pudong co | Tai HA Pudng co | Két hop thi | Két hop / tinh
s6 1 s 2 1 2%5 IgG | canh tranh thr
(15 ug/ml) |2 IgG (15
ug/ml)
Thoi gian | 60 1200 60 700 700
(gidy) ] ,
Dong A | Chat dém | HA cum B | Chat dém | CR8033 CR8033
Dong B | dong luc ghi  nhan | dong luc CR8059 Trong phép do
Dong C Biotin CR10023 the 2 <%
Dong D 10 ug/ml CR10032 CR8059 v.v
Dong E CR10049
Dong F CR10051
Dong G CR9114*
Dong | CR8057*

* c4c khang thé déi ching (CR9114: lién két, CR8057 khong lién két)

-67-




33864

Bang 8: Thur nghiém tinh canh tranh trén HA cum B

7 - - - - - -
Y: canh tranh; N: khong canh tranh; X: ty canh tranh; -: Khong lién két
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Bang 9: Thtr nghiém trung hoa virut & cac ching virut cam B

VNA Yamagata Victoria

chudn  dd | B/Harbin/7/199 | B/Florida/04/200 | B/Malaysia/2506/200 | B/Brisbane/60/200
trong 4 6 4 8
pg/ml

CR8031 1,24 0,88 >50% NT
CR8032 0,69 0,69 3,88% NT
CR8033 0,03 0,02 0,88* 5,95
CR8034 0,29 0,12 2,31* NT
CR8035 0,66 0,66 4,46* NT
CR8059 2,39 3,23 17,68%* 4,55
CR8071 2,34 2,12 14,87* 3,72
CR10023 | 0,26 <0,55 12,5% 7,07
CR10032 |12,5 21,02 53,03* 35,36
CR10049 | 4,42 1,3 25% 35,36
CR10051 | 0,28 0,63 1,77* 1,51
CR11035 |0,16 <0,06 0,53* 0,93
CR11036 | 0,02 <0,06 0,22% <0,14
CR11038 | 0,05 <0,06 2,1% 0,55
CR11039 | 0,02 <0,06 0,06* <0,14

NT: khong dugc thir

* thir nghiém dugc thuc hién véi 25TCIDs
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Bang 10: Thir nghiém ¢ ché ngung két hdng cau & cac ching virut cim B

HI Yamagata Victoria

chudn  dd | B/Harbin/7/199 | B/Florida/04/20 | B/Malaysia/2506/20 | B/Brisbane/60/20
trong pg/ml | 4 06 04 08
CR8033 0,39 0,22 >50 >50
CR8059 >50 >50 >50 >50
CR8071 >50 >50 >50 >50
CR10023 1,1 1,56 >50 >50
CR10032 | >50 >50 >50 >50
CR10049 | >50 1,1 4,42 35,36
CR10051 >50 >50 >50 >50
CR11035 | NT >10 NT 0,26
CR11036 | NT >10 NT >10
CR11038 |NT 1,25 NT 0,31
CR11039 | NT 0,63 NT 0,44

NT: khong dugc thir
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CAC TRINH TU

>SC08-033 VH DNA (SEQ ID NO: 70).
GAGGTGCAGCTGGTGGAGACTGGGGGAGGCCTGGTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGAC
TGTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCAGCTTTGATGAGTACACCATGCATTGGGTCCGGCA
AGCTCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGGTCGCAGGTATTAATTGGAAAGGTAATTTCATG
GGTTATGCGGACTCTGTCCAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGGCAAGAACT
CCCTCTATCTGCRAAATGAACAGTCTGAGAGCTGAGGACACGGCCTTGTATTACTGTGC
AAAAGACCGGCTGGAGAGTTCAGCTATGGACATTCTAGAAGGGGGTACTTTTGATATC
TGGGGCCAAGGGACAATGGTCACC

>SC08-033 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 71).
EVQLVETGGGLVQPGRSLRLSCAASGFSFDEYTMHWVROAPGKGLEWVAGINWKGNEM
GYADSVQGRFTISRDNGKNSLYLOMNSLRAEDTALYYCAKDRLESSAMDILEGGTFEFDI
WGOQGTMVT

>SC08-033 VL DNA (SEQ ID NO: 72).
GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCA
CCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCA
GAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCACCAGGGCCACTGGT
ATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCA
GACTGGAGCCTGAAGATCTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGTG
GACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAAC

>3C08-033 VL PROTEIN (SEQ ID NO: 73).

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQOKPGOAPRLLIYGASTRATG
IPARFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDLAVYYCQQYGSSPWTFGQGTKVEIK
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>SC08-059 VH DNA (SEQ ID NO: 74).
GAGGTCCAGCTGGTACAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAGGG
TCTCCTGCAGGGCCTCTGGTTACATCTTTACCGAATCTGGTATCACCTGGGTGCGCCA
GGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATCAGCGGTTACAGTGGTGACACA
AAATATGCACAGAAACTCCAGGGCAGAGTCACCATGACCAAAGACACATCCACGACCA
CAGCCTACATGGAATTGAGGAGCCTGAGATATGACGACACGGCCGTATATTACTGTGC
GAGAGACGTCCAGTACAGTGGGAGTTATTTGGGCGCCTACTACTTTGACTATTGGAGC
CCGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>SC08-059 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 75).
EVQLVQSGAEVKKPGASVRVSCRASGYIFTESGITWVRQAPGOGLEWMGWISGYSGDT
KYAQKLQGRVTMTKDTSTTTAYMELRSLRYDDTAVYYCARDVQYSGSYLGAYYFDYWS
PGTLVTVSS

>SC08-059 VL DNA (SEQ ID NO: 76).
TCCTATGTGCTGACTCAGCCACCCTCAGCGTCTGGGACCCCCGGGCAGAGGGTCACCA
TCTCTTGTTCTGGAAGCAGCTCCAACATCGGAACTAATTATGTATACTGGTACCAGCA
GTTCCCAGGAACGGCCCCCAAACTCCTCATCTATAGGAGTTATCAGCGGCCCTCAGGG
GTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCTCCTCAGCCTCCCTGGCCATCAGTG
GGCTCCAGTCTGAGGATGAGGCTGATTATTACTGTGCAACATGGGATGACAGCCTGAA
TGGTTGGGTGTTCGGCGGAGGGACCAAGCTGACCGTCCTAG

>SC08-059 VL PROTEIN (SEQ ID NO: 77
SYVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGTNYVYWYQQFPGTAPKLLIYRSYQRPSG

VPDRFSGSKSGSSASLAISGLQSEDEADYYCATWDDSLNGWVEGGGTKLTVL

>CR08071 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 78
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QVQLVQSGAEVKKPGASVRVSCRASGYIFTESGITWVRQAPGQGLEWMGWISGYSGDT
KYAQKLQGRVTMTKDTSTTTAYMELRSLRYDDTAVYYCARDVQYSGSYLGAYYEDYWS
PGTLVTVSS
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>CR08071 VL PROTEIN (SEQ ID NO: 79).
OSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGTINYVYWYQQFPGTAPKLLIYRSYQRPSG
VPDRFSGSKSGSSASLAISGLQSEDEADYYCATWDDSLDGWVEGGGTKLTVLRK

>SC10-051 VH DNA (SEQ ID NO: 80).
GAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTAGAACL
TTTCCTGCAAGGCATCTGGAGACACCTTCACCAACTACCATATACACTGGGTGCGACA
GGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAATAATCAATCCTAGTGGTGGTGACACA
GACTACTCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACCCTGACCAGGGACAGGTCCACAAACA
CATTCTATATGAAGTTGGCCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGC
GACAGATGAGAGTCCCGGACTTTTGACTGGCCTTCGGGATTACTGGTACTACTACGGT
ATGGACGTCTGGGGCCAGGGGACCACGGTCACCGTCTCGAG

>3C10-051 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 81).
EVQLVQSGAEVKKPGASVELSCKASGDTFTNYHIHWVRQAPGOGLEWMGIINPSGGDT
DYSQKFQGRVTLTRDRSTNTFYMKLASLRSEDTAVYYCATDESPGLLTGLRDYWYYYG
MDVWGQGTTVTVS

>SC10-051 VL DNA (SEQ ID NO: 82).
GARATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCA
CCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCA
GAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGC
ATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCA
GACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCTCT
GTGCAGTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCARARAC

>SC10-051 VL PROTEIN (SEQ ID NO: 83).

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATG
IPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPLCSFGQGTKLEIK
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>SC10-049 VH DNA (SEQ ID NO: 84).
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGAC
TCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCA
GGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCACGTCTTAGTGATGAAAGTACCACATACL
TATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACTATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACACL
TGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAAAGCCGACGACACGGCCATATATTACTGTGCGGA
GGATCTGGGGACGGTGATGGACTCCTACTACTACGGTATGAACGTCTGGGGCCCAGGG
ACCACGGTCACCGTCTCGAG

> SC10-049 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 85).
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSRLSDESTTY
YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLKADDTAIYYCAEDLGTVMDSYYYGMNVWGPG
TTVTVS

>SC10-049 VL DNA (SEQ ID NO: 86).
GATGTTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGCCGGCCT
CCATCTCCTGCAGGTCTAGTCAGAGCCTCCTGCATAGTAATGGACTCAATTATTTGGA
TTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTATTTGGGTTCTAAT
CGGGCCTCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACAGATTTTACAC
TGARAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCATGCAAGCTCT
ACAAACTCCTTTCACTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGAGATCARAC

>3C10-049 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 87).
DVVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGLNYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSN

RASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTPFTFGGGTKVEIK

>SC10-023 VH DNA (SEQ ID NO: 88).
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GAGGTGCAGCTGGTGGAGACTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGAL
TCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCATGCATTGGGTCCGGCA
AGCTCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGGTCTCAGGTATTAATTGGGTTAGTACTACCATG
GGCTATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAALT
CCCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGAGGACACGGCCTTGTATTACTGTGC
AAAAGATAGGCTGGAGAGTGCAGCTATAGACATTCTAGAAGGGGGTACTTTTGATATC
AGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCGAGCG

>SC10-023 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 89).
EVQLVETGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSGINWVSTTM
GYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTALYYCAKDRLESAAIDILEGGTEDI
RGOGTMVTVSS

>SC10-023 VL DNA (SEQ ID NO: 90).
CAGTCTGCCCTGACTCAGCCTCCCTCCGCGTCCGGCTCTCCTGGACAGTCAGTCACCA
TCTCCTGCACTGGAACCAGCAGTGATGTTGGTGGTTATAACTATGTCTCCTGGTACCA
ACAGCACCCAGGCAAAGCCCCCARACTCATGATTTATGATGTCAGTAAGCGGCCCTCA
GGGGTCCCTGATCGCTTCTCTGGGTCCAAGTCTGGCAACACGGCCTCCCTGACCATCT
CTGGGCTCCAGGCTGAGGACGAGGCTGAATATTACTGCAGCTCATATGCAAGCGGCAG
CACTTATGTCTTCGGAACTGGGACCAAGGTCACCGTCCTAG

>3C10-023 VL PROTEIN (SEQ ID NO: 91).
QOSALTQPPSASGSPGQSVTISCTGTSSDVGGYNYVSWYQQOHPGKAPKLMIYDVSKRPS
GVPDRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDEAEYYCSSYASGSTYVFGTGTKVTVL

>SC10-032 VH DNA (SEQ ID NO: 92).
CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGGCACCCTGTCCC
TCACCTGCAATGTCTCTGGTGGCTCCATCAACAGTAGTCCCTATAAGTGGGCCTGGAT
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CCGCCAGTCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGACTTTCTATTATGATGGGAGC
ACCGACTACAACCCGTCCCTCCAGAGTCGACTCACCATTTCCGGAGACATGTCCAGTA
ACCACTTCTCCTTGAGGCTGAGGTCTGTGACCGCCGCAGACACGGCTGTGTATTACTG
TGCGGCCTATTGTAGTAGTATAAGCTGCCATGCCTATTACGACTACATGAACGTCTGG
GGCAAAGGGACCACGGTCACCGTCTCGAGC

>SC10-032 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 93).
QVQLOESGPGLVKPSGTLSLTCNVSGGSINSSPYKWAWIRQSPGKGLEWIGTFYYDGS
TDYNPSLQSRLTISGDMSSNHFSLRLRSVTAADTAVYYCAAYCSSISCHAYYDYMNVW
GKGTTVTVSS

>SC10-032 VL DNA (SEQ ID NO: 94).
GAAATTGTGCTGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGCCGGCCT
CCATCTCCTGCAGGTCTAGTCAGAGCCTCCGACATGAGAATGGATACAACTATTTGGA
TTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCTGATGTATTTGGGTTCTGTT
CGGGCCTCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACAGATTTTACAC
TGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCATGCAAGCTCT
ACAAACGCTCACTTTCGGCGGAGGGACCAAGCTGGAGATCAAAC

>3C10-032 VL PROTEIN (SEQ ID NO: 95).
EIVLTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLRHENGYNYLDWYLOKPGOSPOQLLMYLGSV
RASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOALQTLTFGGGTKLEIK

>3C11-024 VH DNA (SEQ ID NO: 96).

GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAAATTAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGG
TCTCCTGCAAGGCTTCTGGATACAGCTTCACCGGCTACTATATGCACTGGGTGCGACA
GGCCCCTGGACAAGGACCTGAGTGGATGGGGCGGATCAACCCTATCAGTGGTGACACA
AACTATGCACAGAGGTTTCAGGGCAGGGTCACCTTGACCAGGGACAGGTCCACCAGCA
CAGCCTACATGGAGCTGAGCGGGCTGAAATCTGACGACACGGCCGTATATTTCTGTGC
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GAGAGTCGCGGGTGAAGATTGGTTCGGGGATCTTGACTATTGGGGCCAGGGAACCCTG
GTCACCGTCTCGAGCG

>SC11-24 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 97).
EVQLVQSGAEIKKPGASVKVSCKASGYSFTGYYMHWVROQAPGOGPEWMGRINPISGDT
NYAQRFQGRVTLTRDRSTSTAYMELSGLKSDDTAVYFCARVAGEDWEGDLDYWGOGT L
VTVSS

>SC11-024 VL DNA (SEQ ID NO: 98).
GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCA
CCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCA
GAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTTTGGAACATCCAGCAGGGCCACTGGC
ATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCA
GGCTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCTCG
GACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAGATCAAAC

>SC11-024 VL PROTEIN (SEQ ID NO: 99).
EIVLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQOKPGOAPRLLIFGTSSRATG
IPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPRTFGQGTKVEIK

>SC11-035 VH DNA (SEQ ID NO: 100).
CAGGTGCAGCTGGTACAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGG
TCTCCTGCAAGACCTCTGGTTACGCCTTTAACGGCTACGGTATCAGCTGGGTGCGACA
GGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGGTGGCATGGATCAACACTTACAAAGTTAACACA
CATTATGCACAGAATCTCCGGGGCAGGGTCACCGTGAGCATAGACACATCCACGACCA
CAGCCTATATGGAACTGAGGAGCCTGAGATCTGACGACACGGCCGTCTATTACTGTGC
GAGAGACTGGGGTGGGCCGTTTGGGAACGCTTTTGATTTCTGGGGCCAAGGGACAATG
GTCACCGTCTCGAGCG
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>SC11-035 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 101).
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKTSGYAFNGYGISWVROQAPGOQGLEWVAWINTYKVNT
HYAQNLRGRVTVSIDTSTTTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDWGGPFGNAFDFWGOGTM
VIVSS

>3C11-035 VL DNA (SEQ ID NO: 102).
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGGCTGCATCTATAGGAGACAGTGTCA
CCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCGTTGGCTCTTACTTAAATTGGTATCAGCAAAA
ACCAGGGAAAGCCCCTAAGTTGTTGATCTATGGTGCATCCAATGTGCAAAGTGGGGTC
CCATCAAGGTTTAGTGGCAGTGAGTCTGGGACAGAGTCCACACTCACCATCAACAATC
TGCAGCCTGAAGATTCTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTACCCCTAGAAC
GTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAAC

>S3C11-035 VL PROTEIN (SEQ ID NO: 103).
DIQMTQSPSSLAASIGDSVTITCRASQSVGSYLNWYQQOKPGKAPKLLIYGASNVOSGV
PSRFSGSESGTESTLTINNLQPEDSATYYCQQOSYSTPRTFGQGTKVEIK

>3C11-036 VH DNA (SEQ ID NO: 104).
GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGALCGG
TTTCCTGCAAGGCATCTGGATACGCCTTCACCAGCTACTATTTACACTGGGTGCGACA
GGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGGATAATGAATCTTCATGGTGGTAGCACA
ACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACCATGACCAGGGACACGTCCACGAGGA
CAGTTTACATGGAGCTGAGCGGCCTGAGATCTGAGGACTCGGCCGTATATTACTGTGC
CCGAGAGAGTCCCGATAGCAGTGGTTATCCTGGCTACTACGGTATGGACGTCTGGGGC
CAGGGGACCACGGTCACCGTCTCGAGC

>3C11-036 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 105).
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EVQLVQSGAEVKKPGASVTVSCKASGYAFTSYYLHWVRQAPGOQGLEWMGIMNLHGGST
TYAQKFQGRVTMTRDTSTRTVYMELSGLRSEDSAVYYCARESPDSSGYPGYYGMDVWG
QGTTVTVSS

>SC11-036 VL DNA (SEQ ID NO: 106).

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCA
CCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCGACTTCTTCGCCTGGTACCAGCA
GAAACGTGGCCAGACTCCCACCCTCCTCATCTATGGTACATCCACCAGGGCCACTGGC
ATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACACTCAGCGTCGCCA
GACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCGACGTG
GACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAAC

>SC11-036 VL PROTEIN (SEQ ID NO: 107).
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSDFFAWYQOKRGQTPTLLIYGTSTRATG
IPDRFSGSGSGTDFTLSVARLEPEDFAVYYCQQYGSSTWTFGQGTKVEIK

>3C11-038 VH DNA (SEQ ID NO: 108).
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGG
TTTCCTGCAAGGCATCTGGATACGCCTTCACCAGCTACTATTTGCACTGGGTGCGACA
GGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGGATAATGAACCCTCATGGTGGTAGCACA
ACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACCATGACCAGGGACACGTCCACGAGCA
CAGTCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGC
CCGAGAGAGTCCCGATAGTAGTGGTTATCCTGGCTACTACGGTATGGACGTCTGGGGC
CAAGGGACCACGGTCACCGTCTCGAGC

>SC11-038 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 109).
EVQLVESGAEVKKPGASVKVSCKASGYAFTSYYLHWVRQAPGOGLEWMGIMNPHGGST
TYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARESPDSSGYPGYYGMDVWG
QGTTVTVSS
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>5C11-038 VL DNA (SEQ ID NO: 110).
TCCTATGAGCTGACTCAGCCACCCTCAGCGTCTGGGACCCCCGGGCAGAGGGTCACCA
TGTCTTGTTCTGGAAGCAGATCCAACATCGGATCTAATCCTGTAAGCTGGTTCCAGCA
ACTCCCGGGAATGGTCCCCARAACTCCTCATCTATACTAATGATCAGCGGCCCTCAGGG
GTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCCCCTCAGCCTCCCTGGCCATCAGTG
GGCTCCAGTCTGAGGATGAGGCTGATTATTACTGTGCAGCATGGGATGACAGCCTGAA
AGGTTGGGTGTTCGGCGGAGGGACCAAGCTGACCGTCCTAG

>3C11-038 VL PROTEIN (SEQ ID NO: 111).
SYELTQPPSASGTPGQRVTMSCSGSRSNIGSNPVSWEFQQLPGMVPKLLIYTNDQRPSG
VPDRFSGSKSGPSASLAISGLQSEDEADYYCAAWDDSLKGWVEGGGTKLTVL

>SC11-039 VH DNA (SEQ ID NO: 112).
GAGGTCCAGCTGGTACAGTCTGGAGCAGAGGTGAAAAAGCCCGGGGAGTCTGTGAAGA
TCTCCTGTAAGACTTCTGGTTACGCCTTTACCGGCTACGGTATCAGCTGGGTGCGACA
GGCCCCTGGACAAGGCCTTGAGTGGATGGGATGGATCAACACTTACAAATTTAACACA
AATTATGCACAGAACCTGCAGGGCAGAGTCACCATGACCATAGACACATCCACGAGCG
CAGCCTACATGGAGCTGAGGAGCCTGAGATATGAGGACACGGCCGTATATTTCTGTGC
GAGAGACTGGGCTGGGCCGTTTGGGAATGCTTTTGATGTCTGGGGCCAGGGGACAATG
GTCACCGTCTCGAGCG

>SC11-039 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 113).
EVQLVQSGAEVKKPGESVKISCKTSGYAFTGYGISWVROAPGOQGLEWMGWINTYKENT
NYAQNLQGRVTMTIDTSTSAAYMELRSLRYEDTAVYFCARDWAGPEFGNAFDVWGQGTM

VTVSS

>SC11-039 VL DNA (SEQ ID NO: 114).
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ACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCCTGTCTGCATCTATAGGAGACAGAGTCGC
CATCACTTGCCAGGCGAGTCAGGACATTAGCGACTATTTAAATTGGTATCAGCAACAA
CCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGCTCTACGGTGCATCCAATTTGGAAACAGGGGTCC
CATCAAGGTTCAGTGGAAGTGGATCTGGGACAGATTTTACTTTCACCATCAGCAGCCT
GCAGCCTGAAGACATTGCAACATATTATTGTCAACAGTATGGTAATCTCCCTCCGACT
TTCGGCGGGGGGACCAAGCTGGAGATCAAAC

>5C11-039 VL PROTEIN (SEQ ID NO: 115).
IQMTQSPSSLSASIGDRVAITCQASQDISDYLNWYQOQOPGKAPKLLLYGASNLETGVP
SRFSGSGSGTDFTFTISSLOPEDIATYYCOQYGNLPPTFGGGTKLEIK

>3C09-114 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 116).
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKSSGGTSNNYAISWVRQAPGOGLDWMGGISPIFGST
AYAQKFQGRVTISADIFSNTAYMELNSLTSEDTAVYFCARHGNYYYYSGMDVWGQGTT
VTVSS

>5C09-114 VL PROTEIN (SEQ ID NO: 117).

SYVLTQPPAVSGTPGQRVTISCSGSDSNIGRRSVNWYQOFPGTAPKLLIYSNDQRPSV
VPDRFSGSKSGTSASLAISGLOSEDEAEYYCAAWDDSLKGAVEGGGTQLTVL
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>SC08-031 VH DNA (SEQ ID NO: 118).
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCCTGGTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGALC
TCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGAGTATATCATGCATTGGGTCCGGCA
AGCTCCCGGGAAGGGCCCGGAATGGGTCGCAGGTATTAATTGGAAAGGTAATTTCATG
GGTTATGCGGACTCTGTCCAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACT
CCCTCTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGACGACACGGCCTTATATTACTGTGC
ARAAAGACCGGCTGGAGAGTTCAGCTATGGACATTCTAGAAGGGGGTACTTTTGATATC
TGGGGCCAAGGGACAATGGTCACC

>SC08-031 VH PROTEIN (SEQ ID NO:119)
EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDEY IMHWVROAPGKGPEWVAGINWKGNEM
GYADSVQGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRADDTALYYCAKDRLESSAMDILEGGTEDI
WGQGTMVT

>3C08-031 VL DNA (SEQ ID NO: 120).
CAGTCTGCCCTGACTCAGCCTGCCTCCGTGTCTGGGTCTCCTGGACAGTCGATCACCA
TCTCCTGCACTGGAACCAGCAGTGACGTTGGTGGTTATAACTATGTCTCCTGGTACCA
ACAGCACCCAGGCAAAGCCCCCAAACTCATGATTTATGATGTCAGTAGTCGGCCCTCA
GGGGTTTCTAATCGCTTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCGACACGGCCTCCCTGAGCATCT
CTGGGCTCCAGGCTGAGGACGAGGCTGATTATTACTGCAGCTCATATACAAGCAGCAG
CACTCATGTCTTCGGAACTGGGACCAAGGTCACCGTCCTAG

>3C08-031 VL PROTEIN (SEQ ID NO:121)
OSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGGYNYVSWYQQOHPGKAPKLMIYDVSSRPS

GVSNRFSGSKSGDTASLSISGLOAEDEADYYCSSYTSSSTHVEGTGTKVTVL

>SC08-032 VH DNA (SEQ ID NO: 122).
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GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCCTGGTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGAC
TGTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCAGCTTTGATGAGTACATCATGCATTGGGTCCGGCA
AGCTCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGGTCGCAGGTATTAATTGGAAAGGTAATTTCATG
GGTTATGCGGACTCTGTCCAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGGCAAGAACT
CCCTCTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGAGGACACGGCCTTGTATTACTGTGC
AAAAGACCGGCTGGAGAGTTCAGCTATGGACATTCTAGAAGGGGGTACTTTTGATATC
TGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCGAGC

>SC08-032 VH PROTEIN (SEQ ID NO:123)
EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGESEFDEYIMHWVROAPGKGLEWVAGINWKGNEM
GYADSVQGRFTISRDNGKNSLYLOMNSLRAEDTALYYCAKDRLESSAMDILEGGTEDI
WGQGTMVTVSS

>SC08-032 VL DNA (SEQ ID NO: 124).
CAGTCTGCCCTGACTCAGCCTGCCTCCGTGTCTGGGTCTCCTGGACAGTCGATCACCA
TCTCCTGCACTGGARACCCGCAGGGACGTTGGTGATTATAAGTATGTCTCCTGGTACCA
ACAACACCCAGGCAAAGCCCCCAAACTCATGATTTATGATGTCAGTAATCGGCCCTCA
GGGGTCTCTAATCGCTTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACCACGGCCTCCCTGACCATCT
CTGGGCTCCAGGCTGAGGACGAGGCTGATTATTATTGCAGTTCATACACAACCAGCAA
CACTCGGGTGTTCGGCGGAGGGACCAAGCTGACCGTCCTAG

>SC08-032 VL PROTEIN (SEQ ID NO:125)
QOSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTRRDVGDYKYVSWYQQHPGKAPKLMIYDVSNRPS
GVSNREFSGSKSGTTASLTISGLQAEDEADYYCSSYTTSNTRVEGGGTKLTVL

>SC08-034 VH DNA (SEQ ID NO: 126).

GAGGTGCAGCTGGTGGAGACTGGGGGAGGCCTGGTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGAC
TCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGAGTATATCATGCATTGGGTCCGGCA
AGCTCCCGGGAAGGGCCCGGAATGGGTCGCAGGTATTAATTGGAAAGGTAATTTCATG
GGTTATGCGGACTCTGTCCAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACT
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CCCTCTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGACGACACGGCCTTATATTACTGTGC
AAAAGACCGGCTGGAGAGTTCAGCTATGGACATTCTAGAAGGGGGTACTTTTGATATC
TGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCGAGC
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>SC08-034 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 127).
EVQLVETGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDEY IMHWVRQAPGKGPEWVAGINWKGNEFM
GYADSVQGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRADDTALYYCAKDRLESSAMDILEGGTFDI
WGQGTMVTVSS

>SC08-034 VL DNA (SEQ ID NO: 128).
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTGGGAGACAGAGTCA
CCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGAAATGATTTAGGCTGGTATCAGCAGAA
ACCAGGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGETC
CCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTC
TGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTATTGTCAACAGGCTAACACTTATCCACTCAC
TTTCGGCGGAGGGACCAAGCTGGAGATCAAAC

>SC08-034 VL PROTEIN (SEQ ID NO:129)
DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQOKPGKAPKRLIYAASSLOSGV
PSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQOANTYPLTEGGGTKLEIK

>SC08-035 VH DNA (SEQ ID NO: 130).

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCCTGGTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGAC
TCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGAGTATATCATGCATTGGGTCCGGCA
AGCTCCCGGGAAGGGCCCGGAATGGGTCGCAGGTATTAATTGGARAAGGTAATTTCATG
GGTTATGCGGACTCTGTCCAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACT
CCCTCTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGACGACACGGCCTTATATTACTGTGC
AAAAGACCGGCTGGAGAGTTCAGCTATGGACATTCTAGAAGGGGGTACTTTTGATATC
TGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCGAGC

>SC08-035 VH PROTEIN (SEQ ID NO: 131).
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EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDEY IMHWVRQAPGKGPEWVAGINWKGNEFM
GYADSVQGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRADDTALYYCAKDRLESSAMDILEGGTEFDI
WGQGTMVTVSS

>SC08-035 VL DNA (SEQ ID NO: 132).
TCTTCTGAGCTGACTCAGGACCCTGCTGTGTCTGTGGCCTTGGGACAGACAGTCAGGA
TCACATGCCAAGGAGACAGCCTCAGAAGCTATTATGCAAGCTGGTACCAGCAGAAGCC
AGGACAGGCCCCTGTACTTGTCATCTATGGTAAAAACAACCGGCCCTCAGGGATCCCA
GACCGATTCTCTGGCTCCAGCTCAAGARACACAGCTTCCTTGACCATCACTGGGGCTC
AGGCGGAAGATGAGGCTGACTATTATTGTGACTCCCGGGACAGCAGTGGAACCCATTA
TGTCTTCGGAGGTGGGACCAAGGTCACCGTCCTAG

>SC08-035 VL PROTEIN (SEQ ID NO: 133).

SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASWYQQOKPGOQAPVLVIYGKNNRPSGIP
DRFSGSSSRNTASLTITGAQAEDEADYYCDSRDSSGTHYVFEGGGTKVTVL
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YEU CAU BAO HOQ

1. Phan tir lién két c6 kha nang lién két dic hiéu véi hemagglutinin (HA) cua cac
ching virut cim B cua dong B/Yamagata va B/Victoria, va c6 kha nang lam trung
hoa céac ching virut cim B nay cua dong B/Yamagata va/hodc B/Victoria,

trong d6 phan tir lién két nay khong lién két HA cua cac virut cim A, va
trong d6 phan tir lién két bao g0m chudi nang CDR1 néu trong SEQ ID NO:7, chudi
ning CDR2 néu trong SEQ ID NO:8, chudi ning CDR3 néu trong SEQ ID NO:9,
chudi nhe CDR2 néu trong SEQ ID NO:10, chudi nhe CDR2 néu trong SEQ ID
NO:11, va chudi nhe CDR2 néu trong ID NO:12 hodc 13.
2. Phan tir lién két theo diém 1, trong d6 phén tir nay lién két v6i ving dau cua HA
cua virut cum B.
3. Phan tir lién két theo diém 1, trong d6 phan tit lién két nay bao gdm ving bién
d6i chudi ning chira SEQ ID NO:75.
4. Phan tht lién két theo diém 3, trong d6 phan tir lién két nay chira ving bién dbi
chudi nhe chira SEQ ID NO:77.
5. Phan tir lién két theo diém 3, trong d6 phén tir lién két nay bao gom:

vung bién d6i chudi ning chira SEQ ID NO:75, va

vung bién ddi chudi nhe chira SEQ ID NO:77.
6. Phan tr lién két c6 kha ning lién két dic hiéu v6i hemagglutinin (HA) cia
chiing virut cim B cua dong B/Yamagata va B/Victoria, va ¢ kha ning lam trung
hoa ching virut cim B cua dong B/Yamagata va/hodc B/Victoria, nhung khong ¢
kha nang lién két véi HA cuia virut cim A, trong d6 phén tir lién két nay bao gdm:

ving bién dbi chudi ning gom c6 SEQ ID NO:78, va

ving bién ddi chudi nhe gom c6 SEQ ID NO:79.
7. Phan ti lién két theo diém 1, trong d6 phan tir lién két nay tc ché duong ra cia
virut cim B tir c4c té bao bi nhiém.
8. Phan tir lién két theo didm 1, trong d6 phan tir lién két nay 14 khéng thé dugc

phan tach hoac manh lién két khang nguyén ctia né.
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9. Tiép hop mién dich bao gom:
it nhat mot phan tir lién két theo diém 1, va
it nhat mot dubi.
10. Phan tr axit nucleic ma hoa phén tir lién két dugc phan 13p theo diém 1.
11. Dugc phdm chita phan tir lién két theo diém 1.
12. Dugc phdm theo diém 11, dugc pham nay con bao gdm chat mang hoic t4 duge
duoc dung.
13. Phan tir lién két theo didm 2, trong d6 phéan tir nay lién két véi ving dau cua

HA1 cua virut cam B.
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FIG. 4
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<170> PatentIn phién ban 3.3

<210> 1
<211> 8
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> CR8033 HC CDR1

<400> 1

Gly Phe Ser Phe Asp Glu Tyr Thr

1 5
<210> 2

<211> 8

<212> PRT

<213> ©Nhén tao

<220>
<223> CR8033 HC CDR2

<400> 2

Ile Asn Trp Lys Gly Asn Phe Met

1 5
<210> 3

<211> 20

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> CR8033 HC CDR3
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<400> 3
Ala Lys Asp Arg Leu Glu Ser Ser Ala Met Asp Ile Leu Glu Gly Gly
1 5 10 15

Thr Phe Asp Ile
20

<210> 4
<211> 7
<212> PRT

<213> ©Nhén tao

<220>
<223> CR8033 LC CDR1

<400> 4

Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr

1 5
<210> 5

<211> 3

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> CR8033 LC CDR2

<400> 5

Gly Ala Ser

1

<210> 6
<211> 9
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> CR8033 LC CDR3

<400> 6

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr
1 5

-08-
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<210> 7
<211> 8
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> HC CDR1

<400> 7

Gly Tyr Ile Phe Thr Glu Ser Gly

1 5
<210> 8

<211> 8

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> HC CDR2

<400> 8

Ile Ser Gly Tyr Ser Gly Asp Thr

1 5
<210> 9

<211> 18

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> HC CDR3

<400> 9

Ala Arg Asp Val Gln Tyr Ser Gly Ser Tyr Leu Gly Ala Tyr Tyr Phe

1 5 10 15
Asp Tyr

<210> 10

<211> 8

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

-99-
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<223> LC CDR1
<400> 10

Ser Ser Asn Ile Gly Thr Asn Tyr

1 5
<210> 11

<211> 3

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> LC CDR2

<400> 11

Arg Ser Tyr

1

<210> 12
<211> 11
<212> PRT

<213> ©Nhéan tao

<220>
<223> LC CDR3

<400> 12

Ala Thr Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Trp Val

1 5 10
<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> LC CDR3

<400> 13

Ala Thr Trp Asp Asp Ser Leu Asp Gly Trp Val

1 5 10
<210> 14
<211> 8
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<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> HC CDR1

<400> 14

Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Ala

1 5
<210> 15

<211> 8

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> HC CDR2

<400> 15

Ile Asn Trp Val Ser Thr Thr Met

1 5
<210> 16

<211> 20

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> HC CDR3

<400> 16
Ala Lys Asp Arg Leu Glu Ser Ala Ala Ile Asp Ile Leu Glu Gly Gly

1 5 10 15

Thr Phe Asp Ile
20

<210> 17
<211> 9
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> LC CDR1

-101-
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<400> 17

Ser Ser Asp Val Gly Gly Tyr Asn Tyr
1 5

<210> 18
<211> 3
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> LC CDR2

<400> 18

Asp Val Ser

1

<210> 19
<211> 10
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> LC CDR3

<400> 19

Ser Ser Tyr Ala Ser Gly Ser Thr Tyr Val

1 5 10
<210> 20

<211> 10

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> HC CDR1

<400> 20

Gly Gly Ser Ile Asn Ser Ser Pro Tyr Lys

1 5 10
<210> 21

<211> 7

<212> PRT

<213> Nhén tao

-102-
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<220>
<223> HC CDR2

<400> 21

Phe Tyr Tyr Asp Gly Ser Thr

1 5
<210> 22

<211> 18

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> HC CDR3

<400> 22

Ala Ala Tyr Cys Ser Ser Ile Ser Cys His Ala Tyr Tyr Asp Tyr Met

1 5 10 15
Asn Val

<210> 23

<211> 11

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> LC CDR1

<400> 23

Gln Ser Leu Arg His Glu Asn Gly Tyr Asn Tyr

1 5 10
<210> 24

<211> 3

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> LC CDR2

<400> 24

-103-



Leu Gly Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

25

9

PRT

Nhén tao

LC CDR3

25

33864

Met Gln Ala Leu Thr Gln Thr Leu Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

26

38

PRT

Nhén tao

LC CDR1

26

Gly Phe Thr Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

27

7

PRT

Nhén tao

LC CDR2

27

5

Ser Ser Tyr Ala
5

Leu Ser Asp Glu Ser Thr Thr

1

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

<220>

28

17

PRT

Nhén tao

5

-104-
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<223> LC CDR3
<400> 28

Ala Glu Asp Leu Gly Thr Val Met Asp Ser Tyr Tyr Tyr Gly Met Asn

1 5 ' 10 15
Val

<210> 29

<211> 11

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> LC CDR1

<400> 29

Gln Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Leu Asn Tyr

1 5 10
<210> 30

<211> 9

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> LC CDR3

<400> 30

Met Gln Ala Leu Gln Thr Pro Phe Thr

1 5
<210> 31

<211> 8

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> HC CDR1

<400> 31

Gly Asp Thr Phe Thr Asn Tyr His
1 5

-105-
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<210> 32
<211> 8
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> HC CDR2

<400> 32

Ile Asn Pro Ser Gly Gly Asp Thr

1 5
<210> 33

<211> 23

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> HC CDR3

<400> 33
Ala Thr Asp Glu Ser Pro Gly Leu Leu Thr Gly Leu Arg Asp Tyr Trp

1 5 10 15

Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val
20

<210> 34
<211> 10
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> LC CDR3

<400> 34

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Leu Cys Ser

1 5 10
<210> 35

<211> 8

<212> PRT

<213> ©Nhéan tao

-106-



33864

<220>
<223> HC CDR1

<400> 35

Gly Tyr Ser Phe Thr Gly Tyr Tyr

1 5
<210> 36

<211> 8

<212> PRT

<213> ©Nhén tao

<220>
<223> HC CDR2

<400> 36

Ile Asn Pro Ile Ser Gly Asp Thr

1 5
<210> 37

<211> 14

<212> PRT

<213> ©Nhén tao

<220>
<223> HC CDR3

<400> 37

Ala Arg Val Ala Gly Glu Asp Trp Phe Gly Asp Leu Asp Tyr

1 5 10
<210> 38

<211> 3

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> LC CDR2

<400> 38

Gly Thr Ser
1

-107-



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

<220>
<223>

<400>

39

9

PRT

Nhén tao

LC CDR3

39

33864

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Arg Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

40

8

PRT

Nhén tao

HC CDR1

40

Gly Tyr Ala Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

41

8

PRT

Nhén tao

HC CDR2

41

Ile Asn Thr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

42

14

PRT

Nhén tao

HC CDR3

42

5

Asn Gly Tyr Gly
5

Lys Val Asn Thr
5
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Ala Arg Asp Trp Gly Gly Pro Phe Gly Asn Ala Phe Asp Phe

1 5 10
<210> 43

<211> 6

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> LC CDR1

<400> 43

Gln Ser Val Gly Ser Tyr

1 5
<210> 44

<211> 9

<212> PRT

<213> ©Nhéan tao

<220>
<223> LC CDR3

<400> 44

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Arg Thr

1 5
<210> 45

<211> 8

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> HC CDR1

<400> 45

Gly Tyr Ala Phe Thr Ser Tyr Tyr

1 5
<210> 46

<211> 8

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
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<223> HC CDR2
<400> 4o

Met Asn Leu His Gly Gly Ser Thr-

1 5
<210> 47

<211> 18

<212> PRT

<213> ©Nhén tao

<220>
<223> HC CDR3

<400> 47

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

1 5 10 15
Asp Val

<210> 48

<211> 7

<212> PRT

<213> ©Nhéan tao

<220>
<223> LC CDR1

<400> 48

Gln Ser Val Ser Ser Asp Phe

1 5
<210> 49

<211> 9

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> LC CDR3

<400> 49

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Thr Trp Thr
1 5

-110-



<210> 50
<211> 8
<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> LC CDR2

<400> 50

Met Asn Pro His Gly Gly Ser Thr

1 5
<210> 51

<211> 8

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> LC CDR1

<400> 51

Arg Ser Asn Ile Gly Ser Asn Pro

1 5
<210> 52

<211> 3

<212> PRT

<213> ©Nhéan tao

<220>
<223> LC CDR2

<400> 52

Thr Asn Asp

1

<210> 53
<211> 11
<212> PRT

<213> ©Nhén tao

<220>
<223> LC CDR3

33864
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<400> 53

Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Lys Gly Trp Val

1 5 10
<210> 54

<211> 8

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>
<223> LC CDR1l

<400> 54

Gly Tyr.Ala Phe Thr Gly Tyr Gly

1 5
<210> 55

<211> 8

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> HC CDR2

<400> 55

Ile Asn Thr Tyr Lys Phe Asn Thr

1 5
<210> 56

<211> 14

<212> PRT

<213> ©Nhén tao

<220>
<223> HC CDR3

<400> 56

Ala Arg Asp Trp Ala Gly Pro Phe Gly Asn Ala Phe Asp Val

1 5 10
<210> 57

<211> 6

<212> PRT

<213> ©Nhéan tao
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<220>
<223> LC CDR1

<400> 57

Gln Asp Ile Ser Asp Tyr

1 5
<210> 58

<211> 9

<212> PRT

<213> ©Nhén tao

<220>
<223> LC CDR3

<400> 58

Gln Gln Tyr Gly Asn Leu Pro Pro Thr
1 5

<210> 59
<211> 8
<212> PRT

<213> ©Nhéan tao

<220>
<223> HC CDR1

<400> 59

Gly Phe Thr Phe Asp Glu Tyr Ile

1 5
<210> 60

<211> 10

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> LC CDR3

<400> 60

Ser Ser Tyr Thr Ser Ser Ser Thr His Val
1 5 10

-113-



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

<220>
<223>

<400>

6l

8

PRT

Nhén tao

HC CDR1

61

Gly Phe Ser Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

62

9

PRT

Nhén tao

LC CDRI1

62

Arg Arg Asp Val

1

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

<220>
<223>

<400>

63
10
PRT
Nhén tao

LC CDR3

63

Ser Ser Tyr Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

64

6

PRT

Nhén tao

LC CDR1

64

Asp Glu Tyr Ile

33864

Gly Asp Tyr Lys Tyr

Thr Ser Asn Thr Arg Val

10

-114-



Gln Gly Ile Arg Asn Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

65

3

PRT

Nhén tao

LC CDR2

65

Ala Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

66

9

PRT

Nhéan tao

LC CDR3

66

33864

Gln Gln Ala Asn Thr Tyr Pro Leu Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr

1

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

<220>

67

6

PRT

Nhéan tao

LC CDRI1

67

68

3

PRT

Nhéan tao

-115-



<223> LC C

<400> 68

Gly Lys Asn
1

<210> 69
<211> 11
<212> PRT
<213> Nhéan
<220>

<223> LC C
<400> 69

DR2

tao

DR3

33864

Asp Ser Arg Asp Ser Ser Gly Thr His Tyr Val

1

<210> 70
<211> 372
<212> ADN
<213> Nhéan
<220>
<223>
<400> 70
gaggtgcagc
60
tcctgtgcag
120
ccagggaagg
180
gcggactctg
240
ctgcaaatga
300
ctggagagtt
360
acaatggtca
372

5

tao

SC08-033 VH ADN

tggtggagac

cctctggatt

gcctggagtyg

tccagggccg

acagtctgag

cagctatgga

ccC

tgggggaggc

cagctttgat

ggtcgcaggt

attcaccatc

agctgaggac

cattctagaa

10

ctggtacagc

gagtacacca

attaattgga

tccagagaca

acggccttgt

gggggtactt

-116-

ctggcaggtc

tgcattgggt

aaggtaattt

acggcaagaa

attactgtgc

ttgatatctg

cctgagactg

ccggcaagcet

catgggttat

ctccctctat

aaaagaccgg

gggccaaggg



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

<220>
<223>

<400>

Glu Val
1

71
124
PRT
Nhén tao

SC08-033 VH PROTEIN

71

Gln Leu Val Glu
5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys

Thr Met

20

His Trp Val Arg
35

Ala Gly Ile Asn Trp Lys

Gln Gly Arg Phe Thr Ile

65

70

Leu Gln Met Asn Ser Leu

Ala Lys

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>

85

Asp Arg Leu Glu
100

Asp Ile Trp Gly
115

72

325

ADN
Nhéan tao

SC08-033 VL ADN

72

Thr

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Gln

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Ser

Gly
120

33864

Gly

Ser

25

Pro

Phe

Asp

Glu

Ala

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Met

Asn

Asp

90

Met

Met

-117-

Leu

Phe

Lys

Gly

Gly

75

Thr

Asp

Val

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ile

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Leu

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Glu
110

Gly

15

Glu

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly



gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc
60
ctctcctgca gggccagtca gagtgttage
120
cctggccagg ctcccaggect cctcatctat
180
gccaggttca gtggcagtgg gtctgggaca
240
cctgaagatc ttgcagtgta ttactgtcag
300
caagggacca aggtggaaat caaac
325
<210> 73
<211> 108
<212> PRT
<213> ©Nhén tao
<220>
<223> SC08-033 VL PROTEIN
<400> 73
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40
Ile Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70
Pro Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr
85

33864

ctgtctttgt
agcagctact
ggtgcatcca
gacttcactc

cagtatggta

Thr
10

Gly Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr
75

Thr Leu

Gln
90

Cys Gln

-118-

ctccagggga

tagcctggta

ccagggccac

tcaccatcag

gctcaccgtg

Ser Leu Ser

Val Ser

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Pro Ala

60

Arg

Ile Ser Arg

Tyr Gly Ser

aagagccacc

ccagcagaaa

tggtatccca

cagactggag

gacgttcggc

Pro
15

Gly
Ser

Ser

Leu Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Ser Pro

95



33864

Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100
<210> 74
<211> 375
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223> SC08-059 VH ADN
<400> 74
gaggtccagc tggtacagtc tggagctgag
60
tcctgcaggg cctctggtta catctttacc
120
cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg
180
gcacagaaac tccagggcag agtcaccatg
240
atggaattga ggagcctgag atatgacgac
300
cagtacagtg ggagttattt gggcgcctac
360
gtcaccgtct cgagc
375
<210> 75
<211> 125
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> SC08-059 VH PROTEIN
<400> 75

105

gtgaagaagc
gaatctggta
atcagcggtt
accaaagaca
acggccgtat

tactttgact

ctggggcctc

tcacctgggt

acagtggtga

catccacgac

attactgtgc

attggagccc

agtgagggtc

gcgccaggcec

cacaaaatat

cacagcctac

gagagacgtc

gggaaccctg

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

1

5

10

15

Ser Val Arg Val Ser Cys Arg Ala Ser Gly Tyr Ile Phe Thr Glu Ser

20

25

-119-
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33864

Gly Ile Thr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40
Gly Trp Ile Ser Gly Tyr Ser Gly Asp Thr Lys
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Lys Asp Thr Ser
65 70 75
Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Tyr Asp Asp Thr
85 90
Ala Arg Asp Val Gln Tyr Ser Gly Ser Tyr Leu
100 105
Asp Tyr Trp Ser Pro Gly Thr Leu Val Thr Val
115 120
<210> 76
<211> 331
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223> SC08-059 VL ADN
<400> 76
tcctatgtge tgactcagcc accctcagcg tctgggaccc
60
tcttgttctg gaagcagctc caacatcgga actaattatg
120
ccaggaacgg cccccaaact cctcatctat aggagttatc
180
gaccgattct ctggctccaa gtctggctcc tcagcctccce
240
tctgaggatg aggctgatta ttactgtgca acatgggatg
300
ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta g
331

-120-

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala Gln

60

Thr Thr Thr

Ala Val Tyr

Gly Ala Tyr

110

Ser
125

Ser

ccgggcagag

tatactggta

agcggccctce

tggccatcag

acagcctgaa

Trp Met

Lys Leu

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Tyr Phe

ggtcaccatc

ccagcagttc

aggggtccct

tgggctccag

tggttgggtyg



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

<220>
<223>

<400>
Ser Tyr

1

Arg Val

Tyr Val

Ile Tyr

Gly Ser
65

Ser Glu

Asn Gly

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

<220>
<223>

<400>

77

110

PRT

Nhén tao

SC08-059 VL PROTEIN

77

Val Leu Thr Gln Pro

Thr Ile Ser Cys Ser
20

Tyr Trp Tyr Gln Gln
35

Arg Ser Tyr Gln Arg
55

Lys Ser Gly Ser Ser
70

Asp Glu Ala Asp Tyr
85

Trp Val Phe Gly Gly
100

78

125

PRT

Nhé&n tao

CR08071 VH PROTEIN

78

Pro

Gly

Phe

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

33864

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ala
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala

90

Lys

Ser

Ser

Thr

vVal

Ala

75

Thr

Leu

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

vVal

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Gly

15

Thr

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu

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

1

5

10

-121-

15



Ser Val Arg Val Ser Cys
20

Gly Ile Thr Trp Val Arg
35

Gly Trp Ile Ser Gly Tyr
50

Gln Gly Arg Val Thr Met
65 70

Met Glu Leu Arg Ser Leu
85

Ala Arg Asp Val Gln Tyr
100

Asp Tyr Trp Ser Pro Gly
115

<210> 79

<211> 112

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

Arg

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Ser

Thr

<223> CR08071 VL PROTEIN

<400> 79
Gln Ser Val Leu Thr Gln
1 5

Arg Val Thr Ile Ser Cys
20

Tyr Val Tyr Trp Tyr Gln
35

Pro

Ser

Gln

Ala

Ala

40

Gly

Lys

Tyr

Gly

Leu
120

Pro

Gly

Phe
40

33864

Ser Gly Tyr Ile Phe
25

Pro Gly Gln Gly Leu
45

Asp Thr Lys Tyr Ala
60

Asp Thr Ser Thr Thr
75

Asp Asp Thr Ala Val
90

Ser Tyr Leu Gly Ala
105

Val Thr Val Ser Ser
125

Ser Ala Ser Gly Thr
10

Ser Ser Ser Asn Ile
25

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

Ser

Met

Leu

Tyr

80

Cys

Phe

Pro Gly Gln

15

Gly Thr Asn

30

Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu

45

-122-



33864

Ile Tyr Arg Ser Tyr Gln Arg Pro Ser Gly Val
50 55
Gly Ser Lys Ser Gly Ser Ser Ala Ser Leu Ala
65 70 75
Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Thr
85 90
Asp Gly Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105
<210> 80
<211> 389
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223> SCl10-051 VH ADN
<400> 80
gaggtccagc tggtgcagtc tggagctgag gtgaagaagc
60
tcctgcaagg catctggaga caccttcacc aactaccata
120
cctggacaag ggcttgagtg gatgggaata atcaatccta
180
tcacagaagt tccagggcag agtcaccctg accagggaca
240
atgaagttgg ccagcctgag atctgaggac acggccgtgt
300
agtcccggac ttttgactgg ccttcgggat tactggtact
360
ggccagggga ccacggtcac cgtctcgag
389
<210> 81
<211> 129
<212> PRT
<213> Nhén tao

-123-

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Gly

Trp Asp Asp

Thr Val Leu

110

ctggggcctc
tacactgggt
gtggtggtga
ggtccacaaa
attactgtgc

actacggtat

Phe Ser

Gln
80

Leu

Ser Leu

95

Arg Lys

agtagaactt

gcgacaggcc

cacagactac

cacattctat

gacagatgag

ggacgtctgg



33864

<220>
<223> SC10-051 VH PROTEIN

<400> 81
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

Ser Val Glu Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Asp Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

His Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Ile Ile Asn Pro Ser Gly Gly Asp Thr Asp Tyr Ser Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Leu Thr Arg Asp Arg Ser Thr Asn Thr Phe Tyr
65 70 75 80

Met Lys Leu Ala Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Thr Asp Glu Ser Pro Gly Leu Leu Thr Gly Leu Arg Asp Tyr Trp
100 105 110

Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val

115 120 125
Ser
<210> 82
<211> 328
<212> ADN

<213> Nhéan tao

<220>
<223> SC10-051 VL ADN

<400> 82

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc
60 »

-124-



ctctcctgca
120
cctggccagg
180
gacaggttca
240
cctgaagatt
300
ggccagggga
328

<210> 83
<211> 109
<212> PRT
<213> Nhén
<220>

<223> SC10
<400> 83

Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Ala
35

Tyr Leu

Ile Tyr

50

Gly

Gly Ser

65

Gly

Pro Glu Asp

Leu Cys Ser

gggccagtca

ctcccaggcet

gtggcagtgg

ttgcagtgta

ccaagctgga

tao

-051
Thr

Leu

Thr
20

Leu

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

85

Phe Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

val

Gln

33864

gagtgttagc

cctcatctat

gtctgggaca

ttactgtcag

gatcaaac

VL PROTEIN

Ser Pro

Cys Arg

Gln Lys

40

Arg Ala

Asp Phe
Tyr

Tyr

Gly Thr

agcagctact

ggtgcatcca

gacttcactc

cagtatggta

Thr
10

Gly Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr
75

Thr Leu

Gln
90

Cys Gln

Lys Leu Glu

-125-

tagcctggta

gcagggccac

tcaccatcag

gctcacctct

Ser Leu Ser

Val Ser

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Tyr Gly Ser

Ile Lys

ccagcagaaa

tggcatccca

cagactggag

gtgcagtttt

Pro
15

Gly
Ser Ser
Leu

Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Ser Pro

95



<210> 84
<211> 368
<212> ADN
<213> Nhén
<220>
<223>
<400> 84
gaggtgcagc
60
tcctgtgcag
120
ccagggaagg
180
gactccgtga
240
cagatgaaca
300
acggtgatgg
360
gtctcgag
368

<210> 85
<211> 122
<212> PRT
<213> Nhén
<220>
<223>
<400> 85

100

tao

SC10-049 VH ADN

tggtggagtc

cctctggatt

ggctggagtg

agggccgatt

gcctgaaagc

actcctacta

tao

33864

tgggggaggc

cacctttagc

ggtctcacgt

cactatctcc

cgacgacacg

ctacggtatg

SC10-049 VH PROTEIN

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

20

105

ttggtacagc

agctatgcca

cttagtgatg

agagacaatt

gccatatatt

aacgtctggg

ctggggggtc
tgagctgggt
aaagtaccéc
ccaagaacac
actgtgcgga

gcccagggac

cctgagactc

ccgccaggcet

atactatgca

actgtatctg

ggatctgggg

cacggtcacc

Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

10

15

Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

25

-126-

30



33864

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Arg Leu Ser Asp Glu Ser Thr Thr Tyr Tyr
50 55
Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys
65 70 75
Gln Met Asn Ser Leu Lys Ala Asp Asp Thr Ala
85 90
Glu Asp Leu Gly Thr Val Met Asp Ser Tyr Tyr
100 105
Trp Gly Pro Gly Thr Thr Val Thr Val Ser
115 120
<210> 86
<211> 337
<212> ADN
<213> ©Nhén tao
<220>
<223> 3C10-049 VL ADN
<400> 86
gatgttgtga tgactcagtc tccactctcc ctgcccgtca
60
atctcctgca ggtctagtca gagcctcctg catagtaatg
120
tacctgcaga agccagggca gtctccacag ctcctgatct
180
tccggggtce ctgacaggtt cagtggcagt ggatcaggca
240
agcagagtgg aggctgagga tgttggggtt tattactgca
300
ttcactttcg gcggagggac caaggtggag atcaaac
337

-127-

Gly Leu Glu

45

Ala
60

Asp Ser

Asn Thr Leu

Ile Tyr Tyr

Met
110

Tyr Gly

cccctggaga

gactcaatta

atttgggttc

cagattttac

tgcaagctct

Trp Val

Val

Lys

Leu
80

Tyr

Cys Ala

95

Asn Val

gccggcecctcece

tttggattgg

taatcgggcc

actgaaaatc

acaaactcct



33864

<210> 87
<211> 112
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> SC10-049 VH PROTEIN

<400> 87
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

1 5 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser
20 25 30

Asn Gly Leu Asn Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro
50 55 60

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

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ala
85 90 95

Leu Gln Thr Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 88
<211> 382
<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> SC10-023 VH ADN

<400> 88
gaggtgcagc tggtggagac tgggggaggc ttggtacagc ctggcaggtc cctgagactc
60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttgat gattatgcca tgcattgggt ccggcaagcet
120

-128-



ccagggaagg
180
gcggactctg
240
ctgcaaatga
300
ctggagagtg
360
acaatggtca
382

<210> 89
<211> 127
<212> PRT
<213> Nhén
<220>

<223> SCl10
<400> 89

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met His

35

Ser Gly Ile

50

Lys
65

Arg

Leu Gln Met

Ala Lys Asp

gcctggagtyg

tgaagggccg

acagtctgag

cagctataga

ccgtctcgag

tao

-023

Leu Val G1

Leu Ser

20

Trp Val

Asn Trp

Phe Thr Il

70

Ser Le

85

Asn

Arg Leu Gl

Cys

Arg

Val

ggtctcaggt

attcaccatc

agctgaggac

cattctagaa

cg

VH PROTEIN

u Thr Gly

Ala

Ala

Ala
40

Gln

Ser Thr

55

e Ser Arg

u Arg Ala

u Ser Ala

33864

attaattggg
tccagagaca

acggccttgt

gggggtactt

Gly Gly Leu

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Thr Met Gly

Ala
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

90

Ala Ile Asp

-129-

ttagtactac

acgccaagaa

attactgtgc

ttgatatcag

Val Gln Pro

Thr Phe Asp

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Ser

Ala Leu Tyr

Ile Leu Glu

catgggctat

ctccctgtat

aaaagatagg

gggccaaggg

Gly
15

Arg

Asp Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Gly



100

33864

105

110

Thr Phe Asp Ile Arg Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 90
<211> 331
<212> ADN
<213> ©Nhén tao
<220>
<223> SC10-023 VL ADN
<400> 90
cagtctgccc tgactcagcc tccctceccgeg
60
tcctgcactg gaaccagcag tgatgttggt
120
cacccaggca aagcccccaa actcatgatt
180
cctgatcgct tctctgggtc caagtctgge
240
caggctgagg acgaggctga atattactgc
300
ttcggaactg ggaccaaggt caccgtccta
331
<210> 91
<211> 110
<212> PRT
<213> ©Nhén tao
<220>
<223> SC10-023 VL PROTEIN
<400> 091

tccggctcetce

ggttataact

tatgatgtca

aacacggcct

agctcatatg

125

ctggacagtc

atgtctcctg

gtaagcggcc

ccctgaccat

caagcggcag

agtcaccatc

gtaccaacag

ctcaggggtc

ctctgggctc

cacttatgtc

Gln Ser Ala Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Ser Pro Gly Gln

1

5

10

15

Ser Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Gly Tyr

20

25

-130-

30



Asn Tyr Val Ser Trp Tyr Gln Gln
35 40
Met Ile Tyr Asp Val Ser Lys Arg
50 55
Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr
65 70
Gln Ala Glu Asp Glu Ala Glu Tyr
85
Ser Thr Tyr Val Phe Gly Thr Gly
100
<210> 92
<211> 378
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223> SC10-032 VH ADN
<400> 92
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga
60
acctgcaatg tctctggtgg ctccatcaac
120
cagtccccag ggaaggggct ggagtggatt
180
tacaacccgt ccctccagag tcgactcacc
240
tccttgaggc tgaggtctgt gaccgccgca
300
tgtagtagta taagctgcca tgcctattac
360
acggtcaccg tctcgagc
378 ' '

33864

His Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Leu

75

Ser

Tyr Cys Ser

90

Thr
105

Lys Val

ctggtgaagc

agtagtccct

gggactttct

atttccggag

gacacggctg

gactacatga

-131-

Ala
45

Lys Pro

Val
60

Pro Asp

Thr Ile Ser

Ser Tyr Ala

Thr Val Leu

110

cttcgggcac

ataagtgggc

attatgatgg

acatgtccag

tgtattactg

acgtctgggg

Lys Leu

Phe

Arg

Leu
80

Gly

Ser
95

Gly

cctgtccctce

ctggatccgce

gagcaccgac

taaccacttc

tgcggcctat

caaagggacc



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

<220>
<223>

<400>

Gln Val
1

93

126

PRT
Nhén tao
SC10-032
93

Gln Leu

Thr Leu Ser Leu

Pro Tyr

Trp Ile
50

20

Lys Trp
35

Gly Thr

Leu Gln Ser Arg

65

Ser Leu Arg Leu

Cys Ala

Ala Tyr
100

Met Asn Val Trp

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

<220>
<223>

<400>

115

94

334

ADN
Nhén tao

VH PROTEIN

Gln

Thr

Ala

Phe

Leu

Arg

Cys

Gly

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ser

Ser

Lys

SC10-032 VL ADN

94

Ser

Asn

Ile

Tyr

55

Ile

Val

Ser

Gly

Gly

Val

Arg

40

Asp

Ser

Thr

Ile

Thr
120

33864

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser

105

Thr

Gly

10

Gly

Ser

Ser

Asp

Ala

90

Cys

Val

-132-

Leu

Gly

Pro

Thr

Met

75

Asp

His

Thr

Val

Ser

Gly

Asp

60

Ser

Thr

Ala

Val

Lys

Ile

Lys

Tyr

Ser

Ala

Tyr

Ser
125

Pro

Asn

30

Gly

Asn

Asn

Val

Tyr

110

Ser

Ser

15

Ser

Leu

Pro

His

Tyr

95

Asp

Gly

Ser

Glu

Ser

Phe

80

Tyr

Tyr



gaaattgtgce
60
atctcctgca
120
tacctgcaga
180
tccggggtcece
240
agcagagtgg
300
actttcggcg
334

<210> 95
<211> 111
<212> PRT
<213> Nhén
<220>

<223> SC10
<400> 95

Glu Ile Val
1

Glu Pro Ala

Asn Gly Tyr

35

Gln
50

Pro Leu

Asp Phe

65

Arg

Ser Arg Val

tgactcagtc

ggtctagtca

agccagggca

ctgacaggtt

aggctgagga

gagggaccaa

tao

-032

Leu Thr

Ser Ile

20

Asn Tyr

Leu Met

Ser Gly

Glu Ala

85

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

33864

tccactctcce

gagcctccga

gtctccacag

cagtggcagt

tgttggggtt

gctggagatc

VL PROTEIN

Ser Pro

Cys Arg

Asp Trp

40

Leu
55

Gly
Ser

Gly

Asp Val

ctgcccgtca

catgagaatg

ctcctgatgt

ggatcaggca

tattactgca

aaac

Ser Leu

10

Leu

Ser Ser Gln

25

Tyr Leu Gln

Ser Val Arg

Gly Thr Asp

75

Val
90

Gly

-133-

cccctggaga

gatacaacta

atttgggttc

cagattttac

tgcaagctct

Pro Val Thr

Ser Leu Arg

Pro
45

Lys Gly

Ala
60

Ser Gly

Phe Thr Leu

Tyr Cys Met

gccggcectece

tttggattgg

tgttcgggcce

actgaaaatc

acaaacgctc

Pro
15

Gly
His Glu
Gln

Ser

Val Pro

Ile
80

Lys

Gln
95

Ala



33864

Leu Gln Thr Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100
<210> 96
<211> 3064
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223> SCl1-024 VH ADN
<400> 96
gaggtgcagc tggtgcagtc tggggctgaa
60
tcctgcaagg cttctggata cagcttcacc
120
cctggacaag gacctgagtg gatggggcgg
180
gcacagaggt ttcagggcag ggtcaccttg
240
atggagctga gcgggctgaa atctgacgac
300
ggtgaagatt ggttcgggga tcttgactat
360
agcg
364
<210> 97
<211> 121
<212> PRT
<213> ©Nhéan tao
<220>
<223> SCl1-24 VH PROTEIN
<400> 97

105

attaagaagc

ggctactata

atcaacccta

accagggaca

acggccgtat

tggggccagg

110

ctggggcctc

tgcactgggt

tcagtggtga

ggtccaccag

atttctgtgc

gaaccctggt

agtgaaggtc

gcgacaggcce

cacaaactat

cacagcctac

gagagtcgeg

caccgtctcg

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

1

5

10

15

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

20

25

-134-

30



Met His

35

Tyr

Gly Arg Ile

50

Gln
65

Gly Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Val

Thr
115

Gln Gly

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

98
325
ADN
Nhéan

<220>
<223> SsCl1
<400> 98
gaaattgtgt
60

ctctcctgea
120

cctggccagg
180

gacaggttca
240

cctgaagatt
300

caagggacca
325

Trp Val

Asn Pro

Val Thr

70

Ser

Ala
100

Gl

Leu Val

tao

-024 VL ADN

tgacgcagtc

gggccagtca

ctcccaggcet

gtggcagtgg

ttgcagtgta

aggtggagat

Arg

Ile

Leu

Leu

Thr

Gln

Ser

55

Thr

Lys

u

Asp

Val

tccagccacc

gagtgttagc

cctcatcttt

gtctgggaca

ttactgtcag

caaac

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Trp

Ser
120

33864

Pro Gly Gln

Asp Thr Asn

Ser
75

Asp Arg

Asp Asp Thr

Phe
105

Gly Asp

Ser

ctgtctgtgt

agcagctact

ggaacatcca

gacttcactc

cagtatggta

-135-

Pro Glu

45

Gly

Tyr Ala Gln

60

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Leu Asp Tyr

110

ctccagggga

tagcctggta

gcagggccac

tcaccatcag

gctcacctcg

Trp Met

Arg Phe

Ala Tyr

80

Phe
95

Cys

Trp Gly

aagagccacc

ccagcagaaa

tggcatccca

caggctggag

gacgttcggce



33864

<210> 99
<211> 108
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> SCl11-024 VL PROTEIN

<400> 99
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Phe Gly Thr Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
85 90 95

Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 100
<211> 364
<212> ADN

<213> Nhéan tao

<220>
<223> SC11-035 VH ADN

<400> 100

caggtgcagc tggtacagtc tggagctgég gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc
60

-136-



tcctgcaaga
120
cctggacaag
180
gcacagaatc
240
atggaactga
300
ggtgggccgt
360

agcg

364

<210> 101
<211> 121
<212> PRT
<213> Nhéan
<220>

<223> SCl1
<400> 101

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ile Ser

35

Gly

Ala Trp Ile

50

Arg
65

Gly Arg

Met Glu Leu

33864

cctctggtta cgcctttaac ggctacggta

atcaacactt

ggcttgagtg ggtggcatgg

ggtcaccgtg agcatagaca

tccggggcag

atctgacgac acggccgtct

ggagcctgag

ttgggaacgc ttttgatttc

tggggccaag

tao

-035 VH PROTEIN

Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val

Val Thr

20

Ser
25

Ser Cys Lys Gly Tyr

Gln Ala

40

Trp Val Arg Pro Gln

Asn Thr Tyr Lys Val Asn Thr His

55

Val Thr Val Ile Thr

70

Ser
75

Ser Asp

Ser Leu Ser Thr

85

Arg Arg Asp Asp

-137-

tcagctgggt

acaaagttaa

catccacgac

attactgtgc

ggacaatggt

Lys Lys

Ala Phe

30

Leu
45

Gly

Tyr Ala

60

Thr Thr

Ala Val

Pro

Asn

Glu

Gln

Thr

Tyr

gcgacaggcc

cacacattat

cacagcctat

gagagactgg

caccgtctcg

Gly Ser

Gly Tyr

Trp Val

Asn Leu

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys



33864

Ala Arg Asp Trp Gly Gly Pro Phe Gly Asn Ala Phe Asp Phe Trp Gly

100

105

Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 102
<211> 322
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223> SC11-035 VL ADN
<400> 102
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc
60
atcacttgcc gggcaagtca gagcgttggc
120
gggaaagccc ctaagttgtt gatctatggt
180
aggtttagtg gcagtgagtc tgggacagag
240
gaagattctg caacttacta ctgtcaacag
300
gggaccaagg tggaaatcaa ac
322
<210> 103
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhéan tao
<220>
<223> SC11-035 VL PROTEIN
<400> 103

ctggctgcat

tcttacttaa

gcatccaatg

tccacactca

agttacagta

110

ctataggaga

attggtatca

tgcaaagtgg

ccatcaacaa

cccctagaac

cagtgtcacc

gcaaaaacca

ggtcccatca

tctgcagcect

gttcggccaa

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

1

5

10

15

Asp Ser Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Gly Ser Tyr

-138-



33864

20

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Gly Ala Ser Asn Val Gln Ser
50 55
Ser Glu Ser Gly Thr Glu Ser Thr
65 70
Glu Asp Ser Ala Thr Tyr Tyr Cys
85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val

100
<210> 104
<211> 375
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223> SC11-036 VH ADN
<400> 104
gaggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag
60
tcctgcaagg catctggata cgccttcacc
120
cctggacaag ggcttgagtg gatggggata
180
gcacagaagt tccagggcag agtcaccatg
240 :
atggagctga gcggcctgag atctgaggac
300
cccgatagca gtggttatcc tggctactac
360
gtcaccgtct cgagc
375

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

25

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile

75

Gln
90

Ser

Ile Lys

gtgaagaagc
agctactatt
atgaatcttc
accagggaca

tcggcecgtat

ggtatggacg

-139-

30

Pro Lys Leu

Ser Phe

60

Arg

Asn Asn Leu

Tyr Ser Thr

ctggggcctc

tacactgggt

atggtggtag

cgtccacgag

attactgtgce

tctggggcca

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
95

Arg

agtgacggtt

gcgacaggcc

cacaacctac

gacagtttac

ccgagagagt

ggggaccacg



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

<220>
<223>

<400>
Glu Val

1

Ser Val

Tyr Leu

Gly Ile
50

Gln Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Asp Val

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

<220>
<223>

105
125
PRT
Nhén

SC1l1-

105

Gln

Thr

His
35

Met

Arg

Leu

Glu

Trp
115

106
325
ADN
Nhén

SCll-

tao

036 VH PROTEIN

Leu Val Gln Ser Gly

Val Ser Cys Lys Ala
20

Trp Val Arg Gln Ala
40

Asn Leu His Gly Gly
55

Val Thr Met Thr Arg
70

Ser Gly Leu Arg Ser
85

Ser Pro Asp Ser Ser
100

Gly Gln Gly Thr Thr
120

tao

036 VL ADN

33864

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gly

105

Val

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Tyr

Thr

-140-

val

Tyr

Gln

Thr

Ser

75

Ser

Pro

Val

Lys

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Arg

Val

Tyr

Ser
125

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Met



<400> 106
gaaattgtgt
60
ctctcctgca
120
cgtggccaga
180
gacaggttca
240
cctgaagatt
300
caagggacca
325

<210> 107
<211> 108
<212> PRT
<213> Nhén
<220>

<223> sCl1l
<400> 107

Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Phe Ala

35

Phe

Ile Tyr

50

Gly

Gly Ser

65

Gly

Pro Glu Asp

33864

tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt

gggccagtca gagtgttagc agcgacttct

ctcccaccct cctcatctat ggtacatcca

gtctgggaca gacttcacac

gtggcagtgg

ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta

aggtggaaat caaac

tao

-036 VL PROTEIN

Thr Gln Thr

10

Leu Ser Pro Gly Leu

Ala
25

Thr
20

Leu Ser Cys Arg Ser Gln

Trp Tyr Gln Gln Lys Gln

40

Arg Gly

Thr Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile

55

Thr
70

Phe Thr Ser

75

Ser Gly Asp Leu

Phe Ala

85

vVal Gln

90

Tyr Cys Gln

-141-

ctccagggga

tcgcctggta

ccagggccac

tcagcgtcgce

gctcgacgtg

Ser Leu Ser

Val Ser

30

Ser

Thr Pro Thr

45

Pro
60

Asp Arg

Val Ala Arg

Tyr Gly Ser

aagagccacc

ccagcagaaa

tggcatccca

cagactggag

gacgttcggce

Pro
15

Gly
Ser Asp
Leu

Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Ser Thr

95



33864

Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100
<210> 108
<211> 375
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223> SC11-038 VH ADN
<400> 108
gaggtgcagc tggtggagtc tggggctgag
60
tcctgcaagg catctggata cgccttcacc
120
cctggacaag ggcttgagtg gatggggata
180
gcacagaagt tccagggcag agtcaccatg
240
atggagctga gcagcctgag atctgaggac
300
cccgatagta gtggttatcc tggctactac
360
gtcaccgtct cgagce
375
<210> 109
<211> 125
<212> PRT
<213> ©Nhan tao
<220>
<223> SC11-038 VH PROTEIN
<400> 109

105

gtgaagaagc

agctactatt

atgaaccctc

accagggaca

acggccgtgt

ggtatggacg

ctggggcctc

tgcactgggt

atggtggtag

cgtccacgag

attactgtgc

tctggggcca

agtgaaggtt

gcgacaggcc

cacaacctac

cacagtctac

ccgagagagt

agggaccacg

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

1

5

10

15

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

-142-



33864

20 25
Tyr Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40
Gly Ile Met Asn Pro His Gly Gly Ser Thr Thr
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser
65 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Glu Ser Pro Asp Ser Ser Gly Tyr Pro
100 105
Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val
115 120
<210> 110
<211> 331
<212> ADN
<213> ©Nhan tao
<220>
<223> SC11-038 VL ADN
<400> 110
tcctatgage tgactcagcc accctcagcg tctgggaccce
60
tcttgttctg gaagcagatc caacatcgga tctaatcctg
120
ccgggaatgg tccccaaact cctcatctat actaatgatc
180
gaccgattct ctggctccaa gtctggcccce tcagectcce
240
tctgaggatg aggctgatta ttactgtgca gcatgggatg
300

-143-

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala Gln

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Gly Tyr Tyr

110

Ser
125

Ser

ccgggcagag

taagctggtt

agcggccctce

tggccatcag

acagcctgaa

Trp Met

Lys Phe

Val Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Met

ggtcaccatg

ccagcaactc

aggggtccct

tgggctccag

aggttgggtg



33864

ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta g

331

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

<220>
<223>

<400>

Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro

1

Arg Val

Pro Val

Ile Tyr
50

Gly Ser
65

Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr

Lys Gly Trp Val Phe Gly Gly

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

<220>
<223>

<400>

111
110
PRT
Nhén tao

SC11-038 VL PROTEIN

111

Thr Met Ser Cys Ser

20

Ser Trp Phe Gln Gln

35

Thr Asn Asp Gln Arg

55

Lys Ser Gly Pro Ser

70

85

100
112
364
ADN
Nhén tao

SC11-039 VH ADN

112

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ala
10

Arg

Gly

Gly

Leu

Ala

90

Lys

-144-

Ser

Ser

Met

val

Ala

75

Ala

Leu

Gly

Asn

Val

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Val

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Gly

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu



gaggtccagc
60
tcctgtaaga
120
cctggacaag
180
gcacagaacc
240
atggagctga
300
gctgggccegt
360

agcg

364

<210> 113
<211> 121
<212> PRT
<213> Nhén
<220>
<223> S38Cl1
<400> 113

Glu Val Gln
1

Ser Val Lys

Ile Ser
35

Gly

Gly Trp Ile

50

Gln
65

Gly Arg

tggtacagtc

cttctggtta

gccttgagtyg

tgcagggcag

ggagcctgag

ttgggaatgce

tao

-039
Val

Leu

Ile
20

Ser

Trp Val

Asn Thr

Val Thr Me

70

Gln

Cys

Arg

Tyr

33864

tggagcagag

cgcctttacc

gatgggatgg

agtcaccatg

atatgaggac

ttttgatgtc

VH PROTEIN

Ser Gly

Lys Thr

Gln Ala

40

Lys Phe

55

t Thr Ile

gtgaaaaagc

ggctacggta

atcaacactt

accatagaca

acggccgtat

tggggccagg

Ala Glu

10

Val

Ser
25

Gly Tyr

Pro Gly Gln

Asn Thr Asn

Thr Ser

75

Asp

-145-

ccggggagtce

tcagctgggt

acaaatttaa

catccacgag

atttctgtgc

ggacaatggt

Lys Lys Pro

Ala Phe Thr

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala Gln

60

Thr Ser Ala

tgtgaagatc

gcgacaggcc

cacaaattat

cgcagcctac

gagagactgg

caccgtctcg

Gly Glu

15

Gly Tyr

Trp Met

Asn Leu

Ala Tyr

80



33864

Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Tyr

85

Ala Arg Asp Trp Ala Gly Pro Phe

100
Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser
115 120
<210> 114
<211> 321
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223> 3C11-039 VL ADN
<400> 114
acatccagat gacccagtct ccatcttccc
60
tcacttgcca ggcgagtcag gacattagcg
120
ggaaagcccc taagctcctg ctctacggtg
180
ggttcagtgg aagtggatct gggacagatt
240
aagacattgc aacatattat tgtcaacagt
300
ggaccaagct ggagatcaaa c
321
<210> 115
<211> 106
<212> PRT
<213> Nhan tao
<220>
<223> 3C11-039 VL PROTEIN
<400> 115

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys

90

95

Gly Asn Ala Phe Asp Val Trp Gly

105

Ser

tgtctgcatc

actatttaaa

catccaattt

ttactttcac

atggtaatct

110

tataggagac

ttggtatcag

ggaaacaggg

catcagcagc

ccctceccgact

agagtcgcca

caacaaccag

gtcccatcaa

ctgcagcctg

ttcggcgggg

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

1

5

10

-146-

15



Arg Val Ala Ile Thr Cys
20

Asn Trp Tyr Gln Gln Gln
35

Gly Ala Ser Asn Leu Glu
50

Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70

Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr
85

Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100

<210> 116
<211> 121
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>

Gln

Pro

Thr

55

Thr

Cys

Leu

<223> 3SC09-114 VH PROTEIN

<400> 116
Gln Val Gln Leu Val Gln
1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys
20

Ala Ile Ser Trp Val Arg
35

Gly Gly Ile Ser Pro Ile
50

Ser

Gln

Phe
55

Ala

Gly

40

Gly

Phe

Gln

Glu

Gly

Ser

Ala

40

Gly

33864

Ser

25

Lys

Val

Thr

Gln

Ile
105

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Gln

Ala

Pro

Ile

Tyr

90

Lys

Glu

10

Gly

Gly

Thr

-147-

Asp

Pro

Ser

Ser

75

Gly

Val

Gly

Gln

Ala

Ile

Lys

Arg

60

Ser

Asn

Lys

Thr

Gly

Tyr
60

Ser

Leu

45

Phe

Leu

Leu

Lys

Ser

Leu

45

Ala

Asp

Leu

Ser

Gln

Pro

Pro

Asn

30

Asp

Gln

Tyr Leu

Leu Tyr

Gly Ser

Pro Glu

80

Pro Thr
95

Gly Ser
15

Asn Tyr

Trp Met

Lys Phe



Gln Gly Arg Val

65

Met Glu Leu Asn

Ala Arg His Gly

100

Gln Gly Thr Thr

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

<220>
<223>

<400>

Ser

Arg

Ser

Ile

Gly

65

Ser

Lys

Tyr

Val

Val

Tyr

50

Ser

Glu

Gly

115

117
110
PRT
Nhén tao

SC09-114
117

Val Leu

Thr Ile
20

Asn Trp

35

Ser Asn

Lys Ser

Asp Glu

Ala Val
100

Thr

Ser

85

Asn

Val

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Ser

Thr

Tyr

Val

VL PROTEIN

Thr

Ser

Tyr

Asp

Gly

Ala

85

Phe

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

70

Glu

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ser
120

Pro

Gly

Phe

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

33864

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ile Phe Ser Asn Thr Ala Tyr

75

80

Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys

90

95

Ser Gly Met Asp Val Trp Gly

vVal

10

Asp

Gly

Val

Leu

Ala
90

Gln

-148-

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

75

Ala

Leu

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Val

110

Pro Gly Gln
15

Gly Arg Arg
30

Lys Leu Leu

Arg Phe Ser

Gly Leu Gln
80

Asp Ser Leu
95

Leu
110



33864

<210> 118

<211> 372

<212> ADN

<213> ©Nhéan tao

<220>

<223> SC08-031 VH ADN

<400> 118

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc
60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttgat
120

cccgggaagg gcccggaatg ggtcgcaggt
180

gcggactctg tccagggccg attcaccatce
240

ctgcaaatga acagtctgag agctgacgac
300

ctggagagtt cagctatgga cattctagaa
360

acaatggtca cc

372

<210> 119

<211> 124

<212> PRT

<213> Nhéan tao

<220>

<223> SC08-031 VH PROTEIN

<400> 119

ctggtacagc

gagtatatca

attaattgga

tccagagaca

acggccttat

gggggtactt

ctggcaggtc

tgcattgggt

aaggtaattt

acgccaagaa

attactgtgce

ttgatatctg

cctgagactc

ccggcaagct

catgggttat

ctccctctat

aaaagaccgg

gggccaaggg

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

1

5

10

15

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

20

25

30

Ile Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Pro Glu Trp Val

-149-



35

Ala Gly Ile

50

Gln
65

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Lys Asp

Thr Phe Asp

115

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

120
331
ADN
Nhén

<220>
<223> SCO08
<400> 120
cagtctgccc
60

tcctgcactg
120

cacccaggca
180

tctaatcgct
240

caggctgagg
300

ttcggaactg
331

<210> 121

Asn Trp

Phe

Thr

Ser
85

Asn

Arg Leu

100

Ile Trp

tao

-031

tgactcagcc

gaaccagcag

aagcccccaa

tctctggctce

acgaggctga

ggaccaaggt

Lys

Ile

70

Leu

Glu

Gly

VL ADN

40

Gly Asn

55

Ser Arg

Arg Ala

Ser Ser

Gln Gly

120

tgcctcegtyg

tgacgttggt

actcatgatt

caagtctggc

ttattactgce

caccgtccta

33864

Phe Met Gly

Ala
75

Asp Asn

Asp Asp Thr

90

Ala
105

Met Asp

Thr Met Val

tctgggtctc

ggttataact

tatgatgtca

gacacggcct

agctcatata

-150-

45

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Ser

Ala Leu Tyr

Ile Glu

110

Leu

Thr

ctggacagtc

atgtctcctg

gtagtcggcc

ccctgagcecat

caagcagcag

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Gly

gatcaccatc

gtaccaacag

ctcaggggtt

ctctgggctce

cactcatgtc



33864

<211> 110
<212> PRT
<213> Nhén tao

<220>
<223> SC08-031 VL PROTEIN

<400> 121
Gln Ser Ala Leu Thr Gln Pro Ala Ser Val Ser Gly Ser Pro Gly Gln

1 5 10 15

Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Gly Tyr
20 25 30

Asn Tyr Val Ser Trp Tyr Gln Gln His Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Met Ile Tyr Asp Val Ser Ser Arg Pro Ser Gly Val Ser Asn Arg Phe
50 55 60

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asp Thr Ala Ser Leu Ser Ile Ser Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Ser Tyr Thr Ser Ser
85 90 95

Ser Thr His Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr Val Leu
100 105 110

<210> 122
<211> 381
<212> ADN

<213> ©Nhén tao

<220>
<223> SC08-032 VH ADN

<400> 122
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ctggtacagc ctggcaggtc cctgagactg
60

tcctgtgcag cctctggatt cagctttgat gagtacatca tgcattgggt ccggcaagcet
120

-151-



33864

ccagggaagg gcctggagtg ggtcgcaggt
180
gcggactctg tccagggccg attcaccatc
240
ctgcaaatga acagtctgag agctgaggac
300
ctggagagtt cagctatgga cattctagaa
360
acaatggtca ccgtctcgag ¢
381
<210> 123
<211> 127
<212> PRT
<213> Nhéan tao
<220>
<223> SC08-032 VH PROTEIN
<400> 123
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ile Met His Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ala Gly Ile Asn Trp Lys Gly Asn
50 55
Gln Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Lys Asp Arg Leu GluVSer Ser
100

attaattgga

tccagagaca

acggccttgt

gggggtactt

Gly Gly Leu

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Phe Met Gly

Asp Asn Gly

75

Glu Asp Thr

Ala
105

Met Asp

-152-

aaggtaattt

acggcaagaa

attactgtgc

ttgatatctg

Val Gln Pro

Ser Phe Asp

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala Asp

60

Lys Asn Ser

Ala Leu Tyr

Ile Glu

110

Leu

catgggttat

ctccctctat

aaaagaccgg

gggccaaggg

Gly
15

Arg

Glu Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Gly



33864

Thr Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 124
<211> 331
<212> ADN
<213> Nhan tao
<220>
<223> SC08-032 VL ADN
<400> 124
cagtctgccc tgactcagcc tgcctccgtg
60
tcctgcactg gaacccgcag ggacgttggt
120
cacccaggca aagcccccaa actcatgatt
180
tctaatcgct tctctggctc caagtctgge
240
caggctgagg acgaggctga ttattattgce
300
ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta
331
<210> 125
<211> 110
<212> PRT
<213> ©Nhéan tao
<220>
<223> SC08-032 VL PROTEIN
<400> 125

tctgggtctce

gattataagt

tatgatgtca

accacggcct

agttcataca

125

ctggacagtc

atgtctcctg

gtaatcggcc

ccctgaccat

caaccagcaa

gatcaccatc

gtaccaacaa

ctcaggggtc

ctctgggcte

cactcgggtg

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

1

5

10

15

Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Arg Arg Asp Val Gly Asp Tyr

20

25

-153-

30



33864

Lys Tyr Val Ser Trp Tyr Gln Gln
35 40
Met Ile Tyr Asp Val Ser Asn Arg
50 55
Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Thr
65 70
Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr
85
Asn Thr Arg Val Phe Gly Gly Gly
100
<210> 126
<211> 381
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223> SC08-034 VH ADN
<400> 126
gaggtgcagc tggtggagac tgggggaggc
60
tcctgtgcag cctctggatt cacctttgat
120
cccgggaagg gcccggaatg ggtcgcaggt
180
gcggactctg tccagggccg attcaccatce
240
ctgcaaatga acagtctgag agctgacgac
300
ctggagagtt cagctatgga cattctagaa
360
acaatggtca ccgtctcgag c
381
<210> 127

His

Pro

Ala

Tyr

Thr
105

Pro Gly

Ser

Gly

Leu
75

Ser

Cys Ser

90

Lys Leu

ctggtacagc

gagtatatca

attaattgga

tccagagaca

acggccttat

gggggtactt

-154-

Ala
45

Lys Pro

Val
60

Ser Asn

Thr Ile Ser

Ser Tyr Thr

Thr Val Leu

110

ctggcaggtc

tgcattgggt

aaggtaattt

acgccaagaa

attactgtgc

ttgatatctyg

Lys Leu

Phe

Arg

Leu
80

Gly

Thr
95

Ser

cctgagactc

ccggcaagct

catgggttat

ctccctctat

aaaagaccgg

gggccaaggg



33864

<211> 127
<212> PRT
<213> Nhéan tao

<220>
<223> SC08-034 VH PROTEIN

<400> 127
Glu Val Gln Leu Val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Glu Tyr
20 25 30

Ile Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Pro Glu Trp Val
35 40 45

Ala Gly Ile Asn Trp Lys Gly Asn Phe Met Gly Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Gln Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Lys Asp Arg Leu Glu Ser Ser Ala Met Asp Ile Leu Glu Gly Gly
100 105 110

Thr Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

115 120 125
<210> 128
<211> 322
<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> SC08-034 VL ADN

<400> 128

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtgggaga cagagtcacc
60

-155-



atcacttgcc
120
gggaaagccc
180
aggttcagtg
240
gaagattttg
300
gggaccaagc
322

<210> 129
<211> 107
<212> PRT
<213> Nhén
<220>
<223> SCO08
<400> 129

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Gly Trp

35

Ala Ala

50

Tyr

Ser Ser

65

Gly

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

gggcaagtca

ctaagcgcct

gcagtggatc

caacttacta

tggagatcaa

tao

-034
Met

Thr

Thr
20

Ile

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr

85

Gly Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

33864

gggcattaga aatgatttag
gatctatgct gcatccagtt
tgggacagat ttcactctca

ttgtcaacag gctaacactt

VL PROTEIN

Ser Leu

10

Ser Pro Ser

Ala
25

Cys Arg Ser Gln

Pro Ala

40

Lys Gly Lys

Gln
55

Ser Gly Val Pro

Phe Thr Thr Ile

75

Leu

Gln Gln

90

Tyr Cys Ala

Lys Leu Glu Ile Lys

-156-

gctggtatca gcagaaacca

tgcaaagtgg ggtcccatca

ccatcagcag tctgcaacct

atccactcac tttcggcgga

Ala vVal

15

Ser Ser Gly

Gly Ile Arg Asn

30

Asp

Pro Lys Arg Leu Ile

Ser Phe Ser

60

Arg Gly

Gln Pro

80

Ser Ser Leu

Thr Pro Leu

95

Asn Tyr



33864

100
<210> 130
<211> 381
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223> SC08-035 VH ADN
<400> 130
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc
60
tcctgtgcag cctctggatt cacctttgat
120
cccgggaagg gcccggaatg ggtcgcaggt
180
gcggactctg tccagggccg attcaccatc
240
ctgcaaatga acagtctgag agctgacgac
300
ctggagagtt cagctatgga cattctagaa
360
acaatggtca ccgtctcgag c
381
<210> 131
<211> 127
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220>
<223> 3C08-035 VH PROTEIN
<400> 131

105

ctggtacagc

gagtatatca

attaattgga

tccagagaca

acggccttat

gggggtactt

ctggcaggtc

tgcattgggt

aaggtaattt

acgccaagaa

attactgtgc

ttgatatctg

cctgagactc

ccggcaagcet

catgggttat

ctccctctat

aaaagaccgg

gggccaaggg

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

1

5

10

15

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

20

25

-157-

30



33864

Ile Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ala Gly Ile Asn Trp Lys Gly Asn Phe Met Gly
50 55
Gln Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp Asp Thr
85 90
Ala Lys Asp Arg Leu Glu Ser Ser Ala Met Asp
100 105
Thr Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val
115 120
<210> 132
<211> 325
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223> SC08-035 VL ADN
<400> 132
tcttctgagc tgactcagga ccctgctgtg tctgtggect
60
acatgccaag gagacagcct cagaagctat tatgcaagct
120
caggcccctg tacttgtcat ctatggtaaa aacaaccggc
180
ttctctggct ccagctcaag aaacacagct tccttgacca
240
gatgaggctg actattattg tgactcccgg gacagcagtg
300
ggtgggacca aggtcaccgt cctag
325

-158-

Gly Pro Glu

45

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Ser

Ala Leu Tyr

Ile Glu

110

Leu

Thr Val

125

Ser

tgggacagac

ggtaccagca

cctcagggat

tcactggggc

gaacccatta

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Gly

Ser

agtcaggatc

gaagccagga

cccagaccga

tcaggcggaa

tgtcttcgga



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

<220>
<223>

<400>
Ser Ser

1

Thr Val

Ser Trp

Gly Lys
50

Ser Ser
65

Asp Glu

Tyr Val

133
108
PRT
Nhéan tao

SC08-035

133

Glu Leu

Arg Ile

20

Tyr Gln

Asn Asn

Arg Asn

Ala Asp

Phe Gly
100

VL PROTEIN

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Asp

Gln

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Thr

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Asp

Lys

33864

Ala

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ser

Val
105

Val

10

Ser

Ala

Pro

Ile

Arg

Thr

-150-

Ser

Leu

Pro

Asp

Thr

75

Asp

Val

Val

Arg

Val

Arg

60

Gly

Ser

Leu

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Ala

Ser

Leu

Tyr

30

Val

Ser

Gln

Gly

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Thr
95

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

80

His





