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(57) Sang ché dé cap dén khang thé don dong, hodc manh lién két khang nguyén cia no,
lién két v6i glycoprotein virut Ebola, duoc phdm chtra khang thé nay va phuong phép st
dung. Cac khang thé theo sang ché rat c6 ich trong viéc uc ché hoac trung hoa hoat dong
cta virut Ebola, do d6 mang lai phuong phap diéu tri hodc ngin ngira 1y nhiém virut
Ebola & ngudi. Sang ché ciing mo ta viéc str dung mot hodc nhiéu khang thé lién két voi
virut Ebola dé ngan chan sy lién két va/hodc xam nhap cua virut vao trong té bao chi. Céc
khang thé theo sang ché c6 thé duoc st dung trong diéu tri hodc dy phong va cé thé duoc
stt dung mot minh hodc dudi dang két hop véi mot hodc nhiéu chat khang virut hodc
vacxin.

Sy twong the cia HIH17203, HIHI7139P va HllJIE?Iﬁ]E’ v GP
Eblola. 10xhis va GP Ebola héa tan (sGP.mmbh) tai 25°C
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Linh vue k¥ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén khang thé lién két vé6i glycoprotein virut Ebola, duogc phém
chira céc khang thé nay va phuong phap st dung chung.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Virut Ebola (EBOV) va c4c loai filovirut lién quan 12 nguyén nhén gy ra st xut
huyét virut nghiém trong cho ngudi va linh truéng khong phai con ngudi, voi ty 1€ tir
vong 1én dén khoang 90% & ngudi trong nhiing dot bung phat dich. (Murin, C.D., et al,
(2014), Proc Natl Acad Sci USA, 111(48):17182-17187). Co ché mién dich lam trung
gian bao vé dang dugc nghién ctru, tuy nhién cho dén nay, van chua c6 phuong phap

didu tri nao dugc phé chuan dé sir dung cho con nguoi.

Glycoprotein (GP) virut Ebola 1a protein duy nhét c6 mit trén bé mit cua virut va
trén cac t& bao bi nhiém. N6 dugc cho la c6 nhiém vu lién két va dung hop virut véi cac
t4 bao chu. GP ton tai & mot sé dang. Cac GP dugc mé hoa trong hai khung doc mo.
mARN GP chua bién déi tao ra GP hoa tan (sGP), bai tiét khong cAu tric ma dugc tbng
hop trong thoi gian dau ctia qué trinh lay nhi®m (Volchkova, et al.(1995), Virology
214:421-430; Volchkova, VA et al., (1998), Virology 250:408-414; Sanchez, et al.
(1996), Proc Natl Acad Sci USA, 93:3602- 3607; Sanchez, et al. (1999)J.Infect. Dis.
179(suppl.1,8164)). sGP tao thanh cic nhi phan (Volchkova, et al. (1995), Virology
214:421-430; Falzarano, D. et al., Chembiochem (2006), 7:1605-1611) va phét hién la
¢6 ham lugng cao trong mau clia bénh nhan va cac dong vat bi nhiém thtr nghiém
(Sanchez, et al. (1996), Proc Natl Acad Sci USA, 93:3602-3607; Dolnik, O. et al.,
(2004), EMBO J 23:2175-2184).

Sau khi lay nhiém, mARN di chinh stra dugc tao ra, ¢6 duoc kha nang ma hoa tir
khung dgc mo thir hai. inARN dd chinh stra ndy ma hoa cho dang GP ¢6 chira mién
xuyén mang (TM) cho phép dang GP nay géan v6i mang sinh chét cta té bao, va dung
hop vao trong hat virut noi ma nd dong vai trd nhu protein dung hgp/protein lién két-
thy thé té bao chi. Trong qua trinh sinh tdng hop dang GP nay, protein dugc Xt Iy phan
giai protein thanh hai san phim dugc lién két v6inhau bing ciu néi disunfua. San phdm
diu amino dugc goi 1a GP1 (140 kDa) va san phim cit dau cacboxy dugc goi la GP2
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(26 kDa) (Sanchezet al. (1998), J. Virol. 72:6442-6447).

GP virut Ebola (GP EBOV) ¢6 thé tr& thanh dich cua cac khang thé bao vé, tuy
nhién vai tro cta cac khang thd trong tinh khang bénh lai dang gy tranh cai. Ham luong
huyét thanh khong dang ké ctia khang thé trung hoa trong bénh nhan dang hdi phuc cung
v6i cac két qua khong thdng nhét trong viéc bao vé thu duoc tir thir nghiém chuyén
huyét thanh mién dich cho dong vét da din dén suy doan vé vai tro cta khang thé trung
hoa trong viéc chita khoi bénh (Peters, CJ and LeDuc, JW, (1999), J. Infect. Dis. 179
Suppl 1; Mikhailov, VV, (1994), Vopr. Virusol. 39:82; Xu, L. et al, (1998), Nature
Med. 4: 37). Tuy nhién, trong dot bung phét virut Ebola gin ddy, mot vai bénh nhan,
nhitng nguoi da nhiém bénh va dugc diéu tri v6i dung dich hdn hop céc khang thé don
dong (ZMapp) ddc hi¢u d6i véi GP virut da khoi bénh. Ngoai ra, ¢ nhiing bénh nhéin
khéc, nhitng ngudi duoc didu tri véi huyét thanh cia nhiing bénh nhén da khoi bénh &
trén va tir nhitng bénh nhén sdng s6t sau khi lay nhiém, ciing dem lai nhiing két qua kha
quan.

Mot vai khang thé lién két véi GP virut Ebola di dugc md ta (xem, vi dy, patent
My sb 6630144, 6875433, 7335356 va 8513391. Tuong t, cling xem patent chau Au
s6 EP1539238, EP2350270 va EP8513391).

Trong khi ma céc thanh tyu vé cong nghé¢ da 1am cai thién kha nang san xudt cac
ché phédm vacxin (cac) khang nguyén virut Ebola, vin can phai tao ra cac ngudn bao vé
bd sung hudng dén cac chung cta virut Ebola ndi 1én. Mot vai liéu phap ung vién chéng
lai virut Ebola hién dang dugc danh gia, bao gdm sau phoi nhiém vacxin (Feldman, H,
et al. (2007), PLos Pathog 3(1):¢2), chit rc ché phan t&r nhé (Cote, M. et al. (201 1),
Nature, 477(7364) :344-348; Johansen, LM, et al. (2013), Sci Transl Med 5(190):
190ral79; Warren, TK, et al., (2014), Nature, 508(7496) :402-405), liéu phap trén co s&
siRNA (Geisbert, TW, et al., (2006), J. Infect Dis. 193(12): 1650-1657; Geisbert, ™
ef al, (2010), Lancet 375(9729): 1896- 1905), va khang thé don dong (Saphire, EO,
(2013), Immunotherapy 5(1 1): 1221 -1233; Wong, G. et al. (2014), Trends Microbiol.
22(8):456-463; Qiu, X et al, (2014), Hum. Vaccin. Immunother. 10(4):964-967). Viéc
cung cdp thy dong khang thé cho linh truéng khong phai ngudi dugc chimg minh 13 ¢
hiéu qua (Dye, M., et al, (2012), Proc Natl Acad Sci USA 109(13):5034-5039). Gén
day hon, mot dung dich hdn hop cua ba khing thé (ZMapp) hién dang dugc san xudt
trong cay thudc 14 va dang nghién ctru cho con ngudi stt dung (Qiu, X. et al, (2014),
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Nature 514(7520):47-53).

Trong khi cac y tuong vé ché pham vacxin c6 chira khang nguyén quan tam (vi du,

GP) dé tao ra khang thé trung hoa & bénh nhan thuong duoc cho 1a phuwong phap tiép
can tbt, né co thé bét loi khi str dung cho bénh nhan nhitng ngudi di phoi nhiém virut
rdi, do ¢6 thé mAt mot vai tudn d8 co thé dé dap ung véi ché phdm vacxin. Vao thoi
diém nay, bénh nhén ¢ thé da bi chét vi lay nhidm virut, phu thudc vao mirc do chdm
séc va liéu phdp tam thoi hién co. O nhitng bénh nhén nay, hodc ¢ bénh nhin bét ky
nhitng nguoi khong c6 kha nang tao ra dap ung khang thé hiéu qua, s& co lgi hon khi
cung cip ché phim da chira sin cac khang thé bdo vé c6 thé hudng dich toi cac quyet

dinh khang nguyén phé bién véi ching EBOV cu thé, hodc véi cac chung khéac nhau.

Theo d6, vAn cin phai tim ra cac khang thé méi trong linh vyc ky thudt, 1 khang

thé c6 thé duge sir dung dé ngan ngira hodc diéu tri lay nhiém virut Ebola.
Ban chét k§ thuit ciia sing ché

Séng ché @& xuét khang thé va manh lién két khang nguyén ctia no-lién két véi
glycoprotein (GP) virut Ebola (EBOV). Céc khang thé theo sang ché rét co6 ich trong
viéc tre ché hodc trung hoa hoat tinh ctia virut Ebola. Theo mot vai phuong 4n, cdc khang
thé rat co ich trong viéc can trd su li€n két cua virut Ebola vdi céc té bao chii va/hodc
ngin ngira sy xam nhép cua virut Ebola vao té bao cha. Theo mot vai phwong an, cac
khang thé thuc hién chtrc nang bing cach uc ché virut truyén tur té bao nay sang té bao
khéc, hodc bang cach giét chét cac té bao lay nhiém virut Ebola, 1am giam su nhan 1én
ctia cac virut gy bénh. Theo mot vai phuong an, cac khang thé rat co ich trong viéc
ngan ngua, diéu tri hodc 1am thuyén gidm it nhéit mot triéu ching 13y nhiém virut Ebola
& dbi tuong. Theo mot vai phuong an, cac khang thé c6 thé dugc cung cip dé dy phong
hodc tri li€u cho d6i tugng co, hodc co nguy co méc phai, l1ay nhidm virut Ebola. Theo
cac phuong an nhét dinh, ché phdm c6 chua it nhit mot khang thé theo sang ché c6 thé
duge cung cip cho d6i lvong nhitng ngudi ma vacxin hoan toan khong co tac dung hodc
d6i v6i nhitng nguodi ma vacxin ¢6 hiéu qua thép, vi du, & nhitng bénh nhén cao tudi,
nhitng bénh nhan nho tudi, nhitng bénh nhén bi di ung v61 mot hodc nhiéu thanh phﬁn
clia vacxin, hodc nhitng bénh nhén c6 stc @ khang kém nhitng nguoi khong dp ung
v6i chét khang nguyén trong vacxin. Theo mot vai phuong an nhét dinh, ché pham chira

it nhit mot khang thé theo sang ché ¢6 thé duoc cung cép cho nhén vién y té, nhiing
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bénh nhén dugc dua vao bénh vién hodc y t4 ndi tra hodc nhing bénh nhéan khac ¢6 nguy
co cao trong subt dot bung phat virut Ebola. Theo mot vai phuong an, ché pham chura it
nhét mot khang thé theo sang ché c6 thé dugc cung cAp nhu 12 dong didu tri dau tién cho

bénh nhan nhitng nguoi da bi phoi nhidm véi virut Ebola ri.

Khéng thé theo sang ché c6 thé 12 khang thé ddy du chiéu dai (vi dy, khéng thé
IgG1 hodc khang thé 1gG4) hodc co thé chi chaa phan lién két khang nguyén (vi du,
manh Fab, F(ab")2 hodc scFv), va ¢0 thé dugc bién ddi dé tao ra hiéu qua v& mit chuc
ning, vi du, dé tang do bén trong t& bao chi hodc dé loai bo céac chirc nang phan tng lai
kich thich du thira (Reddy et al., 2000, J. Immunol. 164: 1925-1933). Theo céc phuong
4n nhit dinh, khang thé c6 thé 1a ddc hiéu kép.

Theo khia canh thir nhit, sang ché d& xuét khang thé don dong tai td hop duoc

phan 1ap hodc méanh li€n két khang nguyén clia n6 lién két dac hiéu v6i GP virut Ebola.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& xuét khang thé tai td hop duogc phan 1ap hodc
manh lién két khang nguyén cua no lién két dic hiéu véi virut Ebola (EBOV) va/hodc

GP virut Ebola (EBOV-GP), trong d6 khang thé c6 mot hodc nhidu dic diém sau déy:

(a) chtra ba vung xac dinh bd trg (CDR) chudi ning (HCDRI, HCDR2 va
HCDR3) nam trong trinh tu bét ky trong sb cac trinh tw ving bién d6i chudi ning
‘(HCVR) dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 18, 66, 146, 2, 34, 50,82, 98, 114,
130, 162, 178, 194, 210, 226, 242, 258,274, 290, va 306; va ba CDR chudi nhe (LCDR1,
LCDR2 vi LCDR3) ndm trong trinh tu bét ky trong sb cac trinh tu ving bién d6i chudi
nhe (LCVR) dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 26, 74, 154, 10, 42, 38, 90, 106,
122, 138, 170, 186, 202, 218, 234, 250, 266, 282, va 298;

(b) 13 khang thé don dong ngudi hoan chinh;

(c) lién két v6i EBOV, hodc cac hat twong tu Vlrut (VLP) biéu hién EBOV-GP c6
hing s6 phan ly (Kp) nho hon 10° "M, nhu dugc xac dinh bang thtr nghiém cong huong
plasmon bé mit;

(d) cho thiy tang it nhét ba 1in trong chu ky ban ré (t%2) tai pH 5 hodc pH 6 so vé6i
pH74; |

(e) cho thdy c6 phan (mg trung hoa virut Ebola Zaire véi gia tri ICso nim trong
khoang tir 10" M dén khoang 10° M;

() cho thiy lién két v6i cac té bao biéu hién EBOV-GP kich hoat phéan tng gy
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doc té bao phu thudc khang thé;
(g) phan ng chéo v6i mot hodc nhidu ching EBOV dugc chon tir nhém bao gom

7aire.2014, Zaire.1995, Sudan, Bundibugyo va Cote d'lvoire;

(h) lién két v6i GP hoa tan (sGP);
(i) canh tranh chéo v6i khang thé tham chiéu, trong d6 khang thé tham chiéu bao

gdm trinh tu axit amin vung bién d6i chudi ning (HCVR) va vung bién ddi chudi nhe
(LCVR) duoc chon tur nhém bao gdm trinh tu bét ky trong sb céc trinh tu axit amin
HCVR va LCVR néu trong bang 1.

Theo mot phuong &n, sng ché d& xuét khang thé tai td hop dugce phan lap hodc
méanh lién két khang nguyén cta n6 lién két dic hiéu v6i EBOV va/hodc
glycoprotein cla virut Ebola (EBOV-GP), trong do khéng thé c6 hai hodc nhiéu dic
diém sau day:

(a) lakhang thé don dong ngudi hoan chinh;

(b) lién két v6i EBOV, hoic cdc hat twong tur virut (VLP) biéu hién GP EBOV ¢6
hing s6 phan ly (Kp) nhé hon 10”7M, nhu dugc xac dinh bing thir nghiém céng hudng
plasmon bé mit;

(¢) cho thiy ting it nhét ba 14n trong chu ky bén ré (t%2) tai pH 5 hoic pH 6 so voi
pH 7.4;

(d) cho thdy c6 phan Gmg trung hoa virut Ebola Zaire v6i gi tri ICso nim trong
khoang tir 10”1 M dén khoang 10™ M;

(e) cho thay lién két voi cac té bao biéu hién EBOV-GP kich hoat phin Gng gy
doc té bao phu thudc khang thé;

(f) phan Gmg chéo v6i mot hodc nhidu ching EBOV-GP dugc chon tir nhém bao
g0m Zaire.2014, Zaire.1995, Sudan, Bundibugyo va Cote d'lvoire;

(g) lién két v4i GP hoa tan (sGP);

(h) canh tranh chéo v6i khang thé tham chiéu, trong d6 khang thé tham chiéu bao
gdm trinh ty axit amin ving bién dbi chudi ning (HCVR) va vung bién dbi chudi nhe
(LCVR) dugc chon tir nhom bao gdm trinh tu bét ky trong s cac trinh ty axit amin
HCVR va LCVR néu trong bang 1.

Céc khéng thé khéang GP virut Ebola minh hoa theo sang ché duoc liét ké trong
céc bang 1 va 2 trong ban mo ta. Bang 1 trinh bay mé nhén biét trinh ty axit amin cua

cac vung .bién ddi chudi ning (HCVR), cic vung bién d@bi chudi nhe (LCVR), cdc vung
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xéc dinh bo trg chudi nang (HCDR1, HCDR2 va HCDR3), va cac ving Xac dinh bd trg
chudi nhe (LCDR1, LCDR2 va LCDR3) cua cac khang thé khang GP virut Ebola minh
hoa. Bang 2 trinh bay ma nhan biét trinh tu axit nucleic cia cac HCVR, LCVR, HCDRI,
HCDR2 HCDR3, LCDR1, LCDR2 va LCDR3 cua céc khang thé khang GP virut Ebola
minh hoa.

Sang ché d2 xuét khang thé, hodc manh lién két khang nguyén ctia no, bao gbm
HCVR chira trinh tu axit amin dugc chon tir trinh tu bat ky trong s6 céc trinh tu axit
amin HCVR da liét ké trong bang 1, hodc trinh ty gin giéng v6i no6 c6 do tuong dong

trinh tu it nhdt 90%, it nhét 95%, it nhét 98% hoic it nhit 99%.

Sang ché con @& xuit khang thé, hodc manh lién két khang nguyén ctia nd, bao
gdm LCVR chira trinh tu axit amin dugc chon tir trinh tu bét ky trong sb céc trinh tu
axit amin LCVR da liét ké trong bang 1, hodc trinh tw gin gidng voi n6 c6 do tuong

d()ng trinh tu it nhét 90%, it nhét 95%, it nhit 98% hoic it nhét 99%.

Sang ché ciing dé xuét cac khang thé, hoic ménh lién két khang nguyén cta no,
bao gdm cdp trinh ty axit amin ciia HCVR va LCVR (HCVR/LCVR) chua trinh ty bét
ky trong s4 cac trinh tu axit amin HCVR da liét ké trong bang 1, bét cip vdi trinh tu bét
ky trong s6 cac trinh ty axit amin LCVR da li€t ké trong bang 1. Theo cac phuong an
nhét dinh, sdng ché dé xuét khéng thé, hoic manh lién két khang nguyén cta bao gbm
cdp trinh tu axit amin HCVR/LCVR nim trong khéng thé bat ky trong s6 cac khang thé
khang GP virut Ebola minh hoa duoc liét ké trong bang 1.

Theo mdt phuong 4n, khang thé dugc phan 14p hodc manh lién két khang nguyén
chira cip trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhom bao gém SEQ ID NO:

18/26, 66/74, 146/154, 2/10, 34/42, 50/58, 82/90, 98/106, 114/122, 130/138, 162/170,
178/186, 194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/282,290/298 va 306/282.

Theo modt phuong an, khang thé dugc phan 14p hodc manh lién két khang nguyén
ctia n6 bao gdm:

(a) mién HCDRI1 ¢ trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO:
20, 68, 148, 4, 36, 52, 84, 100, 116, 132, 164, 180, 196, 212, 228, 244, 260, 276,292 va

308;
(b) mién HCDR2 ¢ trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO:
22,70, 150, 6, 38, 54, 86, 102, 118, 134, 166, 182, 198, 214, 230, 246, 262, 278,294 va
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310;

() midn HCDR3 c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gom SEQ ID NO:
24,72, 152, 8,40, 56, 88, 104, 120, 136, 168, 184,200, 216, 232, 248, 264,280,296 va
312;

(d) midn LCDR1 c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO:
28, 76, 156, 12, 44, 60, 92, 108, 124, 140, 172, 188, 204, 220, 236, 252, 268, 284 va
300;

(e) midn LCDR2 c¢6 trinh ty axit amin duoc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:
30, 78, 158, 14, 46, 62, 94, 1 10, 126, 142, 174, 190, 206, 222, 238, 254, 270, 286 va
302;

() m1en LCDR3 c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO:
32, 80, 160, 16, 48, 64, 96, 1 12, 128, 144, 176, 192, 208, 224, 240, 256, 272,288 va
304.

Theo cac phuong an nhét dinh, cdp trinh tu axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir
nhém bao gdm SEQ ID NO: 18/26 (H1H17139P), 66/74 (H1H17161P) va 146/154

(H1H17203P).

Sang ché ciing d& xuét khang thé, hoic manh lién két khang nguyén cua no, bao
gdm CDR1 chu01 ning (HCDR1) chira trinh tu axit amin dugc chon tir trinh ty bat ky
trong sb cac trinh ty axit amin HCDR1 duoc liét ké trong bang 1 hodc trinh tw gin gibng

v6iné 6 do twong dong trinh ty it nhét 90%, it nhat 95%, it nhét 98% hodc it nhét 99%.

Sang ché ciing dé xuét khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cia nd, bao
gdm CDR2 chudi ning (HCDR2) chira trinh tu axit amin dugc chon tr trinh tur bét ky
trong s6 cac trinh ty axit amin HCDR2 duge liét ké trong bang 1 hogc trinh ty gin gibng

v4inod c6 40 tuong dong trinh tu it nhét 90%, it nhét 95%, it nhat 98% hoic it nhét 99%.

Sang ché ciing dé xuét khang thé, hodc manh lién két khang nguyén cia no, bao
gdm CDR3 chudi ning (HCDR3) chira trinh tu axit amin duoc chon tir trinh tu bét ky
trong s6 c4c trinh tyr axit amin HCDR3 duoc liét ké trong bang 1 hogc trinh tu gan gibng
voinod ¢6 do tuong déng trinh tu it nhat 90%, it nhét 95%, it nhét 98% hoic it nhat 99%.

Sang ché ciing d& xut khing thé, hoic manh lién két khang nguyén cta nd, bao
gdm CDRI chudi nang (LCDR1) chia trinh tu axit amin dugc chon tir trinh tu bét ky

trong sé cac trinh tu axit amin LCDR1 duoc liét ké trong bang 1 hodc trinh ty gin gibng
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Vi n6 ¢ do twong ddng trinh tur it nhat 90%, it nhat 95%. it nhit 98% hodc it nhat 99%.

Sang ché ciing @& xuét khang thé, hodc manh lién két khang nguyén clia no, bao
gdm CDR1 chudi nang (LCDR2) chira trinh ty axit amin dugc chon tur trinh tu bét ky
trong sb céc trinh ty axit amin LCDR2 duoc liét ké trong bang 1 hodc trinh ty gin gibng

vGino c6 do tuong dong trinh tu it nhat 90%, it nhét 95%, it nhit 98% hoac it nhat 99%.

Sang ché ciing @& xuét khang thé, ho#ic manh lién két khang nguyén cua no, bao
gdm CDRI1 chudi nang (LCDR3) chira trinh ty axit amin dugc chon tur trinh tu bat ky
trong sb céc trinh tyr axit amin LCDR3 duoc liét ké trong bang 1 hodc trinh ty gan gibng

vaino ¢6 do tuong dong trinh tu it nhat 90%, it nhét 95%, it nhat 98% hoic it nhét 99%.

Sang ché ciing @2 xuét khang thé, hodc manh lién két khang nguyén clia no, bao
gdm cip trinh ty axit amin cia HCVR3 va LCDR3 (HCDR3/LCDR3) chira trinh tu bat
ky trong s& cac trinh tu axit amin HCDR3 duogc liét ké trong bang 1 bét cap voi trinh tu
bat ky trong s& cac trinh ty axit amin LCDR3 dugc liétké trong bang 1. Theo cac phuong
4n nhét dinh, sang ché @& xuét khang thé, hodc manh lién két khang nguyén clia nd, chira
cap trinh ty axit amin HCDR3/LCDR3 nim trong khéng thé bét ky trong sb cac khang
thé khang GP virut Ebola minh hoa duoc liét ké trong bang 1. Theo mot phuong an nhét
dinh, cap trinh ty axit amin HCDR3/LCDR3 dugc chon tur nhoém bao gém SEQ ID NO:
24/32 (vi du, HIH17139P), 72/80 (vi dy, HIH17161P), va 152/160 (vi du, H1H17203P).

Sang ché cling dé xuit cac khang thé, hodc manh lién két khang nguyén clia no,
bao gdm tap hgp gdm sau CDR (cu thé 1a, HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-
LCDR3) nam trong khang thé bat ky trong s6 cac khéang thé khang GP virut Ebola minh
hoa dugc liét ké trong bang 1. Theo cac phuong an nhét dinh, tip hop trinh ty axit amin
HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 dugc chon tir nhom bao gdm SEQ
ID NO: 20-22-24-28-30-32 (vi duy, H1H17139P), 68-70-72-76-78-80 (vi du,
H1H17161P); va 148-150-152-156-158-160 (vi du, HIH17203P).

Theo cac phuong an lién quan khac, sang ché d& xuét khang thé, hoic manh lién
két khang nguyén ctia nd, bao gdm tap hop gdm sau CDR (cu thé 1a HCDR1-HCDR2-
HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3) nim trong cap trinh ty axit amin HCVR/LCVR nhu
duoc xac dinh bing khéng thé bat ky trong 36 c4c khang thé khang GP virut Ebola minh
hoa dugc liét ké trong bang 1. Vi duy, sang ché bao gém cic khang thé, hoic manh lién

két khang nguyén clia n6, ¢ chira tap hop trinh ty axit amin HCDR1-HCDR2-HCDR3-
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LCDR1-LCDR2-LCDR3 nim trong cdp trinh tur axit amin HCVR/LCVR dugc chon tu
nhém bao gébm SEQ ID NO: 18/26 (vi du, H1H17139P), 66/74 (vi dy, H1H17161P); va
146/154 (vi du, HIH17203P). Phuong phap va cac k¥ thuat dé xac dinh CDR trong trinh
tu axit amin HCVR va LCVR da dugc biét dén trong linh vyc k¥ thuat va dugc st dung
dé xac dinh CDR nim trong cac trinh tw axit amin HCVR va LCVR cu thé dugc md ta
trong ban mo ta nay. Vi du vé& quy udc c6 thé dugc st dung dé xac dinh ranh gioi cla
cac CDR bao gdm, vi du, dinh nghia Kabat, dinh nghia Chothia, dinh nghfa AbM. Noi
chung, dinh nghia Kabat dua trén su bién dbi vé trinh tu, dinh nghia Chothia dua trén vi
tri cua thng chu trac moc, va dinh nghia AbM la su didu chinh gitta phwong phap cua
Kabat va Chothia. Xem, vi du, Kabat, "Sequences of Proteins of Immunological
Interest,” National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991); Al- Lazikani et al., J. Mol.
Biol. 273:927-948 (1997); va Martin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:9268-9272
(1989). Co s¢ dit liéu cong khai ciing gitp x4c dinh trinh tu CDR trong khang thé.

Sang ché ciing bao gdm céc khang thé khang virut Ebola co kiéu glycosyl héa dugc
bién dbi. Theo mot s6 phuong é4n, viéc bién dbi dé loai bo vi tri glycosyl hoa khong
mong mudn c6 thé rat hitu dung, hodc khang thé thiéu gbc fucoza c6 mat trén chudi
oligosacarit, vi du, d8 1am ting chic ndng gy doc té bao phu thudc khang the; (ADCC)
(xem, Shield et al. (2002) JBC 277:26733). Trong cc tng dung khdc, viéc bién ddi
galactosyl hoa c6 thé dugc thuc hién dé bién d@bi hoat tinh gy doc phu thuéc vao bd thé
(CDC).

Sang ché cling dé xuit khang thé va manh lién két khang nguyén cua né canh tranh
8 lien két dic hiéu véi virut Ebola véi khéng thé hogc méanh lién két khang nguyén cua
n6 chira CDR cia HCVR va CDR cua LCDR, trong d6 mdi HCVR va LCVR c6 trinh
ty axit amin chon tir cac trinh ty HCVR va LCVR liét ké trong bang 1.

Sang ché cing dé xuét khang thé va manh lién két khang nguyén ciia no canh tranh
chéo dé lien két dic hiéu véi virut Ebola véi khang thd tham chiéu hodc manh lién két
khang nguyén cuia n6 chira CDR ctia HCVR va CDR ctia LCDR, trong d6 mdi HCVR
va LCVR c6 trinh tu axit amin chon tir cac trinh twy HCVR va LCVR liét ké trong bang
1. '

Sang ché ciing 3 xuAt cac khang thé dugc phan 1ap va cac manh lién két khang

nguyén clia né can tré virut Ebola lién két v6i, va/hodc x4m nhap vao té bao chu.

-10-



35040

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé hozic manh lién két khang nguyén clia
n6 13 khang thé dic hiéu kép gdm khang thé thir nhat lien két dac hiéu voi quyét dinh
khang nguyén thir nhat trén virut Ebola va khing thé th hai lién két dic hidu véi quyét
dinh khang nguyén tha hai trén virut Ebola, trong do cac quyét dinh khang nguyén thir
nhét va thit hai tach biét va khong chdng Ién nhau. Theo cdc phuong 4n nhét dinh, khang
thé dic hiéu kép c6 thé c6 nhanh thir nhét lién két v6i quyét dinh khang nguyén trong
glycoprotein virut va nhanh thir hai lién két véi quyét dinh khang nguyén trong khang
nguyén virut khéc.

Theo khia canh thr hai, sang ché d& xuét phan tr axit nucleic mé hoa cho khang
thé khang virut Ebola hodc manh cta nod. Vi dy, sang ché @& xuit phén ttr axit nucleic
m3 héa cho trinh tu bt ky trong s6 cac trinh tu axit amin HCVR dugc liét ké trong bang
1; theo cac phuong an nhét dinh, phan tir axit nucleic bao gdm trinh tu polynucleotit
duoc chon tlr trinh tur bét ky trong s6 cac trinh tu axit nucleic HCVR dugce liét ké trong
bang 2, hogc trinh ty gin gibng v6i nd co do tuong dong trinh ty it nhét 90%, it nhét

95%, it nht 98% hoic it nhat 99%.

Sang ché cling d& xuét cac phan tir axit nucleic ma hoa cho trinh tu bit ky trong s6
c4c trinh tu axit amin LCVR duoc liét ké trong bang 1; theo cac phuong an nhét dinh,
phan tu axit nucleic bao gém trinh tu polynucleotit dugc chon tur trinh tu bét ky trong
s céc trinh tu axit nucleic LCVR duoc liét ké trong bang 2, hodc trinh tu gan gidng véi

16 ¢6 do twong ddng trinh tur it nhdt 90%, it nhat 95%, it nhét 98% hodc it nhit 99%.

Sang ché ciing dé xudt cac phan tr axit nucleic mé hoa cho trinh tu bit ky trong sb
cac trinh ty axit amin HCVRI dugc li€t k€ trong bang 1; theo cac phuong an nhét dinh,
phén tir axit nucleic gbm trinh ty polynucleotit dugc chon tir trinh tu bat ky trong sd cac
trinh tu axit nucleic HCVRI dugc liét ké trong bang 2, hodc trinh tu gin giéng véi né
¢6 d6 twong ddng trinh ty it nhit 90%, it nhit 95%, it nhét 98% hodc it nhat 99%.

Sang ché cling d& xuét cac phan tir axit nucleic ma hoa cho trinh tu bét ky trong 5O
c4c trinh ty axit amin HCVR2 dugc li€t ké trong bang 1; theo cac phuong an nhét dinh,
phén tr axit nucleic gdm trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu bét ky trong s6 céc
trinh tu axit nucleic HCVR2 dugc liét ké trong bang 2, hodc trinh tu gén giéng v61 no

¢6 d6 twong ddng trinh ty it nhit 90%, it nhat 95%, it nhét 98% hoic it nhat 99%.

Sang ché ciing dé xudt cac phén tir axit nucleic ma hoa cho trinh tu bét ky trong sb

-11-



35040

céc trinh tu axit amin HCVR3 duoc liét ké trong béang 1; theo cac phuong an nhét dinh,
phan tir axit nucleic gdm trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu bét ky trong s céc
trinh ty axit nucleic HCVR3 duogc liét ké trong bang 2, hodc trinh tur gin glong v6i nod

c6 do tuong dong trinh tu it nhét 90%, it nhét 95%, it nhét 98% hoic it nhét 99%.

Sang ché ciing dé xudt cac phan tit axit nucleic ma hoa cho trinh tu bat ky trong sb
céc trinh ty axit amin LCVR1 dugc liét ké trong bang 1; theo cac phuong an nhét dinh,
phén tir axit nucleic gdm trinh ty polynucleotit dugc chon tir trinh ty bét ky trong s6 cac
trinh tw axit nucleic LCVRI dugc liét ké trong bang 2, hogc trinh tu gan glong v6i nod

cO do tuong dong trinh tu it nhét 90%, it nhét 95%, it nhét 98% hoic it nhét 99%.

Sang ché cling d& xuét cac phan tr axit nucleic mé hoa cho trinh ty bt ky trong sb
cac trinh tu axit amin LCVR2 dugc liét ké trong bang 1; theo cac phuong an nhét dinh,
phén tir axit nucleic gdm trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu bt k}‘/.trong s cac
trinh tu axit nucleic LCVR2 duogc liét ké trong béang 2, hodc trinh tu gé‘m giéng v6i no

¢6 d6 twong ddng trinh tu it nhit 90%, it nhit 95%, it nhét 98% hodc it nhat 99%.

Sang ché cling d& xuét cac phan tr axit nucleic md hoa cho trinh tu bt ky trong 5O
c4c trinh tu axit amin LCVR3 dugc liét ké trong bang 1; theo cac phuong an nhét dinh,
phén tir axit nucleic gbm trinh tu polynucleotit dugc chon tir trinh tu bat ky trong s céc
trinh ty axit nucleic LCVR3 duogc liét ké trong bang 2, hodc trinh ty gin gibng v6i nd

¢6 6 twong ddng trinh tu it nhit 90%, it nhdt 95%, it nhét 98% hoic it nhat 99%.

Sang ché ciing d& xut phén tr axit nucleic ma héa cho HCVR, trong d6 HCVR
chtta tap hop gom ba ving CDR (cu thé 13, HCDR1-HCDR2-HCDR3), tron.g doé tap hop
trinh tu axit amin HCDR1-HCDR2-HCDR3 duoc xac dinh bdi khang thé bat ky trong
s6 cac khang thé khang GP virut Ebola minh hoa dugc liét ké trong bang 1.

Sang ché cling @2 xuét phan tir axit nucleic ma héa cho HCVR, trong do LCVR
chtra tap hop gdm ba ving CDR (cu thé 13, LCDR1-LCDR2-LCDR3), trong do tap hop
trinh tur axit amin LCDR1-LCDR2-LCDR3 dugc xéc dinh boi khang thé bt ky trong s6
cac khang thé khang GP virut Ebola minh hoa duoc liét ké trong bang 1.

Sang ché ciing d2 xuét phan ti axit nucleic ma hda cho ca HCVR va LCVR, trong
d6é HCVR bao gém trinh tu axit amin bét ky trong sb céc trinh tu axit amin HCVR dugc
liét ké trong bang 1, va trong d6 LCVR bao gbm trinh ty axit amin bét ky .trong s céac
trinh ty axit amin LCVR duoc liét k€ trong bang 1. Theo cac phuong an nhét dinh, phan
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tir axit nucleic gdm trinh tu polynucleotit chon tir trinh tu bt ky trong sd cac tr_inh tu
axit nucleic HCVR dugc liét ké trong bang 2, hodc trinh tu gin gibng v4ino co do tuong
ddng trinh ty it nhdt 90%, it nht 95%, it nhét 98% hodc it nhat 99%, va trinh tu
polynucleotit chon tir trinh tw bt ky trong sé cac trinh ty axit nucleic LCVR dugc liét
ké trong bang 2, hodc trinh tu gin gibng v6i no co do tuong ddng trinh ty it nhét 90%,
it nhat 95%, it nhét 98% hoic it nhat 99%. Theo phuong an nhét dinh theo khia canh
nay cua séng ché, phan tr axit nucleic ma héa cho HCVR va LCVR, trong d6 ca hai
HCVR va LCVR déu c6 ngudn gdc tlr cing mot khang thé khang GP virut Eboladugc
liét ké trong bang 1.

Sang ché dé xuét phan tir axit nucleic ma hoa cho trinh ty bét ky trong 36 céc trinh
tw axit amin chudi ndng dwoc liét ké trong bang 1. Sang ché ciing dé xuét phan tr axit
nucleic ma héa cho trinh ty bét ky trong sd cac trinh tu axit amin chudi nhe dugc liét ké
trong bang 1.

Theo mot phuong an lién quan, sang ché d& xuét cac vecto biéu hién téi t6 hop c6
kha ning biéu hién polypeptit c6 chira vung bién ddi chudi ning hodc vung bién doi
chudi nhe ctia khang thé khang GP virut Ebola. Vi dy, sang ché bao gdm vecto biéu hién
tai td hop c6 chira phan tir axit nucleic bét ky trong sb cac phan tir axit nucleic da néu ¢
trén, nghia 12 phan tir axit nucleic ma héa cho trinh ty HCVR, LCVR, va/hodc CDR bt
ky nhu duge liét ké trong bang 1. Tuong tu, cling nam trong pham vi clia sang ché 1a
céc té bao chu ma cac vecto nay duge dua vao, cling nhu phuwong phép san xuét khang
thé hodc cadc manh cia nd bing cach nudi cdy céac té bao chu trong céc diéu kién cho
phép san xuit khang thé hogc manh khang thé, va thu hdi cac khang thé va cdc méanh
khéng thé d4 san xuét.

Theo khia canh th{ ba, sang ché dé xuit duoc phém c6 chira mot hodc nhiéu khang
thé don dong dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén cua no lién két ddc hi¢u
v6i GP virut Ebola va chit mang dugc dung hodc chét pha lodng. Mot hodc nhiéu khang
thé dwgc phéan 14ap chira cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR duoc chon tir nhém bao
gdm cac trinh tuy HCVR va LCVR liét ké trong bang 1. Theo m¢t phuong an, cdp trinh
ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao gf")m SEQ ID NO: 18/26, 66/74,
146/154, 2/10, 34/42, 50/58, 82/90, 98/1006, 114/122, 130/138, 162/170, 178/186,
194/202, 210/218, 226/234, 242/250, 258/266, 274/282, 290/298 va 306/282. Theo mot
phuong 4n, cap trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao gébm SEQ ID

-13-



35040

NO: 18/26, 66/74 va 146/154.
Theo mot khia canh li€n quan, sang ché mo ta dic diém cta ché phém, 1atd hop

ctia it nhit hai khéng thé theo sang ché va chét mang dugc dung hodc chét pha loang.

Theo mdt khia canh lién quan, sang ché md ta dic diém cia td hop/dung dich hdn

hop cua it nhét ba khang thé theo sang ché va chit mang dugc dung hodc chét pha logng.

Theo mot phuong 4n, dugc phim bao gdm: (a) khang thé khang virut Ebola thir
nhét, chira cip trinh ty axit amin HCVR/LCVR nhu di mo ta trong bang 1, hodc manh
lién két khang nguyén cta no; (b) khang thé khang virut Ebola thir hai chta cap trinh tu
axit amin HCVR/LCVR nhu da m6 ta trong béang 1, hodc manh lién két khang nguyén
cia no6 va (c¢) khang thé khang virut Ebola tht ba chira cdp trinh ty axit amin
HCVR/LCVR nhu d3 md ta trong bang 1, hodc manh lién két khang nguyén clia no,
trong d6 khang thé thir nhét lién két vdi, hodc tuong tac voi, quyét dinh khang nguyén
thr nhat trén GP virut Ebola va khang thé thi hai va/hodc tha ba lién két v6i; hodc tuwong
tac voi quyét dinh khang nguyén khac trén GP virut Ebola; va (d) chit mang dugc dung
hoidc chit pha loang.

Theo mdt khia canh lién quan khac, sang ché mo ta dic didm cua ché phém, 1a tb

hop cia khang thé khang GP virut Ebola va chét tri liéu tht hai.

Theo mot phuong an, chét tri liéu thi hai 12 chét bét ky duoc két hop mdt cach
hiéu qua véi khang thé khang GP virut Ebola. Vi dy v& céc chit duge két hop mot cach
hiéu qua vé6i khang thé khang GP virut Ebola bao gbm, nhung khong chi giéi han 0, cac
chét lién két voi va/hodc trc ché hoat tinh virut Ebola (bao gdm c4c khang thé khac hoic
ménh lién két khang nguyén cua nd, v.v.) va/hodc cac chét, khong lién két truc tiép voi
virut Ebola tuy nhién lai &rc ché hoat tinh virut bao gdm hoat tinh 1ay nhiém trong té bao
chu.

Theo cac phuong an nhét dinh, séng ché dé& xuit dugc phim bao gdm: (a) khang
thé khang virut Ebola thir nhét, chtra cip trinh ty axit amin HCVR/LCVR nhu da mo ta
trong bang 1, hodc manh lién két khang nguyén ctia nd; (b) khang thé khang virut Ebola
thir hai chﬁ’a cip trinh ty axit amin HCVR/LCVR nhu d3 md ta trong bang 1, hodc manh
lién két khang nguyén cua nd, trong d6 khang thé th nhét lién két v6i quyét dinh khang
nguyén thtr nhét trén GP virut Ebola va khang thé thr hai lién két v6i quyét dinh khang
nguyén tht hai trén GP virut Ebola, trong do quyét dinh khang nguyén tha nhét va thi
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hai tach biét va khong chdng 1én nhau; va (¢) chit mang dugc dung cla n6 hodc chat
pha lodng.

Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché d& xult duge phdm bao gdm: (a) khang
thé khang virut Ebola thi nhét hodc ménh lién két khang nguyén cia nd; (b) khang thé
khang virut Ebola thtr hai hodc manh lién két khang nguyén cia né, trong do khang thé
thir nhét khong canh tranh chéo dé lién két v6i virut Ebola v6i khang thé tha hai; va (c)
chAt mang dugc dung ctia n6 hodc chét pha lodng.

Theo cac phuong an nhét dinh, séng ché @ xuit duge phdm bao génn: (a) khang
thé khang virut Ebola thir nhét hodc manh lién két khang nguyén cia no; (b) khang thé
khéng virut Ebola thit hai hodc manh lién két khang nguyén cia no, twong tac v6i khang
nguyén virut Ebola khéc, trong do khéng thé th nhét lién két voi quyét dinh khang
nguyén trén GP virut Ebola va khang thd th hai lién két v6i quyét dinh khang nguyén
trén khang nguyén virut Ebola khéc; va (c) chit mang dugc dyung ctia nd hodc chét pha
loang. |

Theo mot phuong an, sang ché d& xuit duoc pham bao gdm: (a) khang thé khang
virut Ebola thir nht hodc manh lién két khang nguyén cua nd; (b) khang thé khang virut
Ebola thtr hai hodc manh lién két khang nguyén cua n6 va (c) khang thé khang virut
Ebola thir ba hodc manh lién két khang nguyén cta no, trong d6 khang thé thir nhat lién
két v6i quyét dinh khang nguyén thlr nhét trén GP virut Ebola va khang thé tht hai
va/hoic thu ba lién két véi quyét dinh khang nguyén khéc trén GP virut Ebola trong do
cac quyét dinh khang nguyén tht nhét, thir hai va thi ba tach biét va khong chdng 1én

nhau; va (d) chit mang dugc dung clia n6 hodc chét pha lodng.

Theb mot phuong 4n, sang ché d& xuit dugc pham bao gdm: (a) khdng thé khang
virut Ebola thtr nhit hoic manh lién két khang nguyén cua nd; (b) khang thé khang virut
Ebola thtr hai hodc manh lién két khang nguyén cta nd; va (c) khang thé khang virut
Ebola thtr ba hodic manh lién két khang nguyén cla no, trong d6 khang thé tht nhét c6
thé canh tranh chéo hodc khong canh tranh chéo vdi khang thé thi hai, va/hodc thi ba

dé lién két véi virut Ebola; va (d) chit mang dugc dung clia n6 hodc chét pha lodng.

Theo cac phuong an nhét dinh, sing ché @& xuét dugc phim bao gdm: (a) khang
thé khang virut Ebola thir nhét hoic manh lién két khang nguyén ctia né; (b) khang thé

khéng virut Ebola thir hai hodc manh lién két khang nguyén cua no, tuong tac voi mot
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khang nguyén virut Ebola khac, trong d6 khéang thé tha nhat lién két voi quyét dinh
khéng nguyén trén virut Ebola va khéng thé tht hai va/hodc thir ba lien két v6i quyét
dinh khang nguyén trén khang nguyén virut Ebola khac; va (¢) chat mang dugc dung
ciia n6 hodc chét pha loang.

Theo mot phuong an, dugc phim c6 chira khéng thé khang virut Ebola thir nhét
hodc manh lién két khang nguyén cia n6 lién két v6i, hodc twong tac voi mot quyét dinh
khéng nguyén trén mot chung virut Ebola va khang thé khang virut Ebola tht hai
va/hodc thit ba hodc manh lién két khang nguyén cia no lién két v6i, hodc tuong tac véi
quyét dinh khang nguyén thi hai va/hodc thir ba trén cing mdt ching hodc trén cac
ching virut Ebola khac. Céc ching virut Ebola tuong tic v6i khang thé theo sang ché
¢6 thé chon tir nhom bao gom cac ching Zaire.2014, Zaire.1995, Sudan, Bundibugyo,

va Cote d'lvoire, hodc cac bién thé cta chung.

Theo mdt khia canh lién quan, sang ché d& xuét duoc pham bao gdm khang thé
don dong thu nhit hodc manh lién két khang nguyén cta no lién két dic hiéu véi GP
virut Ebola, trong d6 khang thé don dong dugc phan lép thtr nhét hodc manh lién két
khéng nguyén cua nd chira trinh ty axit amin HCDR1 néu trong SEQ ID NO: 20; trinh
tu axit amin HCDR2 néu trong SEQ ID NO: 22; trinh ty axit amin HCDR3 néu trong
SEQ ID NO: 24; trinh ty axit amin LCDRI1 néu trong SEQ ID NO: 28; trinh tu axit amin
LCDR2 néu trong SEQ ID NO: 30 va trinh tu axit amin LCDR3 néu trong SEQ ID NO:
32, va chit mang dugc dung hodc chét pha lodng. Dugc phim con chira thém khéng thé
don dong dugc phan 1ap thir hai hogc manh lién két khang nguyén cta né lién két dac
hiéu véi GP virut Ebola, trong d6 khang thé don dong duoc phan 14p thi hai hodc manh
lién két khang nguyén cta né chira trinh ty axit amin HCDR1 néu trong SEQ ID NO:
68; trinh ty axit amin HCDR2 néu trong SEQ ID NO: 70; trinh tu axit amin HCDR3 néu
trong SEQ ID NO: 72; trinh tu axit amin LCDR1 néu trong SEQ ID NO: 76; trinh tu
axit amin LCDR2 néu trong SEQ ID NO: 78 va trinh ty axit amin LCDR3 néu trong
SEQ ID NO: 80. Dugc pham con chira thém khang thé don dong dugc phén lap thu ba
hodc manh lién két khang nguyén cua no lién két dic higu v6i GP virut Ebola, trong doé
khéng thé don dong dugc phén 18p thir ba hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 chira
trinh tu axit amin HCDR1 néu trong SEQ ID NO: 148; trinh ty axit amin HCDR2 néu
trong SEQ ID NO: 150; trinh tu axit amin HCDR3 néu trong SEQ ID NO: 152; trinh tu
axit amin LCDR1 néu trong SEQ ID NO: 156; trinh ty axit amin LCDR2 néu trong SEQ
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ID NO: 158 va trinh tu axit amin LCDR3 néu trong SEQ ID NO: 160.

Theo mot phuong an nhat dinh, mdi khang thé c6 thé dugc bao ché duéi dang ché
phim riéng r& va néu no6 duogc xac dinh rdng can nhidu hon mot khang thé dé thu dugc
hiéu qua diéu tri toi da, mdi tréng s6 cac ché pham khang thé c6 thé duge cung cap ddng
thoi (cung cip cling 1tc hodc lién tuc), néu cin. Ngoai ra, dung dich hdn hgp khang thé
¢6 thé dugc bao ché cing Itc.

Theo cac phuong an nhét dinh, khi hai hodc nhiéu khang thé duoc két hop voi nhau
trong cung mot dugc phim, ching c6 thé lién két hodc khong lién két v6i cing mot
quyet dinh khang nguyén hodc cac quyet dinh khang nguyén chdng 1én nhau trén protein
virut Ebola. Cac liéu phap két hop va dong ché phdm bd sung bao gdm khéng thé khang

virut Ebola theo sang ché duge mé ta & mot noi ndo do trong ban md ta.

Theo khia canh tht tu, sang ché d& xuit phuong phap tri liéu dé diéu tri bénh hodc
rdi loan lién quan dén virut Ebola (ching han nhu 14y nhidm virut & dbi tuong), hodc it
nhét mot triéu ching lién quan dén lay nhiém virut, hodc tAn sudt hodc mirc dd nghiém
trong cua it nhit mot triéu chimg lién quan dén lay nhiém virut Ebola, st dung khang
thé khang GP virut Ebola hodc ménh lién két khang nguyén cua khing thé theo sang
ché, hodc dung dich hon hop cua it nhét hai hodc nhiéu khang thé theo sang ché, trong
d6 phuong phép tri liéu bao gdm cung cép mot lugng c6 hiéu qua tri liéu cua it nhét hai
hodc nhiéu khang thé hodc ménh lién két khang nguyén theo sang ché cho dbi tuong can
diéu tri. Theo mdt phwong an, phuong phap bao gdm cung cip mot td hop (dung dich
hdn hop) cua it nhit ba khang thé theo séng ché. Theo mot phuong an, dung dich hdn
hop khéng thé bao gdm ba khang thé khang virut Ebola c6 cgp trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 18/26, 66/74 va 146/154. Rdi loan dugc diéu tri 12 bénh hodc tinh
trang bénh bat ky, cai duge cai thién, 1am thuyén giam, bi e ché hoic dugc ngén nglra
bang céch uc ché hoat dong cua virut Ebola. Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché
cling dé xuét phuong phap dé ngan ngura, diéu tri hodc lam thuyén gidm it nhét mot triéu
chang cua lay nhiém virut Ebola, phuong phép bao gdm cung cAp mot lugng c6 hiéu
qua tri liéu cua it nhit mot hodc nhiéu khang thé khang GP virut Ebola hodc cidc manh

lién két khang nguyén cla no theo sang ché cho dbi tugng can diéu tri.

Theo mot khia canh lién quan, sang ché @& xuét phurong phap trung hoa virut Ebola

Jay nhiém, phuong phap bao gdm phoi nhiém té bao da nhiém virut Ebola v&i ché phdm
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c6 chira mgt hodc nhiéu khang thé khang EBOV hodc manh lién két khang nguyén cua
né, trong do6 viéc phoi nhiém gitp ting cudng bao vé té bao khoi lay nhiém virut, hodc
khoi su chét té bao. Theo cac phuong an nhét dinh, viéc phoi nhidm c6 thé in vitro hodc
in vivo. Theo mot phwong an, phwong phép bao gdm cung cAp mot hodc nhiéu khang
thé theo sang ché. Theo mot phwong &n, phuwong phap bao gdm cung cap td hop (dung
dich hon hop) ctia it nhét ba khang thé theo sang ché. Theo mdt phuong an, dung dich
hdn hop khang thé bao gdbm ba khéang thé khang EBOV c¢6 cdp trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 18/26, 66/74 va 146/154.

Theo mot s& phuwong 4n, sing ché dé xuit phuong phap lam thuyén giam hodc
gidm nhe murc do nghiém trong, thoi gian, hodc tAn xuét xudt hién, cta it nhit mét triéu
ching 1ay nhiém virut Ebola & d6i tugng bing cach cung cAp mot hodc nhiéu khang thé
khéang virut Ebola theo sang ché, trong do it nhat mot triéu chimg dugc chon tir nhom
g61n sbt, dau dAu, mét moi, chan an, dau co, tiéu chdy, ndon mura, dau bung, mét nude
hodc chdy méu khong thé giai thich.

Theo mdt phuong dn nhét dinh, sdng ché dé xuit phwong phap lam giam s6 luong
virut & d6i tuong, phuong phéap bao gbm cung cép cho dbi tegng mot lugng hiéu qua
cuia mot hodc nhiéu khang thé hodc manh cua nd theo sang ché ma lién két véi GP virut

Ebola va can tr& virut Ebola lién két va/hodc x4m nhap vao trong té bao chu.

Theo mot khia canh lién quan, sang ché dé xuét phuong phap ting su sbng sot,
hoac kha nang sbng sot clia d6i twgng mang lay nhidm véi EBOV, hodc clia déi tuong
phoi nhiém véi EBOV, hodc c6 nguy co phoi nhiém, hodc méc phai EBOV, phuong
phéap bao gdm cung chp it nhit mot khang thé hogc manh lién két khang nguyén theo
séng ché, hoic dugc phém chira it nhat mot khang thé theo sang ché cho déi tuong can
didu tri.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét phuong phap tang su sbéng sot hodc kha
ning séng sot clia d6i tuong mang 1ay nhidm véi EBOV, hogc cta ddi tugng phoi nhiém
véi EBOV, hodc ¢6 nguy co phoi nhiém, hodc mic phai EBOV, phuong phép bao gdm
cung cap dung dich hoén hop khang thé ¢6 chira mot hdn hop gbm it nhét hai khang thé
khang EBOV theo sang ché. Theo mdt phuong &n, phuwong phap bao gdm cung cAp mot
dung dich hdn hop khang thé cé chta mot hdn hop ¢dm it nhét ba khang thé khang
EBOV theo sang ché. Theo mét phuong an, phuong phép bao gdm cung cép mot dung
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dich hén hop khang thé c6 chira mdt hon hop gdm it nhét ba khang thé khang EBOV
theo sang ché, trong d6 it nhit ba khang thd chtra cdp trinh ty axit amin

HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO: 18/26, 66/74 va 146/154.

Theo mot phuong an, dbi twgng cn diéu tri 12 dbi twong c6 nguy co phoi nhiém
v6i, hodc mac phai 13y nhiém virut Ebola, trong d6 dbi twong dugc chon tir nhém bao
gdm ngudi co st d& khang kém, nhén vién cham soc sttc khoe, nguoi bi nghi ngo da
timg tiép xtc voi nhitng ngudi mang virut Ebola, nguoi tiép xuc truc tiép hoic gan giii
than thé véi ngudi bi bénh, nhan vién bénh vién, nha nghién cuu dugc phém, nhan vién
béo tri chiu trach nhiém lam sach thiét bi bénh vién hodc vién nghién ciu nqi bénh nhan
Ebola dang dugc diéu tri, nhitng nguoi da dén hoic c6 du dinh ghé thim vung hodc qudc
gia dugc biét 12 c6 hodc bi nghi ngd ¢6 dot bung phat virut Ebola hodc nhitng ngudi di
du lich thuong xuyeén.

Theo mot phuwong an, dbi tuong cAn diéu tri c6 thé duoc cung cép it nhAt mot khang
thé khang EBOV theo sang ché hodc manh lién két khang nguyén cua nd, hogc dugc
phdm c6 chua it nhét mot khéng thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo sang
ché két hop v6i cht tr ligu thir hai. Chat tri ligu thtr hai ¢6 th& chon tir nhém bao gdm
thudc khang virut, thubc khang viém (ching han nhu corticosteroit, va thubc khang viém
khong chira steroit), khang thé lien két v6i EBOV khac, vacxin dung cho EBOV, TKM
Ebola (cic SIARN huodng dich t6i RNA polymeraza virut) brincidofovir (CMX-001),
favipiravir (T-705), BCX-4430, AVI-7537 (oligome morpholino phosphorodiamidat v

nghia huéng dich gen VP24 cua virut Ebola) va interferon.

Theo mdt phuong 4n, dugc phém c6 thé duge dung dudi da, theo dudng tinh manh,
trong da, trong co, theo dudng mii hodc theo duong miéng.

Theo mdt phuong 4n lién quan, sy bdo vé tang cuong co thé quan sat dugc ¢ dong
vat c6 vi phot nhidm véi, hodc 14y nhiém véi EBOV khi dong vat ¢6 vi duoc diéu tri
v6i duge pham c6 chira dung dich hdn hop khang thé, chtta it nhit ba khang thé theo
sang ché.

Theo mot phwong 4n, su bao vé tdng cuong quan sat duge co thé dugce do bing
mtc giam d nghiém trong hodc tAn xuAt xuét hién cua it nhat mot triéu ching lién quan
dén 1ay nhiém EBOV, bang cach 1am giam s6 luong virut, hodc bang cach ting kha ndng

séng s6t & dong vat ¢ va bi lay nhidm véi EBOV. it nhit mot triéu ching dugc chon
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tir nhom bao gém sbt, dau dAu, mét mai, chan an, dau co, tiéu chay, ndon mira, dau bung,
mét nude hodc chay mau kKhong thé giai thich.

Su bao vé tang cudng ¢ thé quan sat dugc Khi khéng thé duoc sir dung mot minh
hoic khi né duoc st dung Kkét hop v6i mot hodc nhiéu tac nhan tri liéu bd sung hodc
phuong thirc diéu tri chdng EBOV.

Mot hodc nhiéu tac nhan tri liéu bd sung c6 thé chon tir nhém bao gém thudc khang
- virut, thudc khang viém (ching han nhu corticosteroit va thudc khang viém khong chira
steroit), khang thd lién két v6i EBOV khac, vacxin dung cho EBOV, TKM Ebola (cac
SiARN huéng dich t6i RNA polymeraza virut) brincidofovir (CMX-001), favipiravir
(T-705), BCX-4430, AVI-7537 (oligome morpholino phosphorodiamidat v0 nghia
huéng dich gen VP24 cta virut Ebola) va interferon.

Theo mot phuong an, mot hodc nhidu tac nhén diéu tri bd sung chira mot hodc
nhiéu khang thé khang EBOV.

Theo mdt phuong an, mdt hodc nhiéu khang thé khdng EBOV chura trinh tu axit
amin ving bién dbi chudi ning (HCVR) va trinh tu axit amin ving bién dbi chudi nhe
(LCVR) duoc chon tir nhém bao gém trinh ty bét ky trong s cac trinh ty axit amin

HCVR va LCVR néu trong bang 1.

Theo mdt phuong 4n lién quan, mot hodc nhiéu khang thé khang EBOV chira cip
trinh tu axit amin ving bién ddi chudi nang (HCVR) va viing bién ddi chudinhe (LCVR)
duoc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90,
98/106, 114/122, 130/138, 146/154, 162/170, 178/186, 194/202, 210/218, 226/234,
242/250, 258/266, 274/282, 290/298 va 306/282.

Theo mot phuong 4n lién quan khac nira, mot hodc nhiéu khang thé khang EBOV
chtra cip trinh ty axit amin vung bién ddi chudi ning (HCVR) va vung bién d6i chudi

nhe (LCVR) dugc chon tir nhém bao gf)m SEQ ID NO: 18/26, 66/74 va 146/154.

Theo cac phuong an nhét dinh, mot hodc nhiéu khang thé hoic manh lién két khang
nguyén cia n6 dugc cung cép dé ngdn ngira hodc didu tri cho dbi twgng co lay nhiém,
ho#ic ¢6 nguy co lay nhiém, hodc duoc sap dat trudce dé nghién ctu lay nhiém virut
Ebola. Cac d6i tugng c6 nguy co bao gdm, nhung khong chi gidi han o, nguoi co stc

@ khang yéu, vi dy, nguoi c6 stc dé khang yéu do bénh tu mién, hodc nhitng nguoi
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nhan liéu phép rc ché midn dich (ching han, sau khi ciy ghép co quan), hodc nguoi méc
hoi chirg suy giam mién dich ngudi (HIV) hodc hoi ching suy giam mi2n dich mic
phai (AIDS), cc dang nhét dinh cua thiéu méau cai ma lam tan mau hodc pha tuy cac té
bao bach cAu, nhitng ngudi nhin phong xa hoic hoa tri, hodc nhiing ngudi mang bénh
viém. Cac dbi tuong khéc c6 nguy co mic phai virut Ebola bao gdm nhiing nhén vién
cham séc strc khoe, hodc nhitng nguoi tiép xtic truc tiép hoic gan giii co thé véi nguoi
bi bénh, hodc bi phoi nhiém véi dich thé hodc mo cua nguoi nhiém bénh, cling c6 nguy
CO cao trbng vi€éc phat trién 1ay nhiém virut Ebola. Ngoai ra, dbi tugng c6 nguy co bi
mic lay nhiém virut Ebola do & gin ving bung phét bénh, vi du, dbi twong cu tra tai
thanh ph6 dong dan hoic & gin dbi tugng da dugc xac nhén hodc nghi ngd bi nhiém
virut Ebola, hodc cong viéc lua chon, vi du, nhén vién bao tri chiu trach nhiém 1am sach
thiét bi bénh vién hodc vién nghién ctu noi bénh nhan Ebola dugc diéu tri, nhan vién
bénh vién, nha nghién ctru dugc phérn, nhitng nguoi di di dén hoic co ké hoach di dén
nhitng vung hodc qubc gia dugc biét dén 13 c6 hodc bi nghi ngd ¢6 dich bung phat ciia

virut Ebola, hodc nhitng ngudi thuong xuyén di du lich.

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia
né theo sang ché duge cung cép dudi dang két hop voi chét diéu tri thtr hai cho déi tuong
cAn diéu tri. Chit diéu tri tht hai ndy c6 thé chon tir nhom bao gbm thudc khang viém
(chéng han corticosteroit, va thudc khang viém thube khong chua steroit), va thubc
chéng 14y nhiém, thubc khang virut, khang thé gan véi virut Ebola khéc, vacxin dung
cho virut Ebola, khang thé lién két v6i EBOV khac, TKM Ebola (céc SIARN hudng
dich t6i RNA polymeraza virut) brincidofovir (CMX-001), favipiravir (T-705), BCX-
4430, AVI-7537 (oligome morpholino phosphorodiamidat vd nghia hudng dich gen
VP24 ctia virut Ebola) va interferon, b6 sung ché do an ubng ching han chét chdng oxi
hoa vi thube hodc lidu phap bt ky khac da biét trong linh vye ky thudt ding dé lam
thuyén giam it nhit mot triéu chimg cua lay nhiém virut Ebola, hodc lam giam s6 luong
virut & bénh nhan. Theo mot s6 phuong én, chét tri lidu tht hai c6 thé 1 chat ma giup
chéng lai hodc lam gidm bét ky (c4c) tac dung phu nao li€n quan dén khang thé hodc
manh lién két khang nguyén ciia né theo sang ché, néu (cac) tac dung phu nay xay ra.
Khang thé hodc manh cua né theo sing ché dugc tiém dudi da, trong tinh manh, trong
da, trong mang bung, dung theo duong miéng, theo duong mili, ti€m bép hoic trong so.

Theo mot phuong 4n, kKhang thé ¢6 thé dugc dung theo duong tinh mach ndéng do 16n
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nhét cta khang thé trong huyét thanh ctia bénh nhan. Khéng thé hodc manh ctia nd co
thé dugc dung voi lidu lugng nim trong khoang tir 0,1 mg/kg thé trong dé’n' khoang 100
mg/kg thé trong bénh nhan. Theo céc phuong 4n nhit dinh, khang thé theo sang ché ¢6
thé dugc dung mot hodc nhiéu liéu c6 chtra tir 50mg dén 600mg.

Sang ché ciing dé xuét khang thé khang virut Ebola hoac manh lién két khang
nguyén cua né dung @& didu tri cho dbi tugng co, hodc bi nghi ngd co, hodc da bi photi
nhidm véi EBOV, hodc st dung dé san xuét thudc dung dé diéu tri bénh hodc 161 loan

ma ¢c6 thé ¢6 loi tir viéc can trd lién ket va/hodc hoat dong cta virut Ebola.

Céc phuong an khac s€ trd nén 10 rang hon khi xem phan mo ta chi tiét sau day.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig. 1: HIH17161P trung hoa hi¢u qua EBOV sdng.
Fig. 2: Thé hién su twong tac cia ba khang thé khang EBOV véi GP Ebola hodc
GP hoa tan.

M0 ta chi tiét sang ché

Trude khi md ta phuong phap, can phai hiéu ring séng ché khong bi gidi han &
phuong phéap va diéu kién thi nghiém cu thé dugc mo ta, do phuong phap va diéu kién
nay co thé thay doi. Can phai hiéu ring thuat ngit dugc sir dung trong ban mo ta nay chi
v6i muc dich md ta cho cac phuong an cu thé, va khong lam gidi han sérig ché & cac
phuong 4n ndy, vi pham vi clia sang ché s& chi bi gi¢i han bdi yéu cAu bao ho keém theo
dudi day.

Trix khi dugce chi ra theo cach khac, t4t ca cac thuat ngit khoa hoc va k¥ thuat duoc
st dung trong ban md ta nay c6 cung mot nghia nhu thuong dugc hiéu béi ngudi co hiéu
biét trung binh trong linh vuc. Mac du bét ky phwong phap va nguyén liéu tuong tu hodc
twvong duong v6i phuong phép va nguyén liéu dugc mo ta trong ban mb ta nay déu co
thé duoc st dung trén thuc té hodc phwong phéap thir nghiém theo sang ché, tuy nhién
phuong phép va nguyén ligu dugc uu tién s& duge mo ta dudi day.

Dinh nghia

«Virut Ebola” hoge “EBOV” 1a mot chi thude ho Filoviridae, dugc biet dén 1a

nguyén nhan gy sdt xue”it huyét xay ra nhanh va nghiém trong. C6 nhiéu loai va nhiéu
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chung virut Ebola khac nhau dua trén trinh tu nucleotit va noi bung phat dich, vi dy,
Zaire, Tai Forest (trudc day dugc goi 1a Cote d’Ivoire hoac bo bién Nga), Sudan, Reston,
va Bundibugyo. Céc dang gy chét phd bién nhét ctia virut 12 cac chung Zaire va Sudan.
Chung Reston 12 chung dugc biét dén 1a chi 14y nhiém & linh trudng khong phai con
ngudi. Thuft ngtt “virut Ebola” ciing bao gdm céc bién thé caa virut Ebola phén 1ap tu

céc chiing virut Ebola khac nhau.

Trinh tu axit amin cta gycoprotein virut Ebola ddy du chiéu dai, trong ban mo ta,
con duogc viét 13 “EBOV-GP” hoic “GP virut Ebola” dugce minh hoa béng céc trinh tu
axit amin dugc tim thdy trong ngan hang gen ¢ s6 diang ky AHX24649.1 (Cing xem
SEQ ID NO: 314) va AHX24649.2 (Ciing xem SEQ ID NO: 3 15). Thuat ngit nay cling
bao gdbm GP virut Ebola hodc manh cta n6 bit cip véi, vi du dudi histidin (vi du, xem
sb dang ky AHX24649.1 v6i dudi decahistidin (SEQ ID NO: 318)), Fc cua nguoi va
chuot, hodc trinh tu tin hiéu. Trinh ty axit amin ctia “GP hoa tan” hodc “sGP” dugc trinh
bay trong sb ding ky AHX24650 va trong SEQ ID NO 316 (v6i trinh tu tin hiéu) va
cing dugc trinh bay trong SEQ ID NO: 317 (khong c6 trinh ty tin hi¢u nhung c6 duodi
myc-myc-hexahistidin). Trinh tu axit amin ctia “GP1” bt dau tai dAu amino cua GP day
¢ chidu dai tai gbe 1 va két thuc tai gbe 501 trong SEQ ID NO: 315. Trinh tu axit amin
ctia “GP2” chay dai tir gbc 502 dén 676 clia GP ddy du chidu dai trong SEQ ID NO:
315.

Thuét ngit “lay nhidm virut Ebola”, hodc “lay nhiém EBOV”, nhu dugc st dung
trong ban mo ta dung d8 chi sbt xuét huyét nghiém trong do phoi nhiém véi virut, hodc
v6i dong vat da bi nhiém, hodc v6i nguoi di bi nhiém, hodc tiép xuc véi dich thé hodc
mo ctia dong vat hodc nguoi da bi nhidm virut Ebola. Thuat ngit “cac triéu chimg di kem
voi lay nhiém virut Ebola” bao gém s6t, dau dau, mét moi, chéan an, dau cd, tiéu chay,

non mua, dau bung, mat nude hodc chay mau khong thé giai thich.

Thuét ngir "khang th&", nhu duoc st dyng trong ban md ta, ding dé chi phan tu
globulin mién dich chtra bén chudi polypeptit, hai chudi ning (H) va hai chudi nhe (L)
duoc lién két v6i nhau bang lién két disulfua (nghia la, “phan t& khang thé hoan chinh™),
cling nhu phan tir protein gdm nhidu monome ctia né (vi dy, IgM) hodc manh lién két
khang nguyén cua no. M&i chudi ning bao gbm ving bién ddi chudi ning (“HCVR”
hodc “Vy”) va vung hing dinh chudi ning (co6 ba mién Cul, Cu2 va Cu3). M>i chudi
nhe bao gém ving bién ddi chudi nhe (“LCVR” hodc “VL”) va vung hing dinh chudi
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nhe(Cr). Vung Vu va VL ¢co thé con duoc chia nhé thanh ving siéu bién, duogc goi 1a
vung xac dinh bd trg (CDR), dat giita ving ma bao tha hon, duoc goi 12 ving khung
(FR). MBObi Vu va Vi bao gom ba CDR va bén FR, tur diu amino dén dau cacboxy theo
thtr ty sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Theo cac phuong an nhét dinh
ciia sang ché, FR cia khing thé (hodc manh lién két khang nguyén ctia n6) co thé duoc
bién ddi mot cach ty nhién hodc nhan tao. Trinh ty lién ing axit amin c6 thé dugc x4c

dinh dua trén phén tich kép cua hai hogc nhiéu CDR.

Viéc thay thé mot hoic nhidu géc CDR hoic loai bo mot hodc nhiéu CDR cfiing ¢6
thé xay ra. Cac khang thé dugc md ta trong tai liéu khoa hoc trong d6 mdt hoic hai CDR
¢6 thé bi b6 di dé lien két. Padlan ef al. (1995 FASEB J. 9:133- 139) da phan tich cac
ving tiép xtc giita khang thé va khang nguyén cua chiing, dua trén céc cAu truc tinh thé
da cong bb, va két luan rang chi c6 khoang 1/5 dén 1/3 cac gbe CDR thuc su lién két
v6i khang nguyén. Padlan ciing tim ra nhiéu khing thé trong d6 mot hodc hai CDR
khong c6 axit amin tiép xtic v6i khang nguyén (Xem, Vajdos et al. 2002 J Mol Biol
320:415-428).

Céc gbc CDR khong tiép xtc khang nguyén c6 thé duogc xac dinh dya trén cac
nghién ctru trude day (vi du, cac gbc H60-H65 trong CDRH2 thudng khong cin dén),
tir cac ving CDR Kabat nam ngoai cic CDR Chothia, bang md hinh phan tir, va/hodc
thuc nghiém. Néu CDR hoic céc géc cua n6 bi loai bo, nd thuong duge thé béng axit
amin chiém giit vi tri twong Gmg trong trinh tu khang thé nguoi khac hodc lién ing cla
cac trinh tu nay. Céac vi tri d8 thay thé trong cac CDR va cdc axit amin dé thay thé cling
duoc lwa chon theo thuc nghiém. Thay thé thuc nghiém c6 thé 1a thay thé bao thu hoic
khoéng bao thu.

Céc khéang thé don dong khang virut Ebola hoan chinh & nguoi dugc boc 10 trong
ban mo ta co thé chira mot hodc nhiéu dot bién thay thé, thém va/hodc mAt axit amin
trong ving khung va/hogc ving CDR trong ving bién dbi chudi nang va chudi nhe so
v6i trinh tv dong mam tuong Gmg. Cac dot bién nay dugc xac dinh mot cach dé dang
béng céch 30 sanh trinh tu axit amin dugc trinh bay trong ban mo ta véi cac trinh tu
dong mam c6 sin tir, vi dy, co s& dir liéu trinh ty khang thé cong khai. Sang ché ciing
bao gdm khéng thé, va manh lién két khang nguyén clia n6, ma bét ngudn tr trinh tu bat
ky trong s& céc trinh ty axit amin dugce trinh bay trong ban mo ta, trong d6 mot hodc
nhiéu axit amin trong mot hodc nhiéu ving khung va/hogc ving CDR bi dot bién thanh
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(c4c) gbe tuong (mg trong trinh ty dong mam tir cdi ma khang thé bit ngudn, hodc thanh
cac gbc tuong Gmg trong trinh ty dong mAm ngudi khac, hodc thanh su thay thé axit
amin bao thi trong cac gbc dong mam tuong Gng (thay ddi trinh tu nay dugc goi chung
trong ban mo ta la “dot bién dong mim”). Nhing nguoi co hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thudt, bét diu tir ving bién dbi chudi nang va chudi nhe dugc boc 10 trong
ban mo ta, c6 thé dé dang tao ra lugng 16n cac khang thé va manh lién két khang nguyén
chita mot hodc nhiéu dot bién dong mam riéng ré& hodc td hop cac dot bién. Theo céc
phuong an nhét dinh, tit ca cac gbc ving khung va/hodc ving CDR trong vung Vu
va/hodc Vi, bi dot bién quay trd lai thanh céc géc c6 mit trong trinh ty dong mam ban
dAu tir ma khang thé b4t ngudn tir d6. Theo cic phuong an khac, chi cac gbe nhét dinh
moi bi dot bién quay trd lai trinh ty dong mam ban dau, vi du, chi cac géc bi dot bién
tim thiy trong 8 axit amin d4u tién trén FR1 va trong 8 axit amin cudi cung trén FR4,
hoiic chi cac gbe da dot bién tim thAy trén CDR1, CDR2 hogc CDR3. Theo c4c phuong
an khac, mot hoac nhiéu géc vung khung va/hodc CDR bi dot bién thanh cac géc twong
g cua trinh ty dong mam khéc (nghia 12 trinh tu dong mAm khac so v6i trinh tu dong
mam ma ban dAu khang thé bat ngudn tir d6). Hon nita, khang thé theo sang ché c6 thé
chtra t8 hop bat ky cua hai hodc nhiéu dot bién dong mam tai ving khung va/hodc CDR,
vi du, trong do6 cac gbc riéng & nhét dinh bi dot bién thanh gdc twong ting trén trinh tu
dong mam cy thé trong khi cac gbe nhét dinh khac ci ma khéc vdi trinh tu dong mam
ban diu dugc gitt lai hodc bi dot bién thanh cac géc tuong Ung trén trinh ty dong mam
khac. Sau khi thu duoc, khang thé va manh lién két khang nguyén chira mot hodc nhiéu
dot bién dong mam c6 thé d& dang kiém tra mot hodc nhiéu dic tinh mong mudn, chéng
han, ting d6 dac hiéu lién Kkét, tang ai luc lién két, ting hodc cai thién dac tinh sinh hoc
dbi khang hodc chu van (trong truong hop ¢6 thé), giam tinh sinh mién dich, v.v.. Khang
th& va manh lién két khang nguyén thu dugc theo cach nay nam trong pham vi cua sang
ché.

Sang ché con bao gém khang thé don dong ngudi khang virut Ebola hoan chinh
chira bién thé cta trinh ty bit ky trong 36 céc trinh ty axit amin HCVR, LCVR, va/hodc
CDR duge boc 10 trong ban md ta ndy c6 mot hogc nhidu dot bién thay thé bao thu. Vi
du, sang ché bao g0m khéng thé khang virut Ebola c6 trinh ty axit amin HCVR, LCVR,
va/hodc CDR véi, vi dy, 10 hodc it hon, 8 hodc it hon, 6 ho#c it hon, 4 hodc it hon, v.v.

dot bién thay thé axit amin bao thu so véi trinh tu bét ky trong sb cac cac trinh ty axit
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amin HCVR, LCVR, vd/hoic CDR duge md ta trong ban mo ta nay.

Thuét ngtt “khang thé nguoi”, nhu dugc sir dung trong ban mo ta, dugc dy tinh dé
bao gbébm cac khang thé c¢6 ving bién ddi va ving hing dinh co ngudn gbc tir cac trinh
tu globulin mién dich dong mam ngudi. mAb nguoi theo sang ché bao gdm cac gbc axit
amin khong dugc ma hoéa boi trinh tu globulin mién dich ngudi (vi dy, cac dot bién tao
ra bing cch gy dot bién ngﬁu nhién hodc dic hiéu vi tri in vitro hodc bﬁng dot bién in
vivo sinh dudng), vi du trong CDR va cy thé 1 CDR3. Tuy nhién, thudt ngit “khang thé
ngudi” nhu duge sir dung trong ban mo ta, khong bao gdm mAb trong do trinh tu CDR
co nguén géc tr dong mam cua cac loai dong vat c6 vi khic (vi du, chudt), dugc ghep
trong trinh ty FR nguoi. Thudt nglt bao gdbm khéng thé duoc san xuét tai td hop trong
dong vat ¢6 vii khong phai con nguoi, hodc trong cac té bao ctia dong vat c6 va khong
phai con ngudi. Thuét ngtt khong bao gom céc khang thé dugc phan 14p tir hodc duge

san xuét ¢ doi tugng con nguoi.

Thuét nglt “tai t8 hop”, nhu duoc st dung trong ban md ta, ding dé chi khang thé
hogic manh lién két khéng nguyén clia n6 theo sing ché tao ra, biéu hién, phan 1ap hodc
thu dugc bang cac k¥ thuat hodc phwong phap da biét trong linh vyc k¥ thuét ching han
nhu k¥ thuat ADN tai td hop bao gdm, vi dy, ghép néi ADN va biéu hién gen chuyén.
Thuat ngit dung d& chi khang thé bidu hién trong dong vét c6 vii khong phai con nguoi
(bao gdm dong vét c6 vii khong phai con nguoi chuyén gen, vi dy, chudt chuyén gen),
hoac hé théng biéu hién té bao (vi du, cac té bao CHO) hodc dugc phan lap tir thu vién

khéang thé nguoi td hop tai to hop.

Thuét ngtt "lién két dic hiéu", hodc “lién két dic hidu v6i”, hodc thuat nglt tuong
tu, c6 nghia 1a khang thé hoic manh lién két khang nguyén cta no tao thanh phirc hop
véi khéng nguyén ma tuong ddi én dinh dudi diéu kién sinh 1y Lién két dic hidu dugce
dic trung bdi hing s6 phan ly can bang it nhét 12 khoang 1x10”” M hodc thap hon (vi du,
Kp nhé hon nghfa 14 lién két bén chit hon). Phuong phap xdc dinh viéc hai phan ti lién
két dac hiéu véi nhau 12 phwong phap da biét trong linh vyc k¥ thudt va bao gém, vi du,
thAm tach cAn bang, cong hudng plasmon bé mit, va phuong phap twong ty. Nhu duoc
mo ta trong ban md ta nay, khang thé duoc xac dinh bang phuong phap cong huong
plasmon bé mit, vi du, BIACORE™, lién két diac hidu véi virut Ebola. Ngoai ra, khang
thé da dic hiéu lién két véi mot ving trén virut Ebola va mot hodc nhiéu khang nguyén
khéac hodc khang thé dac hiéu kép ma lién két v6i hai ving khac cta virut Ebola dugc
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xem la khang thé “lién két dic hidu”, nhu dugc st dung trong ban mo ta nay.

Thuat ngit khang thé “4i luc cao” ding & chi mAD c6 4i luc lién két v6i virut
Ebola, dugc bidu hién 1a Kp, it nhdt la 107M; tot hon néu 1a 10*M; tét hon nita néu 12
10" M: tham chi tdt hon nira 12 10°'° M vu tién hon néu 12 10! M; va tot nhat 1a 107
M; nhu dugc xac dinh bang cong hudng plasmon bé mit, vi du, BIACORE™ hodc
ELISA &i luc-dung dich.

Thudt ngit “t§¢ d6 phan ly cham”, “Koff” hodc “kd” c6 nghia l1a khang thé phan ly
tir virut Ebola, ho#ic hat tuong tu virut biéu hién GP virut Ebola, ¢6 héng sbtbcdolal
x 107 s hodc thip hon, tét hon néu 1a 1 x 10 s hodc thp hon, nhu dugc xéc dinh bing

cong hudng plasmon bé mit, vi du, BIACORE™.

Thuit ngir "phan lién két khang nguyén" clia khang thé, "manh lién két khéang
nguyén" ctia khang thé, va thuat ngit twong tu, nhu duge st dung trong ban mo ta nay,
bao gdm polypeptit hodc glycoprotein bat ky c6 trong tu nhién, thu dugc bang enzym,
téng hop, hodc dugc bién dbi gen ma lién két dac hiéu véi khang nguyén dé tao thanh
phirc hgp. Thuat ngit “manh lién két khang nguyén” hodc “ménh khang thé”, nhu duge
sir dung trong ban mo ta, dung @8 chi mot hodc nhidu manh khang thé gitp duy tri kha

nang lién két véi virut Ebola.

Theo cac phuong an nhét dinh, khdng thé hodc manh lién két khang nguyén cua
no theo sang ché ¢6 thé dugc lién hgp voi mot clu tir chéng han nhu la phéi tr hodc
phﬁn tri liéu (“Lién hop mién dich™), chéng han thudc khang virut, khang thé khang virut
Ebola th hai, hodc b4t ky phn tri liéu ndo khac hitu dung trong viéc diéu trj lay nhiém

ghy ra boi virut Ebola.

"Khang thé dugc phan 14p” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, dugc du dinh
dé ding dé chi khang thé ma gan nhu khong chira khang thé (Ab) khéc c6 tinh dic higu
khang nguyén khac nhau (vi du, khang thé dugc phén lap lién két dic hiéu voi virut
Ebola, hodc manh cua no, gén nhu khong chira cac Ab lién két dic hiéu voi cac khang
nguyén khac ngoai virut Ebola.

“K héng thé phong bé” hoidc "khéng thé trung hoa ", nhu dugc su dung trong ban
mo ta nay (hodc "khang thd ma trung hoa hoat tinh cta virut Ebola" hodc “khang thé dbi
khang”), dung @8 chi khang thé ma viéc lién két voi virut Ebola ciia né dan dén e ché
it nhat mot hoat tinh sinh hoc cua virut Ebola. Vi du, khang thé theo sang ché co thé
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giip ngdn ngira hodc can tr& virut Ebola lién két v6i, hodc xdm nhép vao trong té bao
chu. Ngoai ra, “khang thé trung hoa™ 12 khing thé c6 kha nang trung hoa, nghia la, ngan
chan, e ché, 1am giam, can tré hodc gay tré ngai dén, kha ning clia cac tc nhén gy
bénh trong viéc bat dau va/hodc duy tri 18y nhidm trong t& bao chi. Thuat nglt “khang
thé trung hoa” va "khing thé c4i ma trung hoa" hodc "céac khang thé cai ma trung hoa"
duoc st dung thay thé cho nhau trong ban mé ta nay. Co thé str dung céc khang thé nay,
mot minh hodc két hop, dudi dang chét diéu tri hodc du phong v&i chét khang virut khac
khi ¢6 cong thirc thich hgp, hodc két hop v6i vacxin hoat hoa, hodc lam cong cu chan
doan.

“Gay doc trung gian té bao phu thudc khang thé” hoic “ADCC” 1a co ché bao vé
mi&n dich trung gian té bao trong d6 t& bao phéan tmg lai kich thich cua hé mién dich
dung giai tich cuc té bao dich, ma cac khang nguyén bé mit mang cta né dugc lién két
boi cac khang thé dic hiéu, ching han bing cac khang thé dd mo ta trong ban mo ta.
Nhu vay, né 1a co ché thong qua dé, vi du, khang thé dic hiéu virut co thé hoat dong dé
han ché su lan rong cua lay nhidm. ADCC c¢b dién duge trung gian bdi cac té bao giét
tu nhién (té bao NK), dai thuc bao, bach cAu trung tinh va trong truong hop nhét dinh,

bach ciu ua eosin.

Thuét ngit "cong hudng plasmon bé mit", nhu duge st dung trong ban mo ta nay,
dung dé chi hién tugng quang hoc ma cho phép phan tich su tuong tac gitta phén tr sinh
hoc thoi gian thyc bang cach phat hién su thay dbi trong ndng dd protein trong chit nén
cam bién sinh hoc, vi du bing cich sit dung h¢ théng BIACORE™ (Pharmacia
Biosensor AB, Uppsala, Sweden va Piscataway, N.J).

Thuat ngit "Kp", nhu dugc st dung trong ban mé ta nay, dung dé chi hing s6 phan

ly can bang trong twong tic khang thé-khang nguyén cu thé.

Thuat ngr "quyét dinh khang nguyén" dung dé chi yéu t6 quyét dinh khang nguyén
twong tac voi vi tri lién két khang nguyén dac hi¢u trong ving bién dbi cua phan ti
khang thé da biét 1a paratop. Mot khang nguyén co thé ¢6 nhidu hon mot quyét dinh
khang nguyén. Do d6, cdc khang thd khéc nhau c6 thé lién két voi cac ving khéc nhau
trén khang nguyén va co thé tao ra tac dung sinh hoc khéc nhau. Thuat ngi “quyét dinh
khéng nguyén” ciing dung dé chi vi tri trén khang nguyén ma té bao B va/hodc T déap

rng. N6 cling dung dé chi ving trén khang nguyén dugc lién két bai khang thé. Cac
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quyét dinh khang nguyén dugc chia thanh quyét dinh khang nguyén cAu tric va chuc
ning. Cac quyét dinh khang nguyén chirc nang thudng 1a tap hop con cla cac quyét dinh
khang nguyén chu tric va cac gdc cia no truc tiép tac dong dén 4i luc cua tuong tac.
Quyét dinh khang nguyén c6 thé c6 cAu tric bic mot hodc béc ba. Quyet dinh khang
nguyeén co cAu tric bac ba, ¢6 chira cac axit amin phi tuyén tinh. Theo cac phuong an
nhét dinh, quyét dinh khang nguyén bao gdm céc yéu t6 quyét dinh, 1a cAc nhém phéan
tr bé mat hoat hoa v& mit hoa hoc ching han axit amin, cac chudi bén dudng, nhom
phosphoryl hodc nhom sulfonyl, va theo cac phuong an nhét dinh, c6 céc dic trung chu

tric khong gian ba chidu, va/hodc dic tinh tich dién nhét dinh.

Thuét ngit “canh tranh chéo”, nhu duogc sit dung trong ban md ta, co nghia la khang
thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién két voi khang nguyén va Gc ché hoic
can trd su lién két cia khang thé khac hodc manh lién két khang nguyén cta no. Thudt
ngtt cling bao gdm sy canh tranh gifta hai khang thé theo ca hai huéng, nghia la, khang
thé thir nhat lién két va can trd su lién két cua khéang th8 tht hai va ngugc lai. Theo cac
phuong an nhat dinh, khang thé thu nhét va khang thé tht hai ¢6 thé lién két véi cung
mot quyet dinh khang nguyén. Ngoai ra, khang thé th( nhat va tht hai co thé lién két
véi cac quyet dinh khang nguyén khac nhau nhung chdng 1én nhau sao cho viéc lién két
cua khang thé thtr nhét trc ché hodc can trd sy lién két ctia khang thé tht hai, vi du, théng
qua chuéng ngai khong gian. Canh tranh chéo gitra c4c khang thé c6 thé do duoc bang
phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thuat, vi du, bang thir nghiém giao thoa 16p sinh
hoc khong gin nhan, thoi gian thyc. Dé xé4c dinh viéc khang thé thir nghiém canh tranh
chéo v6i khang thé khang GP virut Ebola tham chiéu theo sang ché, cho khang thé tham
chiéu lién két v6i GP virut Ebola hodc peptit dudi cac diéu kién bao hoa. Sau do, xac
dinh kha nang lién két cta khang thé thir nghiém véi GP virut Ebola. Néu khéng thé thu
nghiém c6 kha ning kién két v6i GP virut Ebola sau khi lién két bao hoa voi khang thé
khang GP virut Ebola tham chiéu, c6 thé két luan rang khang thé thir nghlem lién két
v6i quyét dinh khang nguyén khéc so v6i khang thé khang GP virut Ebola tham chiéu.
Mt khéc, néu khang thé thir nghiém khong c6 kha néng lién két v6i GP virut Ebola sau
khi lién két bao hoa voi khang thé khang GP virut Ebola tham chiéu, thi khang thé thir
nghiém co thé lién két v6i cung quyet dinh khéng nguyén so voi quyet dinh khang
nguyén ma khang thé khang GP virut Ebola tham chiéu theo sang ché lién két.

Thuét ngft " gin nhu twong dbng" hotc "v& co ban tuong ddng” Khi dé cap dén axit
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nucleic hodc manh cta no, chi ra rang, khi dugc sap thing hang mot cach t61 rru cing
v6i viéc mét hodc chén nucleotit thich hop véi axit nucleic khac (hodc s¢i bd sung cla
no), thi do tuong ddng trinh tu nucleotit it nhét khoang 90%, va t6t hon nita néu it nhét
khoang 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99% clia cac bazo nucleotit, nhu dugc xéac dinh bang
bét ky thuét todn nao giai da biét vé d6 twong dong trinh tu, nhu FASTA, BLAST hodc
GAP, nhu duge md ta dudi day. Phan tir axit nucleic gan nhu tuong ddng vé6i phén tir
axit nucleic tham chiéu c6 thé, trong mot sb trudng hop, méa héa cho polypeptit ¢6 cung
ty trinh tu amino axit hodc twong tu v6i polypeptit dugc mé hoa bang phén tir axit
nucleic tham chiéu nay.

Déi véi polypeptit, thuat ngft " gin giéng" hodc "gan nhu tuong tu" c6 nghia 1a hai
trinh tu peptit, khi dugc sip thing hang mot cdch t6i wu, ching han nhu bang chuong
trinh GAP hodc BESTFIT bang cach st dung khéi lugng khoang tréng miac dinh, c6 do
twong dong trinh ty it nhét 90%, tham chi t6t hon nita néu do tvong dong trinh tu it nht
95%, 98% hodc 99%. Tét hon 13, phan gbc ma khong twong ddng khac nhau boi sy thé
axit amin bao thii. "Thaythé axit amin bao thu" la thay thé trong do6 gbc axit amin dugc
thé bang gbc axit amin khac c6 chudi bén (nhém R) véi ddc tinh hoa hoc tuong tu (vi
du, dién tich hodc ky nudc). Noi chung, thay thé axit amin bao thil vé& co ban s& khong
thay d6i dic tinh clia protein. DPdi vai trudng hop trong d6 hai hodc nhiéu trinh tu axit
amin khac nhau bai thay thé bao thi, phén tram do tuong déng trinh tu hoic muc dd
twong tw 6 thé dugc didu chinh dé diéu chinh ban chét bao thi ctia dot bién thay thé.
Phuong phép thuc hién viéc diéu chinh nay 1a phuong phap da biét boi nguoi co hiéu
biét trung binh trong linh vyc nay. Xem, vi du, Pearson (1994) Methods Mol. Biol. 24:
307-331). Vidu vé& nhom axit amin c6 chuSi bén véi dic tinh hoa hoc twong tu bao gdm
(1) chudi bén béo: glyxin, alanin, valin, leuxin va isoleuxin; (2) chudi bén hydroxyl béo:
serin va threonin; (3) chudi bén chtra amit: asparagin va glutamin; (4) chudi bén thom:
phenylalanin, tyrosin, va tryptophan; (5) chudi bén c6 tinh bazo: lysin, arginin, va
histidin; (6) chudi bén c6 tinh axit: aspartat va glutamat, va (7) chudi bén chua luu
huynh: xystein va methionin. Nhom thé axit amin bao thi duge wu tién 1a: valin-leuxin-
isoleuxin, phenylalanin-tyrosin, lysin-arginin, alanin-valin, glutamat-aspartat, va
asparagin-glutamin. Ngoai ra, thay thé bao thu 1a sy thay doi bat ky c6 gia tri duong
trong ma trén logarit PAM?250 cia ham hgp 1y duogc boc 19 trong Gonnet et al. (1992)
Science 256: 1443 45. Viéc thay thé "twong d6i bao thi" 12 sy thay dbi bat ky co gid tri
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khong 4m trong ma tran logarit PAM?250 cua ham hop ly.

Twong dong v& trinh tw dbi v6i polypeptit thuong dugc x4ac dinh bing cach sir dung
phén mén phan tich trinh ty. Phin mén phan tich protein d6i chiéu cac trinh tu trong tu
bing cach sir dung gia tri v& muc tuong tw dung cho vigc thay thé, loai bo va su bién ddi
khéc, bao gdm viéc thay thé axit amin bao thu. D4 véi truong hop, phﬁn mém GCG bao
gdm chuong trinh nhu Gap va Bestfit ma c6 thé duge st dung v6i thong s6 mac dinh dé
x4c dinh tinh tvong ddng vé trinh ty hodc do tuwong ddng trinh tu gifta polypeptit o mdi
lién quan mat thiét, nhu cac polypeptit tuong ddng tir loai sinh vt khic nhau hodc gitta
protein kiéu dai va thé dot bién cia né. Xem, vi dy, GCG phién ban 6.1. Trinh tu
polypeptit con o thé duoc so sanh bing cach st dung FASTA vdi thong s6 mic dinh
hodc yéu cau, chuong trinh trong GCG phién ban 6.1. FASTA (vi dy, FASTA2 va

'FASTA3) tao ra thong tin vé su bt cip va phan trim d0 tuong ddng trinh ty cla vung
cua su trung ldp t8t nhét giita cac trinh ty tra ciru va truy van (Pearson (2000) supra).
K§ thuat gidi duoc uu tién khéc khi so sanh trinh tu theo sang ché véi co s¢ dit liéu chira
luong 16n céc trinh tu tir céc sinh vat khac nhau la chuong trinh may tinh BLAST, déc
biét 1a BLASTP hodc TBLASTN, bang cach s dung thong s6 mic dinh. Xem vi du,
Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 va Altschul et al. (1997) Nucleic Acids

Res. 25:3389-402.

Thuat ngit “lugng c6 hiéu qua tri liéu” nghia 1a lugng ma tao ra hiéu qua mong
mudn khi né dugc stt dung. Lugng chinh xac sé phu thudc vao muc dich diéu tri, va s&
dugc xéac dinh boi nguoi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét bang cach st
dung k¥ thuat da biét (xem, vi du, Lloyd (1999) The Art, Science va Technology of

Pharmaceutical Compounding).

Nhu dugc st dung trong ban mo ta, thut ngtt “dbi twong” dung dé chi dong vat,
wu tién hon 13 dong vat ¢6 vi, uu tién hon nita 1a con nguoi, can dugc 1am thuyén giam,
ngan nglra va/hoéc diéu tri bénh hodc rdi loan chéng han nhu 13y nhiém virut. DPéi tugng
¢6 thé méc 1ay nhiém virut Ebola hogc bi cho méc bénh dé tién hanh nghién ctru 1ay
nhidm virut Ebola. Cac dbi tugng “bi cho méc bénh dé tién hanh nghién ciru lay nhiém
virut Ebola”, hodc cac dbi twong “nhiing ngudi c6 nguy c6 cao mic phai lay nhiém virut
Ebola”, la cac d6i tuong c6 hé mién dich bi tdn thuong vi bénh tu mién, hodc nhitng
ngudi nhan liéu phap wc ché mién dich (vi du, sau khi chy ghép co quan), hodc nguoi
mac hoi chitng suy gidm mién dich nguoi (HIV) hodc hdi ching suy giam mién dich
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mic phai (acquired immune deficiency syndrome- AIDS), cac dang nhét dinh cia thiéu
mau c4i ma lam tan méu hodc phd tity cac té bao bach cau, nhitng ngudi nhan phong xa
hoic hoa tri, hodc nhung ngudi mang bénh viém. Ngoai ra, cac dbi twong con qua nho
hoac 16n tudi déu c6 nguy co cao. Bét ky ngudi nao tiép xuc truc tiép hoic gan gili co
thé v6i dong bat bi nhiém, hodc ngudi bi nhiém bénh, hodc bi phoi nhidm véi dich thé
hoic md tir ddng vat hodc ngudi nhidm bénh, ciing c6 nguy co phat trién 14y nhiém virut
Ebola cao. Ngoai ra, dbi twong c6 nguy co mic 14y nhiém virut Ebola do & gan ving
bung phat bénh, vi du, dbi tuong cu tra tai thanh phé dong dén hodc & gin dbi twong da
duoc x4c nhan hodc nghi ngd bi nhiém virut Ebola, hodc do tinh chét cong viéc, vi du
nhan vién bénh vién, nha nghién ciru duoc pham, nhitng nguoi da di dén hoic 6 ké
hoach di dén nhitng ving hodc quoc gia dugc biét dén 1a c6 hodc nghi ngd c6 dich bung

phat ctia virut Ebola, hodc nhing nguoi thuong xuyén di du lich.

Thuat ngit “didu tri”, “dang diéu tri” hodc “viéc diéu tri”, dung dé chi viéc 1am
giam hogc lam cai thi¢n mure do nghiém trong cua it nhit mot triéu ching hodc déu hiéu
cta lay nhiém virut Ebola nho viéc cung cap chét tri liéu ching han nhu khang thé theo
séng ché cho dbi tuong cin diéu tri. Thuét ngit nay bao gbm viéc tc ché sy tién trién
ctia bénh, hodc 1y nhiém tré nén tdi t& hon. Thuét ngit cling bao gbm tién luong bénh
tich cuc tire 13, ddi tugng c6 thé khong con 14y nhidm hodc c6 thé giam hodc khong con
ham luong virut sau khi viéc cung clp chit tri liéu chang han nhu khang thé theo sdng

ché. Chat tri lidu duge cung cép theo liéu tr liéu cho dbi tueng.

Thuét ngit “ngén ngira”, “dang ngan ngira” hodc “su ngin ngura” dé cap dén viéc
trc ché su xudt hién cta lay nhiém virut Ebola hodc bét ky triéu chimg hodc du hiéu
nio ctia 14y nhiém virut Ebola sau khi viéc cung cép khang thé theo sang ché. Thuat ngir
bao gdm viéc ngin chan sy lan rong cla lay nhiém & dbi twgng phoi nhiém véi virut

hoac c6 nguy co méc phai 13y nhiém virut Ebola.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta, thut ngit “thubc khang virut” dung dé chi li¢u
phéap hodc chét chéng lay nhiém, hodc né 1a phan tir hda hoc, hoic liéu phép sinh hoc,
dugc dung dé didu tri, ngan nglra hodc lam thuyén giam lay nhiém virut & d6i tuong. Vi
duy, theo s’éng ché, thubc khang virut c6 thé bao gdm, nhung khong gi6i han ¢, khang thé
lién két v6i virut Ebola (theo mot phuong 4n khang thé lién két voi virut Ebola c6 thé
khac v6i cac khang thé duwoc mo ta trong ban md ta), vacxin dung cho virut Ebola, TKM
Ebola (cac si ARN hudng dich t6i RNA polymeraza virut) brincidofovir (CMX-001),
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favipiravir (T-705), BCX-4430, AVI-7537 (oligome morpholino phosphorodiamidat vd

nghia huéng dich gen VP24 ctia virut Ebola) va interferon. Theo sang ché, lay nhiém

duoc diéu tri dugc gly ra boi virut Ebola.
MO ta chung

Bénh virut Ebola 12 bénh nghiém trong, thuong gdy tir vong gay ra boi cac hat virut
dang soi 12 thanh vién cua ho Filoviridae. Mot s6 loai thudc chi Ebola virut dugc biét
dén 13 c6 kha nang gy bénh & ngudi. Ching bao gdm Zaire, Sudan, Tai Forest (trudce
day 1a Bo bién Nga) va Bundibugyo. Ngudn phat sinh tu nhién cta virut chua dugc biét

dén va dén nay chua co liéu phap tri liéu hodc vacxin nao dugc chap nhén st dung.

Hé gen cta virut bao gbém mot chudi don ctia ARN huéng am co6 chidu dai x4p xi
19kb. Cac hat virut Ebola co6 bdy protein: mdt glycoprotein (GP) bé mat, mot
nucleoprotein (NP), bbn protein chu tric cua hat virut (VP40, VP35, VP30, va VP24),
va mdt polymeraza ARN phy thuoc ARN (L). (Feldman, et al. (1992) Virus Res. 24, 1-
19).

Chi c¢6 duy nhit mdt protein c6 mit trén bé mit cua virut 1 glycoprotein. Do ARN
c&i bién, sy phién ma ciia gen GP tao ra su tbng hop clia mot sb gen GP dac hiéu mARN
m3 héa cho cic GP virut bao gdm GP hoa tan khong cAu tric (sGP) va GP hat virut bé
mit (Volchkova, VA et al., (1998), Virology 250:408-414). Ca hai GP ddu duoc tong
hop nhu 12 mot phan tu tién than dugc phén tach protein bang furin proteaza té bao trong
subt qua trinh ndi bao (Volchkov, VE, et al., ((1998), Proc Natl Acad Sci USA 95:5762-
5767). Cac sGP tao ra dang dime, trong khi méanh diu cacboxy dugc phan tdch la
monome. Cac dot bién bé mit virut dugc tao ra nhu 1a mot trime cua GP1,2Atao thanh tur
hai tiéu don vi GP1 v GP2 lién két bsi cdu nbi disulfua (Volchkova, VA et al., (1998),
Virology 250:408-414; Falzarano, D. et al., (2006), Chembiochem 7:1605-161 1). GP1
duoc bit dén 12 trung gian lién Kkét virut v6i té bao chu va GP2 dugc tham gia vao dung
hgp mang té bao (Sanchez, A. et al., (1996), Proc Natl Acad Sci USA 93:3602-3607;
Alazard-Dany, N,, et al. (2006), J. Gen. Virol. 87:1247-1257).

Trong khi nhiém EBOV, mot lugng dang ké cac glycoprotein hoa tan (sGP) dugc
giai phong ra khoi t& bao bi nhiém virut. Dang GP nay thé hién kha nang lién két va co

l4p cac khang thé trung hoa virut truc tiép khang lai GP hat virut hodc GP bé mit
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(Dolnik, O. et al., (2004), EMBOJ 23:2175-2184). Ngoai viéc can tréd khang thé, vai tro
ctia GP hoa tan lién quan t6i sy nhan 1én va/hodc kha ning gy bénh cua virut khong
duoc xéac dinh ro rang. Nhiing nghién clru gan day hon boi Escudero-Perez, et al., da
cho thdy ring cac sGP c6 thé lién két va hoat hoa cic té bao dudi gai va dai thuc bao
khong bi nhiém va kich hoat sy bai tiét ciia cac xytokin khang viém va xytokin gay viém.
Ngoai ra, ho ching minh dugc rang sGP tac dong dén chirc ning té bao ndi mod va co
thé anh hudng dén tinh thdm qua cua mach méau (Escudero-Perez, et al., (2014), PLOS
Pathogens, Vol. 10, Issue 11:1-17). Diéu nay c6 thé giai thich cho phan Ung vat chu

viém roi loan sau khi lay nhidm va c6 thé gop phan vao kha nang gy bénh cula virut.

Liéu phap mién dich thu dong dung dé phong ngira hodc diéu tri cc bénh lay
nhidm da duoc st dung trong hon mot thé ky qua, thuong la & dang huyét thanh nguoi
dang khoi bénh c6 chira lugng 16n cac khang thé trung hoa (Good et al., (1991); Cancer
68: 1415-1421). Ngay nay, cdc khang thé don dong tinh sach hién dang duoc nghién
ctru 1am sang va cén 1am sang dé sir dung nhu 13 thudc khang sinh (Marasco et al 2007;
Nature Biotechnology 25: 1421-1434). Mot vai khang thé trong s6 cac khang thé dd mo
ta lién két voi glycoprotein virut Ebola (Xem vi du Audet et. al. (2014), Scientific
Reports 4:6881; Chen, etal. (2014), ACS Chem Biol. Oct. 17; 9(10):2263-73;
Koellhoffer JF, et.al., (2012), Chembiochem Nov. 26; 13(17):2549-57; Qiu, X., et. al.,
Nature (2014) Oct 2;514(7520):47-53).

Céc tac gid sang ché da boc 16 trong ban mo ta cac khang thé nguoi hoan chinh va
manh lién két khang nguyén ctia nd lién két dic hiéu v6i GP virut Ebola va didu chinh
tuong tac cua virut Ebola vdi cac té bao nay. Céac khang thé khang GP virut Ebola ¢
thé lién két vei virut Ebola véi 4i luc cao. Theo céc phuong an nhét dinh, cac khang thé
theo sang ché 1 khang thé phong bé trong d6 cac khang thé c6 thé lién két véi GP virut
Ebola va can tré virut lién két va/hodc xam nhép vao trong céc té bao chu. Theo céc
phuong an nhét dinh, céc khang thé theo sang ché c6 th8 can trd sy lién két cla virut
Ebola v6i cic té bao va diéu nay co thé trc ché hoic trung hoa lay nhiém \}irut trong té
bao chi. Theo cac phuong an nhét dinh, cac khang thé theo séng ché ¢6 thé 1am trung
gian cho phan ng gy ddc trung gian té bao phu thudc khang thé (ADCC) va do d6, c6
thé giup d& trong viéc phd huy té bao co chuira virut. Theo cac phuong an nhét dinh, cac
khang thé c6 thé hoat dong theo ca hai kiéu, vi du, chung c6 thé trung hoa 18y nhiém

virut va c6 thé lam trung gian cho ADCC. Theo mot s6 phuong 4n, cic khang thé c6 thé

-34-



35040

rit c6 ich trong viéc didu tri cho dbi tugng dang bi nhiém virut Ebola. C4c khang thé khi
duoc cung clp cho d6i tuong cAn didu tri c6 thé lam giam lay nhiém gay ra boi virut
chéng han nhu virut Ebola ¢ dbi twong. Chiing dugc st dung dé 1am giam s6 lugng virut
& dbi twong. Ching co thé dugc st dung mot minh hodc dugc str dung nhu mot liéu
phap bb trg bén canh cac liéu phap va phuong phap khac da biét trong linh vyc k¥ thuét
d8 didu tri 1ay nhiém virut. Theo céc phuong 4n nhét dinh, cac khang thé nay c6 thé lién
két véi quyet dinh khang nguyén tai dAu amino ctia GP virut Ebola. Theo cac phuong
4n nhit dinh, cac khang thé nay c6 th& lién két v6i quyét dinh khang nguyén tai dau
cacboxy cuia GP virut Ebola. Ngoai ra, cac khang thé da xac dinh c6 thé duoc st dung
theo cach du phong (trudce khi lay nhiém) dé bao vé dong vat khong bi lay nhiém, hodc
¢6 thé str dung dé didu tri (sau khi da bi lay nhiém) d8 1am thuyén giam tinh trang lay

nhidm trude d6, hodc lam thuyén giam it nhat mot triéu ching lién quan dén 1ay nhiém.

Trinh tu axit amin dﬁy di chidu dai ctia GP virut Ebola minh hoa duoc trinh bay
trong ngan hang gen voi sb dang ky AHX24649.1 va AHX24649.2 va ciling duoc trinh
bay lan luot trong SEQ ID NO: 314 va 315. GP1 kéo dai tir gbc axit amin 1-501 ctia GP
ddy di chidu dai va GP2 kéo dai tir gbe axit amin 502 dén 676 ctia GP ddy du chiéu dai
trinh bay trong SEQ ID NO 314 hogc SEQ ID NO: 315). GP EBOV ddy du chidu dai,
ciing dugo trinh by trong s6 dang ky AHX24649.1, duge bt cip voi dudi decahistidin,
ching han nhu da trinh bay trong SEQ ID NO: 318. GP hoa tan (sGP) dugc trinh bay
trong ngin hang gen vdi s6 ding ky AHX24650.1 va cling dugc trinh bay trong SEQ ID
NO: 316 (cung vé6i trinh ty tin hiéu dinh kém) va ciling dugc trinh bay trong SEQ ID
NO: 317 (cung véi trinh tu tin hi¢u, nhung khong c6 dudi myc-myc-his).

Theo cac phuong an nhét dinh, thu dugc cac khang thé theo sang ché tir chudt tao
mién dich v6i khang nguyén so cép, ching han GP virut Ebola day du chiéu dai, hodc
v6i dang tai td hop tir GP virut Ebola hodc manh cta né sau d6 tao mién dich voi khang
nguyén thu cép, hodc v6i manh hoat hoa mién dich cia GP virut Ebola. Theo cac phuong
4n nhat dinh, cic khang thé thu dugc tir chudt tao mién dinh v6i ADN mi héa cho GP
virut Ebola ddy du chidu dai (Zaire.2014, xem ngan hang xen KJ 660346.2; tuong tu xem
trong SEQ ID NO: 313).

Khang nguyén co thé 12 manh khang nguyén va/hodc manh hoat hoa vé mit sinh
hoc ctia GP virut Ebola hodc ADN ma héa cho manh hoat héa ciia n6. Manh nay ¢ thé
duoc bt ngudn tr ving bét ky trong GP virut, bao gbm manh dau amino (vi du, GP1),
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hodc manh dAu cacboxy (vi du, Gp2). Céc peptit ¢6 thé bi bién dbi bao gdm thém hodc
thay thé cac gbc nhit dinh ding dé dé gan nhan hodc dung cho muc dich lién hop v6i
cac phan tr mang, ching han KLH. Vi dy, gbc xystein co thé dugc thém vao tai ddu C
hodc dau N cia peptit, hodc trinh tu ndi c6 thé dugc thém vao dé tao ra peptit dé lién

hop v6i, vi du, KLH dung cho phan ung tao mién dich.

Cac khang thé khéang virut Ebola nhét dinh theo sang ché c6 kha nang lién két va
trung hoa hoat dong cua virut Ebola, nhu dugc xac dinh béng thtr nghiém in vitro hoac
in vivo. Khang thé theo sang ché c6 kha nang lién két va trung hoa hoat dong cua virut
Ebola va do d6 su lién két va/hodc xAm nhép cia virut vao trong té bao chu sau khi lay
nhidm virut c6 thé duge do bang cach sir dung bét ky phuong phap tiéu chuén ndo da
biét vi nhitng nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat, bao gdm cac thi

nghiém lién két hodc thir nghiém hoat hda, chéng han nhu dugc md ta trong ban mo ta.

Céc vi du khong giéi han v& thir nghiém in vitro dung dé do hoat tinh lién két dugc
minh hoa trong vi du 3, trong ban mo ta. Trong Vi du 3, ai luc lién két va hing sb phéan
ly lién két cia cac khang thé khang GP virut Ebola d6i v6i virut Ebola da x4c dinh bang
Biacore. Trong vi du 4 va 7, cac thit nghiém trung hoa dugc dung dé xac dinh tinh 14y

nhidm ctia cac chung virut Ebola khéc nhau.

Céc khang thé dic hiéu véi GP virut Ebola c6 thé khong chira cac cAu tir hodc céc
nhan bd sung, hodc chung ¢6 thé chtra mot chu tir hoic mot nhan dau C hoic dau N.
Theo mdt phuong an, nhan hodc cu tir ¢6 thé 1a biotin. Trong thtr nghiém lién Kkét, vi
tri ciia nhan (néu c6) c6 thé x4c dinh theo hudéng cia peptit ¢6 lién quan dén bé mit ma
peptit gin vao. Vi du, néu bé mit duge phi avidin, peptit c6 chira biotin dau N s& duoc
dinh hudng sao cho phin dau C cia pepitit s&€ & xa bé mit. Theo mot phuong 4n, nhan
c6 thé 1a nucht phong xa, thudc nhudm huynh quang hodc nhan c6 thé phat hién MRL
Theo cac phuong an nhét dinh, cdc khang thé gan nhan nay co thé dugc st dung trong

thir nghiém chén dodn bao gém thit nghiém tao anh.
Manh lién két khang nguyén ctia khang thé

Trir khi dugce dinh nghia cu thé khac, thuat ngir “khéang thé”, nhu dugc st dung
trong ban mo ta, s€ dugc hidu 12 bao gdm céc phén tir khdng thé c6 chira hai chudi ning

globulin mién dich va hai chudi nhe globulin mién dich (nghfa la, “cac phan to khang
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thé day du chidu dai”) ciing nhu cdc manh lién két khang nguyén cta nd. Thut ngt
"phan lién két khang nguyén" clia khang the &, "manh lién két khang nguyén" cua khang
thé va cac thuat ngit twong tu, nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, dung dé chi
polypeptit hodc glycoprotein ¢ trong tu nhién, thu duoc bang enzym, tdng hop, hodc
duoc bién dbi gen ma lién két dac hiéu v6i khang nguyén dé tao thanh phuc hop. Thuat
nglt “manh lién két khang nguyén” cta khang thé hodc “manh khang thé”, nhu dugc su
dung trong ban mo ta, dung dé chi mot hoac nhiéu manh khéng thé c6 kha nang lién két
dic hiéu véi virut Ebola. Manh khang thé c6 thé bao gom manh Fab, manh F(ab'),, manh
Fv, manh dAb, méanh chira CDR, hodc CDR dugc phan 1ap. Theo cac phuong 4n nhat
dinh, thuat ngit “manh lién két khang nguyén” ding dé chi manh polypeptlt cta phan tu
lién két khang nguyén da dic hi¢u. Manh lien két khang nguyén cia khang thd c6 thé
bit nguodn, vi dy, tir phan tir khang thé hoan chinh sir dung k¥ thuét ti€u chuén thich hop
bét ky nhu thiy phén protein hodc ky thuat bién dbi gen tai td hop bao gbm k¥ thuét
thao tac trén gen va biéu hién ADN ma héa cho mién hing dinh (tuy y) va mién bién ddi
cta khéng thé. ADN nay di dugc biét dén va/hodc dé dang thu duoc tur, vi du, ngudn
thuong mai, thu vién ADN (bao gém, vi duy, thu vién thé thuc khudn-khang thé), hodc
¢6 thé duoc téng hgp. ADN c¢é thé dugc giai trinh tu va dugc thao tac x 1y hoa hoc
hoac bé’mg cach st dung k¥ thudt sinh hoc phan tir, vi du, dé sép xép mot hodc nhiéu
ving héng dinh va/hodc vung bién ddi theo cAu hinh thich hgp, hodc dé dua vao ma bd

ba, tao ra goc Xystein, bién doi, thém hodc mat axit amin, V.V..

Vi du vé manh lién két khang nguyén bao gdm, nhung khong chi gidi han 6: (i)
manh Fab; (i) manh F(ab')2; (iii) manh Fd; (iv) manh Fv; (v) phén ti Fv (scFv) chudi
don; (vi) manh dAb; va (vii) don vi nhén dién tdi thiéu bao gdm cac gbc axit amin tuong
ddng véi ving siéu bién cia khang thé (vi du, ving xac dinh bd trg (CDR) dugc phan
1ap nhu peptit CDR3), hodc peptit FR3-CDR3-FR4 rang budc. Phan tit duoc bién doi
khéac, nhu khang thé diac hiéu ving, khang thé don viing, khang thé loai bo vung, khang
dang kham, khéang thé ghép CDR, cac dang t6 hop khic nhu diabody, triabody,
tetrabody, minibody, nanobody (vi du: nanobody don tri, nanobody ludng tri, V.V.),
thubc mién dich mé dun nhé (SMIPs), va ving IgNAR bién dbi tir c4 map, cling nam
trong pham vi nghia cua thudt ngi "manh lién két khang nguyén” nhu dugc sir dung
trong ban mo ta nay.

Manh lién két khang nguyén ctia khang thé s& thuong chua it nhit mot mién bién
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d48i. Midn bién dbi c6 thé c6 kich thude bat ky hodc 1a hdn hop axit amin va s& thudng
chtra it nhat mdt CDR, céi ma lidn ké hodc trong khung v6i mot hodc nhiéu trinh tu
khung. Trong manh lién két khang nguyén c6 mién Vu lién hop véi mién Vi, c4c mién
Vi va Vi ¢6 thé ndm cn ximg v6i nhau trong cAu hinh thich hop bit ky. Vi du, ving
bién dbi co thé 13 dime va chira cac dime Vy-Va, Vi-Vi hodc Vi-Vi. Ngoai ra, manh

lién két khang nguyén cua khang thé ¢6 thé chira mién Vu hodc Vi monome.

Theo mot s6 phuong 4n, manh lién két khang nguyén cta khang thé c6 thé chira it
nh4t mot midn bién déi dugc lién két cong hoa trj v6i it nh4t mot mién hing dinh. Vi du
v& chu hinh cia mién hing dinh va min bién ddi ma c6 thé c6 trong manh lién két khang
nguyén cua khang thé theo sang ché bao gdm, nhung khong chi gi6i han o: (i) Va-Cul;
(i) Vu-Cu2; (iii) Vu-Cu3; (iv) Vi-Cul-Cr2; (v) Vi-Cul-Cu2-Cu3; (vi) Vu-Cu2-Cu3;
(vii) Vu-Cr; (viii) Vi-Cul; (ix) Vi-Cu2; (x) Vi-Cu3; (xi) Vi-Cul-Cu2; (xii) V1-Cul-
C2-Ci3; (xiii) Vi-Cu2-Cu3; va (xiv) Vi-Cr. Trong cAu hinh bat ky cia mién hang dinh
va mién bién ddi, bao gdm bét ky céu hinh mau dugc liét ké trén day, mién hang dinh
va mién bién ddi c6 thé dugc lién két truc tiép v6i nhau hodc c6 thé dugc lién két bang
toan bo hodc mot phan vung lién két hodc ving ban 1&. Viing ban 18 ¢6 thé bao gom it
nhét 2 (vi du, 5, 10, 15, 20, 40, 60 hodc nhidu hon) axit amin ma tao ra lién két linh hoat
hodic ban linh hoat gifta mién hing dinh va/hodic bién ddi lién ké trong mot phan tir
polypeptit. Ngoai ra, manh lién két khang nguyén cua khang thé theo sang ché co thé
chira dime cung loai hodc dime khac loai (hodc multime khéc) c6 cAu hinh bat ky trong
s cc cAu hinh cia mién hing dinh va mién bién ddi dugc liét ké trén day li€n két khong
cong hoa tri v6i nhau va/hodc v6i mot hodc nhidu mién Vu hodc Vi monome (vi du,
bing (c4c) lién két disulfua). |

Déi v6i phan tir khang thé hoan chinh, manh lién két khang nguyén c6 thé 1a don
dac hiéu hodc da dic higu (vi dy, ddc hiéu kép). Manh lién két khang nguyén da dic hi¢u
ctia khang thé s& thudng chira it nhét hai mién bién dbi khic nhau, trong d6 mdi mién
bién déi c6 kha nang lién két dic hiéu véi khang nguyén riéng biét hodc véi quyét dinh
khang nguyéri khac trén cing mot khang nguyén. Dang khang thé da dic hiéu bat ky,
bao gdbm dang khang thé dic hidu kép duoc boc 10 trong ban md ta nay, co thd dugc bién
dbi d@é str dung cho manh lién két khang nguyén ctia khang thé theo sang ché bang cach

st dung k¥ thuat théng thuong co san trong linh vuc nay.
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Tao ra khang thé ngudi

Phuong phap tao ra khang thé nguoi trong chudt chuyén gen 1a phuong phap da
biét trong linh vuc k¥ thuat. Bét ky phuong phap da biét ndo ciing ¢6 thé st dung dugc
trong ngilt canh cta sang ché dé tao ra khang thé nguoi lién két dac hiéu véi GP virut
Ebola. Khang nguyén c6 chira mot yéu t6 bat ky trong s cac yéu t6 sau day co thé st
dung dé tao ra khang thé lién két véi virut Ebola. Theo cdc phuong an nhét dinh, c6 thé
thu dugc khang thé theo sang ché tir chudt tao mién dich v6i GP virut Ebola tu nhién,
ddy du chidu dai (Xem, vi du, s6 ding ky AHX24649.1 (SEQ ID NO: 314) va
AHX24649.2 (SEQ ID NO: 315 trong ngn hang gen) hodc voi ADN mé hoa cho
glycoprotein hodc manh cua no. Ngoai ra, GP virut Ebola hodc méanh ciia n6 c6 thé duge
tao ra str dung cac ky thuat hoéa sinh chuén va bi bién ddi va duoc st dung 1am khang
nguyén. Theo mét phwong én, khang nguyén 1a GP virut Ebola dugc tao ra bing tai to
hop hoic manh ciia nd. Theo cac phuong an nhét dinh theo sang ché, khang nguyén co
thé 12 GP virut Ebola c6 sn trén thi truong. Theo cac phuong 4n nhit dinh, ¢6 thé cung
cap thém mot hodc nhidu thudc tiém bd sung. Theo cac phuong én nhét dinh, cac thubc
tiém bd sung bao gém mot hodc nhidu sGP virut Ebola ban sin trén thi truong. Theo cac
phuong an nhét dinh, khang nguyén c6 thé 13 GP virut Ebola tai t6 hop biéu hi¢n trong
E.coli hodc trong bét ky té bao dong vat c6 v hodc nhan thuc nao chéng han nhu té bao

budng trimg chudt lang Trung Quéc (CHO).

Béng cach st dung k¥ thuét VELOCIMMUNE® (xem, vi du, US 6,596,541,
Regeneron Pharmaceuticals, VELOCIMMUNE®) hoic bt ky phuong phap nao da biét
dé tao ra khing thé don dong, khang dang kham 4i lyc cao vdi GP virut Ebola ban dau
duoc phan 1dp c6 vung bién d6i nguodi va vung hing dinh chuft. Ky thuét
VELOCIMMUNE® bao gdm viéc tao ra chudt chuyén gen c6 bd gen chira ving bién
dbi chudi nhe va chudi ning ngudi co thé dugc lién két chirc ning véi cac locus vung
hing dinh chudt ndi sinh sao cho chudt nay tao ra khang thé chtra ving bién dbi nguoi
va ving hing dinh chudt dép tng vdi kich thich khang nguyén. ADN mi héa cho ving
bién ddi ctia chudi nang va chudi nhe ciia khing thé duoc phan 18p va co thé duoc lién
két chirc nang véi ADN ma héa cho vung hing dinh cta chudi nhe va chudi ning nguoi.

Sau d6, ADN dugc bidu hién trong té bao c6 thé biéu hién khéng thé ngudi hoan chinh.

N6i chung, chuét VELOCIMMUNE® dugc thir thach v6i khang nguyén quan
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tam, va té bao lympho (nhu té bao B) dugc thu hdi tir chudt nhit ma biéu hién khang
thé. Té bao lympho cé thé dugc dung hop voi dong té bao u tiy dé tao ra dong té bao
lai bat tir, va dong té bao lai nay duge sang loc va dugc chon dé nhan biét dong té bao
lai ma tao ra khang thé dic hiéu vdi khang nguyén quan tam. ADN ma hoa cho vung
bién d6i chudi ning va chudi nhe c6 thé dugc phén 14p va duge lién két v6i ving hang
dinh déng huéng mong mudn cua chudi ning va chudi nhe . Protein khang thé nay co
thé dugc tao ra trong té bao, nhu té bao CHO. Ngoai ra, ADN ma héa cho khang dang
kham dic hiéu khang nguyén hodc ving bién dbi cua chudi nhe va chudi nang c6 thé

duoc phan 1ép truc tiép tir té bao lympho ddc hiéu khang nguyén.

Pau tién, cac khang dang kham &i luc cao dugc phén 18p c6 vung bién dbi ngudi
va vung hang dinh chudt. Nhu trong phﬁn vi du thir nghiém bén duéi, cdc khang thé
dugc dinh rd dac diém va chon loc nhitng ddc tinh mong mudn, bao gdm 4i luc, tinh
chon loc, quyét dinh khang nguyén, v.v.. Cac vung hing dinh chudt dugc thay thé bang
ving hing dinh nguoi mong mudn dé tao ra khang thé ngudi hoan chinh theo sang ché,
vi du IgG1 hodc IgG4 kiéu dai ho#c da bi bién dbi. Trong khi vung hang dinh chon loc
c6 thé thay dbi theo muc dich st dung cu thé, lien két khang nguyén ai luc cao va do

d3c trung chon loc dich trong vung bién dbi.
Tuong duong sinh hoc

Khang thé khang GP virut Ebola va manh khang thé theo sédng ché bao gdm protein
¢6 trinh tu axit amin ma thay ddi so véi trinh ty cia khéng thé dugc mo ta, nhung van
gilr lai kha ndng d8 lién két véi virut Ebola. Bién thé khang thé nay va manh khang thé
chira mdt hodc nhiéu dot bién thém, mét hoic thay thé axit amin so vdi trinh tu ban dau,
nhung c6 hoat tinh sinh hoc gin nhu twong duong véi hoat tinh sinh hoc cta khang thé
dugc md ta. Tuong ty, trinh tw ma héa ADN cua khéng thé theo sang ché bao gém trinh
tu chira mot hodc nhidu dot bién thém, mét, hoic thay thé nucleotit so v4i trinh tu dugc
bdc 10, nhung ma hoa khang thé hoic méanh khang th8 ma gin nhu tuong duong sinh
hoc véi khang thé méanh hoic khang thé theo sang ché.

Hai protein lién két khéng nguyén, hoic khang thé, duge xem la twong duong sinh
hoc néu, vi dy, chung 13 tuong dwong vé mit dugc dung hodc thay thé 13n nhau vé mat

duoc dung ma tbc do va muac do hép thu khong khéac nhau dang ké khi dugc st dung &

cung mot lidu lugng mol dudi diéu kién thi nghiém twong tw, mot liéu hodc nhiéu liéu.
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Mot s6 khing thé s& 1a duge xem la twong duong hodc thay thé 13n nhau vé mat dugc
dung néu ching twong dwong v& mtrc do hap thu nhung khéc nhau vé tbc do hip thu va
con c6 thé dugc xem 1a tuong duong sinh hoc vi sy khac nhau vé tbe do hép thu nay 1a
¢6 cha dich va dugc tao ra trong qud trinh gén nhan, khong nhét thiét phai duy tri duoc
néng do thudc hitu hiéu trong co thé @61 voi, vi duy, viéc st dung mén tinh, va dugc xem
14 khac nhau khong dang k& vé& mit dugc dung dbi véi san phém thudc cu thé dugc
nghién clru.

Theo mdt phwong 4n, hai protein lién két khang nguyén 1a tuong duong sinh hoc
néu khong khac biét dang ké vé mit 1dm sang d6i v6i db an toan, do tinh khiét va higu
luc ctia chung.

Theo mot phuong 4n, hai protein lién két khang nguyén la tuong duong sinh hoc
néu bénh nhén co6 thé thay ddi mot hodc nhiéu 14n gifta san phdm tham chiéu va san
phim sinh hoc ma khong lam tang vé nguy co cla tdc dung bét 1oi, bao gdbm su thay dobi
dang k& vé& mit 1am sang trong tinh sinh mién dich, hodc 1am giam hiéu qué khi so voi

liéu phép’tri liéu lién tuc ma khong thuc hién sy thay dbi trén day.

Theo mot phuong 4n, hai protein li€n két khang nguyén 12 twong duong sinh hoc
néu chung déu tic dong bing co ché chung hodc co ché tac dong dbi véi diéu kién hodc

diéu kién st dung, dén mic do ma co ché tac dong nay da biét.

Tuong duong sinh hoc ¢6 thé duogc ching minh bang phuong phép in vivo va/hodc
in vitro. Phuong phap do tuong duong sinh hoc bao gbm, vi dy, (a) thir nghiém in vivo
& ngudi hodc dong vat ¢ va khac, trong d6 ndng do cta khéang thé hogc chét chuyén
hoa ctia nd dugce do trong mau, huyét twong, huyét thanh, hodc dich sinh hoc khac duéi
dang ham theo thoi gian; (b) thit nghiém in vitro ma tuong tmg v6i va dugc cho 1a phu
hop voi dit liéu d6 sinh kha dung & nguoi in vivo; (c) thr nghiém in vivo & nguoi hodc
khéc dong vat c6 vu trong d6 tac dung dugc Iy cAp tinh thich hop clia khang thé (hoic
dich ctia nd) dugc xac dinh dudi dang ham theo thoi gian; va (d) trong thir nghiém lam
sang d3 kiém soat ma xac dinh do an toan, hiéu lyc, hodc do sinh kha dung hodc tuong

duong sinh hoc clia khang thé.

Bién thé twong dwong sinh hoc cua khang thé theo sang ché c6 thé dugc tao cu
trac bang cach, vi du, thuc hién cac cac dot bién thay thé cta géc hoic trinh tu khac

nhau hodc loai bd goc hodc trinh ty bén trong hoic diu cudi khong cén thiet doi véi1 hoat
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tinh sinh hoc. Vi du, géc xystein khong cAn thiét @i v6i hoat tinh sinh hoc c6 thé duoc
loai bd hodc dugc thay béng axit amin khac dé ngin nglra su tao thanh cua cau nbi
disulfua trong phén tir khong thich hop hoac khong cAn thiét do qué trinh phuc hoi dic
tinh. Trong c4c phuong an khac, khang thé trong dwong sinh hoc ¢6 thé bao gébm bién
thé cta khang thé chira sy thay dbi vé axit amin, ma bién ddi dac tinh glycosyl hoa cua

khang thé, vi du, dot bién ma khtt hodc loai bo su qua trinh glycosyl hoa.
Khang thé khang virut Ebola cac chtra bién thé Fc

Theo mot s6 phuong an nhét dinh cta sang ché, khing thé khang virut Ebola dugc
d8 xuét c6 mién Fc chira mot hodc nhiéu dot bién gitp 1am tang hodc lam giam lién két
ctia khang thé véi thu thé FcRn, vi du, & pH axit so v6i pH trung tinh. Vi du, sang ché
bao gdbm khang thé khang GP virut Ebola chira dot bién trong ving Cn2 hodc Cu3 cua
mién Fe, trong do6 (cac) dot bién nay lam tang i luc cua mién Fc v6i FcRn trong moi
truong axit (vi du, trong hat co quan ndi bao noi pH nim trong khoang tir khoang 5,5
dén khoang 6,0). Dot bién nay c6 thé 1am ting chu ky ban rd trong huyét thanh cta
khang thé khi dugc cung cép cho dong vat. Vi du khong gigi han vé viéc bién ddi Fc
bao gdm, vi du, bién ddi & vi tri 250 (vi du, E hodc Q); 250 va 428 (vi du, L hodc F);
252 (vi du, L/Y/F/W hodc T), 254 (vi dy, S hodc T), va 256 (vi du, S/R/Q/E/D hodc T);
hodc sw bién ddi & vi tri 428 vahotic 433 (vi dy, H/L/R/S/P/Q hodc K) vashoiic 434 (Vi
du, A, W, H, F hoic Y [N434A, N434W, N434H, N434F hodc N434Y]); hogc bién dbi
& vi trf 250 va/hodic 428; hodic bién ddi & vi tri 307 hodc 308 (vi du, 308F, V308F), va
434. Theo mot khia canh, bién dbi bao gdm bién dbi 428L (vi du, M428L) va 4348 (vi
du, N4348S); bién dbi 428L, 2591 (vi du, V2591), va 308F (vi duy, V308F); bién dbi 433K
(vi du, H433K) va 434 (vi du, 434Y); bién dbi 252, 254, va 256 (vi dy, 252Y, 254T, va
256E); bién dbi 250Q va 428L (vi du, T250Q va M428L); va bién dbi 307 va/hodc 308
(vi du, 308F hoiic 308P). Theo céc phuong én khic nita, bién dbi bao gdm bién d6i 265A
(vi dy, D265A) va/hodc 297A (vi du, N297A).

Vi du, sang ché bao gém khéng thé khang virut Ebola chira mién Fc chtra mot hodc
nhidu cip hodc nhom dot bién duoc chon tir nhom bao gf‘)m: 250Q va 248L (vi du,
T250Q va M248L); 252Y, 254T va 256E (vi du, M252Y, S254T va T256E); 428L va
4348 (vi du, M428L va N4348); 2571 va 3111 (vi dy, P2571 va Q311D); 2571 va 434H
(vi du, P2571 va N434H); 376V va 434H (vi dy, D376V va N434H); 307A, 380A va
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434A (vi du, T307A, E380A va N434A); va 433K va 434F (vi du, H433K va N434F).
Tht ca cac tb hop co thé c6 cua dot bién mién Fc & néu & trén day, va dot bién khac trong
mién bién dbi khang thé dugc boc 10 trong ban mo ta nay, déu nim trong pham vi cla
sang ché.

Sang ché con bao gdbm khéang thé khang virut Ebola chtra ving hing dinh chudi
niing (Cn) dang kham, trong do vung Cu dang kham chira manh bt ngudn tir ving Cr
ctia nhiéu hon mdt isotyp globulin mién dich. Vi du, khing thé theo sang ché co thé
chira ving Cu dang khdm chira mot phan hodc tAt ca cac vang Cu2 bt ngudn tr phan tir
IgG1 nguoi, IgG2 nguoi hodc IgG4 nguoi, két hop v6i mot phan hoic tit ca cdc ving
Cu3 bét nguodn tir phan tir IgG1 nguoi, 1gG2 ngudi hodc IgG4 ngudi. Theo mot s6
phuong an nhét dinh, khang thé theo sang ché chira ving Cn dang kham c6 vung ban 18
dang kham. Vi du, ving ban 18 dang kham c6 thé chira trinh tyu axit amin cta "ving ban
1& trén" (cac gbc axit amin tir vi trf 216 dén 227 theo phuong phap danh s& EU) bit
ngudn tr ving ban 18 IgG1 ngudi, IgG2 ngudi hodc IgG4 nguoi, két hop véi trinh tu
cua "vung ban 18 dudi" (cac gbc axit amin tir vi tri 228 dén 236 theo phuong phdp danh
s6 EU) bt ngudn tir ving ban 18 IgG1 nguoi, IgG2 ngudi hodc IgG4 nguoi. Theo mot
sd phuong 4n, ving ban 1& dang kham chtra cac gbc axit amin bét ngudn tr ving ban 18
trén IgG1 ngudi hodc 1gG4 ngudi va cac gbe axit amin bét ngudn tlr ving ban 18 duéi
IgG2 nguoi. Khang thé chua ving Cn dang kham nhur dugc md ta trong ban mo ta nay
¢6 thé, theo mot s& phuong 4n, ¢6 chiic ndng phan ing lai kich thich Fc bi bién d6i ma
khéng anh hudng bét lgi dén dic tinh dugc hoc va tri liéu cua khang thé. (Xem, vi du,

cong bd don My s6 US 61/759,578, ndp ngay 1 thang 1 ndm 2013).
Pic tinh sinh hoc cia khang thé

Nhin chung, khang thé theo sang ché thuc hién chiic ndng bang céach lién Kkét véi
GP virut Ebola. Vi du, sang ché bao gdm khéng thé va manh lién két khang nguyén cia
cic khang thé ma lién két véi GP virut Ebola (vi du, ¢ 25°C hogc 37°C) véi gid tri Ko
nhé hon 10"M, nhu dugc xac dinh bang cdng hudng plasmon bé mit, vi du, bang cach
st dung thir nghiém nhu duge mo ta trong ban md ta nay. Theo mot s6 phuong an, khang
thé hogc manh lién két khang nguyén ciia né lién két véi GP virut Ebola v6i gia tri Kp
nhé hon khoang 10 nM, nh6 hon khoang 5 nM, nho hon khoang 1 nM, nho hon khoang
500 pM, nho hon khoang 250 pM, nhé hon khoang 100 pM, nhu duge xéc dinh bang
cOng hudng plasmon bé mit, vi du, béng cach st dung thir nghiém nhu dugc mod ta trong
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ban md ta nay, hodc thir nghiém gan nhu twong tu.

Sang ché con bao gdm khéang thd va manh lién két khang nguyén clia n6 ma lién
Két virut Ebola v&i chu ky ban ré (t/2) 16n hon khoang 3 phut nhu duge xac dinh bing
cdng hudng plasmon bé mat & 25°C, hodc 16n hon khoang 1 phit nhu dugc x4c dinh
bang cong hudng plasmon bé mit & 37°C vi duy, va it nhét ting gip ba 1an chu ky ban rd
(t%) tai pH 5 hodc pH 6; béng cach sir dung thir nghiém nhu dugc mo ta trong ban mo
ta ndy, hodc thir nghiém tuong tu. Theo mdt s& phuong an, khang thé hodc manh lién
két khang nguyén theo sang ché lién két virut Ebola c6 gié tri t¥4 16n hon hodc bang
khoang 10 phut, 16n hon khoang 30 phut, 16n hon khoang 60 phut, 16n hon khoang 100
pht, 16n hon khoang 200 phit, 16n hon khoang 300 phut, 16n hon khoang 400 phut, 16n
hon khoang 500 phut, 16n hon khoang 600 phut, 16n hon khoang 700 phut, 16n hon
khoang 800 phut, 16n hon khoang 900 phut, 16n hon khoang 1000 phut nhu dugc xac
dinh béng cong hudng plasmon bé mat tai 25°C, hodc 37°C, vi du, béng cach st dung
thir nghiém nhw dugc mo ta trong ban md ta nay (vi dy, thir nghiém bat gitt khang nguyén

hoac bét gitt mAb), hodc thir nghiém tuong tu.

Sang ché con bao gbm khéng thé va manh lién két khang nguyén cua nd trung hoa
4y nhiém cita virut Ebola trong té bao chii. Theo mdt vai phuong 4n, khang thé thé hién
phan Gng trung hoa tiém nang khang lai VLP Zaire.2014 véi gia tri ICso nam trong
khoang tr 101! M dén khoang 10~ M. Céc khang thé theo sang ché cling phan g chéo
véi VLP virut Ebola c6 chtra cac GP liy tir cac ching EBOV khéc nhau, bao gdm
Zaire.1995, Zaire.2014, Ebola Sudan, Bundibugyo va Cote d’Ivoire (Bo bién Nga). Céc
khang thé theo sang ché ciing 1am trung gian cho phén tng ADCC nhu dugc trinh bay
trong vi du 5. Ngoai ra, cac khang thé theo sang ché ciing canh tranh chéo v6i cac khang

thé khéc 1a khéng thé lién két v6i GP EBOV, nhu duoc trinh bay trong vi du 6.

Theo mdt phuong 4n, sang ché @ xuét khang thé tai t6 hop dugc phan 1ap hodc
méanh liéﬁ két khang nguyén ctia nd lién két dic hiéu v6i GP virut Ebola, trong d6 khang
thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né c6 mot hoac nhiéu dic tinh sau day: (a) 1a
khang thé don dong nguoi hoan chinh; (b) lién két voi EBOV, hodc hat twong tu virut
(VLP) biéu hién glycoprotein virut Ebola vdi hing s6 phan ly (Kp) nhé hon 10”’M, nhu
duoc xac dinh bing thir nghiém cong hudng plasmon bé mait; (c) cho thiy ting it nhét
ba 1in trong chu ky ban ra (t%2) tai pH 5 hodc pH 6 so v6i pH 7,4; (d) cho thiy kha ning
trung hoa virut Ebola Zaire voi gia tri ICsonam trong khoang tir 10! M dén khoéang 10-
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"M; (e) cho thiy phan tmg giy doc té bao phu thudc khang thd ctia cc té bao 1ay nhiém
virut Ebola; (f) phan tng canh tranh voi mot hodc nhidu ching VLP virut Ebola dugc
chon tir nhém bao gdm Zaire.2014, Zaire.1995, Sudan, Bundibugyo va Cote d’Ivoire;

(g) canh tranh chéo v6i khang thé tham chiéu, trong d6 khang thé tham chiéu c6 chta
trinh tu axit amin vung bién dbi chudi nang (HCVR) va trinh ty axit amin ving bién aoi
chudi nhe (LCVR) dugc chon tir nhém bao gom céc trinh tu bét ky trong sb cac trinh tu

axit amin HCVR va LCVR trong bang 1.

Khéng thé theo sang ché ¢6 thé c6 mot hodc nhiéu cua dic tinh sinh hoc trén day,
hoic td hop bat ky cia cac dic tinh nay. Cac d3c tinh sinh hoc cia khang thé theo sang
ché khong chi gi6i han & céc dac tinh dugc md ta trén day. Dic tinh sinh hoc khac cua
khéng thé theo sang ché 13 hién nhién d6i v6i ngudi co hiéu biét trung binh trong linh

vuc nay thong qua phin mo ta ndy bao gbm céc vi du thuc hién sang ché trong ban md

ta.
Cio dgotinn | G0 (M) ctia | Thantne Lién két
mAb X phén Ung trung trung hoa ADCC o
cia mAb < s . F véi sGP
hoa virut gia virut song
Chét trung hoa, . A R
HIH17161P ADCC-, sGP- 8,3E-11 Co Khong | Khong
Khong phai
HIH17139P | chat trung hoa, Khong Khong Co Co
ADCC +, sGP+
' Chét trung hoa, R . A
HI1H17203P ADCC +, sGP- 2E-10 Khong Co Khong

Lap ban dd quyét dinh khang nguyén va céc k¥ thudt lién quan

Sang ché bao gdm céc khéng thé khang virut Ebola twong tic v6i mot hoac nhiéu
axit amin tim thiy trong GP virut Ebola. Quyét dinh khang nguyén ma khang thé theo
sang ché lién két v6ind c6 thé bao gdm trinh tu chudi lién tiép (chudi contig) don cta 3
hodic nhidu (vi du, 3, 4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 hodc nhiéu
hon) axit amin nim trong phén tir GP virut Ebola (vi du, quyét dinh khang nguyén béc
1 trong mot vung. Ngoai ra, quyet dinh khang nguyén cé thé bao gdm céc axit amin
khong lién tiép (hodc trinh ty axit amin) nam trong GP virut Ebola (vi du quyet dinh

khang nguyén cAu hinh khong gian).

Céc k¥ thuat da biét bai nguoi co hidu biét trung binh trong linh vuc ndy cd thé
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dugc st dung dé x4c dinh viéc khang thé "tuong tac vdi mot hodc nhiéu axit amin" trong
polypeptit hodc protein. Vi du vé cac ky thuat bao gdm, vi dy, thir nghiém phong bé
chéo thong thudng nhu thit nghiém dugc mo ta trong tai li€u Antibodies, Harlow and
Lane (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harb., NY). Phuong phép khéc bao gdm
phén tich dot bién quét alanin, k¥ thuét phén tich peptit blot (Reineke, 2004, Methods
Mol Biol 248:443-63), nghién ctru tinh thé hoc phén tich sy phan cit peptit. Ngoai ra,
phuong phap nhu cét quyét dinh khang nguyén, tich chiét quyét dinh khang nguyén va
bién ddi héa hoc cuia khang nguyén co thé dugc st dung (Tomer, 2000, Protein Science
9:487-496). Phuong phéap khac ma co thé dugc st dung dé nhan biét axit amin trong
polypeptit ma khang thé twong tac v6i no 1a phuong phap trao dbi hydro/doteri duoc
phat hién bing khoi phé. N6i chung, phuong phap trao d6i hydro/doteri bao gdm protein
quan tdm dugc danh dAu bing doteri, sau do cho khang thé lién két véi protein dugc
d4anh diu bang doteri. Tiép theo, phtc hop protein/khang thé dugc chuyén vao nude va
céc proton ¢ thé trao dbi trong cac axit amin cai ma dugc bao vé bai phuc hop khang
thé trai qua qué trinh chuyén ngugc lai tir doteri thanh hydro v6i van tdc cham hon so
v6i cac proton ¢ thé trao dbi trong cac axit amin khong phai 1a mot phan cua bé mit
phén chia. Két qua 1a, cac axit amin cai ma tao thanh mot phén ctia bé mit phan chia
protein/khang thé o thé git lai doteri va do d6 c6 khdi lwong cao hon so véi cdc axit
amin khong c6 trong bé mit phén chia. Sau qué trinh phén ly cua khéng thé,. protein dich
duge xur 1y bing qué trinh phén cit proteaza va phan tich bing khéi phd, do dé hién thi
gbe duge dénh dAu bang doteri ma tuong tmg v6i axit amin cu thé ma tuong tac voi
khéang thé. Xem, vi du, Ehring (1999) Analytical Biochemistry 267(2):252-259; Engen
va Smith (2001) Anal. Chem. 73:256A-265A.

Thuit nglt “quyét dinh khang nguyén” ding dé chi vi tri trén khang nguyén ma cac
té bao B va/hodc T dap tng. Cac quyét dinh khang nguyén té bao B duoc tao thanh tir
¢4 axit amin lién tiép hodc axit amin khong lién tiép duoc chdng 1én nhau bing nép glp
bac ba cua mot protein. Cac quyét dinh khang nguyén dugc tao thanh tir cac axit amin
lién tiép thuong dugc tiép tuc dung d& phoi nhiém v6i cac dung moi bién tinh, trong d6
quyét dinh khang nguyén dugc tao thanh bang nép glp bac ba bi mét di khi xu 1y voi
dung moi bién tinh. Mot quyét dinh khang nguyén thuong co it nhit 3, thuong s& c6

nhidu hon, it nhét 5 hodc 8-10 axit amin trong mot cAu hinh khong gian duy nhAt.
Modification-Assisted Profiling (MAP), con dugc biét dén nhu 1a dinh hinh khang
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thé dwa trén cdu trac khang nguyén ( Antigen Structure-based Antibody Profiling -
ASAP) 1a mot phuong phap nhdm phan loai lwong 16n cac khang thé don dong (mAb)
tryc tiép khang cung mot Khang nguyén theo sy tuong dong ctia cac dit li¢u lién két cua
mdi khang thé véi bé mit khang nguyén bi bién dbi hoa hoc hay enzym. (Xem US
2004/0101920). Mdi loai c6 thé phan 4nh mot quyét dinh khang nguyén duy nhét hodc
hoan toan tach biét tir hodc chdng mot phan 1én quyet dinh khang nguyén dai dién béi
mdt loai khac. Ky thuat nay cho phép loc mdt cach nhanh chong céc khang thé gibng
nhau v& mit di truyén hoc, sao cho déc tinh ¢6 thé tap trung vao cic khang thé riéng
biét. Khi 4p dung vao sang loc té bao lai, MAP c6 thé d& dang phat hién ty 1¢ cac dong
t4 bao lai san xuat khang thé mAb c6 céc dic tinh mong mubn. MAP dugc str dung aé

phan loai cac khang thé theo séng ché thanh cac nhom khéng thé lién két véi cac quyet
dinh khang nguyén khac nhau.

Theo cac phuong an nhét dinh, khang thé virut Ebola hogc manh lién két khang
nguyén cta no lién két voi quyét dinh khang nguyén tai mot hodc nhiéu ving bét ky
minh hoa trong GP virut Ebola, hodc ¢ dang tu nhién, hodc dugc san xuét tai td hop,

hoidc lién két véi manh cia no.

Sang ché bao gbdm khang thé khang GP virut Ebola lién két voi cing mot quyét
dinh khang nguyén, hodc véi mot phén clia quyét dinh khang nguyén. Tub*ng tu, sang
ché ciing bao gdm khéng thé khang GP virut Ebola canh tranh dé lién két véi GP virut
Ebola hodc manh cta né véi cac khang thé cu thé léy lam vi du duoc mo ta trong ban
mé ta. Vi du, sang ché bao gdm khang thé khang GP virut Ebola canh tranh vi mot
hodc nhidu khéng thé thu dugc tir nhitng khang thé duwoc mo ta trong bang 1 va 2 dé lién

két vé6i virut Ebola.

Ngudi co hiéu biét trung binh c6 thé d& dang xac dinh dugc viéc khang thé va
khéang thé khang GP virut Ebola tham chiéu ciing lién két v6i cing mot quyét dinh khang
nguyén, hay canh tranh v6i nhau dé lién két v6i GP virut Ebola bang cach st dung
phuong phéap thuong dung da biét trong linh vyc k¥ thuat. Vi du, dé xac dinh viéc khang
thé can kiém tra va khang thé khang GP virut Ebola tham chiéu theo séng ché c6 lién
két voi cing mot quyét dinh khang nguyén hay khong, cho khang thé tham chiéu lién
két véi GP virut Ebola hodc peptit dudi cac diéu kién bdo hoa. Tiép theo, danh gia kha
nang lién két ca khang thé cin kiém tra v6i GP virut Ebola. Néu khéng thé can kiém
tra ¢6 kha nang lién két véi GP virut Ebola sau khi lién k&t bio hoa voi khang thé khang
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GP virut Ebola tham chiéu, c6 thé két luan rang khang thé cAn kiém tra lién két v6i quyét
dinh khang nguyén khic v6i khang thé khang GP virut Ebola. Mat khac, néu khang thé
cin kiém tra khong thé lién két v6i GP virut Ebola sau khi dé lién két bio v6i khang thé
khang GP virut Ebola tham chiéu, do d6 khang thé cAn kiém tra lién két v6i ciing mot
quyét dinh khang nguyén la quyet dinh khang nguyén da lién két v6i khang thé khang
GP virut Ebola theo sang ché.

Dé x4c dinh liéu mot khang thé c6 canh tranh 8 lien két voi khang thé khang GP
virut Ebola tham chiéu, cdc hé phuong phap lién Kkét d3 mo ta o trén dugc tién hanh theo
hai huéng: theo huéng thir nhét, cho khang thé tham chiéu lién két v6i GP virut Ebola
duéi cac didu kién bdo hoa, sau d6 dénh gia kha nang gin két ctia khang thé cAn kiém
tra v6i GP virut Ebola. Theo huéng thir hai, cho khang thé cin kidm tra lién két v6i GP
virut Ebola duéi cac diéu kién bdo hoa, sau d6 danh gia kha nang lién két ctia khang thé
tham chiéu véi GP virut Ebola. Néu theo ca hai hudéng, chi c6 khang thé tht nhat (bdo
hoa) c6 kha ndng gin v6i GP virut Ebola thi ¢6 thé két ludn rang, khang thé can kiém
tra va khang thé tham chiéu canh tranh nhau d8 lien két v6i GP virut Ebola. Theo nhu
danh gid cua nhiing ngudi o hiu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat, mdt khang thé
ma canh tranh v6i khang thé tham chiéu dé lién két c6 thé khong nhét thiét phai lién két
véi cung mot quyét dinh khang nguyén vo6i khang thé tham chiéu, nhung c6 thé can tré
su lién két ctia khang thé tham chiéu bang céch gin vao quyét dinh khéng nguyén lién

ké hodc gbi lén nhau.

Hai khang thé lién két véi cung mot quyét dinh khang nguyén hodc voi quyet dinh
khang nguyén chdng 1én nhau néu mdi khang thé trc ché (can tr&) su kién két ctia khang
thé con lai v6i khang nguyén. Vi du, vuot qua 1, 5, 10, 20 hodc 100 1an ctia mot khang
thé tic ché viéc lién két ciia khang thé con lai bang it nhat 50% nhung t6t hon 12 75%,
90% hoac tham chi 99% nhu dugc xac dinh trong thir nghiém lién két canh tranh (xem,
vi du, Junghans et al., cancer Res. 1990:50:1495-1502). Ngoai ra, hai khang thé duoc
cho 1a lién két v6i cing mot quyét dinh khang nguyén néu v& co ban tt ca cac dot bién
axit amin trong khang nguyén lam gidm hodc ngan chan viéc lién két cia khang thé, 1am
giam hodc ngan chin viéc lién két ctia khang thé con lai. Hai khang thé c6 cac quyét
dinh khang nguyén chdng 1én nhau néu chi nhém nhé ctia dot bién axit amin ma lam
giam hodc ngdn chan viéc lién két ctia mdt khang thé, 1am giam hodc ngin chin viéc
lién két ctia khang thé con lai.
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C6 thé thuc hién cac thir nghiém thong thuong khac (vi dy, gy dot bién peptit va
phén tinh lién két) dé x4c dinh viéc khong quan sat thiy lién két ctia khang thé can kiém
tra trén thyc té 12 do viéc lién két voi cing mot quyét dinh khang nguyén vdi khang thé
tham chiéu hodc néu sy céan tro vé& mat khong gian (hodc hién tuong khéc) gy ra viéc
khong quan sat thiy lién két. Céc thir nghiém loai nay co thé duoc thyc hién bang cach
st dung k¥ thuat ELISA, RIA, cong hudng plasmon bé mit, dém té bao theo dong chay
hogc thir nghiém lién két khang thé dinh tinh va dinh luong bit ky khéc c6 sén trong

linh vuc nay.
Lién hop mién dich

Sang ché bao gbm khéng thé don dong khang GP virut Ebola & ngudi lién hop voi
gbc tri liéu (“lién hop mién dich”), chéng han nhu thubc khang virut dé diéu tri lay nhiém
virut Ebola. Nhu dugc str dung trong ban mo ta, thuat ngit “lién hop mién dich” dung
dé chi khang thé, duoc lién két vé& mit hoa hoc hodc sinh hoc véi chét phong xa, xytokin,
interferon, phﬁn tr bdo cdo hodc phf&n tr dich, enzym, peptit hodc protein, hodc chét tri
liéu. Khang thé ¢o thé lién két véi chét phong xa, xytokin, interferon, phén tir bdo cdo
hodc ph?m tir dich, enzyme, peptit hodc protein, hodc chét tri lidu tai vi tri bét ky doc
theo phan tit sao cho n6 ¢ lién két vGi dich ctia né. Cac vi du vé lién hop mién dich bao
gdm lién hop thudc khang thé va protein dung hop doc t6-khang thé. Theo mot phuong
4n, cht tri lidu c6 thé 1a khang thé thir hai khac lién két v6i virut Ebola, hodc GP virut
Ebola. Theo mét phuong én nhét dinh, khang thé c6 thé duoc lién hop véi chét dac hiéu
Vi té bao bi nhidm virut. C6 thé thu duge loai chit tri ligu cai ma c6 thé lién hop voi
khang thé khang GP virut Ebola va sé tinh dén didu kién dé duoc diéu tri va cac hiéu
qua tri liéu mong mubn. Vi du vé chét thich hop dé tao ra lién hop mién dich da biét

trong linh vyc nay, xem, vi du, WO 05/103081,
Khang thé da dic hiéu

Khéng thé theo sang ché c6 thé don déc hiéu, ddc hiéu kép hodc da dgc hicu. Khang
thé da dac hiéu c6 thé dic hidu dbi véi cac quyét dinh khang nguyén khac nhau cua mot
polypeptit dich hodc c6 th& chira mién lién két khang nguyén déc hi¢u dbi v6i nhidu hon
mot polypeptit dich. Xem, vi duy, Tutt et al., 1991, J. Immunol. 147:60-69; Kufer et al.,
2004, Trends Biotechnol. 22:23 8-244,
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BAt ky phan tir lién két khang nguyén da ddc hiéu nao theo sang ché, hoic cac bién
thé ctia no, déu co thé dugce tao thanh bé‘mg cach st dung céc k¥ thuat sinh hoc phén tu
tidu chuan (vi du, ky thuat ADN tai to hop va biéu hién protein) da dugc biét dén boi

nhiing nguoi ¢o hidu biét trung binh trong linh vyc k§ thuat.

Theo mét vai phuong an, kKhang thé dic hiéu virut Ebola dugc tao ra ¢ dang déc
hiéu kép (“ddc hiéu kép”) trong d6 ving bién ddi lién két v6i cac mién riéng biét clia
virut Ebola dugc li€n két v6i nhau dé tao ra tinh dic hi¢u mién kép trong mot phén tr
lién két. Pic hiéu kép thich hop ¢ thé tang cuong hiéu qua uc ché protein virut Ebola
bing c4ch ting ca tinh dic hiéu va éi lyc lién két. C4c ving bién ddi c6 tinh dic hiéu voi
cac vung riéng biét (vi du, cdc manh tai d4u N), hoic ¢co thé lién két v6i cac doan khic
nhau trong ciing mot vang, dugc ghép trén mot khung cAu trac cho phép mdi doan lién
két cung mdt lac vai cac quyét dinh khang nguyén riéng biét, hodc voi cac doan khac
nhau trong cing mot ving. Theo mdt vi du vé dic hiéu kép, ving bién ddi chudi nang
(V) tr mot chét lién két dic hiéu v6i mot ving dugc tai td hop véi ving bién dbi chudi
nhe (Vi) tir mot loat cac chét lién két dic hidu v6i ving thir hai dé nhan dang cac phén
Vi khong lién tiép cai ma c6 thé bt cip v6i Vi ban dau ma khong anh huc'mg dén do
dic hiéu ban dAu v6i Vi Theo cach ndy, mot doan Vi don Ié (vi du, Vil ) ¢6 thé két
hop véi hai ving Vukhac nhau (vi du Vul va Vu2) dé tao ra dang dic hiéu kép c6 chira
hai “canh” lién két (Val - Vi1 va Vi2- Vi1). Viéc sir dung doan Vi 1am giam tinh phirc
tap cua hé thdng va do d6 1am don gidn hoa va ting hiéu qua trong qua trinh tch dong,
bidu hién va tinh sach dugc st dung dé tao ra dic hiéu kép. (Xem, vi du,
USSN13/022759 va US2010/0331527).

Ngoai ra, khang thé ma lién két v6i nhidu hon mot mién va dich th hai, vi du,
nhung khong chi giéi han &, khang thé tha hai khac khang virut Ebola, c6 thé duoc tao
ra & dang dac hiéu kép sir dung ki thudt dugc mo ta & ddy, hodc cac k¥ thuat khac da
biét bdi nhitng ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt. Vung bién doi
khéang thé lién két voi cac vung riéng biét co thé duoc lién két cling véi cac ving bién
dbi 1a vung lién két véi céac vi tri thich hop trén, vi du, virut Ebola, dé tao ra tinh dac
hiéu khang nguyén kép trong mot phén tir lién két. Pac hiéu kép thich hop v6i tinh chit
nay phuc vu cho chirc nang kép. Cac vung bién dbi dic hiéu vo6i ving ngoai bao duge
két hop véi ving bién dbi dic hiéu v6i bén ngoai clia viing ngoai bao va dugc ghép trén

mot khung cau tric cho phép moi vung bién ddi lién két v6i cac khang nguyén riéng
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biét.

Dang khang thé dac hiéu kép dé 1am vi du ma co thé duoc sir dung theo ngit canh
ciia sang ché bao gbm st dung mién Cu3 globulin mién dich (Ig) thi nhit va mién Cnu3
Ig th hai, trong d6 mién Cgu3 Ig thi nhét va thit hai khac nhau ¢ it nhét mot axit amin,
va trong do it nhit mot khéc biét axit amin lam giam lién két ctia khang thé dic hiéu kép
vGi Protein A so v6i khang thé dic hiéu kép khong c6 su khac biét axit amin nay. Theo
mét phuong 4n, mién Cn3 Ig thit nhét lién két v6i Protein A va mién Cu3 Ig thir hai chira
dot bién lam gidm hodic 1am mét lién két v6i Protein A ching han nhu bién d6i HO5R
(bing phuong phép dénh s& IMGT exon; H435R bing phuong phap danh s6 EU). Cu3
thir hai c6 thé con chira bién dbi Y96F (bang IMGT; Y436F bing EU). Céc bién doi
khac nita dugce tim théy trong Cu3 thtr hai bao gém: D16E, L18M, N44S, K52N, V57M,
va V82I (bing IMGT; D356E, L358M, N384S, K392N, V397M, va V4221 bing EU)
trong trudng hop ciia khang thé IgG1; N44S, K52N, va V821 (IMGT; N384S, K392N,
va V4221 bing EU) trong truong hop cua khang thé 1gG2; va QI15R, N44S, K52N,
V57M, R69K, E79Q, va V82I (bang IMGT; Q355R, N384S, K392N, V397M, R409K,
E419Q, va V4221 bang EU) trong truong hop cua khang thé IgG4. Céc bién thé trén

dang khéang thé dic higu kép dugc md ta trén day déu nim trong pham vi cua sdng ché.

Dang déc hiéu kép 14y 1am vi dy khac c6 thé duoc st dung theo sang ché bao gém,
nhung khong chi giéi han 6, vi du, dang dic hiéu kép diabody hodc trén co s scFv,
dung hop IgG-scFv, mién bién ddi kép (DVD)-Ig, Quadroma, bam vao 13, chudi nhe
thong thuong (vi du, chudi nhe thong thuong bam vao 16, v.v.), CrossMab, CrossFab,
(XEMD)body, ving khéa kéo leuxin, Duobody, IgG1/1gG2, Fab (DAF)-IgG tac dong
kép, va dang dac hiéu kép Mab? (xem, vi du, Klein et al. 2012, mAbs 4:6, 1-11, va cac
tai lidu duoc trich dan trong ban mo ta nay, v6i phan md ta lién quan dén cac dang trén
day). Khang thé dic hiéu kép co thé con dugc tao cau triic bang cach su dung lién hop
peptit/axit nucleic, vi dy, trong do axit amin khong c6 trong tu nhién v&i kha ndng phan
ting hda hoc truc giao dugc str dung dé tao ra thé lién hop khang thé-oligonucleotit dac
hiéu vj tri cai ma sau do tu 14p rap vao trong phirc hop da phan v6i thanh phan, héa tri
va hinh thai hoc xé4c dinh. (Xem, vi dy, Kazane et al., J. Am. Chem. Soc. [Epub: Dec. 4,
2012]).

Duoc pham tri liéu va cung cap
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Sang ché @& xuét duoc phim chia khang thé khang GP virut Ebola hodc manh lién
két khang nguyén cua nd. Duoc pham theo sang ché duoc cung cAp cling voi chit mang
thich hop, ta dugc, va cac chit khac ma duge két hop vao trong dugc phim dé 1am téng
su van chuyén, sy phan ph01 dd dung nap, va yéu t6 twong tu. Cac dugc pham thich
hop ¢0 thé duoc bao ché & dang da bidt boi cac nha héa dugc: xem, Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Cac dugc phim nay
bao gdm, vi du, dang bdt, bot nhio, thubc md, dang thach, sap, dau, lipit, chit din thube
chira lipit (cation hodc anionic) (nhu LIPOFECTIN™), thé lién hop ADN, bdt nhdo hép
thu dang khan, nhii tuong dau trong nudc va nude trong diu, nhii tuong polyetylenglycol
(polyetylen glycol voi khdi lwgng phan t khac nhau), gel ban rin, va hon hgp ban ran
chita ché phdm polyetylenglycol. Ngoai ra, xem, Powell et al. "Compendium of

excipients for parenteral formulations" PDA (1998) J Pharm Sci Technol 52:238-311,

Liéu lugng cua khang thé duoc st dung c6 thé thay d6i phu thudc vao dd tubi va
thé trong cua db6i twong duge cung cép, bénh dich, tinh trang bénh ly, dudng dung, va
yéu t6 trong ty. Khi mt khang thé theo sang ché dugc sir dung @& diéu tri bénh hodc
rbi loan & ngudi 16n, hodc dé ngin ngira bénh, thuén loi néu cung cap khang thé theo
sang ché thuong & liéu don khoang 0,1 dén khoang 60 mg/kg thé trong, tot hon nita néu
khoang 5 dén khoang 60, khoang 10 dén khoang 50, hodc khoang 20 dén khoang 50
mg/kg thé trong. Phu thudc vao mic do nghiém trong cua tinh trang bénh ly, thn xuét
st dung va thoi gian didu tri c6 thé dugce diéu chinh. Theo cac phuong an nhit dinh,
khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 theo sang ché ¢6 thé duoc cung cp
duéi dang liéu thir nhét v6i lidu lugng nam trong khoang tir 0,1 mg dén khoang 800 mg,
khoang 1 dén khoang 500 mg, khoang 5 dén khoang 300 mg, hodc khoang 10 dén
khoang 200 mg, dén khoang 100 mg, hodc dén khoang 50 mg. Theo cdc phuong an nhét
dinh, sau lidu thir nhét c6 thé cung cap liéu th( hai hodc nhiéu liéu khang thé hodc manh
lién két khang nguyén tiép theo v6i luong gin bang hoic it hon lidu thr nhét, trong do,
céc lidu tiép theo dugc cung cép riéng biét sau it nhit 1 dén 3 ngay; it nhat 1 tuln, it nhat
2 tudn; it nhit 3 tudn; it nhét 4 tuln; it nhét 5 tuén; it nhét 6 tudn; it nhét 7 tudn; it nhét
8 tudn; it nhét 9 tudn; it nhét 10 tudn; it nhét 12 tudn; hodc it nhét 14 tuln.

Céc hé thdng phan phdi da biét va co thé duge st dung dé dung dugc phim theo
sang ché, vi du, bao trong liposom, vi hat, vi nang, té bao tai td hop co thé biéu hién

virut dot bién, nhap bao qua trung gian thu thé (xem, vi du, Wu et al., 1987, J. Biol.
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Chem. 262:4429-4432). Phuong phap dua vao bao gdm, nhung khong chi gi6i han 6,
trong da, trong co, trong bung, trong tinh mach, dudi da, trong mili, trén mang cing, va
dudng mi¢ng. Duoc phim c6 thé dwoc st dung theo duong thong dung bt ky, vi du,
bing cach truyén hogc tiém nhanh mot lidu, bang cach hép thu qua 16p biéu bi hodc niém
mac da (vi dy, niém mac miéng, niém mac truc trang va rudt, v.v.) va c6 thé duge st
dung cung vai hoat chét sinh hoc khac. Viéc st dung c6 thé 13 toan than hodc cuc bo.
Dugc phém c6 thé dugc phan phéi trong mot tui, cu thé 1a liposom (Xem, vi du, Langer

(1990) Science 249:1527-1533).

Viéc st dung céc hat c6 kich thudc nano @8 van chuyén khang thé theo sang ché
ciing duoc lidu trude trong ban mo ta nay. Céc hat c6 kich thuéc nano lién hop khang
thé duogc sir dung trong cé hai mg dung vé tri liéu va chan doan. Cac hat co kich thudc
nano lién hgp khang thd va phuong phép tao ra va sir dung duge mo ta chi tiét boi
Arruebo, M., et al. 2009 ("Antibody-conjugated nanoparticles for biomedical
applications" in J. Nanomat. Volume 2009, Article ID 439389, 24 pages, doi:10.1
155/2009/439389). Céc hat c6 kich thuéc nano dung d& van chuyén thudc ciing dugc
md ta trong, vi du, US 8257740, hodc US 8246995.

Trohg mot $6 truong hop, dugc phém c6 thé dugc van chuyén trong hé théng giai
phéng co kiém soat. Theo mdt khia canh, bom ¢6 thé dugc st dung. Theo phuong an
khac, vat liéu polyme cé thé duogc st dung. Theo cac phuwong dn khac nita, hé théng giai
phéng co Kidm sodt c6 thé duge dat & vi tri xung quanh dich cia dugc phém, do d6 chi

cAn st dung mot phan cia liéu toan than.

Dugc phim dang tiém c6 thé bao gdbm dang lidu dé tiém trong tinh mach, dudi da,
trong da, trong bung va trong co, truyén nhé giot, v.v.. Cac dugc phém dang tiém nay
¢6 thé dugc diéu ché bang phuong phap da biét. Vi du, dugc phdm tiém c6 thé duoc
didu ché, vi du, br?lng cach hoa tan, phan tan hodc tao nhil tuong khang thé hoic mubi
cta n6 dugc mo ta trén ddy trong mdi trudng nude v0 trung hodc mdi tru:bng déu thuong
duoc st dung dé tiém. Mdi trudong nude d8 tiém c6 thé bao gém, vi du, nudce mudi sinh
ly, dung dich déng trwong chua glucoza va chét phu trg khéc, v.v., ma co thé dugc st
dung két hop voi chit 1am hoa tan thich hop nhu ruou (vi dy, etanol), polyalcohol (vi
du, propylen glycol, polyetylen glycol), chit hoat dong bé mit khong ion [vi du,
polysorbat 80, HCO-50 (san phim cong polyoxyetylen (50 mol) cua diu thiu dau dugc

hydro héa)], v.v. Mdi truong dau c6 thé sir dung bao gdm, vi dy, diu vimg, dau dau
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twong, v.v., ma cd thé duoc st dung két hop voi chit 1am hoa tan nhu benzyl benzoat,
ruou benzylic, v.v. Do do, t6t hon néu dugce phdm tiém dugc didu ché dugc lam day
trong 6ng thubc tiém thich hop.

Dugc phdm theo sang ché c6 thé duge phan phdi duéi da hodc trong tinh mach
bang kim tiém va bng tiém tiéu chuén. Ngoai ra, d6i véi phan phéi duéi da, thiét bi phan
phdi dang but c6 thé sir dung dé phan ph01 duoc pham theo sang ché. Thiét bi phan ph01
dang but nay co thé tai st dung hodc dung mot 14n rdi bo. Thiét bi phén phdi dang but
t4i stt dung thuong sir dung hop chira chtra duge pham c6 thé thay dugc. Khi tAt ca cac
thanh phan dugc phim trong hop chira dugc sir dung hét va hop chua rong, hop chira
rong c6 thé duoc loai boé mot cach dé dang va dugc thay bang hop chira mdi chtra duge
pham. Sau do, thiét bi phan phdi dang bit c6 thé dugc tai s dung. Trong thiét bi phan
phdi dang but ding mot 14n, khong c6 hop chira ¢6 thé thay dugc. Cu thé hon, thiét bi
phan phdi dang bat dung mot lan thudng dugc nap day trude bang dugc pham trong

ngin chira cua thiét bi. Khi ngén chira hét dugc pham, toan bd thiét bi s& bi viat bo.

Céc bt t4i sit dung lai va thiét bi phan phdi tw tiém cd thé dugc st dung dé phan
phdi dugc phédm theo sang ché du6i da. Vi du bao gdm, nhung khong chi gi6i han 0,
AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, UK), bat DISETRONIC™
(Disetronic Medical Systems, Burghdorf, Switzerland), but HUMALOG MIX 75/25™,
bat HUMALOG™, bat HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly and Co., Indianapolis, IN),
NOVOPEN™ I, II va III (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), NOVOPEN
JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), but BD™ (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™, va
OPTICLIK™ (Sanofi-Aventis, Frankfurt, Germany), chi néu tén mot s6. Vi du vé thiét
bi phan phdi dang but ding mot 14n c6 thé dugce st dung dé phan phéi dugce phim theo
sang ché duéi da bao gdm, nhung khong chi gidi han &, but SOLOSTAR™ (sanofi-
aventis), FLEXPEN™ (Novo Nordisk), va thiét bi tu tiém KWIKPEN™ (Eli Lilly),
SURECLICK™ (Amgen, Thousand Oaks, CA), PENLET™ (Haselmeier, Stuttgart,
Germany), EPIPEN (Dey, L.P.), va but HUMIRATM (Abbott Labs, Abbott Park IL), chi
nén tén mot s6.

Thuan loi néu, dugc phim dé s dung theo duong miéng hodc ngoai duodng ti€u
héa dugc md ta trén day dugc didu ché & dang liéu liéu don vi phu hgp véi lidu chira
thanh phan hoat tinh. Dang lidu & dang liéu don vi nay bao gbm, vi dy, vién nén, vién
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tron, vién nang, thuéc tiém (6ng thudc tiém), thubc dan, v.v.. Lugng khang thé thuong
nam trong khoang tr 5 dén khoang 500 mg mdi dang lidu & dang liéu don vi; dac biét 1a
¢ dang ti€m, t6t hon néu lugng khang thé trén nim khoang tir 5 dén khoang 100 mg va
trong khoang 10 dén khoang 250 mg dbi véi cac dang lidu khéc.

Str dung khang thé trong tri liéu

Cac khang thé theo sang ché duoc sir dung dé didu tri, va/hodic ngin ngira bénh
hoic rbi loan hoic tinh trang bénh lién quan dén lay nhiém virut Ebola va/hodc lam
thuyén gidm it nhit mot triéu ching lién quan dén céc bénh, roi loan hodc tinh trang
bénh nay.

Theo mot phuong an nhét dinh, khang thé theo sang ché rit c6 ich trong diéu tri
cho déi tuong mac phai nhiém trung ho hép cp tinh va nghiém trong gay ra baoi virut
Ebola. Theo mdt vai phuong an, khang thé theo sang ché dugc st dung dé 1am giam
ham luong virut hodc 1am giam sb lugng cua virut trong té bao chi. Theo mdt phuong
an, khang thé hogc manh lién két khang nguyén cua no theo sang ché ¢ thé duge cung

cép tai lidu lwong tri liéu cho bénh nhén mic lay nhiém virut Ebola.

Mot hodc nhiéu khang thé theo sang ché ¢6 thé duge cung cép dé 1am diu di hodc
ngin nglra hodc gidm muc d6 nghiém trong cua mot hoic nhiéu triéu ching cua tinh
trang bénh hodc 161 loan. Khang thé c6 thé str dung dé cai thién hodc lam giam muc do
nghiém trong cua it nhit mot triéu ching cia lay nhidm virut Ebola bao gdm, nhung
khong chi giéi han ¢ sbt, dau d4u, mét méi, chan an, dau co, tiéu chay, nén mtra, dau

bung, mat nuéc hodc chay mau khong thé giai thich.

Ciing duge dy tinh trong ban md ta dé st dung mdt hodic nhiéu khang thé theo sang
ché trong phong ngira cho nhiing d6i tuong c6 nguy co phat trién 14y nhiém virut Ebola
ching han, nhitng ngudi co sic dé khang kém, nhan vién cham sdc sirc khoe, nguoi bi
nghi ngd da ting bi phoi nhidm véi nhitng ngudi mang virut Ebola, nguoi tiép xtic tryc
tiép hodc gan giii than thé v6i ngudi bi bénh, nhn vién bénh vién, nha nghién ciru dugce
phém, nhan vién bao tri chiu trach nhiém lam sach thiét bi bénh vién hodc vién nghién
ctru noi bénh nhan Ebola dang dugc diéu tri, cic ngudi da dén hodc c6 du dinh ghé tham
vung hoac qubc gia dugc biét 14 c6 hodc bi nghi ngd c6 dot bung phat virut Ebola hodc
nhitng ngudi di du lich thuong xuyén.

Theo mdt phuwong an nita cua sang ché, khang thé dugc sir dung @8 didu ché dugc
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phdm dung dé diéu tri cho bénh nhan mic phai lay nhidm virut Ebola. Theo mot phuong
an khéc theo sang ché, cac khang thé dugc st dung lam liéu phap bd trg cung vdi chat
tri liéu hodc liéu phap bét ky khac da biét boi nhitng nguoi co hiéu biét trung trinh trong

linh vuc k§ thudt hitu dung d8 didu tri hodc 1am thuyén giam lay nhiém virut Ebola.

Liéu phap két hop

Liéu phap két hop 6 thé bao gdm khang thé khang GP virut Ebola theo sang ché
va bét ky chét tri liéu bd sung khéc co thé két hgp mot cach co loi voi khang thé theo
séng ché, hodc v6i manh c6 hoat tinh sinh hoc cua khang thé theo sang ché. Céc khéang
thé theo sang ché c6 thé duoc két hop hiép dong diéu tri véi mot hodc nhidu chét hodc

thubc duoc st dung dé diéu tri lay nhiém virut Ebola.

Vi duy, céc chét dung dé diéu tri lay nhiém virut bao gém, vi du, thuc”')cbkhéng virut,
thudc khang viém (ching han nhu corticosteroit va thudc khang viém khong chira
steroit), khéng thé lién két véi EBOV khac, vacxin ding cho EBOV, TKM Ebola (cac
SiARN huéng dich toi RNA polymeraza virut) brincidofovir (CMX-001), favipiravir
(T-705), BCX-4430, AVI-7537 (oligome morpholino phosphorodiamidat v0 nghia

huéng dich gen VP24 cua virut Ebola) va interferon.

Theo mot vai phuong 4n, khang thé theo sing ché co thé két hop v6i chét tri liéu
thtr hai dé lam giam s6 luong cua virut trong co thé bénh nhan bi nhiém virut Ebola,

hodc lam thuyén gidm mot hodc nhidu triéu chimg lay nhiém.

Theo cac phuong an nhét dinh, chét tri liéu thi hai 1 khang thé khéc, hodc dung
dich hdn hop khang thé dic hiéu voi GP virut Ebola, trong d6 khang thé khac hoic cac
khéng thé trong dung dich hdn hop khang thé c6 thé lién két hoic khong lién két véi
cung mot quyét dinh khang nguyén, hodc voi cac quyét dinh khang nguyén chdng lén
nhau, nhu khang thé theo sang ché. Theo cic phuong 4n nhét dinh, chét trj liéu thi hai
la khéng thé lién két voi protein virut Ebola khdc. Khang thé th hai c6 thé dic hiéu véi
mot hodc nhiéu protein virut Ebola khéc nhau tir céc chung virut khac nhau. Cling dugc
du tinh trong ban mo ta nay dé sir dung t6 hop (“dung dich”) cac khang thé theo sdng
ché ¢6 hoat tinh trung hoa hodc tc ché chdng lai virut Ebola. Theo céc phuong an, cac
khéang thé khong canh tranh ¢6 thé duge két hop va dugc cung cap cho dbi twong can

didu tri, & lam giam kha nang virut Ebola tron thoat dugc do dot bién. Theo mét sd
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phuong an, khang thé bao gdbm t6 hop lién két voi cac quyét dinh khang nguyén riéng
biét khong chdng 1én nhau trén GP. Cac khang thé chira tb hop nay c6 thé can trg virut
lién két v6i va/hogic xam nhap vao té bao chu. Céc khang thé co thé twong tac véi GP tu
mdt chung EBOV dugc chon tir Zaire, Sudan, Bundibugyo, hodc Cote d'lvoire va khi si
dung mot minh, hodc & dang két hop v6i mot hodc nhidu chét tri liéu bét ky néu trén, co

thé trung hoa mot hodc nhiéu ching virut Ebola néu trén.

Ciing dugc dy tinh trong ban mo ta ndy dé st dung t6 hop cua cac khang thé khang

GP virut Ebola theo sang ché, trong d6 t6 hop gbém mot hodc nhiéu khang nguyén khong

canh tranh chéo. Theo cdc phuong an nhat dinh, t6 hop gdm dung dich c6 chira hdn hop

ciia it nhat ba khang thé theo sang ché. Cac khang thé trong dung dich hdn hop ¢6 thé

khac nhau vé kha ning trung hoa virut hodc virut 1ay nhiém, hodc vé kha ning 1am trung

gian cho phén tng gdy doc trung gian té bao phu thudc khing thé (ADCC), hodc vé kha
nang lien két v6i Glycoprotein hoa tan (sGP) trén EBOV.

- Nhu duge st dung trong ban mo ta, thuat ngit “ trong sy két hop v6i” c6 nghia 12
(céc) thanh phan hoat hoa tri liéu bd sung dugc cung cAp trudce, cung mot luc, hodc sau
khi cung cap it nhit mot khang thé khéang GP virut Ebola, hodc mdt dung dich hén hop
chira mot hodc nhiéu khang thé theo sang ché. Thuat ngit “trong su két hop v6i” cling
bao gé)m viéc cung cép lién tuc hodc cung mot luc khang thé khang virut Ebola va mot

chét tri liéu thir hai.

(Céc) thanh phén hoat hoa tri liéu bd sung ¢c6 thé duogc cung cép cho dbi tuong
trudce khi cung cip khang thé khang GP virut Ebola theo sang ché. Vi du, thanh phan
tht nhat dugc coi nhur 13 duoc cung cip “trudc” thanh phan th hai néu thanh phin tht
nhét dugc cung ca”ip trude 1 tuln, trude 72 gio, trude 60 gio, trudc 48 gio, 36 gio, trude
24 giv, trude 12 gio, trude 6 giv, trudce 5 gio, trude 4 gio, trude 3 gio, trudce 2 gio, trude
1 gioy, trude 30 phit, trude 5 pht, truée 10 phit, trude 5 phut, hodc trude it hon 1 phut
trude khi cung cdp thanh phén thr hai. Theo mot phuong an khéc, (cac) thanh phan hoat
hoa tri liéu bd sung c6 thé dugc cung cp cho dbi tuong sau khi cung cip khang thé
khéng virut Ebola theo sang ché. Vi dy, thanh phan tht nhét dugc cho 1a cung cAp “sau”
thanh phén tht hai néu thanh phan thir nhét duoc cung cAp sau 1 phut, sau 5 phut, sau
10 phut, sau 15 phut, sau 30 phut, sau 1 gid, sau 2 gio, sau 3 gio, sau 4 gio, sau 5 gio,
sau 6 gio, sau 12 gio, sau 24 gio, sau 48 gid, sau 60 gio, sau 72 gio, sau khi cung cip
thanh phéan tir hai. Theo mdt phuong 4an khac nita, (cac) thanh phan hoat hoa tri li¢u b

-57-



35040

sung cO thé dugc cung chp cho dbi twong cung luc cung cAp khang thé khang virut Ebola
theo sang ché. Cung cip “cung luc”, dbi voi muc dich theo sang ché bao gbm, vi du,
cung cAp khéang thé khang GP virut Ebola va thanh phan hoat héa tri liéu bd sung cho
dbi twong can didu tri & dang liéu don, hodc dang lidu riéng biét dugc cung cép cho adi
tuong trong 30 phut hodc it hon ctia nhau. Néu duge cung cip & cac dang lidu riéng biét,
mdi dang lidu c6 thé duoc cung cap theo cung mot duong dung (vi dy, ca khang thé
khang Gp virut Ebola va thanh phén hoat hoa tri liéu bd sung dugc cung chp trong tinh
mach, v.v..), ngodi ra, mdi dang liéu c6 thé dugc cung theo cac duong dung khéac nhau
(vi dy, khang thé khang virut Ebola c6 thé duge cung cdp trong tinh mach, va thanh phan
hoat hoat tri liéu bd sung dugc cung cép theo dudng miéng). Trong truong hop bét ky,
viéc cung cép cac thanh phan dudi dang lidu, dudi dang lidu riéng biét theo cung mot
dudng dung, hodc cung chp dang lidu riéng biét theo cac dudng dung khéc nhau déu
duogc xem la “cung cép clng luc”, dbi v6i muc dich cua sang ché. Dbi véi myc dich cla
séng ché, cung cAp khang thé khang GP virut Ebola “trudc”, “cing lac” hodc “sau” (cac
thuét ngit co thé thay thé cho nhau) viéc cung cép thanh phan hoat hoéa tri li¢u bb sung
dugc xem la cung cip khang thé khang GP virut Ebola “két hop v6i” mot thanh phan

hoat hoa tri liéu bd sung.

Sang ché bao gbm dugc phim trong d6 khang thé khang GP virut Ebola theo sang
ché dugc bao ché cung lic v6i mot hodc nhiéu thanh ph?m hoat hoéa tri li€u bd sung nhu
dugc md ta trong ban mo ta.

Phéc dd cung cip

Theo cac phuong an nhét dinh, liéu don ctia khang thé khang GP virut Ebola theo
sang ché (hodc dugc phém chira t6 hop ctia khang thé khang GP virut Ebola va hoat chét
tri liéu b sung bét ky duge dé cap trong ban mo ta nay) co thé duge cung cp cho dbi
tugng cin diéu tri. Theo cc phuong an nhét dinh cta séng ché, nhidu liéu khang thé
khang GP virut Ebola (hodc dugc phim c6 chira t6 hop cta khang thé khang GP virut
Ebola va hoat cht tri liéu b sung bét ky duoc d& c4p trong ban mo ta) c6 thé duoc cung
cap cho d6i tugng trong sudt mot khoang thoi gian xac dinh. Phuong phép theo khia
canh nay cua sang ché bao gdbm budc sir dung lién tiép cho d6i tugng cac liéu cuia khang
thé khang GP virut Ebola theo sang ché. Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, "cung
cap lién tiép" c6 nghia 13 mdi lidu khang thé khang GP virut Ebola dugc cung cip cho
db6i tugng & cac thoi didm khac nhau, vi du, vao cdc ngdy khac nhau dugc tach riéng
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bang khoang thoi gian xac dinh (vi duy, gid, ngay, tuln hodc thang). Séng ché gdbm
phuong phéap bao gbdm buéde cung cip lién tiép cho bénh nhan mot lidu ban dau cua
khéng thé khang GP virut Ebola, sau do6 1a mot hodc nhiéu liéu tht hai cua khéng thé
khang GP virut Ebola, va tuy y sau d6 1a mot hodc nhiéu liéu thtt ba cia khang thé khang
GP virut Ebola .

Thuét ngit "liéu ban diu”, "liéu thi hai” va "idu the ba” ding dé chi trinh ty vé
thoi gian cung cAp khang thé khang GP virut Ebola theo sang ché. Do do, "liéu ban dau"
I lidu ma duoc cung chp & thoi diém bat dau ché do didu tri (con goi 1a "lidu co s6");
"idu thir hai" 12 liéu ma dugc cung cap sau lidy tht nhét; va "liéu tht ba" 1a lidu ma
dugce cung cAp sau lidu tht hai. Liéu ban déu, thi hai, va thit ba c6 thé ddu 1a cac lidu
chtra cing mot lugng khang thé khang GP virut Ebola, nhung thuong ¢6 thé khac nhau
vé tAn xudt st dung. Tuy nhién, theo mot sd phwong 4n, lugng khang thé khang GP virut
Ebola c6 trong lidu thi nhét, tht hai va/hodc thir ba thay ddi khac nhau (vi dy, dugc diéu
chinh nhiéu hodc it sao cho thich hgp) trong qué trinh didu tri. Theo mot s6 phuong é4n,
hai hodc nhidu (vi dy, 2, 3, 4, hodc 5) liéu dugc st dung & thoi diém bt du ché do didu
tri lam "liéu nap" sau d6 1a lidu tiép theo ma dugc st dung trén co s& tudn sudt sir dung
it hon (vi dy, "liéu duy tri").

Trong mot s6 phuong 4n cu thé theo sang ché, mdi lidu th hai va/hodc lidu thit ba
duoc sur dung tur 1 dén 48 gio (vidy, 1, 1%2, 2, 2%, 3, 3V, 4, 4%, 5, 5%, 6, 6%, 7,77, 8,
8%, 9, 9%, 10, 10%, 11, 11%, 12, 12}, 13, 137, 14, 14, 15, 15%, 16, 161/2, 17, 17,
18, 18%, 19, 19%, 20, 20%, 21, 21%4, 22, 22', 23, 23V, 24, 24, 25, 25'%, 26, 262,
hodc nhiéu hon) tudn sau lidu ngay trudc d6. Thuét ngir "lidu ngay trudc d6” nhu dugc
str dung trong ban mo ta nay, nghia 1a, trong trinh tu cta viéc cung cip nhiéu lidu, liéu
chira khang thé khang GP virut Ebola, ma dugc sur dung cho bénh nhan trude khi st
dung cua lidu tiép theo trong trinh tu ma khong ¢6 lidu xen gifta.

Phuong phap theo khia canh nay cua sang ché c6 thé bao gdm bude st dung cho
bénh nhan lugng bét ky cua lidu thtr hai va/hodc thi ba cia khang thé khang GP virut
Ebola. Vi du, theo mot ) phuong an, chi duy nhét lidu tht hai dugce st dung cho bénh
nhan. Trong khac phuong 4n, hai hoac nhiéu (vi dy, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, hodc nhiéu hon)
liéu thir hai dugc str dung cho bénh nhén. Tuong tu, theo mot sé phwong én, chi duy
nhét lidu thi ba duoc st dung cho bénh nhan. Trong khac phuong 4n, hai hogc nhiéu (vi

du,2,3,4,5,6,7, 8, hodc nhiéu hon) lidu thir ba duge sir dung cho bénh nhan.
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Theo mdt sé phwong 4n theo sang ché, tn xuit str dung trong do lidu thir hai
va/hoac lidu tht ba duge st dung cho bénh nhan c6 thé thay dbi theo ché do diéu tri.
Tn xult cung cp co thé duge diéu chinh trong qua trinh diéu tri boi bac sy phu thude

vao nhu ciu ctia mdi bénh nhan sau khi dugc kiém tra 1am sang.
St dung khang thé trong chan doan

Khang thé khang GP virut Ebola theo sang ché c6 thé con dugc st dung dé phat
hién va/hoic xac dinh lugng virut Ebola trong mAu, vi du, nhim muc dich chén dodn.
Mot vai phwong 4an sit dung mot hodc nhiéu khang thé theo sang ché trong thir nghiém
dé phat hién bénh hodc rdi loan ching han nhu lay nhiém virut. Cac thtr nghiém chén
doén ldy 1am vi du di v6i virut Ebola bao goém, vi dy, cho khéng thé khang GP virut
Ebola tiép xtic v&i mau, thu dugc tir bénh nhén, trong d6 khang thé khang GP virut Ebola
duoc gan nhan véi mot nhan 6 thé phat hién hodc mot phan tir bao c4o hodc dugc st
dung nhu mot phdi tix bt giir d€ phan 1ap co chon loc virut Ebola tir cac mau bénh nhan.
Ngoai ra, cac khang thé khang GP virut Ebola khong gin nhén c6 thé dugc st dung
trong chan dodn két hop v6i khang th8 thir hai duge dénh diu c6 thé phat hién duoc.
Chét danh du hodic phan tit bdo cdo cb thé phat hién co6 thé 1a ddng vi phong xa, nhu
3H, 4C, 3P, 3S, hogc 'I; phin tr huynh quang hodc quang héa nhu floresxein
isothioxyanat, hodc rhodamin; hodc enzym nhu alkalin phosphataza, B-galactosidaza,
horseradish peroxidaza, hodc luciferaza. Vi du vé thtr nghiém déc hiéu ma co thé dugc
stt dung dé phat hién hodc xac dinh virut Ebola trong mau bao gbm thir nghiém hép thu
midn dich lién két véi enzym (ELISA), thir nghiém mién dich phéng xa (RIA), va phan
loai té bao dugc hoat héa huynh quang (FACS).

Mau ¢6 thé duoc st dung trong thir nghiém chudn doén virut Ebola theo sang ché
bao gdbm miu md hodc dich long bAt ky thu dugc tir bénh nhén, chta lugng c6 thé phat
hién duoc ciia virut Ebola, hogc manh ctia né, duéi diéu kién bénh 1y hodc diéu kién
binh thuong. Thong thudng, lwong virut Ebola trong mAu cu thé thu dugce tir ngudi khoe
manh (vi du, bénh nhén khong bi tac dong boi bénh lién quan dén virut Ebola) s& dugc
xac dinh trudc 8 budc diu thiét 1ap mirc 49 co s6, hodc tiéu chuén, cta virut Ebola. Sau
d6, mirc d co s& cta virut Ebola ¢6 thé duoc so sanh véi mirc do virut Ebola dugc xac
dinh trong mau thu dugc tir cac ca thé bj nghi ngd 1a mac bénh hoic tinh trang bénh 1y
c6 lién quan dén virut Ebola, hoic triéu chiing lién quan dén bénh hoic tinh trang bénh
ly nay.

Céc khang thé dic hiéu virut Ebola c6 thé khong chura céac phan ti hogc cic nhan
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bd sung, hodc chiing c6 thé chira phan tit hodc nhan du C hogc dau N. Theo mot phuwong
4n, nhan hodc phén t 13 biotin. Trong thu nghiém lién két, vi tri ciia nhan (néu c6) c6
thé x4c dinh huéng cia peptit lién quan dén bé mit ma trén do peptit lién két véi. Vi du,

néu bé mit dugc phu avidin, peptit chira biotin diu N sé& duoc dinh hudng sao cho phan

dau C cha peptit s€ xa bé mit.
Vi du thue hién sang ché

Céac vi du sau ddy dugc dua ra @ cung cp cho nhing ngudi co hidu biét trung
binh trong linh vyc k¥ thudt mot mb ta va chi dan hoan thién vé cach tién hanh va st
dung phuong phap va ché phim trong séng ché, va khong du dinh lam giéi han pham vi
clia cai ma céc tac gid sang ché quan tAm nhu la sang ché cta ho. Mic du, cac tac gia
sang ché di c6 ging dé tao ra su chinh xac d6i véi s liéu duge st dung (vi du, lugng,
nhiét d9, v.v.), nhung céc sai s6 va do léch tht nghiém la khong thé tranh duoc. Do dé
rir khi dugc chi ra theo céch khéc, phan 1a phan theo khdi lugng, khdi lugng phan ti 1a
khéi luong phén tir trung binh, nhiét do 1a theo do °C, nhiét do phong 1a khoang 25°C
va ap suit 1a & hodc gin voi 4p suét khi quyén.

Vidu 1: Tao ra khing thé nguoi lién két véi virut Ebola

Céc khang thé ngudi lién k&t vé6i virut Ebola duoc tao ra & chudt chira ADN ma
héa cho cc ving bién dbi chudi nhe kappa va ving bién ddi chudi ning globulin mién
dich ngudi. Theo mot phuong an, cac khang thé ngudi lién két véi virut Ebola dugc tao
ra & chudt VELOCIMMUNE?®. Theo mot phuong 4n, chudt VelocImmune® (VI) duoc
tao mién dich v6i ADN ma héa cho GP virut Ebola day dt chiéu dai [Zaire ebolavirus
2014 (Ngan hang gen: KJ660346.2)]. Cac khang thé duoc tao ra sau khi ting cuong
phac dd diéu tri bao gdm hai qua trinh tao mién dich tich biét trong hai tudn. Quan st
cac dap ung mién dich khang thé bang thir nghiém mién dich dic hiéu GP virut Ebola.
Vi dy, huyét thanh dugc phan tich ham luong khang thé lién két dic hiu voi GP EBOV
day du chidu dai da tinh sach, cac tiéu don vi protein GP (GP1 va GP2), va cac hat tuong
tu virut (VLP) biéu hién GP EBOV. Cac dong san xuét khang thé dugc phén 14p st dung
k§ thuat phan loai té bao B (B-cell Sorting Technology - BST) va phuong phap té bao
lai. Vi du, khi thu dugc dap Ung mién dich mong mubn, thu liy cic té bao don nhan lach
va dung hop véi té baou tiy chudt dé duy tri kha ning song st cua chiing va tao ra cac
dong té bao lai. Cac dong té bao lai dugc sang loc va lya chon dé nhén biét dong té bao
san xuét khang thé ddc hiéu GP virut Ebola. St dung céc k¥ thuat, va cac khdng nguyén

khéc nhau d3 mo ta & trén, thu duge mot s6 khang thé dang kham (nghfa 1a, cac khang
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g hing dinh chudt); cac khéang thé 14y 1am vi du dugc
H2aM17356N,

thé c6 ving bién d6i ngudi va vin
tao ra theo phuong phap nay dugc ky hiéu la H1IM17354N,
HIM17357N, H2aM17358N, H2aM17359N va H2aM17360N.

Céac khang thé khang virut Ebola ciing dugc phan 1ap truc tiép tir té bao B chudt

duong tinh khang nguyén ma khong dung hgp véi cac té bao don nhan lach, nhu da mo

ta trong bing sang ché My sb 7582298. Sir dyng phuong phap ndy, thu dugc mot 5O
khang thé khang GP virut Ebola day da chidu dai (nghia 13, khang thé c6 ving bién dbi
nguoi va vung hing dinh nguoi); céc khang thé 14y lam vi du dugc tao ra theo phuong
phap nay dugc ky lidu la H1H17134P, H1H17139P, HI1H17142P, HIH17151P,

H1H17161P, H1H17162P, HIH17193P, H1H17196P, H1H17199P, HIH17203P,

H1H17214P, H1H17219P, HIH17223P va H1H17228P.

Céc dic tinh sinh hoc cuia cac khang thé 14y 1am vi du tao ra theo phuong phéap

trong vi du nay s& dugc md ta chi tiét trong cac vi du bén dudi.

Vi du 2: Trinh ty axit amin va axit nucleic ctia vung bién do6i chudi nhe va chud

i ndng

Béng 1 md t4 ma nhén dang trinh tw axit amin cta vung bién doi chudi nhe va

chudi ning va CDR clia khang thé khang virut Ebola duoc chon theo sang ché. Ma nhan

dang trinh ty axit nucleic tuong ng dugc néu trong Bang 2.

Bang 1: M4 nhén dang trinh tu axit amin

SEQ ID NO:
Ky hiéuxkhéng HCVR HCDR | HCDR | HCDR LCVR LCDR | LCDR | LCDR
the 1 2 3 1 2 3

H1H17134P 2 4 6 8 10 12 14 16
HI1H17139P 18 20 22 24 26 28 30 32
H1H17142P 34 36 38 40 42 44 46 48
H1H17151P 50 52 54 56 58 60 62 64
H1H17161P 66 68 70 72 74 76 78 80
H1H17162P 82 84 86 88 90 92 94 96
H1H17193P 98 100 102 104 106 108 110 112
H1H17196P 114 116 118 120 122 124 126 128
H1H17199P 130 132 134 136 138 140 142 144
H1H17203P 146 148 150 152 154 156 158 160
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SEQ ID NO:

Ky hiéu;khémg HCVR HCDR | HCDR | HCDR LCVR LCDR | LCDR | LCDR

the 1 2 3 1 2 3
H1H17214P 162 164 166 168 170 172 174 176
H1H17219P 178 180 182 184 186 188 190 192
H1H17223P 194 196 198 200 202 204 206 208
H1H17228P 210 212 214 216 218 220 222 224
HI1H17354N 226 228 230 232 234 236 238 240
H1H17356N 242 244 246 248 250 252 254 256
HI1H17357N 258 260 262 264 266 268 270 272
H1H17358N2 274 276 278 280 282 284 286 288
HIH17359N 290 292 294 296 298 300 302 304
H1H17360N 306 308 310 312 282 284 286 288
HIM17354N 226 228 230 232 234 236 238 240
H2aM17356N 242 244 246 248 250 252 254 256
HIM17357N 258 260 262 264 266 268 270 272
H2aM17358N 274 276 278 280 282 284 286 288
H2aM17359N 290 292 294 296 298 300 302 304
H2aM17360N 306 308 310 312 282 284 286 288

Béang 2: Ma nhan dang trinh ty axit nucleic
SEQ ID NO:

Ky hiéu;khéng HCVR HCDR | HCDR | HCDR LCVR LCDR | LCDR | LCDR

the 1 2 3 1 2 3
H1H17134P 1 3 5 7 9 11 13 15
H1H17139P 17 19 21 23 25 27 29 31
H1H17142P 33 35 37 39 41 43 45 47
H1H17151P 49 51 53 55 57 59 61 63
HI1H17161P 65 67 69 71 73 75 77 79
H1H17162P 81 83 85 87 89 91 93 95
H1H17193P 97 99 101 103 105 107 109 111
H1H17196P 113 115 117 119 121 123 125 127
H1H17199P 129 131 133 135 137 139 141 143
H1H17203P 145 147 149 151 153 155 157 159
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SEQ ID NO: ]

Ky hiéu khing | oy | HCDR | HCDR | HCDR | p oy LCDR | LCDR | LCDR
thé 1 2 3 1 2 3
HIH74p | 161 | 163 | 165 | 167 | 169 | 171 | 173 | 175
qiHLziop | 177 | 179 | 181 | 183 | 185 | 187 | 189 | 191
HIH17223P | 193 | 195 | 197 | 199 | 201 | 203 | 205 | 207
HIH228P | 209 | 211 | 213 | 215 | 217 | 219 | 221 | 223
173548 | 225 | 227 | 220 | 231 | 233 | 235 | 237 | 239
HIHI7356N | 241 | 243 | 245 | 247 | 249 | 251 | 253 | 255
HIH17357N | 257 | 259 | 261 | 263 | 265 | 267 | 269 | 271
1735882 | 273 | 275 | 277 | 279 | 281 | 283 | 285 | 287
HIH17350N | 289 | 201 | 293 | 295 | 297 | 299 | 301 | 303
HIHI7360N | 305 | 307 | 309 | 311 | 281 | 283 | 285 | 287
HIM17354N | 225 | 227 | 229 | 231 | 233 | 235 | 237 | 239
TDaMIT356N | 241 | 243 | 245 | 247 | 249 | 251 | 253 | 255
TIM17357N | 257 | 259 | 261 | 263 | 265 | 267 | 269 | 271
TaM17358N | 273 | 275 | 277 | 279 | 281 | 283 | 285 | 287
oaM17359N | 289 | 201 | 203 | 205 | 297 | 299 | 301 | 303
TDaM17360N | 305 | 307 | 309 | 311 | 281 | 283 | 285 | 287

Khang thé thuong dugce d& cap dén trong ban mo ta nay theo danh phap sau: tién

t6 Fc (vi du “H1H”, “H2M” v.v.), sau d6 13 s6 nhan dang (vi du "17139," "17161, v.v.,

nhu duoc thé hién trong bang 1 hodc bang 2), sau d6 1a hau td "P," "P2," "N",

N2, hodc

"B". Céc tidn t6 H1H va H2M trong ky hiéu khang thé dugc sir dung trong ban md ta
nay chi ra kiéu tuong duong cla mién Fc cu thé cta khang thé. Do d6, theo danh phéap
nay, khang thé c6 thé dugc d& cép dén trong ban md ta ndy nhu, vi du, "HIH17359N,"
"H2aM17359N", v.v.. Vi duy, khang thd "HIM" c6 Fc IgG1 chudt, khang thé “H1M” ¢6
Fc IgG1 chudt, va “H2M” khang thé c6 Fc IgG2 chudt (kiéu tuong duong a hodc b) (tht
ca cac vung bién ddi hoan toan cua ngudi nhu duge thé hién bang “H” thir nhét trong
ky hiéu ctia khang thé). Nhu dugc hiéu boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc,
khang thé c6 kiéu twong duong cla mién Fe cu thé ¢6 thé dwoc bién do6i thanh khang thé
¢6 kiéu twong duong Fe khac (vi dy, khang thé c6 Fc IgG1 chudt c6 thé dugc bién ddi
thanh khang thé véi IgG4 nguoi, v.v.), nhung trong trudng hop bét ky, ving bién ddi

(bao gdbm céc CDR) - ma dugc thé hién bang sb nhan dang trong cac Bang 1 hodc 2 —
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s& gilt nguyén khong dbi, va dic tinh lién két v6i khang nguyén duge ky vong 1a giéng

nhau hodc gin nhu twong tu bit k& ban chét ciia mién Fec.

Vi du 3: Khéang thé lién két véi GP virut Ebola nhu duge xac dinh bing cong hudng

plasmon bé mat.

A. hiing sb tbc do phan ly phy thudc pH tai nhigt d6 37°C

Hing sb tdc do phan ly lién két (ka) va chu ky bin ré (t;) cia GP virut Ebola lién
két v6i khang thé don dong khang GP virut Ebola tinh sach tai nhiét 4o 37°C dugc xac
dinh st dung thir nghiém cam bién sinh hoc cong hudng plasmon bé mit, thoi gian thuc
trén thiét bi Biacore T200. Bé& mit cam bién sinh hoc CM4 Biacore dugc tao dan xuét
bang cach bét cap amin vdi khang thé don dong chudt khang Fc nguoi (GE, # BR-1008-
39) hodc khéang thé don dong dé khang Fc chudt (GE, # BR-1008-38) dé bét git cac
mAb khang virut Ebola da tinh sach. T4t ca cac thir nghiém lién két Biacore trong vi du
3A duogc tién hanh trong dung dich dém c6 chira Na;HPO4/NaH2PO4 0,01M, NaCl
0,15M, chét hoat dong bé mit P20 0,05% thé tich/thé tich (dém chay PBS-P) tai cac pH
7.4, 6,0 va 5,0. Tién hanh tai gia tri pH thip dé danh gia viéc cac khang thé duy tri lién
két tai pH thap. pH nay tuong tu cac diéu kién ma virut s& gap phai trong sudt qua trinh
dung hop mang, sau khi axit hoa thé ndi bao. Céac ndng o khac ctia GP virut Ebola ¢
ngudi c6 dudi polyhistidin & diu C (GP Ebola.his; Sino Biologicals, Catalog # 40442-
V08B1) duoc tao ra trong dung dich dém chay PBS-P (nim trong khoang tir 90 nM dén
11,1 nM, pha lodng ba 14n) duogc phun 1én bé mat bt gitt khang thé don dong khang
virut Ebola véi tdc do dong chay 1 25uL/phit. S lién két ctia GP virut Ebola v6i khang
thé don dong bi bt gilt dwgc quan sat trong 5 phit va sy phan ly cia GP virut Ebola
trong dung dich dém chay PBS-P duoc quan sat trong 6 phut. Tét ca cac tht nghiém
hing sb téc do phan ly duge thuc hién tai 37°C. Hing sb tbc do phan ly dong hoc (ka)
dugc xac dinh bang cach didu chinh cac sensorgram thoi gian thuc thanh kiéu lién két
1:1 st dung phan mém didu chinh dudng cong Scrubber 2.0c. Chu ky ban rd (t'2) duoc
tinh tir hing s6 tbc do dong hoc theo phuong trinh sau:

In(2)
60xkd

V5 (phit) =

Thong sb tbc do phan ly ciia GP virut Ebola lién két v6i khang thé don dong khang
GP virut Ebola di tinh sach tai nhiét do 37°C dugc trinh bay trong bang 3.
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Bang 3: Sy phu thudc cia chu ky ban 18 vao pH tai 37°C

Ty 16 t%%
mAb bi bét gitt | pH7,4/pH6,0 | pH7,4/pH5,0
wionme | B
H1H17162P 0,3 0,3
H1H17177P 0,2 0,2
HIH17193P 1,1 0,8
H1H17196P 1,0 1,0
H1H17150P 0,2 0,2
H1H17151P 0,03 0,01
H1H17160P 0,2 0,4
H1H17161P 0,2 0,2
H1H17214P 1,0 1,0
H1H17219P 1,0 1,0
H1H17223P 0,4 0,4
H1H17228P 0,6 0,5
HI1H17142P 0,5 0,5
H1H17141P 0,3 0,3
H1H17139P 0,2 0,2
H1H17134P 0,6 0,6
H1H17211P 6,7 3,0
HI1H17210P 0,2 0,2
H1H17203P 0,2 0,1
H1H17199P 0,4 0,1
HIM17348N 0,3 0,4
HIM17349N 2,7 6,9
HIM17350N 0,1 1,1
HIM17351N NB NB
HIM17352N 1,1 1,1
HIM17353N 1,6 0,3
HIM17354N 1,3 1,3
HIM17357N 0,8 0,5
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Ty 16 t%
mAb bi bt gitt | pH7,4/pH6,0 | pH7,4/pH5,0
H2aM17355N 0,5 0,6
H2aM17356N 0,9 0,9
H2aM17358N 0,7 0,4
H2aM17359N 0,8 0,7
H2aM17360N 0,2 0,5
H2aM17361N 0,2 0,5

NB: khong phét hién dugc lién két dudi céc didu kién thir nghiém.
B. Pong hoc lién két va 4i lyc lién két tai nhiét d6 25°C va 37°C

Hang s6 phén ly can bang (gia tri Kp) ctia GP virut Ebola lién két v6i mAb khang
GP virut Ebola tinh sach dugc xac dinh bang cach sir dung thir nghiém cam bién sinh
hoc cOng hudng plasmon bé mat, thoi gian thuc trén thiét bi Biacore 4000. Bé mit cam
bién sinh hoc CM4 Biacore dugc tao din xut bang céch bt cip amin v6i khdng thé
don dong chudt khang Fe nguoi (GE, # BR-1008-39) hodc khang thé don dong dé khang
Fo chudt (GE, # BR-1008-38) dé bét giit cc mAb khang virut Ebola da tinh sach. Tt
ca cac thir nghiém lién két Biacore trong vi du 3B dugc tién hanh trong dém c6 chua
0,01M HEPES pH 7,4, NaCl 0,15M, 3mM EDTA, chét hoat dong bé mit P20 0,05%
thé tich/thé tich (dém chay HBS-ET). Céc ndng do khac ctia GP virut Ebola co dudi
polyhistidin & du C (Sino Biologicals, Catalog # 40442-V08B1) dugc chuén bi trong
dung dich dém chay HBS-ET (n3m trong khoang tir 90 nM dén 3,3 nM, pha lodng ba
]4n) dugc phun [én bé mat bét giit khang thé don dong khéang virut Ebola v6i tbc do dong
chay la 30uL/phut. Sy lién két ctia GP virut Ebola véi khéng thé don dong bi bét giit
duoc quan sat trong 5 phut va sy phan ly ciia GP virut Ebola trong dém chay HBS-ET
dugc quan sat trong 10 phut. T4t ca cac tht nghiém ddng hoc lién két déu dugc thuc
hién tai 25°C va 37°C. Hing s6 téc do lién két (k.) va phan ly dong hoc (kq) dong hoc
dugc xac dinh bang cach didu chinh c4c sensorgram thoi gian thuc thanh kiéu lién két
1:1 st dung phan mém didu chinh dudng cong Scrubber 2.0c. Hing sb cin bang phan
ly lién két (Kp) va chu ky ban ra (t/2) dugc tinh tir hing s6 tdc d6 dong hoc theo phuong

trinh sau:

In(2)
60xkd

kd
Kp (M) = Xa’ va t% (phut) =
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Thong sb dong hoc lién két @bi v6i GP virut Ebola lién két voi mAb khang GP
virut Ebola tinh sach & 25°C va 37°C dugc trinh bay trong Bang 4A va 4B.

Bang 4A : Dong hoc lién két tai 25°C

mAb ka(Ms) | kd(l/s) | KD (M) (;L/ét)
H1H17162P 2,18E+04 < 1E-5 4,60E-10 > 1155
H1H17177P 3,18E+03 1,12E-05 3,53E-09 1030,3
H1H17193P 4,58E+03 1,08E-04 2,36E-08 106,6
H1H17196P 2,56E+04 < 1E-5 3,91E-10 > 1155
H1H17150P 2,16E+04 5,42E-05 2,51E-09 213,1
H1H17151P 1,26E+04 9,44E-05 7,49E-09 122,3
H1H17160P 6,85E+04 3,76E-03 5,48E-08 3,1
H1H17161P 5,29E+04 < 1E-5 1,89E-10 > 1155
H1H17214P 3,76E+04 < 1E-5 2,66E-10 > 1155
H1H17219P 3,11E+04 2,90E-05 9,34E-10 398.3
H1H17223P 3,00E+04 6,08E-05 2,03E-09 190,0
H1H17228P 4,49E+04 1,69E-03 3,76E-08 6,9
HI1H17142P 2,00E+04 2,81E-05 1,41E-09 410,7
H1H17141P 1,98E+04 9,69E-05 4,90E-09 119,2
H1H17139P 2,29E+04 1,63E-04 7,13E-09 70,8
H1H17134P 7,65E+04 9,41E-04 1,23E-08 12,3
H1H17211P 3,33E+04 2,14E-04 6,43E-09 54,0
H1H17210P 1,09E+02 2,06E-04 1,89E-06 56,0
H1H17203P 2,78E+04 1,68E-04 6,04E-09 68,7
H1H17199P 1,25E+04 2,36E-04 1,89E-08 49,0
HIM17348N IC IC IC IC
HIM17349N 7,03E+04 8,69E-04 1,24E-08 13,3
HIM17350N IC IC IC IC
HIM17351IN NB NB NB NB
HIM17352N IC IC IC IC
HIM17353N IC IC IC IC
HIM17354N 4,94E+04 3,16E-03 6,39E-08 3,7
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mAb ka(UMs) | kd(is) | KDV (;;/ét)
HIM17357N IC IC IC IC
H2aM17355N 1,44E+04 < 1E-5 6,96E-10 > 1155
H2aM17356N 2,18E+04 9,57E-05 4,40E-09 120,7
H2aM17358N 3,22E+02 2,01E-04 6,23E-07 57,5
H2aM17359N 3,82E+03 1,95E-04 5,09E-08 59,4
H2aM17360N 2,30E+04 1,06E-05 4,63E-10 1086,5
H2aM17361N 1,22E+02 1,25E-04 1,02E-06 92,5
NB: khong quan sat dugc lién két dudi cac diéu kién thir nghiém |
IC- khong két luan sensorgram lién két dbi voi viée didu chinh
Bang 4B: Dong hoc lién két tai 37°C
mAb ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) | t1/2 (phat)
H1H17162P 3,47E+04 <1E-5 2,88E-10 > 115‘5
H1H17177P 1,68E+04 | 1,62E-04 | 9,62E-09 71,3
H1H17193P 1,58E+04 | 5,03E-04 | 3,18E-08 22,9
HI1H17196P 3,16E+04 <1E-5 3,17E-10 > 1155
H1H17150P 3,18E+04 | 3,94E-05 | 1,24E-09 292,8
HIH17151P 2,26E+04 | 3,83E-04 | 1,70E-08 30,2
H1H17160P 5,72E+04 | 5,63E-03 | 9,85E-08 2,1
HI1H17161P 4,39E+04 <1E-5 2,28E-10 > 1155
H1H17214P 3,67E+04 | 1,54E-04 | 4,20E-09 74,9
H1H17219P 4,41E+04 <1E-5 2,27E-10 > 1155
H1H17223P 3,51E+04 | 2,42E-04 | 6,89E-09 47,7
H1H17228P 732E+04 | 3,83E-03 | 5,23E-08 3
H1H17142P 2,60E+04 | 1,74E-04 | 6,68E-09 66,6
H1H17141P 2,656+04 | 2,92E-04 | 1,10E-08 39,6
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mAb ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) | t1/2 (phuat)
H1H17139P 2,48B+04 | 5,12E-04 | 2,06E-08 22,5
H1H17134P 6,.99E+04 | 4,69E-04 | 6,70E-09 24,6
H1H17211P 1,90E+04 | 7,31E-04 | 3,84E-08 15,8
H1H17210P 6,19B+02 | 6,12E-04 | 9,89E-07 18,9
H1H17203P 3,.85E+04 | 1,19E-03 | 3,09E-08 9,7
H1H17199P 3,04E+04 | 1,28E-03 | 4,22E-08 9
HI1M17348N IC IC IC IC
HIM17349N 1,77E+04 | 1,93E-03 | 1,09E-07 6
HI1IM17350N 4,84E+02 | 1,00E-03 | 2,07E-06 11,5
ﬁ1M1735 IN NB NB NB NB
HIM17352N 4,09E+04 | 1,55E-03 | 3,80E-08 7,4
HIM17353N 2,33E+02 | 5,38E-04 | 2,31E-06 21,5
HIM17354N 5,086+04 | 5,73E-03 | 1,13E-07 2
HIM17357N 2,35E+04 | 1,84E-03 | 7,81E-08 6,3
H2aM17355N | 1,99E+04 | 2,06E-04 | 1,03E-08 56,2
H2aM17356N | 7,26E+03 | 2,50E-04 | 3,44E-08 46,2
H2aM17358N | 1,07E+04 | 5,67E-04 | 5,28E-08 20,4V
H2aM17359N | 1,54E+04 | 3,52E-04 | 2,29E-08 32,8
H2aM17360N | 2,43E+04 | 3,37E-04 | 1,39E-08 34,3
H2aM17361N | 1,83E+04 | 4,15E-04 | 2,27E-08 27,8

NB: khong phat hién dugce lién két dudi cac diéu kién thir nghiém,

IC- khong két luan sensorgram lién két doi véi viée diéu chinh

Két qua

Nhu duoc trinh bay trong céc bang 4A va 4B bén trén, cac khang thé lién két véi
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GP virut Ebola c6 gia tri Kp nim trong khoang tir 934pM dén 1890nM tai 25°C va tu
227pM dén 2310nM tai 37°C. Tai pH 7,4, cac khang thé c6 chu ky ban ri (t2) nam trong
khoang tir 3 phut dén hon 1155 phut tai 25°C va ndm trong khoang tir 2 phut dén hon
1155 phut tai 37°C. Khong quan sat thiy mét di lién két nao tai pH thap. Mot vai khang
thé c6 gia tri chu ky ban rd (t2) tang 1én tai pH thip so voi pH 7,4. Céc khang thé co gia
trj chu ky ban ra (t%) ting 1én ba 1an hoic 16n hon tai pH 5 va/hodc 6 bao gdm
H1H17162P, H1H17177P, HI1H17150P, H1H17151P, HIH17160P, H1H17161P,
HI1H17141P, H1H17139P, H1H17210P, H1H17203P, H1H17199P, HIM17348N,

H1M17350N, H2aM17360N va H2aM17361N.
Vi du 4: Tao ra hat tuong tu virut Ebola va thir nghiém trung hoa

Céc hat gia virut Ebola (con dugc goi la céc hat tuong tu virut hodc VLP) dugc tao
ra bang tach bién nap ddng thoi cac té bao 293T v6i hdn hop céc cAu tric plasmit biéu
hién GP virut Ebola, HIV gag-pol va vecto tién virut HIV ma héa cho luciferaza phat
sang trong t& bao. Dich nbi c6 chira c4c hat gia virut Ebola dugc thu lai tai 48 gio sau
bién nap, lam sach béng ly tAm, phén doan va lam dong tai -80°C, hat gia virut ddi ching
duge tao ra bang céach thay thé plasmit biéu hién GP virut Ebola bang plasmit ma hoa
cho glycoprotein virut Vesicular Stomatitis (VSVg),

Tht nghiém trung hoa trén hat gia virut Ebola

Céc hat gia dugc tao ra nhu dd mo ta ¢ trén duoc kiém tra biang tht nghiém trung
hoa. Cu thé 13, dich pha lodng cla cac khang thé dugc U véi hat gia virut Ebola trong 1
gi® tai nhiét do trong phong. Céc té bao Huh7 duoc tach ra st dung EDTA 0,02M, duoc
rira va U v6i hon hop khang thé/hat gia trong 72 gio. Hiéu qua lay nhiém dugc dinh
lugng bang cach phét hién luciferaza v6i thie nghiém BrightGlo® luciferaza (Promega,
San Luis Obispo, CA, USA) va doc trén dau doc dia Victor® X3(Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA) dbi véi san phim nhe.

Bang 5: Trung hoa VLP Zaire 2014

Ki hiéu }{héng Ki hiéu khang thé | Chét trung hoa clia 1C50 (M)
thé lai tuong Uing Zaire 2014 VLP
H1H17134P - -
HIH17139P - -
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H1H17142P - 1,59E-09
HI1H17151P + 1,51E-09
HIH17161P + 2,55E-10
H1H17162P + 2,86E-10
H1H17193P - -
HIH17196P + 1,68E-09
H1H17199P - -
H1H17203P + 8,68E-10
H1H17214P + 8,99E-10
H1H17219P + 6,95E-10
H1H17223P + 1,58E-09
H1H17228P + 3,26E-09
HIMI17354N | HIMI17354N - -
H2aM17356N | H2aM17356N + 4,77E-09
HIM17357N | HIMI17357N - -
H2aM17358N |  H2aM17358N + 4,68E-09
H2aM17359N | H2aM17359N - 3,36E-09
H2aM17360N | H2aM17360N - 3,75E-09

Céc dit liéu trinh bay trong bang 5 cho thdy ring c6 14 trén 20 khang thé khang
virut Ebola theo sing ché, sir dung thiét ké thir nghiém d3 mo ta trong ban mo ta, trung

hoa hiéu qua lay nhidm véi gid tri ICso ndm trong khoang tlr 10! M dén khoang 10 M.

Vi du 5: Gay dc trung gian té bao phu thudc khing thé (ADCC) bang khéng thé khang

virut Ebola

Gay doc trung gian té bao phu thudc khang thé (ADCC) dugc thir nghiém bing
kha ndng cia khang thé v&i tin hiéu thong qua hé théng bdo céo dua trén CD16 (Promega
ADCC reporter bioassay core kit, San Luis Obispo, CA, USA). Céc té bao 293 biéu hién
GP virut Ebola dugc nhan lén. Mt ngay sau, cac khang thé pha lodng duoc tao ra trong
cac dong té bao fuc (Xem Patent My s6, 8409838) va cac té bao kich thich lai phan Gng
(ti 1€ té bao kich thich lai phan Gng trén té bao dich 1a 1,5:1) duogc thém vao va u qua
dém. Hoat dong ctia phén tr bdo céo dugc do biang thir nghiém BioGlo® luciferaza
(Promega, San Luis Obispo, CA, USA) va doc trén dau doc dia Victor® X3(Perkin
Elmer, Waltham, MA, USA) dbi véi san phém nhe.
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Céc két qua ADCC

Sinh thtr nghiém chét béo cio ADCC

Ky hiéu khang
the

Ky hi¢u dong

Hoat
ADCC

dong

H1H17134P

H1H17139P

H1H17142P

HI1H17151P

4+ +

H1H17161P

H1H17162P

H1H17193P

H1H17196P

H1H17199P

H1H17203P

H1H17214P

|+ |+ ]+

H1H17219P

H1H17223P

H1H17228P

HIM17354N

HCAF05C08-22

H2aM17356N

HCAF08C07-09

HIM17357N

HCAF09D11-13

H2aM17358N

HCAF12C05-14

H2aM17359N

HCAF12C06-26

H2aM17360N

HCAF12G09-07

R N N

Kha ning cua khang thé trong viéc trung hoa ADCC duogc tinh toan trén co sG

Su canh tranh lién két giita cac khang thé don dong khang GP virut Ebola ma

Vi du 6: Canh tranh chéo Octet
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dung thir nghiém giao thoa 16p sinh hoc khong nhan, thoi gian thyuc trén by cam bién
sinh hoc Octet HTX (ForteBio Corp., A Division of Pall Life Sciences). Su lién két cua
cac dbi chimg thich hop v6i GP hoa tan (sGP), GP1, hodc GP2, dugc do bing thir nghiém
twong tw va dép Gng ciia n6 duogc trir di cht phan ing GP virut Ebola quan tAm v6i mdi
mAb duge thtr nghiém. Toan bo thtr nghiém dugc tién hanh & 25°C trong dung dich dém
c6 chira 0,01M HEPES pH7.4, 0,15M NaCl, 3mM EDTA, chét hoat dong bé mit P20
0,05% thé tich/thé tich, 1,0mg/mL BSA (dung dich dém Octet HBS-ET) cing véi viée
lic dia & van tc 1000 vong/phut. Dé danh gia viéc hai khang thé c6 kha ning canh tranh
v&i nhau dé lién két véi cac quyét dinh khang nguyén tuong ung cua ching trén GP
virut Ebola dwoc bidu hién v6i dudi polyhistidin & diu C (Ebola virus GP.h, Sino
Biologicals Inc., cling xem trong Ngan hang gen AHX24649.1 va SEQ ID NO: 314),
xép xi ~1,0 nm GP virut Ebola dugc bét giit 1in ther nhét trén cam bién sinh hoc Octet
dugc phu khang thé khang penta-His (Fortebio Inc, # 18-5079) bang cach ngam cam
bién sinh hoc trong cac giéng c¢6 chtra 20pg/mL dung dich GP virut Ebola trong 3 pht.
Céc cam bién sinh hoc bét gitt khang nguyén sau d6 dugc bio hoa véi khang thé don
dong khang GP virut Ebola thir nhét (sau day con dugc goi 1a mAb-1) bang cach nhung
vao trong cac giéng c6 chira 50pug/mL dung dich mADb-1 trong 5 phit. Sau d6 ngdm cac
cam bién sinh hoc vao trong céac giéng c6 chira 50pg/mL dung dich khang thé don dong
khang GP virut Ebola thit hai (sau ddy con duge goi 1a mADb-2) trong 3 phut. Ria tat ca
cic cam bién sinh hoc bang dung dich dém Octet HBS-ET gitta mdi bugc trong thir
nghiém. D4p tng thir nghiém thoi gian thuc dugc theo ddi trong subt thoi gian tién hanh
thir nghiém va dap ung lién két tai cubi mdi budce déu duoc ghi lai. Pap ung clia mAb2
lién két v6i GP virut Ebola trudce khi tao phirc véi mAb-1 dugc so sanh va hanh vi canh
tranh/khong canh tranh ctia cac khang thé khang GP virut Ebola khéac dugc xac dinh su
dung ngudng uc ché 50%. Bang 7 chi ra mot cach rd rang mbi quan hé cua cac khdng
thé canh tranh theo ca hai huéng, khong phu thudc vao thi tu lién Kkét.

Nhu duogc trinh bay trong bang 7, cot bén tréi la cac khang thd mADb-1 bi bat gitt
sir dung cam bién sinh hoc AHC octet va cot bén phai cho thdy cac khang thé (mAb2)
canh tranh chéo v6i khang thé mAbl.

Bang 7: Su canh tranh chéo clia khéang thé khang GP virut Ebola 8 lien két voi

GP virut Ebola
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Khéng thé
mADb-1 bi bat
gitt sir dung
cam bién sinh
hoc Octet

Khang thé mAb-2 canh tranh vGi mAb-1

H1H17160P

H1H17160P, HIM17354N, HIM17357N, H1H17228P, HIH17203P

HIM17354N

H1H17160P, HIM17354N, HIM17357N, H1H17228P, HIH17203P

HIM17357N

H1H17160P, HIM17354N, HIM17357N, H1H17228P, HIH17203P

H1H17228P

H1H17160P, HIM17354N, HIM17357N, H1H17228P, HIH17203P,
H1H17151P, HIH17142P, HIH17177P, H2aM17359N

H1H17203P

H1H17160P, HIM17354N, HIM17357N, H1H17228P, HIH17203P,
H1H17151P, HIH17142P, HIH17177P, H2aM17359N,
H1H17214P, HIH17199P, H2aM17358N, H2aM17360N,

HIM17352N

H1H17151P

H1H17228P, H1H17203P, HIH17151P, HIH17142P, HI1H17177P,
H2aM17359N, H1H17214P, HIH17199P, H2aM17358N,
H2aM17360N, HIM17352N, H2aM17356N, H2aM17361N,
H2aM17355N, H1H17211P, HIM17353N, H1H17223P,
H1H17196P, HIH17193P

H1H17142P

H1H17228P, HIH17203P, HIH17151P, HIH17142P, HIH17177P,
H2aM17359N, H1H17214P, HIH17199P, H2aM17358N,
H2aM17360N, HIM17352N, H2aM17356N, H2aM17361N,
H2aM17355N, HIM17353N, H1H17223P, HIH17196P,
H1H17193P

H1H17177P

H1H17228P, H1H17203P, HIH17151P, HIH17142P, HI1H17177P,
H2aM17359N, H1H17214P, HIH17199P, H2aM17358N,
H2aM17360N, H1IM17352N, H2aM17356N, H2aM17361N,
H2aM17355N, H1H17211P, HIM17348N, HIM17353N,
H1H17141P, H1H17223P, HIH17196P, HIH17139P, HIH17193P,

H1M17350N

H2aM17359N

H1H17228P, H1H17203P, HIH17151P, HIH17142P, HI1H17177P,
H2aM17359N,

H1H17214P, H1H17199P, H2aM17358N, H2aM17360N,
HIM17352N

H2aM17356N, H2aM17361N, H2aM17355N, 1H17211P,
H1M17348N, HIM17353N, HIH17141P, HIH17223P

H1H17139P, HIH17193P, HIM17350N

H1H17214P

H1H17203P, H1H17151P, HIH17142P, HIH17177P,
H2aM17359N, H1H17214P

H1H17199P, H2aM17358N, H2aM17360N, HIM17352N,
H2aM17356N

H2aM17361N, H2aM17355N, H1H17211P, HIM17348N,
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Khéng thé
mAb-1 bi bét
gift sir dung
cam bién sinh
hoc Octet

Khang thé mAb-2 canh tranh v4i mAb-1

HIM17353N
H1H17141P, HIH17223P, HIH17139P

H1H17193P, HIM17350N

H1H17199P

H1H17203P, HIH17151P, HIH17142P, HI1H17177P,
H2aM17359N, H1H17214P

H1H17199P, H2aM17358N, H2aM17360N, HI1M17352N,
H2aM17356N, H2aM17361N, H2aM17355N, HIH17211P,
H1M17348N, HIM17353N, HIH17141P, H1H17139P, HIH17193P,
HIM17350N

H2aM17358N

H1H17203P, HIH17151P, H1H17142P, HIH17177P,
H2aM17359N, H1H17214P, HIH17199P, H2aM17358N,
H2aM17360N, HIM17352N, H2aM17356N
H2aM17361N, H2aM17355N, H1H17211P, HIM17348N,
HIM17353N

H1H17139P, HIH17193P, HIM17350N

H2aM17360N

H1H17203P, HIH17151P, HIH17142P, HIH17177P, H2aM17359N
H1H17214P, HIH17199P, H2aM17358N, H2aM17360N,
HIM17352N

H2aM17356N, H2aM17361N, H2aM17355N, H1H17211P,
HIM17348N

H1M17353N, HIH17139P, HIH17193P, HIM17350N

HIM17352N

H1H17203P, HIH17151P, HIH17142P, HIH17177P,
H2aM17359N, H1H17214P, HIH17199P, H2aM17358N,
H2aM17360N, HIM17352N, H2aM17356N, H2aM17361N,
H2aM17355N, H1H17211P, HIM17348N, HIM17353N,
H1H17139P, H1H17193P, HIM17350N

H2aM17356N

H1H17151P, H1IH17142P, HIH17177P, H2aM17359N, H1H17214P

H1H17199P, H2aM17358N, H2aM17360N, HIM17352N,
H2aM17356N
H2aM17361N, H2aM17355N, H1H17211P, HIM17348N

H1M17353N, H1H17139P, H1IH17193P, HIM17350N

H2aM17361N

H1H17151P, H1H17142P, HIH17177P, H2aM17359N,
H1H17214P, H1H17199P, H2aM17358N, H2aM17360N,
HI1M17352N, H2aM17356N, H2aM17361N, H2aM17355N,
H1H17211P, HIM17348N, HIM17353N, HIH17139P, H1H17193P,

HIM17350N

H2aM17355N

H1H17203P, H1H17151P, HIH17142P, HIH17177P, H2aM17359N
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Khéng thé
mAb-1 bi bt
gift sir dung
cam bién sinh
hoc Octet

Khang thé mAb-2 canh tranh v6i mAb-1

H1H17214P, HIH17199P, H2aM17358N, H2aM17360N,
HIM17352N

H2aM17356N, H2aM17361N, H2aM17355N, HI1H17211P,
HIM17348N

H1M17353N, HIH17193P, HIM17350N

H1H17211P

H1H17151P, HIH17177P, H2aM17359N, H1H17214P, HIH17199P
H2aM17358N, H2aM17360N, HIM17352N, H2aM17356N,
H2aM17361N, H2aM17355N, HIH17211P, H1M17348N,
HIM17353N

H1H17193P, HIM17350N

H1M17348N

H1H17177P, H2aM17359N, HIH17214P, HI1H17199P,
H2aM17358N

H2aM17360N, HIM17352N, H2aM17356N, H2aM17361N
H2aM17355N, H1H17211P, HIM17348N, HIM17353N,
H1H17193P

HIM17350N

H1M17353N

H1H17151P, HIH17142P, HIH17177P, H2aM17359N, HIH17214P
H1H17199P, H2aM17358N, H2aM17360N, HIM17352N

H2aM17356N, H2aM17361N, H2aM17355N, HIH17211P,
H1M17348N, HIM17353N, HIH17141P, HIH17223P, HI1H17196P,

H1H17139P, HIH17193P

H1H17141P

H1H17177P, H2aM17359N, H1H17214P, HIH17199P,
HIM17353N
H1H17141P, H1H17223P, HIH17196P, HIH17139P

H1H17223P

H1H17151P, H1H17142P, HIH17177P, H2aM17359N,
H1H17214P, HIM17353N
H1H17141P, H1H17223P, H1H17196P, HIH17139P

H1H17196P

H1H17151P, H1H17142P, HIH17177P, HIM17353N, HIH17141P,
H1H17223P, HIH17196P, HIH17139P

H1H17139P

H1H17177P, H2aM17359N, H1H17214P, H1H17199P,
H2aM17358N

H2aM17360N, HIM17352N, H2aM17356N, H2aM17361N,
HI1M17353N

H1H17141P, H1H17223P, HIH17196P, H1H17139P

H1H17193P

H1H17151P, HIH17142P, HIH17177P, H2aM17359N,
H1H17214P, HIH17199P
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Khang thé
mAb-1 bi bat 7
gilt st dung Khéng thé mAb-2 canh tranh véi mAb-1
cam bién sinh
hoc Octet
H2aM17358N, H2aM17360N, HIM17352N, H2aM17356N,
H2aM17361N
H2aM17355N, H1H17211P, HIM17348N, H1M17353N,
H1H17193P, HIM17350N
H1H17177P, H2aM17359N, H1H17214P, H1H17199P,
H2aM17358N, H2aM17360N, HIM17352N, H2aM17356N,
HIMI7350N | 12aM17361N, H2aM17355N
H1H17211P, HIM17348N, HIH17193P, HIM17350N
HIH17219P H1H17219P, HIH17150P, HIH17161P
H1H17150P H1H17219P, HIH17150P, HIH17161P
HIH17161P H1H17219P, HIH17150P, HIH17161P
HIMI17349N | HIM17349N
HI1H17134P H1H17134P
H1H17162P H1H17162P
H1H17210P H1H17210P

Vi dy 7: Sy lién két tudn tu cua H1H17203P, HIH17139P va HI1H17161P véi

glycoprotein virut Ebola

Lay két qua thu dugc tir cac thir nghiém canh tranh chéo, thu nghiém lién két tudn
tu dugce tién hanh dé xdc dinh viéc ba ung ctr vién khang thé riéng ré c6 kha nang lién
két cing mot lic vdi glycoprotein (GP) virut Ebola hoa tan, tir 6, xac nhan rang cic vi
tr{ lién két trén GP virut Ebola 1a ddc lap voi mbi khang thé don dong. Néu thé, két qua
nay co thé ung ho cho viéc s dung céc khang thé nay trong dung dich hdn hop khang
thé.

Theo dé, thir nghiém lién két tudn tu, ddi voi ba khang thé don dong khang GP
virut Ebola lién két v6i GP virut Ebola, H1H17203P, H1H17139P va HIH17161P duoc
thir nghiém vé viéc lién két mot cach doc 1ap va khong canh tranh chéo dé lién két véi
GP virut Ebola. Tién hanh thir nghém st dung thir nghiém giao thoa 16p sinh hoc khong
nhin, thoi gian thyc (BLI) trén cac cam bién sinh hoc Octet RED (ForteBio Corp, A
Division of Pall Life Sciences). Toan bd thir nghiém duoc tién hanh tai nhiét do 25°C
trong dém c6 chira 0,01M HEPES pH7,4,0,15M NaCl, 3mM EDTA, 0,05% thé tich/thé
tich chit hoat dong bé mat P20, 1,0mg/mL BSA (dém Octet HBS-ET) cung v6i viée lac
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cac dia v6i van toc 1000 vong/phut. Pé danh gia viéc ba khang thé c6 kha nang lién két
cing mot lac véi GP virut Ebola khang nguyén bat gilt duoc biéu hién v&i dudi
polyhistidin & déu C (Ebola virus GP.h, Sino Biologicals Inc., cling xem Ngén hang gen
AHX24649.1 va SEQ ID NO: 314), x4p xi ~ 0,6nm GP virut Ebola dugc bit gift 14n thir
nhét trén cam bién sinh hoc Octet dugc pht khang thé khang penta-His (Fortebio Inc, i
18-5079) biang cach ngédm cam bién sinh hoc trong céc giéng c6 chura 20pg/mL dung
dich GP virut Ebola.h trong 3 phut. Céc cam bién sinh hoc bit gitt khang nguyén sau do
duogc bdo hoa véi khang thé don dong khang GP virut Ebola thir nhét (sau day con dugc
goi 1a HIH17161P) bang cich nhing vao trong cac gleng ¢6 chira 50pg/mL dung dich
REGN H1H17161P trong 5 phut, Sau d6 ngém cac cam bién sinh hoc vao trong cac
giéng c6 chira 50pug/mL dung dich khéng thé don dong khiang GP virut Ebola thir hai
(sau day con duoc goi la H1H17139P) trong 5 phut. Cudi cung, 50ug/mL khéng thé thir
ba (sau day con dugc goi 1a H1H17161P) dwgc phun vao trong 5 phut dé dat duoc trang
thai bdo hoa. Pap tmg thir nghiém thoi gian thuc dugc quan sat trong subt thoi gian dién

ra thir nghiém va dap ung lién két sau mdi buge déu duge ghi lai.
Két qua

Ba g ctr vién khang thé don dong thir nghiém c6 kha nang lién két cing mot lic
véi GP virut Ebola, chi ra ring mdi khang thé khong can tré khang thé tht nghiém con
lai lién két v6i GP virut Ebola tai vi tri lién két, dua ra gia thuyét rang mdi khang thé
lién két hodc twong tac véi cac quyet dinh khang nguyén khic nhau. Piéu nay cung ch

cho vai trd cta viéc st dung ca ba khang thé nay trong dung dich hdn hop khang thé tri

liu.
Vi du 8: Su lién két ciia khang thé khang Ebola véi céc ching hat tuong tu virut (VLP)
Ebola khac nhau

Mot nghién ctru dugc tién hanh dé xac dinh viéc khéng thé khang GP virut Ebola
c6 phan mg voi cac hat tuong tu virut (VLP) c6 chaa cac GP 14y tir cac chung virut
Ebola khéac. Nghién ctru nay bao gdm cac VLP c6 chira cac GP 1Ay tir Bundibugyo
NC 014373, Cote d'Ivoire FJ217162, Sudan NC 006432, Zaire. 1995, Zaire.2014
AY354458, va dbi chiing Am, glycoprotein VSV (VSVg). Tién hanh nghién ctru str dung
"MesoScale Discovery" (MSD), mot k§ thudt cho phép lién két/cd dinh cac VLP ching
Ebola (biéu hién glycoprotein Ebola/cac protein bé mit virut) voi bé mit cacbon sau do

tién hanh thir nghiém lién két kiéu ELISA. Muyc dich la d& nhan biét cac di liéu lién két

ctia mAb véi cac ching Ebola khac nhau.
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Thtr nghiém dugc tién hanh trong cic dia polypropylen 96 giéng bang cach dau
tién chuén bi dung dich pha loang 1:10 cua dich ndi thu dugc tlr cac VLP/giéng khéac
nhau (nhu dugc ghi chi trong bang du6i day) va cho dung dich pha lodng vao PBS (50
ul/giéng) va u tai nhiét dd 4°C qua dém.

Loai bo chit 1éng trong céc giéng sau khi phong bé voi 150 pl/ giéng trong PBS +
2% BSA va U trong mdt gid tai nhiét do phong. Sau d6 loai bé ham lugng trong mdi
giéng va rira cic giéng bing PBS st dung mdy rira dia AquaMax2000 duoc thiét ké cho
thir nghiém MSD. 50ul khang thé so cip dugc pha loang trong PBS +1% BSA va 1 tai
nhiét do phong cung véi viée Jic tai tdc do trung binh (5). Loai bo ham lugng trong cac
giéng va rira dia bing PBS. Bé sung 50ul chét phat hién sulfo-TAG (Fc nguoi hoac
chuot) tai ndng do 1 pg/ml trong PBS + 0,5% BSA vao mdi giéng va 0 tai nhiét do phong
trong 1 gi® cung voi viée lic tai tbc do trung binh (5). Sau do loai bd ham lugng trong
mdi giéng va rira dia bangPBS + 0,5% BSA. B4 sung vao mdi giéng 150 pl dém doc 1X
khong chira chit hoat dong bé mit va doc cac giéng trén SECTORImager6000 tir ma
vach.

Céc két qua thu dugc duogc trinh bay trong bang 8 bén dudi, chira rdng tit ca cic
khang thé khang GP virut Ebola thir nghiém lién két v6i cac VLP c6 chua cac GP cua
Zaire 2014 va Zaire 1995. Mot vai khang thé trong s6 cac khéng thé thir nghiém lién két
v&i VLP ¢6 chtra cac GP tir cac ching virut Ebola khac, bén canh viéc lién két v6i hai
chung Zaire ghi trong bang 8. Cu thé 13, bén canh viéc lién két véi cac VLP c6 chira cac
GP tir c4c chung Zaire 2014 va Zaire 1995, cac khang thé khang virut Ebola dugc ki
hidu 1a HIH17161P va HIH17162P lién két v6i cac VLP c6 chtra cac GP tir cac ching
Sudan va Bundibugyo, trong khi céc khang thé khang virut Ebola ki hiéu la
H2aM17356N va HIH17142P lién két véi cac chung Bundibugyo va Cote d'Ivoire.

Bang 8: Kha nang phan tng chéo cua céc khang thé khang virut Ebola voi cac

GP 14y tir cac chung virut Ebola khac nhau

Khang thé khang virut Ebola lién két v6i cac VLP chira cdc
GP tir cac chung virut Ebola khac nhau

AbPID Sudan | Bundibugyo d'?\?cfiefe Zaire 2014 | Zaire 1995
H1H17161P + + - + +
H1H17139P - - -

H1H17203P - - -
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Khang thé khang virut Ebola lién két véi cac VLP chira cac
GP tir cac ching virut Ebola khéc nhau
ABPID | Sudan | Bundibugyo d,f"t.e Zaire 2014 | Zaire 1995
voire
HI1H17219P - - - + +
H1H17162P + + - + +
H1H17199P - - — + +
H1H17193P - - — + +
H1M17354N - - - + +
HIM17357N - - - + +
H1H17134P - - - + +
H1H17360N - - - + +
HI1H17358N2 - - - + +
H2aM17356N - + + + +
H1H17223P - - - + +
H1H17196P — - - + +
H1H17151P - - — + +
H1H17142P - + + + +
H1H17214P - - - + +
H1H17228P - - - + +
H2aM17359N — - - + -

Vi du 9: Phén tmg trung hoa in vitro cla virut Ebola (EBOV) sdng/1ay nhiém

C4c khang thé ki hi¢u 1a HIH17203P, H1H17139P va H1H17161P dugc phén tich
kha ning trung hoa EBOV lay nhiém trong cc té bao Vero cta chiing. Cic t€ bao Vero
dugc dua 1én cac dia 384 giéng trong DMEM-10% FBS va cho phép sinh trudng dén
xp xi 75% dong té bao tai 37°C. HIH17203P, HIH17139P va H1H17161P dugc pha
lodng theo chi dinh. Céc ching EBOV (Mayinga, Kikwit, Makona, va Mayinga chudt
lang nha-dap (mg) dugc lam tan gia va pha lodng gin dén MOI nim trong khoang 0,01-
0,1. Khang thé khang virut Ebola c6 sin trén thi truong c6 ki hiéu [a KZ52 dugc st dung
Jam ddi ching duong. (Xem Maruyama, T, et al, J Virol 73, 6024-6030 (1999). Cac
khang thé dwoc & véi virut trong 1 gid tai 37°C. Sau do, hdn hop khang thé/virut dugc
dua vio cac té bao trude khi dwa vao dia va cac dia duge u & 37°C trong 24 gio. Sau

khoang thoi gian 0, cac dia duge duara khoi ta Am va bi bAt hoat bang cach ngém trong
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formalin duge dém trung hoa 10%, dét vao trong tai bit kin va bao quan & 4°C qua dém
trong BSL-4. Céc dia dugc rua ba l4n trong 1X-PBS va cac té bao duge thim tai nhiét
do phong (RT) v6i 25pl Triton X-100 0,1% trong 1X-PBS trong 15- 20 phut. Loai bo
Triton-X va phong bé bang BSA 3,5% trong 1X- PBS trong 1 gio tai nhigt do phong.
Céc dia duge xu 1y qua dém tai 4°C véi khang thé so cp khang GP virut Ebola 4F3
(Xem IBT BIOSERVICES dung cho khéng thé don dong 4F3 chudt khang GP virut
Ebola, s6 0201-020) pha lodng theo ty 1& 1:1500 trong 1X-PBS. Cac dia duogc rua trong
1X-PBS trong 10-15 phut va 1dp lai hai 1an. Céc té bao duogc U trong 1 gid voi khang thé
thir cip khang chudt lién hop Alexa-fluor-488. Loai bo khang thé thir cip va cac dia
duge rta trong 1X-PBS trong 10-15 phat va ldp lai hai 1dn. Cac dia dugc U Vv6i
25ul/ giéng Hoechst (1:50,000 trong 1X-PBS) trong 30 phut tai nhiét do phong. Cic dia

dugc chup anh bang kinh hién vi huynh quang st dung cac kénh huynh quang xanh la

va xanh da troi.
Két qua

Cac két qua thu dugce dugc trinh bay trong Fig. 1, cho thdy ring khang thé
HI1H17161P da trung hoa virut sbéng va co nhiéu tiém ning hon véi v6i khang thé dbi
chimg dwong KZ52, tuy nhién cic khang thé dugce ki higu la H1H17203P va
H1H17139P lai khong hoat dong nhu cac chét trung hoa.

Vi du 10: Lién két ciia khang thé khang Ebola v6i Gp hoa tan (sGP)

Gen thir tu trong hé gen EBOV mi héa cho hai protein, glycoprotein bai tiét dime,
khong céu trac, duoc goi 1a sGP va glycoprotein (GP) vo, gin v6i hat virut, trime. Hai
GP nay chiém 295 axit amin thtr nht, tuy nhién c6 céc dAu C duy nhat. Dé x4c dinh
viéc Regeneron dua mAb gan v6i cac GP, protein sGP. mmb tai t6 hop dugc san Xuét
noi bd (SEQ ID NO: 317). Cac cam bién sinh hoc Octet HTX trén co s& giao thoa duoc
st dung dé xac dinh viéc céc khang thé don dong H1H17203P, H1H17139P,
HIH17161P c6 thé lién két vé6i protein sGP.mmh Ebola. Thir nghiém tham gia bat gitt
H1H17203P, HIH17139P, HIH17161P trén cac diu con cam bién khang hFc, sau khi
ngém trong 300 nM dung dich GP Ebola.10xhis (SEQ ID NO: 318), sGP. mmh (SEQ
ID NO: 317), hodc hCNTFR (thu thé nhan t6 t& bao than kinh c6 mao.mmh, 1a protein
dbi ching am). Mdi mAb dugce bét giit tai ndng do nam trong khoang 0,94 — 1,36 nm.

Nhu duge trinh bay trong Fig. 2, tAt ca cac mAb déu cho thiy kha ning lién két
diic hidu v6i GP Ebola. 10xhis va khong lién két véi protein ddi chirg &m; trong khi chi

-82-



35040

6 H1H17139 cho thdy dugc kha ning lién két ddc hidu v6i Ebola sGP.mmb. Phat hién
ndy duara giad thuyét ring quyet dinh khang nguyén lién két cia HIH17139 ¢6 thé duoc
nim & vi tri twong ty trong vung ¢ chita 295 axit amin d4u tién cua ca hai sGP va GP;

trong d6 cac mAb con lai chi ¢6 kha néng nhan biét dau C cia GP Ebola.

Vi du 11: Lién két cua khang thé khing GP EBOV bb sung v6i GP Ebola.h, GP hoa tan
ctia Ebola.mmh vd hCNTFR.mmh

Mot nghién clru tiép theo dugc tién hanh dé xac dinh dic trung lién két ctia khang
thé khang GP virut Ebola bd sung theo sang ché; cu thé 13, nghién ctru dugce tién hanh
dé xac dinh kha ning cta cic khang thé bd sung nay trong viéc lién két véi GP hoa tan
va GP. Nghién ctru nay dugc tién hanh st dung thtt nghiém giao thoa 16p sinh hoc khong
¢6 nhan, thoi gian thyc (BLI) trén cam bién sinh hoc Octet HTX (ForteBio Corp., A
Division of Pall Life Sciences). Toan b thtr nghiém duoc tién hanh ¢ 25°C trong dung
dich dém c6 chtra 0,01M HEPES pH7.4, NaCl 0,15M, 3mM EDTA, chét hoat dong bé
mit P20 0,05% thé tich/thé tich, 1,0mg/mL BSA (dém Octet HBS- ET) cung vé6i viée lic
dia & van toc 1000rpm. P& khing dinh viéc hai khang thé c6 kha ning lién két voi GP
hoa tan ctia Ebola hodc chit phan tmg GP Ebola khac, gin 1,0nm mADb khéng GP virut
Ebola dugc bét giit trén khang thé khang Fc ngudi (Fortebio Inc, # 18-5064) phu cac
cam bién sinh hoc Octet bang cach ngam cam bién sinh hoc trong céc giéng c6 chira
20pg/mL dung dich mAb trong 3 phut. Céc cam bién sinh hoc bét gitt mAb dugc kiém
tra kha nang lién két véi cac chit phan ing protein chon loc bang cach ngdm trong cac
giéng c¢6 chira 300nM dung dich protein GP Ebola hodc cac dbi chimg khong lién quan
trong 5 phut. T4t ¢4 cAc cam bién sinh hoc dugc rira bang dung dich dém Octet HBS-
ET giita mdi budc trong thir nghiém. bép tng lién két thoi gian thyc dugc quan sat trong

sudt thoi gian tién hanh thtr nghiém va dap ting lién két tai cubi mdi bude duge ghi lai.
Két qua:

Nhu duoc trinh bay trong bang 9, bAt ky gia tri nao dudi 0,10 nm dugc xac dinh la
khéang thé khong lién két, dua trén céac két qua dén nay, tit ca cac khang thé ngoai trir
mot khang thé (H1H17360N) dugc thi nghiém cho thiy kha nang lién két voi GP EBOV
da chiéu dai, va muoi ba trong sb 20 khang thé thir nghiém cho thiy kha nang lien két

v6i GP hoa tan (sGP).
Bang 9: Su lién két cac khang thé khang GP Ebola v6i GP Ebola.h, GP Ebola
hoa tan.mmh va hCNTFR.mmh
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Ki hiéu khang Kha néng 300 nM sGP | 300 nM GP,h 300 nM
thé lién ket voi (F2) Ebola Ebola hCNTFR.mmh
GPhoatan | liénkét (nm) | lién két (nm) (d6i ching 4m)
lién két (nm)
HIH17161P Khong 0,00 0,55 -0,01
H1H17139P Co 0,19 0,55 0,01
H1H17203P Khong 0,02 0,61 0,01
H1H17219P Khong 0,01 0,68 0,01
H1H17162P Khong 0,03 0,49 0,02
HI1H17199P Co 0,33 0,38 0,00
H1H17193P Co 0,26 0,33 0,02
HIM17354N Co 0,18 0,71 0,02
HIM17357N Khong 0,10 0,56 0,01
H1H17134P Khong 0,01 0,70 -0,01
H1H17360N Khong 0,09 0,09 0,03
H1H17358N2 Co 0,30 0,35 0,01
H1H17356N Co 0,22 0,23 0,02
H1H17223P Co 0,31 0,61 0,02
HIH17196P Co 0,25 0,62 0,01
HIH17151P Co 0,33 0,43 -0,02
H1H17142P Co 0,28 0,34 0,01
H1H17214P Co 0,38 0,52 0,01
H1H17228P Co 0,35 0,58 0,00
H1H17359N Co 0,39 0,51 0,00
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YEU CAU BAO HQ

1. Khéngthé t4i tb hop dugc phan 13p hodc manh lién két khéng nguyén cta no lién két
dic hiéu véi virut Ebola (EBOV) va/hodc glycoprotein virut Ebola (EBOV-GP), trong
d6 khang thé nay: |
chira ba ving xac dinh bd trg (CDR) chudi nang (HCDR1, HCDR2 va HCDR3) va ba
CDR chudi nhe (LCDR1, LCDR2 va LCDR3) nim trong cp bét ky trong sb céc cip
trinh ty axit amin vung bién d@bi chudining (HCVR) va vung bién ddi chudi nhe (LCVR)
duoc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 18/26, 66/74, va 146/154.
2. Khang thé dugc phén 1ap hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 1, trong
d6 khang thé nay con c6 mot hodc nhiéu dic tinh sau day:
(a) 1a khang thé don dong ngudi hoan chinh;
(b) lién két v6i EBOV, hodic céc hat twong tur virut (VLP) biéu hién EBOV-GP ¢6
hing s6 phan ly (Kp) nhé hon 10""M, nhu dugc xac dinh bang thir nghiém cong hudng
plasmon bé mit; va
(c) cho thiy ting it nhét ba 13n trong chu ky ban ra (t/2) tai pH 5 hodc pH 6 so véi pH
7,4.
3. Khéng thé duge phan 14p hoic manh lién két khang nguyén cta n6 theo diém 1, bao
gém HCVR c6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhéom bao gém SEQ ID NO: 18, 66, va
146.
4. Khang thé dugc phan l4p hodc ménh lién két khang nguyén cta no theo diém 1, bao
gdm LCVR ¢ trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gébm SEQ ID NO: 26, 74, va
154.
5. Khang thé duoc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 1, bao
gdm cdp trinh tu axit amin HCVR/LCVR duoc chon tir nhém bao gébm SEQ ID NO:
18/26, 66/74, va 146/154.
6. Khang thé duoc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén cua no theo diém 1, bao
gém trinh tu axit amin HCDR1 néu trong SEQ ID NO: 20; trinh tu axit amin HCDR2

néu trong SEQ ID NO: 22; trinh tur axit amin HCDR3 néu trong SEQ ID NO: 24; trinh
ty axit amin LCDR1 néu trong SEQ ID NO: 28, trinh tu axit amin LCDR2 néu trong
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SEQ ID NO: 30; trinh tu axit amin LCDR3 néu trong SEQ ID NO: 32.

7. Khang thé da phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 1, bao gdm
trinh ty axit amin HCDR1 néu trong SEQ ID NO: 68; trinh tu axit amin HCDR2 néu
trong SEQ ID NO: 70; trinh tu axit amin HCDR3 néu trong SEQ ID NO: 72; trinh tu
axit amin LCDR1 néu trong SEQ ID NO: 76, trinh ty axit amin LCDR2 néu trong SEQ
ID NO: 78; trinh tu axit amin LCDR3 néu trong SEQ ID NO: 80.

8. Khang thé da phan lap hodc manh lién két khang nguyén cua n6 theo diém 1, bao gdm
trinh ty axit amin HCDRI néu trong SEQ ID NO: 148; trinh tu axit amin HCDR2 néu
trong SEQ ID NO: 150; trinh ty axit amin HCDR3 néu trong SEQ ID NO: 152; trinh tu
axit amin LCDR1 néu trong SEQ ID NO: 156, trinh ty axit amin LCDR2 néu trong SEQ
ID NO: 158; trinh tu axit amin LCDR3 néu trong SEQ ID NO: 160.

9. Khang thé dugc phan 1ap theo diém 1, trong d6 khang thé nay trc ché virut Ebola xam
nhdp té bao chu.

10. Dugc pham bao gdm mot hodc nhiéu khéng thé don dong dugc phan 1ap hodc manh
lién két khang nguyén cua no lién két dic hiéu vdi EBOV theo diém 1, va chit mang
dugc dung hodc chét pha lodng.

11. Dugc phdm theo diém 10, trong d6 khang thé nay chira siu CDR nam trong cap trinh
tu axit amin HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO: 18/26.

12. Dugc phdm theo diém 11, con bao gdm thém mot hodc nhiéu khang thé, trong do
khang thé chira sdu CDR ndm trong cip trinh tu axit amin HCVR/LCVR néu trong SEQ
ID NO: 66/74 va 146/154.

13. Dugc pham bao gbm (a) khang thé khang EBOV thi nhét hodc manh lién két khang
nguyén ciia n6 theo diém 1; (b) khang thé khang EBOV thir hai hogc manh lién ket
khang nguyén cua no; va (c) khang thé khang EBOV th{ ba hodc ménh lién két khang
nguyén cua no, trong d6 khang thé thir nhét lién két, hodc tuong tac voi, quyét dinh
khang nguyén tht nhét trén EBOV va khing thé thtr hai va/hoic tht ba lién két, hodc
tuong tac véi quyét dinh khang nguyén khac trén EBOV, va (d) chat mang duoc dung
hoic chit pha lodng.

14. Dugc pham theo diém 13, trong d6 khang thé khang EBOV thtr hai va tht ba ¢6
chta cip trinh ty axit amin HCVR/LCVR dugc chon tir nhém bao gém cac trinh tu
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HCVR va LCVR duoc liét ké trong bang sau:

SEQ ID NO:
Ky hiéu khing | 1;oyp | HODR | HCDR | HODR |y oy LCDR | LCDR | LCDR
thé 1 2 3 1 2 3
HIH17134P 2 4 6 8 10 12 14 16
HIH17139P 18 | 20 | 22 | 24 | 26 28 | 30 32
H1H17142P 34 | 36 | 38 | 40 | 42 | 44 | 46 | 48
HIH17151P 50 | 52 | 54 56 58 60 62 | 64
HIH17161P 66 | 68 | 70 | 72 | T4 76 | 78 80
HIH17162P 82 | 84 | 86 88 | 90 92 | 94 | 9
H1H17193P o8 | 100 | 102 | 104 | 106 | 108 | 110 | 112
HIH17196P | 114 | 116 | 118 | 120 | 122 | 124 | 126 | 128
HIHI7199P | 130 | 132 | 134 | 136 | 138 | 140 | 142 | 144
HIH17203F | 146 | 148 | 150 | 152 | 154 | 156 | 158 | 160
HIHI7214P | 162 | 164 | 166 | 168 | 170 | 172 | 174 | 176
HIH17219P | 178 | 180 | 182 | 184 | 186 | 188 | 190 | 192
HIH17223P | 194 | 196 | 198 | 200 | 202 | 204 | 206 | 208
HIH17228P | 210 | 212 | 214 | 216 | 218 | 220 | 222 | 224
HIHI7354N | 226 | 228 | 230 | 232 | 234 | 236 | 238 | 240
HIHI7356N | 242 | 244 | 246 | 248 | 250 | 252 | 254 | 256
HIHI17357N | 258 | 260 | 262 | 264 | 266 | 268 | 270 | 272
HIH17358N2 | 274 | 276 | 278 | 280 | 282 | 284 | 286 | 238
HIH17359N | 290 | 292 | 294 | 296 | 298 | 300 | 302 | 304
HIH17360N | 306 | 308 | 310 | 312 | 282 | 284 | 286 | 2388
HIM17354N | 226 | 228 | 230 | 232 | 234 | 236 | 238 | 240
H2aM17356N | 242 | 244 | 246 | 248 | 250 | 252 | 254 | 256
HIM17357N | 258 | 260 | 262 | 264 | 266 | 268 | 270 | 272
H2aM17358N | 274 | 276 | 278 | 280 | 282 | 284 | 286 | 288
H2aM17359N | 290 | 292 | 294 | 296 | 298 | 300 | 302 | 304
H2aM17360N | 306 | 308 | 310 | 312 | 282 | 284 | 286 | 288.

15. Dugc phém theo diém 13, trong d6 cac quyét dinh khéng nguyén lién két, hodc twong

tac v6i khang thé khang EBOV thir nhét, thir hai va/hodic thir ba hodc cac ménh lién két

khéng nguyén cua chiing, tach biét va khong chong 1én nhau.
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16. Duoc pham theo diém 13, trong d6 khang thé khang EBOV thu nhét hoic manh lién
két khang nguyén ctia nd lién két, hodc twong tac voi mot quyet dinh khang nguyén trén
mot ching EBOV va khang thé khang EBOV tht hai va/hodc thr ba va manh lién két
khang nguyén cua chung lién két, hoic tuong tac voi quyet dinh khang nguyén thir hai

va/hogc thi ba trén cing mot chung hoic trén ching EBOV khac.

17. Dugc pham theo diém 16, trong d6 mdi khéang thé trong s6 khang thé khang EBOV
thir hai va thir ba hodc manh lién két khang nguyén cla ching lién két doc 1ap voi chiing
EBOV duogc chon tir nhém bao gém ching Zaire.2014, Zaire. 1995, Sudan, Bundibugyo,

va Cote d’Ivoire.

18. Dugc phim theo diém 10, bao gdm khang thé don dong dugc phan lap thtr nhét hodc
manh lién két khang nguyén ctia n6 lién két dic hidu v6i EBOV, trong do khang thé don
dong dugc phan lap thir nhét hodc manh lién két khang nguyén cla n6 bao gOm trinh tyr
axit amin HCDR1 néu trong SEQ ID NO: 20; trinh tu axit amin HCDR2 néu trong SEQ
ID NO: 22; trinh tu axit amin HCDR3 néu trong SEQ ID NO: 24; trinh tu axit amin
LCDRI1 néu trong SEQ ID NO: 28, trinh tur axit amin LCDR2 néu trong SEQ ID NO:
30; trinh tu axit amin LCDR3 néu trong SEQ ID NO: 32 va chit mang dugc dung hodc
chit pha lodng.

19. Dugc pham theo diém 18, con bao gdm thém mot khang thé don dong dugc phan
1ap thtt hai hodc manh lién két khang nguyén cia no lién két dac hiéu v6i EBOV, trong
d6 khang thé don dong dugc phén 18p thu hai hoic manh lién két khang nguyén clia n6
bao gém trinh tu axit amin HCDR1 néu trong SEQ ID NO: 68; trinh tu axit amin HCDR2
néu trong SEQ ID NO: 70; trinh ty axit amin HCDR3 néu trong SEQ ID NO: 72; trinh
ty axit amin LCDRI1 néu trong SEQ ID NO: 76, trinh tu axit amin LCDR2 néu trong
SEQ ID NO: 78; trinh tu axit amin LCDR3 néu trong SEQ ID NO: 80.

20. Dugc phdm theo diém 19, con bao gdm thém mot khing thé don dong dugc phan
1ap tht ba hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién két dac hiéu voi EBOV, trong
d6 khang thé don dong dugc phan lép thir ba hoac manh lién két khang nguyén ciia n6
bao goém trinh ty axit amin HCDRI néu trong SEQ ID NO: 148; trinh tu axit amin
HCDR2 néu trong SEQ ID NO: 150; trinh ty axit amin HCDR3 néu trong SEQ ID NO:
| 152; trinh tr axit amin LCDRI néu trong SEQ ID NO: 156, trinh tu axit amin LCDR2
néu trong SEQ ID NO: 158; trinh tu axit amin LCDR3 néu trong SEQ ID NO: 160.
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21. Phan i polynucleotit duge phan lap chtra trinh tur polynucleotit ma hoa cho HCVR,
va/hoic LCVR cta khang thé néu trong diém 1.

22. Vecto ¢6 chira trinh ty polynucleotit theo diém 21.
23. Té bao dugc phén 1ap bidu hién vecto theo diém 22.

24. Dugc phém theo diém 11, trong d6 khang thé chia cdp trinh tu axit amin
HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO: 18/26.

25. Dugc phdm theo diém 12, trong d6 mot hodc nhiéu khang thé khéc nita chira cap
trinh tu axit amin HCVR/LCVR duoc chon tir SEQ ID NO: 66/74 va 146/154.

26. Khang thé dugc phan 1ap hodc méanh lién két khang nguyén ciia n6 theo diém 1,
trong d6 khing thé chira cip trinh ty axit amin HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO:
66/74 va cho thiy su trung hoa clia virut Ebola Zaire vé6i gid tri ICso nam trong khoang
tir 101" M dén khoang 10 M.

27. Khang thé dugc phan 18p hodc manh lién két khang nguyén cua nd theo diém 1,
trong do6 khang thé chira cp trinh tu axit amin HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO:
18/26 hoiic 146/154 va cho thAy sy lién két véi céc té bao bidu hién EBOV-GP kich hoat
phén ting gy doc té bao phu thudc khang thé.

28. Khéang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén cia n6 theo diém 1,
trong d6 khang thé chtra cap trinh ty axit amin HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO:
18/26 va phan tng chéo vdi ching EBOV Zaire.2014 va Zaire.1995.

29. Khéng thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén cia n6 theo diém 1,
trong d6 khang thé chira ciip trinh tu axit amin HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO:
66/74 va phan tng chéo v6i mot hodc nhiéu ching EBOV dugc chon tir nhom bao gbm

Zaire.2014, Zaire.1995, Sudan, va Bundibugyo.

30. Khang thé duoc phén 1ap hodc manh lién két khang nguyén cia no theo diém 1,
trong d6 khang thé chtra cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO:
146/154 va phan tng chéo v6i ching EBOV Zaire.2014 va Zaire.1995.

31. Khang thé duoc phan 1ap hodc manh lien két khang nguyén ctia n6 theo diém 1,
trong do6 khang thé chta cip trinh tu axit amin HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO:
18/26 va lién két v6i Gp hoa tan (sGP).
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32. Dugc pham theo diém 10, trong d6 dugc phim bao gdm ba khang thé don dong dugc

phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén cua ching chtra cap trinh ty axit amin

HCVR/LCVR néu trong SEQ ID NO: 18/26, 66/74, va 146/154, va chit mang dugc

dung hodc chét pha lodng.
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2/2
Fig. 2: Su tuong tac ctia HIH17203, H1H17139P va HIH17161P véi GP
Eblola.10xhis va GP Ebola hoa tan (sGP.mmh) tai 25°C

0.70 .

0.60

0.50
)
< 040 -
i #300 nii EBOV GP.10xhis Bind (nm)
G 030 - 300 nM EBOV sGP.mmh Bind (nm}
2 300 nit heNTFR.mmh Bind (nm)
5 020 -
g
)

0.0 -

SIS,

E— S

H1H17203P H1H17139P

H1H17161P
0.10 -

Céc tin hidu lién két Octet HTX cho mdi khang trong s céc khang thé GP Ebola véi 300nM GP
Ebola.10xhis (mau den), GP Ebola hoa tan.mmh (x4m ddm) va hCNTFR.mmh protein doi chung &m,

khong lién quan (xam nhat).
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DANH MUC TRINH TU

<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.

Khang thé tai td hop lién k&t dic hiéu voi virut Ebola va duoc phém
chtta khang thé nay

<120>

<130> 10139W001

62/107,581
2015-01-26

<150>
<151>

62/161,356
2015-05-14

<150>
<151>

62/245,703
2015-10-23

<150>
<151>

318
FastSEQ for Windows Version 4.0

<160>
<170>

<210> 1
<211> 342
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 1
cagctgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtcccte 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagc agtagtagtt actactgggg ctggatccgc 120
cagcccccag ggaaggggcet ggagtggatt gggagtatct attatgatgg ggacacctac 180
tacaacccgt ccctcaagag tcgagtcacc atatccgtag acacgtccaa gaaccagttc 240
tccctgagge tgagctctgt gaccgcecgea gacacggcag tgtattactg tgcgagacag 300
tttgactact ggggccaggg aaccctggtc accgtctcct ca 342
<210> 2
<211> 114
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhdn tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 2
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Ser
20 25 30
Glu

Ser Tyr Tyr Trp Gly

Trp

Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu

-03-



35
Trp Ile Gly Ser Ile
50
Leu Lys Ser Arg Val
65

Ser Leu Arg Leu Ser
85

Cys Ala Arg Gln Phe
100

Ser Ser

<210> 3

<211> 30

<212> ADN

Tyr
Thr
70

Ser

Asp

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 3.

Tyr
55

Ile
Val

Tyr

35040

40
Asp Gly Asp

Ser Val Asp

Thr Ala Ala
90
Trp Gly Gln
105

ggtggctcca tcagcagtag tagttactac

<210> 4

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan

<220>
<223> tbng hop

<400> 4

tao

Gly Gly Ser Ile Ser Ser Ser Ser Tyr Tyr

1 5

<210> 5

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> tdng hop

<400> 5

tao

atctattatg atggggacac C

<210> 6
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

10

-94-

Thr
Thr
75

Asp

Gly

Tyr
60
Ser

Thr

Thr

45
Tyr

Lys

Ala

Leu

Asn

Asn

val

Val
110

Pro
Gln
Tyr

95
Thr

Ser
Phe
80

Tyr

val

30

21



<223> tbéng

<400> 6

hop

35040

Ile Tyr Tyr Asp Gly Asp Thr

1

<210> 7
<211> 18
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 7

5

téng hop

gcgagacagt ttgactac

Trinh ty nhén tao

tccagccacc
gagtgttagt
catctatggt
tgggacagag
ctgtcagcag
a

<210> 8

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> téng hop

<400> 8

Ala Arg Gln Phe Asp Tyr
1 5

<210> 9

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> téng hop

<400> 9

gaaatagtga tgacgcagtc

ctctcctgeca gggccagtca

ggccaggctc ccaggctcct

aggttcagtg gcagtgggtc

gaagattttg cagtttatta

gggacacgac tggagattaa

<210> 10

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> téng hop

ctgtctgtgt
agcaacttag
gcatccacca
ttcactctca
tataaaaact

-05-

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
ggccgatcac

18

aagagccacc
gcagaaacct
tatcccagcc
cctgcagtct
cttcggccaa

60

120
180
240
300
321
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<400> 10
Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala
20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
35 40
Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu
65 70
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu
100 105

<210> 11

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 11
cagagtgtta gtagcaac

<210> 12

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 12
Gln Ser Val Ser Ser Asn
1 5

<210> 13

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 13
ggtgcatcc

<210> 14

-96-

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90
Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Tyr

LyS

Ser
Ser
Pro
Ala
60

Ser

Lys

val
val
Arg
45

Arg

Ser

Asn

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Trp

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly
Asn
Ile
Gly
Ser

80
Ile

18



<211> 3
<212> PRT
<213>

<220>
<223> tbéng

<400> 14

Gly Ala Ser

1

15
27
ADN

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

<220>
<223> tdng

<400> 15

hop

hop

35040

Trinh ty nhan tao

Trinh ty nhan tao

cagcagtata aaaactggcc gatcacc

<210> 16
<211> 9
<212> PRT
<213>

<220>
<223> tdbng

<400> 16

hop

Trinh tyu nhén tao

Gln Gln Tyr Lys Asn Trp Pro Ile Thr

1

17
354
ADN

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

<220>
<223> téng

<400> 17

gaggtgcagc
tcctgtgcag
acaggaaaag
ggctccgtga
caaatgaaca
ggggagcettt

<210> 18
<211> 118

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
gtctggagtg
agggccgatt
gcctgagagc
actttgacta

Trinh tu nhé&n tao

tgggggaggce
caccttcagt

ggtctcagct
caccatctcc
cggggacacg
ctggggccag

ttggtacagc
agctacgaca
attggtactg
agagaaaatg
gctgtgtatt
ggaaccctgg

-97-

ctggggggte
tgcactgggt
ctggtgacac
ccaaaaactc
actgtgcaag
tcaccgtctc

cctgagactc
ccgccaagcet
atactatcca
cttgtatctt
aacatggttc
ctca

27

60

120
180
240
300
354



<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén

<220>
<223> tbéng hop

<400> 18
Glu Val Gln Leu
1
Ser Leu Arg Leu
20
Asp Met His Trp
35
Ser Ala Ile Gly
50
Gly Arg Phe Thr
65
Gln Met Asn Ser

Arg Thr Trp Phe

100

Leu Val Thr Val
115

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

val
Ser
Val
Thr
Ile
Leu
85

Gly

Ser

<213> Trinh tu nhéan

<220>
<223> téng hop

<400> 19

tao

Glu
Cys
Arg
Ala
Ser
70

Arg

Glu

Ser

tao

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Arg

Ala

Leu

ggattcacct tcagtagcta cgac

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

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 20

35040

Gly
Ala
Ala
40

Asp
Glu

Gly

Tyr

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Asp

1

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

5

<213> Trinh ty nhén tao

Gly
Ser

25
Thr
Thr
Asn

Asp

Phe
105

-08-

Gly
10

Gly
Gly
Tyr
Ala
Thr

90
Asp

Leu
Phe
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Tyr

Val
Thr
Gly
Pro
60

Asn

val

Trp

Gln
Phe
Leu
45

Gly
Ser

Tyr

Gly

Pro
Ser

30
Glu
Ser
Leu

Tyr

Gln
110

Gly
15

Ser
Trp
val
Tyr
Cys

95
Gly

Gly
Tyr
Val
Lys
Leu
80

Ala

Thr

24
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<220>
<223> téng hop

<400> 21 .
attggtactg ctggtgacac a 21
<210> 22

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 22
Ile Gly Thr Ala Gly Asp Thr
1 5

<210> 23

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 23
gcaagaacat ggttcgggga gctttacttt gactac 36

<210> 24

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 24
Ala Arg Thr Trp Phe Gly Glu Leu Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 25

<211> 339

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 25

gacatcgtga tgacccagtc tccagactcc ctggctgtgt ctctgggcga gagggccacc 60
atcaactgca agtccagcca gagtgtttta tacagctcca acaataagaa ctacttagct 120
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tggtaccagc agaaaccagg acagcctcct aagctgctca tttactgggc atctacccgg 180

gaatccgggg tccctgaccg attcagtggce

agcgggtctg ggacagaatt cactctcacc 240

atcaccagcc tgcaggctga agatgtggca gtttattact gtcagcaata ttatagtagt 300
ccgctcactt tcggcggagg gaccaaggtg gagatcaaa

<210> 26
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan

<220>
<223> tdng hop

<400> 26

Asp Ile Val Met
1

Glu Arg Ala Thr

20
Ser Asn Asn Lys
35
Pro Pro Lys Leu
50

Pro Asp Arg Phe
65

Ile Thr Ser Leu

Tyr Tyr Ser Ser
100

Lys

<210> 27
<211> 36
<212> ADN

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85
Pro

tao

Gln Ser Pro Asp

Asn Cys Lys Ser
25
Tyr Leu Ala Trp
40
Ile Tyr Trp Ala
55

Gly Ser Gly Ser
70

Ala Glu Asp Val

Leu Thr Phe Gly
105

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 27

Ser
10

Ser
Tyr
Ser
Gly
Ala

90
Gly

cagagtgttt tatacagctc caacaataag aactac

<210> 28
<211> 12
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 28

Leu
Gln
Gln
Thr
Thr
75

Val

Gly

Ala
Ser
Gln
Arg
60

Glu

Tyr

Thr

Gln Ser Val Leu Tyr Ser Ser Asn Asn Lys Asn Tyr

-100-

Val
Val
Lys
45

Glu
Phe

Tyr

Lys

Ser
Leu
30

Pro
Ser
Thr

Cys

vVal
110

Leu
15
Tyr

Gly
Gly
Leu
Gln

95
Glu

Gly
Ser
Gln
vVal
Thr
80

Gln

Ile

- 36

339



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

<220>
<223>

<400>

29

9

ADN

Trinh tu nhan tao

téng hop

29

tgggcatct

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

<220>
<223>

<400>

30

3

PRT

Trinh ty nhan tao

tdng hop

30

Trp Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

31

27

ADN

Trinh ty nhén tao

tdng hop

31

cagcaatatt atagtagtcc gctcact

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

<220>
<223>

<400>

32

9

PRT

Trinh ty nhan tao

tdng hop

32

35040

Gln Gln Tyr Tyr Ser Ser Pro Leu Thr

1

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

5

33

375

ADN

Trinh tu nhén tao

-101-

10

27
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<220>

<223> tbéng hop

<400> 33

gaggtgcagc tggtggagtce tgggggaggc

tcctgtgcag cctctggatt cacctttagce

ccagggaagg gcctggagtyg ggtctcaagt

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc

ctgcaaatga acagcctgcg agccgaggac

tatacctgga acttcctctc actaattggc

gtcaccgtct cctca

<210> 34

<211> 125

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tdng hop

<400> 34

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Ala Met Thr Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Ser Ser Ile Ser Gly Ser Gly Thr
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

85

Ser Arg Asp Ile Tyr Thr Trp Asn
100

Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr

115 120

<210> 35

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbéng hogp

<400> 35

ggattcacct ttagcagcta tgcc

<210> 36
<211> 8

Gly

Asp

Glu

Val

ttggtacagc
agctatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccctat
ggtatggacg

Gly Leu

10
Ser Gly Phe
25
Pro

Gly Lys

Ser Thr Tyr
Ser
75

Thr

Asn

Asp
90
Phe Leu Ser
105

Thr Val

-102-

ctggggggte
tgacctgggt
gtggtactag
attccaagaa
attactgttc
tctggggcca

val Gln

Thr Phe
30
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Leu

Leu Ile

Ser
125

Ser

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
cacactgtat
gagagatata
agggaccacg

Gly
15
Ser

Gly

Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Gly Met

24

60

120
180
240
300
360
375



<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 36

35040

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala

1 5

<210> 37

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdbéng hop

<400> 37
attagtggta gtggtactag caca

<210> 38

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 38

Ile Ser Gly Ser Gly Thr Ser Thr

1 5

<210> 39

<211> 54

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 39

tcgagagata tatatacctg gaacttcctc tcactaattg gcggtatgga cgtc

<210> 40

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

-103-
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24
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<400> 40
Ser Arg Asp Ile Tyr Thr Trp Asn Phe Leu S
1 5 10
Asp Val
<210> 41
<211> 321
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 41
gacatccaga tgacccagtc tccatcctce ctgtctgceat
atcacttgcc gggcaagtca gggcattaga attgatttag
gggaaagccc ctaaccgcct gatctatgcet gcatccagtt
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca
gaagattttg caacttatta ctgtctacag caaaatagtt
gggaccaagg tggaaatcaa a
<210> 42
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 42
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Gly Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Gly Gly Val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Gln
85 90
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 43
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>

-104-

15

ctgtaggaga
gctggtatca
tgcaaggtgg
caatcagcag
acccgtggac

Ser Ala

Gly Ile
30
Asn
45
Arg

Pro

Ser
60
Ser Ser

Asn Ser

Ser

Arg

Arg

Phe

Leu

Tyr

er Leu Ile Gly Gly Met

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
gttcggccaa

Val
15
Ile

Gly
Asp
Leu Ile
Ser Gly
Pro

80
Trp

Gln

Pro
95

120
180
240
300
321



<223> tbng hop

<400> 43
cagggcatta gaattgat

<210> 44

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 44
Gln Gly Ile Arg Ile Asp
1 5

<210> 45

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> téng hop

<400> 45
gctgcatcc

<210> 46

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 46
Ala Ala Ser
1

<210> 47

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 47
ctacagcaaa atagttaccc gtggacg

<210> 48

35040

-105-

18

27



35040

<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 48
Leu Gln Gln Asn Ser Tyr Pro Trp Thr
1 5
<210> 49
<211> 387
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 49
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacage
tcctgtgcag cctctggatt cacctttagc agctatgcca
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagtt attagtggta
gcagactccg tgaagggccyg gatcaccatc tccagagaca
ctgcaaatga acaacctgag agccgaggac acggccgtat
ggtgcgactt ttggagtggt tattttggga cccecectatt
caagggacca cggtcaccgt ctcctca
<210> 50
<211> 129
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 50
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Val Ile Ser Gly Ser Gly Gly Trp Arg Asn
50 55
Lys Gly Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 ' 70 75
Leu Gln Met Asn Asn Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Lys Asp Arg Gly Ala Thr Phe Gly Val Val
100 105
Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr

-106-

ctggggggtce
tgaactgggt
gtggtggttyg
attccaagaa
attattgtgc
acggtatgga

vVal Gln

Thr Phe
30
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Val

Ile Leu

Thr Val

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
Gly

110
Thr

cctgagactc
ccgccaggcet
gagaaactac
cacgctgtat
gaaagatcgg
cgtctggggce

Gly Gly
15
Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95
Pro Pro

Val Ser

60

120
180
240
300
360
387



Ser

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

<220>
<223>

<400>

115

51

24

ADN

Trinh tyu nhdn tao

tdng hop

51

ggattcacct ttagcagcta tgcc

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

<220>
<223>

<400>

52

8

PRT

Trinh tu nhdn tao

téng hop

52

35040

120

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5

53

24

ADN

Trinh ty nhé&n tao

tdng hop

53

attagtggta gtggtggttg gaga

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

<220>
<223>

<400>

54

8

PRT

Trinh tu nhdn tao

tdng hop

54

Ile Ser Gly Ser Gly Gly Trp Arg

1

<210>
<211>

5

55
66

-107-

125

24

24



<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 55

téng hop

35040

Trinh ty nhan tao

gcgaaagatc ggggtgcgac ttttggagtg

gacgtc

56
22
PRT

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

<220>
<223>

<400> 56

Ala Lys Asp Arg Gl

1

tdng hop

5

Trinh ty nhan tao

Tyr Tyr Gly Met Asp val

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

57
321
ADN

<220>
<223>

<400> 57

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagc

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

58
107
PRT

<220>
<223> tbng

<400> 58

20

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
tggagatcaa

hop

Trinh tu nhan tao

tccatcctcece
gagcattagc
gatctatgct
tgggacaggt
ctgtcaacag
a

Trinh ty nhan tao

gttattttgg gaccccccta ttacggtatg 60

10

ctgtctgcat
acttatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta

15

ctgtaagaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
tccecgtacac

y Ala Thr Phe Gly val Val Ile Leu Gly Pro Pro

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
ttttggccag

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Arg

1

Asp Arg Val T

5

10

-108-

15

hr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Thr Tyr

66

60

120
180
240
300
321



20
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln
.35
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu
50
Ser Gly Ser Gly Thr Gly
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr
100

<210> 59

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 59
cagagcatta gcacttat

<210> 60

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 60
Gln Ser Ile Ser Thr Tyr
1 : 5

<210> 61

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 61
gctgcatcc

<210> 62

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Lys

35040

25
Pro Gly
40
Ser Gly
Thr Leu

Cys Gln

Leu Glu
105

-109-

Lys
val
Thr
Gln

90
Ile

Ala
Pro
Ile
75

Ser

Lys

Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Lys
45
Arg

Ser

Ser

30
Leu

Phe

Leu

Ile

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ile
Gly
Pro

80
Tyr

18



<223> téng

<400> 62

Ala Ala Ser

1

63
27
ADN

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

<220>
<223> tbng

<400> 63

hop

hop

35040

Trinh ty nhan tao

caacagagtt acagtatccc gtacact

<210> 64
<211> 9
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 64

tdéng hop

Trinh tuy nhan tao

Gln Gln Ser Tyr Ser Ile Pro Tyr Thr

1

65
354
ADN

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

<220>
<223>

<400> 65

gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaaggd
gcagactccg
ctgcaaatga
tatccccatt

66
118
PRT

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

<220>
<223>

5

hop

tggtggagtce
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
cttttgatat

tdng hop

Trinh ty nhan tao

tgggggaggc
cacctctagc

ggtctcaaca
gttcaccatc
agccgaggac
ctggggccaa

Trinh ty nhén tao

ttggtacagc
agctatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat
gggacaatgg

-110-

ctggggggte
tgaactgggt
tgggtggtag
attccaagaa
attactgtgc
tcaccgtctc

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
cacgctgtat

gaaaagggga
ttca

27

60

120
180
240
300
354



<400> 66
Glu Val Gln Leu Val
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser
20
Ala Met Asn Trp Val
35
Ser Thr Ile Ser Gly
50
Lys Gly Arg Phe Thr
65
Leu Gln Met Asn Ser
85
Ala Lys ‘Arg Gly Tyr
100
Met Val Thr Val Ser
115

<210> 67

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> tbng hop

<400> 67

Glu
Cys
Arg
Met
Ile
70

Leu

Pro

Ser

tao

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

His

ggattcacct ctagcagcta tgcc

<210> 68

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan

<220>
<223> tdng hop

<400> 68

tao

35040

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Ser

Gly Phe Thr Ser Ser Ser Tyr Ala

1 5

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

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 69

attagtggta tgggtggtag caca

-111-

Gly
Ser

25
Pro
Ser
Asp

Glu

Phe
105

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Asp

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Ile

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Trp

Gln
Ser
Leu
45

Ala
Asn

Val

Gly

Pro
Ser

30
Glu
Asp
Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gly

Gly
Tyr
val
Val
Tyr
80

Cys

Thr

24

24



<210> 70
<211> 8
<212> PRT
<213>

<220>
<223> tbéng

<400> 70

hop

35040

Trinh tu nhé&n tao

Ile Ser Gly Met Gly Gly Ser Thr

1

71
33
ADN

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

<220>
<223> téng

<400> 71

5

hop

Trinh tu nhén tao

gcgaaaaggg gatatcccca ttcttttgat atc

72
11
PRT

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

<220>
<223> tbng

<400> 72

hop

Trinh ty nhé&n tao

Ala Lys Arg Gly Tyr Pro His Ser Phe Asp Ile

1

73
318
ADN

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

<220>
<223>

<400> 73

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
acacgactgg

5

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaaactcct
gcagtggatc
caacttacta
agattaaa

Trinh ty nhéan tao

tccatcctcc
gagcattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag

10

ctgtctgcat
agctttttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta

-112-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
ccctcacctt

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct

cggccaaggg

33

60

120
180
240
300
318



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

<220>
<223>

<400>
Asp Il
1

74
106
PRT

Trinh ty nhéan

tdng hop
74
e Gln Met

Asp Arg Val Thr

Leu As

Tyr Al
50

Ser Gl

65

Glu As

Phe Gl
<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

20
n Trp Tyr
35
a Ala Ser

y Ser Gly

p Phe Ala

y Gln Gly
100

75
18
ADN

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85
Thr

Trinh tu nhén

tdng hop

75

cagagcatta gcagcttt

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

<220>
<223>

<400>

76
6
PRT

Trinh ty nhén

téng hop

76

Gln Ser Ile Ser Ser

1

<210>
<211>
<212>

77
9
ADN

5

<213> Trinh tu nhéan

tao

Gln
Thr
Gln
Leu
ASp
70

Tyr

Arg

tao

tao

Phe

tao

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Leu

35040

Pro Ser

Arg Ala
25

Pro Gly

40

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

Glu Ile
105

-113-

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75
Ser

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Leu
95

Gly
Phe
Ile
Gly
Pro

80
Thr

18



35040

<220>
<223> tdng hop

<400> 77
gctgcatcc

<210> 78

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 78
Ala Ala Ser
1

<210> 79

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 79

caacagagtt acagtaccct cacc 24
<210> 80

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 80
Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Leu Thr
1 5

<210> 81

<211> 354

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 81

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc 60
tcctgtgcag cctctgaatt cacctttagc agctatgcca tgagctgggt ccgccagget 120

-114-



35040

ccagggaadgg ggctggagtg ggtctcagcet
gcagactccg tgaagggccyg gttcaccatc
ctacaaatga acagcctgag agtcgaggac
tacccccatt cttttgatat ctggggccat

<210> 82

<211> 118

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbdng hop

<400> 82
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Ser Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 ' 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Val
85
Ala Lys Gly Gly Tyr Pro His Ser
100
Met Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 83

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 83
gaattcacct ttagcagcta tgcc

<210> 84

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 84
Glu Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala

-115-

attagtggta
tccagagaca
acggccgtat
gggacaatgyg

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp

Glu

Phe
105

Gly
10

Glu
Gly
Thr
Asn
Asp

90
Asp

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Ile

gtagtggtag
attccaaaaa
attactgtgc
tcaccgtctc

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Trp

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Lys

Val

Gly

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

His
110

cacatactac 180
gacgctgtat 240
gaaagggggg 300

ttca

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95
Gly

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Thr

354

24



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

<220>
<223>

<400>

35040

85

24

ADN

Trinh ty nhén tao

tdng hop

85

attagtggta gtagtggtag caca

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

<220>
<223>

<400>

86
g
PRT
Trinh ty nhé&n tao

tdng hop

86

Ile Ser Gly Ser Ser Gly Ser Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

87

33

ADN

Trinh ty nhén tao

tdng hop

87

gcgaaagggg ggtaccccca ttcttttgat atc

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

<220>
<223>

<400>

Ala Lys Gly Gly Tyr Pro His Ser Phe Asp Ile
5 10

1

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

88
11
PRT
Trinh tu nhén tao

téng hop

88

89

318

ADN

Trinh tu nhé&n tao

-116-

24

33



35040

<220>

<223> tbéng hop

<400> 89

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcce

atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc

gggaaagccc ctaaactcct gatctatgct

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag

acacgactgg agattaaa

<210> 90

<211> 106

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 90

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

85
Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu
100 105

<210> 91

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 91

cagagcatta gcagcttt

<210> 92

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

Ala

Leu

Gln

ctgtctgcat
agctttttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagtt

Ser Leu
10

Ser

Ser

Gln
25
Gly

Lys Ala

Gly Val Pro
Ile
75

Ser

Thr

Gln
90

Ile Lys

-117-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
ccatcacctt

Ser Ala

Ser Ile
30
Pro Lys
45
Ser Arg
60
Ser Ser

Tyr Ser

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct

cggccaaggy

val
15
Ser

Gly
Phe
Leu Ile
Ser Gly
Pro

80
Thr

Gln

Ile
95

60

120
180
240
300
318

18



<220>
<223> tbéng hop

<400> 92
Gln Ser Ile Ser Ser Phe
1 5

<210> 93

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 93
gctgcatcc

<210> 94

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 94
Ala Ala Ser
1

<210> 95

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 95
caacagagtt acagttccat cacc

<210> 96

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 96

35040

Gln Gln Ser Tyr Ser Ser Ile Thr

1 5

-118-

24



35040

<210> 97
<211> 375
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 97
caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagce
tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt agttatggca
ccaggcaagt ggctggagtg ggtggcattt atatggtttg
gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagacg
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgttt
gagatttttg gagtgcttat ttcctctgat gcttttgata
gtcaccgtct cttca
<210> 98
<211> 125
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 98
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Gly Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ala Phe Ile Trp Phe Asp Gly Ser Asn Lys Tyr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Asp Gly Glu Ile Phe Gly Val Leu Ile
100 105
Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val
115 120
<210> 99
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng

hop

-119-

ctgggaggtce
tccactgggt
atggaagtaa
attccaagaa
attactgtgc
tctggggcca

val Gln Pro

Phe Ser
30
Glu

Thr

Leu
45
Ala

Trp

Tyr Asp

60
Lys

Asn Thr

Ala Val Tyr

Ser Ser Asp

110
Ser
125

Ser

cctgagactc
ccgccaggcet
taaatactat
cacgctgtat
gagagatgga
agggacaatg

Gly
15
Ser

Arg

Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Ala Phe

60

120
180
240
300
360
375



<400>

99

ggattcacct tcagtagtta tggc

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

<220>
<223>

<400>

100

8

PRT

Trinh tuy nhén tao

tdng hop

100

35040

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly

1

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

<220>
<223>

<400>

5

101

24

ADN

Trinh tyu nhén tao

téng hop

101

atatggtttg atggaagtaa taaa

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

<220>
<223>

<400>

102

8

PRT

Trinh tu nhén tao

tdng hop

102

Ile Trp Phe Asp Gly Ser Asn Lys

1

<210>
<211>

5

103
54

<212> ADN

<213>

220>
<223>

<400>

gcgagagatg gagagatttt tggagtgctt atttcct

<210>
<211>
<212>

Trinh tuy nhén tao

tdng hop
103
104

18
PRT

-120-

ctg atgcttttga tatc

24

24

54



<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 104

Ala Arg Asp Gly Glu Ile Phe Gly Val Leu Ile Ser Se
1 5 10

Asp Ile

<210> 105

<211> 321

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 105

gacatccaga tgacccagtc tccatcctce ctgtctgceat
atcacttgcc gggcaagtcg gggcattaga aatgatttag
gggaaagccc ctaagcgcct gatctatgtt gcatccaatt
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca

gaagattttg caacttatta ctgtctacag cataatagtt

gggacacgac tggagattaa a

<210> 106

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> téng hop

<400> 106

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Arg

20 25
Leu Gly Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Val Ala Ser Asn Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile

65 70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His

85 90
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 107

35040

-121-

ctgtaggaga
gctggtttca
tgcaaagtgg
caatcagcag
acccgatcac

Ser Ala

Gly Ile
30
Pro Lys
45
Ser Arg
60
Ser Ser

Asn Ser

Ser

Arg

Arg

Phe

Leu

Tyr

r Asp Ala Phe

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcecet
cttcggccaa

Val
15
Asn

Gly
Asp
Leu Ile
Ser GLy
Pro

80
Ile

Gln

Pro
95

60

120
180
240
300
321



<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 107
cggggcatta gaaatgat

<210> 108

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 108
Arg Gly Ile Arg Asn Asp
1 5

<210> 109

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 109
gttgcatcc

<210> 110
<211> 3
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 110
val Ala Ser
1

<210> 111

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> tbdng hop

35040

-122-

18



<400> 111

35040

ctacagcata atagttaccc gatcacc

<210> 112
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220> .
<223> tbéng hop
<400> 112
Leu Gln His Asn Ser Tyr Pro Ile Thr
1 5
<210> 113
<211> 354
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 113
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagce
tcctgtgcag cctctggatt caccttcaga agctacgaca
tcaggaaaag gtctggagtg ggtctcagct attggtactg
ggctccgtga agggccgatt caccatctcc agagaaaatg
caaatgaaca gcctgagagc cggggacacg gctgtgtatt
ggggacgtat tcctggacta ctggggccag ggaaccctgg
<210> 114
<211> 118
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 114
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Asp Met His Trp Val Arg Gln Gly Ser Gly Lys
35 40
Ser Ala Ile Gly Thr Ala Gly Asp Thr Tyr Tyr
50 55
Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Glu Asn Ala Lys
65 70 75
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Gly Asp Thr Ala

-123-

ctggggggte
tgcactgggt
ctggtgacac
ccaagaactc
actgtgcaag
tcaccgtctc

val Gln

Thr Phe
30

Leu

45

Gly

Gly

Leu
60
Asn Ser

Val Tyr

Pro

Arg

Glu

Ser

Leu

Tyr

cctgagactc
ccgccaaggt
atactattta
cttgtatctt
agcgtggttce
ctca

Gly Gly
15
Ser Tyr

Trp Val

Val Lys
Leu
80
Ala

Tyr

Cys

27

60

120
180
240
300
354



35040

85 90 95
Arg Ala Trp Phe Gly Asp Val Phe Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
L,eu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 115
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 115
ggattcacct tcagaagcta cgac

<210> 116
<211> 8
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 116
Gly Phe Thr Phe Arg Ser Tyr Asp
1 5

<210> 117

<211> 21

<212> RDN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 117
attggtactg ctggtgacac a

<210> 118

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 118
Ile Gly Thr Ala Gly Asp Thr
1 5

-124-



119
36
ADN

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

<220>
<223> tbng

<400> 119

hop

35040

Trinh ty nhan tao

gcaagagcgt ggttcgggga cgtattcctg gactac

120
12
PRT

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

<220>
<223> tbng

<400> 120

hop

Trinh ty nhén tao

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

1

121
318
ADN

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

<220>
<223> tdng
<400> 121

gaaatagtga
ctctcctgea
ggccaggctce
aggttcagtg
gaagattttg
accaaggtgg

122
106
PRT

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

<220>

<223> tbng

<400> 122

5

hop

tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggctcct
gcagtgggtce
caggctatta
agatcaaa

hop

Trinh ty nhan tao

tccagccacc
gagtgttagc
catatatggt
tgggacagag
ctgtcagcag

Trinh ty nhén tao

10

ctgtctgtgt
agcaacttag
gcatccacca
ttcactctca
tataataaca

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
ggctgacttt

aagagccacc
gcagaaacct
tatcccagcc
cctgcagtcet
cggcggaggd

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

1

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser
25

5

20

10

-125-

30

15

Gln Ser Val Ser Ser Asn

36

60

120
180
240
300
318



Leu Ala Trp Tyr Gln

35

Tyr Gly Ala Ser Thr
50
Ser Gly Ser Gly Thr

65

Glu Asp Phe Ala Gly

85

Phe Gly Gly Gly Thr

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

<220>
<223>

<400>

100
123
18
ADN
Trinh ty nhéan

tdng hop

123

cagagtgtta gcagcaac

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

<220>
<223>

<400>

124

6

PRT

Trinh tyu nhéan

tdéng hop

124

Gln Ser Val Ser Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5

125

9

ADN

Trinh ty nhan

tdng hop

125

ggtgcatcc

<210>
<211>
<212>

126
3
PRT

Gln

Arg

Glu
70
Tyr

Lys

tao

tao

Asn

tao

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>

téng hop

Lys
Ala
55

Phe

Tyr

vVal

35040

Pro Gly
40

Thr Gly
Thr Leu

Cys Gln

Glu Ile
105

-126-

Gln
Ile
Thr
Gln

90
Lys

Ala
Pro
Ile

75
Tyr

Pro
Ala
60

Ser

Asn

Arg Leu
45
Arg Phe

Ser Leu

Asn Arg

Leu

Ser

Gln

Leu
95

Ile
Gly
Ser

80
Thr

18



35040

<400> 126
Gly Ala Ser
1

<210> 127

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 127
cagcagtata ataacaggct gact

<210> 128

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 128
Gln Gln Tyr Asn Asn Arg Leu Thr
1 5

<210> 129
<211> 381
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220> ,
<223> tbng hop

<400> 129

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccagc ctggagggtc cctgagactc 60
tcctgtgecag cctctggatt caccttcagt gaccactaca tggtctgggt ccgccaggcet 120
ccagggaagg ggctggagtg ggttggccgt actagaaaca aagctaatag ttatagcaca 180
gaatatgccg cgtctgtgaa aggcagattc accatctcaa gagatgattc aaagaagtca 240
ctgtatctgc aaatgaacag cctgaaaacc gaggacacgg ccgtgtatta ctgtgctaga 300
gggggggaaa cactatggtt cggggagtcc aactacggta tggacgtctg gggccaaggg 360

accacggtca ccgtctcctce a 381

<210> 130
<211> 127
<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

-127-

24



35040

<400> 130
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25
Tyr Met Val Trp vVal Arg Gln Ala Pro
35 40
Gly Arg Thr Arg Asn Lys Ala Asn Ser
50 55
Ser val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
65 70
Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys
85
Tyr Cys Ala Arg Gly Gly Glu Thr Leu
100 105
Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr
115 120

<210> 131

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 131
ggattcacct tcagtgacca ctac

<210> 132

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 132
Gly Phe Thr Phe Ser ASp His Tyr
1 5

<210> 133

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 133
actagaaaca aagctaatag ttatagcaca

-128-

Gly
10

Gly
Gly
Tyr
Arg
Thr
90

Trp

Thr

Leu
Phe
Lys
Ser
Asp
75

Glu

Phe

Val

Val
Thr
Gly
Thr
60

Asp
Asp

Gly

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Glu

Ser

Thr

Glu

Val
125

Pro
Ser
30

Glu
Tyr
Lys
Ala
Ser

110
Ser

Gly
15

Asp
Trp
Ala
Lys
Val
95

Asn

Ser

Gly
His
Val
Ala
Ser
80

Tyr

Tyr

24

30



134
10
PRT

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

<220>
<223> tbng

<400> 134

hop

35040

Trinh ty nhan tao

Thr Arg Asn Lys Ala Asn Ser Tyr Ser Thr

1

135
54
ADN

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

<220>
<223>

<400> 135
gctagagggy

136
18
PRT

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

<220>
<223> tbng

<400> 136

5

tdng hop

Trinh ty nhén tao

10

gggaaacact atggttcggg gagtccaact acggtatgga cgtc

hop

Trinh tyu nhdn tao

Ala Arg Gly Gly Glu Thr Leu Trp Phe Gly Glu Ser Asn Tyr Gly Met

1
Asp Val

<210> 137
<211> 324
<212> ADN

5

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng

<400> 137

gaaattgtgt
ctctcctgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt

hop

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccagtct
gtggcagcgg
ttgcagtgta

tccagacacc
gagtgttagc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag

10

ctgtctttgt
agcacctact
ggtgcatcca
gacttcactc
cagtatggta

-129-

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
ggtcacctct

15

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
cactttcggc

54

60

120
180
240
300



ggagggacca aggtggagat caaa

<210> 138
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan

<220> ,
<223> tbng hop

<400> 138

Glu
1
Glu
Tyr
Ile
Gly

65

Pro

Leu

Ile Val Leu Thr

Arg Ala Thr Leu
20
Leu Ala Trp Tyr
35
Tyr Gly Ala Ser
50
Ser Gly Ser Gly

Glu Asp Phe Ala
85
Thr Phe Gly Gly
100

<210> 139

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan

<220>
<223> tbéng hop

<400> 139
cagagtgtta gcagcaccta c

<210> 140

<211> 7.

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan

<220>
<223> téng hop

<400> 140
Gln Ser Val Ser Ser Thr Tyr

1

5

<210> 141
<211> 9
<212> ADN

tao

Gln Ser
Ser Cys
Gln Gln
Ser Arg

55
Thr Asp
70

Val Tyr

Gly Thr

tao

tao

35040

Pro Asp

Arg Ala
25

Lys Pro

40

Ala Thr

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val
105

-130-

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

90
Glu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ser
Ser
Ala
Pro
60

Ile

Tyr

Lys

Leu
vVal
Pro
45

Asp

Ser

Gly

Ser
Ser
30

Ser
Arg

Arg

Arg

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly
Thr
Leu
Ser
Glu

80
Pro

324

21



<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh ty nhan tao

téng hop

141

ggtgcatcc

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

<220>
<223>

<400>

142

3

PRT

Trinh ty nhén tao

téng hop

142

Gly Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

143

27

ADN

Trinh tu nhé&n tao

tdng hop

143

cagcagtatg gtaggtcacc tctcact

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

<220>
<223>

<400>

144

9

PRT

Trinh tu nhdn tao

tdng hop

144

35040

Gln Gln Tyr Gly Arg Ser Pro Leu Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

145
348
ADN
Trinh tu nhén tao

tdng hop

145

-131-

27



35040

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc

tcctgtgcag cgtctggcett caccttcaat

ccaggcatgg ggctggagtg ggtggcagtt

gcagactccg tgaagggccg attcaccatc

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac

aacctctttg actactgggg ccagggaacc

<210> 146

<211> 116

<212> PRT

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 146

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Ala Val Ile Trp His Asp Gly Ser

50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
, 85

Ala Arg Asn Trp Asn Leu Phe Asp

100

Thr Val Ser Ser
115

<210> 147

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 147

ggcttcacct tcaataacta tggc

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

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng

hop

Gly

Asp

Asp

Glu

Tyr

gtggtccagc
aactatggca
atatggcacg
tccagagaca
acggctgtgt
ctggtcactg

Gly Val
10

Ser Gly Phe

25

Pro

Gly Met

Lys Tyr
Ser
75

Thr

Asn

Asp
90
Trp Gly

105

-132-

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagtga
attccaagaa
attactgtgc
tctcctca

val Gln

Thr Phe
30
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Vval

Gln Gly

Pro

Asn

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

cctgagactc
ccgccaggcet
taaatactat
cacgctgtat
gagaaattgg

Gly
15
Asn

Arg
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95 :

Leu Val

60

120
180
240
300
348

24



35040

<400> 148
Gly Phe Thr Phe Asn Asn Tyr Gly
1 5

<210> 149

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 149
atatggcacg atggaagtga taaa

<210> 150

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 150
Ile Trp His Asp Gly Ser Asp Lys
1 5

<210> 151

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 151
gcgagaaatt ggaacctctt tgactac

<210> 152

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 152
Ala Arg Asn Trp Asn Leu Phe Asp Tyr
1 5

<210> 153
<211> 324

-133-

24

27



35040

Ala

ctgtctgcat
acctatttac
gcatccactt
ttcactctca
agtttcagta

Ser Leu
10

Ser

Ser

Gln
25

ctgtaggaga
attggtatca
tgcagagtgg
ccatcagcag
cccctccgat

Ser Ala

Ser Ile

30

Ser

Ser

cagaatcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
aaacttcggc

Val
15
Thr

Gly

Tyr

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 153

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcece

atcacttgcc gggcaagtca gagcatcagc

gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag

caagggacca agctggagat caaa

<210> 154

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 154

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Asp Arg‘Ile Thr Ile Thr Cys Arg
20

Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

35 40
Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

85

Ile Asn Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

<210> 155

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 155

cagagcatca gcacctat

<210> 156
<211> 6
<212> PRT

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr
Gln
90

Glu

Gln

Leu
105

-134-

Ala
Pro
Ile
75

Ser

Ile

Pro
Ser
60

Ser

Phe

Lys

Lys
45
Arg

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ile
Gly
Pro

80
Pro

60

120
180
240
300
324

18



35040

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> téng hop

<400> 156
Gln Ser Ile Ser Thr Tyr
1 5

<210> 157

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 157
gctgcatcc

<210> 158

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 158
Ala Ala Ser
1

<210> 159

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 159
caacagagtt tcagtacccc tccgataaac

<210> 160

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 160

-135-

30



35040

Gln Gln Ser Phe Ser Thr Pro Pro Ile Asn

1 5 10
<210> 16l
<211> 384
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 16l
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggagyc ttggtccage
tcctgtgcag cctctaaatt cacctttgac acctttgcca
ccagggaagg ggttggaatg ggtctcattt attagtagtt
gtagactécg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca
ctgcaaatga acagcctgcg agccgaggac acggccgtat
acgatttttyg gagtgcttat tctgggccce gacaactacg
gggaccacgg tcaccgtctc ctca
<210> 162
<211> 128
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 1le2
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Lys Phe
20 25
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Phe Ile Ser Ser Ser Gly Gly Arg Thr Asp
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Lys Glu Arg Thr Ile Phe Gly Val Leu Ile
100 105
Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr
115 ) 120
<210> 163
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

-136-

ctggggggte
tgagctgggt
ctggtggtcg
attccaagaa
attactgtgc
gtatggacgt

Val Gln

Thr Phe
30
Leu
45
Val

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala val

Leu Gly

Val
125

Pro

Asp

Glu

Asp

Thr

Tyr

Pro Asp

110
Thr Val Ser

cctgagactc
ccgccaggcet
cacagactat
caccctgtat
gaaagaacgg
ctggggccaa

Gly Gly
15
Thr Phe

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Asn

Ser

120
180
240
300
360
384



<223>

<400>

tdng hop

163

aaattcacct ttgacacctt tgcc

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

220>
<223>

<400>

164

8

PRT

Trinh tyu nhdn tao

tdng hop

164

35040

Lys Phe Thr Phe Asp Thr Phe Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5

165

24

ADN

Trinh ty nhdn tao

tdng hop

165

attagtagtt ctggtggtcg caca

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

<220>
<223>

<400>

166

8

PRT

Trinh tyu nhdn tao

tdng hop

166

Ile Ser Ser Ser Gly Gly Arg Thr

1
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gcgaaagaac ggacgatttt tggagtgctt attctgggcc ccgacaacta cggtatggac

gtc

5

167
63
ADN
Trinh tu nhan tao

tdng hop

167

-137-

60

63

24

24



35040

<210> 168
<211> 21
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 168
Ala Lys Glu Arg Thr
1 5 10
Tyr Gly Met Asp Val
20
<210> 169
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tdéng hop
<400> 169
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat
atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc acctatttaa
gggaaagccc ctaaactcct gatctatgct gcatccagtt
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagtg
caagggacac gactggagat taaa
<210> 170
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 170
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Ser
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser
85 90
Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile

-138-

ttgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccctecgat

Ser Ala

Ser Ile

30
Pro Lys
45
Ser Arg

60

Phe

Ser

Leu

Phe

Ile Phe Gly Val Leu Ile Leu Gly Pro Asp Asn

15

cagagtcacc
gcaaaaacca
ggtctcatca
tctgcaacct
caccttcggce

Val
15
Thr

Gly
Tyr
Leu Ile
Ser

Gly

Gln Pro

Ser

Tyr

Lys

Ser

Ser

Leu

Ala

Pro
95

80
Pro

60

120
180
240
300
324



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

<220>
<223>

<400>

100
171
18
ADN
Trinh tu nhén tao

tdng hop

171

cagagcatta gcacctat

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

<220>
<223>

<400>

172

6

PRT

Trinh tu nhén tao

tdng hop

172

Gln Ser Ile Ser Thr Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

173

9

ADN

Trinh ty nhédn tao

tdng hop

173

gctgcatcc

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

<220>
<223>

<400>

174

3

PRT

Trinh tu nhan tao

tdng hop

174

Ala Ala Ser

1

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

175

30

ADN

Trinh tu nhén tao

35040

105

-139-

18



<220>
<223> téng

<400> 175

hop

3

caacagagtt acagtgcccc tccgatcacc

5040

10

ctggtgaagc
agcaacattc
ggaaggacat
ataaccatca
cccgaggaca
tacttctacg

<210> 176

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 176

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

<210> 177

<211> 384

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 177

caggtacagc tgcagcagtc aggtccagga

acctgtgcca tctccgggga cagtgtctct

cagtcccctt cgagaggcct tgagtggctg

aatgattatg cagtatctgt gaaaagtcga

cacttctccc tgcagctgaa ctctgtgact

agaggaaggg tctatgacag gtcttctagg

gggaccacgg tcaccgtctc ctca

<210> 178

<211> 128

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 178

Gln Val ‘Gln
1

Thr Leu Ser

Ala
35
Gly

Ile Pro

Trp Leu

Leu Gln
5

Leu Thr

20

Trp Asn

Arg Thr

Gln

Cys

Trp

Tyr

Ser

Ala

Ile

Tyr

Gly
Ile
Arg

40
Arg

Pro Gly Leu
10

Ser Gly Asp

25

Gln Ser Pro

Ser Lys Trp

-140-

cctcgcagac
ctgcttggaa
actacaggtc
atccagacac
cggctgtgta
ctatggacgt

Val Lys
Ser Val
Ser Arg

45
Tyr Asn

Pro
Ser
30

Gly

Asp

cctctcactc
ctggatcagg
caagtggtat
atccaagaac
ttactgtgca
ctggggccaa

Ser Gln
15
Ser Asn

Leu Glu

Tyr Ala

30

120
180
240
300
360
384



50 55
vVal Ser Val Lys Ser Arg Ile

65

70

His Phe Ser Leu Gln Leu Asn

85

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Arg

100

Tyr Ala Met Asp Val Trp Gly

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

<220>
<223>

<400>

115
179
30

ADN
Trinh ty nhan tao

tdng hop

179

35040

Thr

Ser

val

Gln
120

Ile
Val
Tyr

105
Gly

ggggacagtg tctctagcaa cattcctgcet

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

<220>
<223>

<400>

180
10
PRT
Trinh ty nhén tao

téng hop

180

Asn
Thr
90

Asp

Thr

Gly Asp Ser Val Ser Ser Asn Ile Pro Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5

181

27

ADN

Trinh ty nhan tao

tdng hop

181

acatactaca ggtccaagtg gtataat

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

<220>
<223>

182

9

PRT

Trinh ty nhan tao

téng hop

-141-

10

Pro
75
Pro

Arg

Thr

60
Asp Thr

Glu Asp

Ser Ser

Val Thr
125

Ser Lys

Thr Ala
95

Arg Tyr

110

Val Ser

Asn
80

Val
Phe

Ser

30

27



<400> 182

35040

Thr Tyr Tyr Arg Ser Lys Trp Tyr Asn

1

183
54
ADN

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

<220>
<223> téng

<400> 183

5

hop

Trinh ty nhan tao

gcaagaggaa gggtctatga caggtcttct aggtacttct acgctatgga

184
18
PRT

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

<220>
<223>

<400> 184

tdng hop

Trinh tu nhan tao

cgtc

Ala Arg Gly Arg Val Tyr Asp Arg Ser Ser Arg Tyr Phe Tyr Ala Met

1
Asp Val .

185
324
ADN

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

<220>
<223> tbéng
<400> 185

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
caagggacac

186
108
PRT

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

<220>
<223>

5

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
gactggagat

téng hop

Trinh ty nhan tao

tccatcctcc
gagcattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag
taaa

Trinh tyu nhan tao

10

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta

-142-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
attatccgat

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
caccttcggce

54

60

120
180
240
300
324



<400>

186

Asp Ile Gln Met

1

Asp Arg Val Thr

20

Leu Asn Trp Tyr

35

Tyr Ala Ala Ser
50
Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp Phe Ala

Ile Thr Phe Gly

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

<220>
<223>

<400>

100

187
18
ADN

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85
Gln

Trinh ty nhén

tdng hop

187

cagagcatta gcagctat

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

<220>
<223>

<400>

188
6
PRT

Trinh tu nhén

tdng hop

188

Gln Ser Ile Ser Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

189
9
ADN

5

Trinh ty nhan

tdng hop

189

gctgcatcc

<210>

190

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Gly

tao

tao

Tyr

tao

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Thr

35040

Pro Ser

Arg Ala
25

Pro Gly

40

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

Arg Leu
105

-143-

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Glu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Ile

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Lys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Asn

vVal
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Tyr
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Pro

18



<211> 3
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 190

tdng hop

Ala Ala Ser

1

191
30
ADN

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

<220>
<223>

<400> 191

tdng hop

35040

Trinh tu nhan tao

Trinh ty nhén tao

caacagagtt acagtaatta tccgatcacc

192
10
PRT

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

<220>
<223> tbng

<400> 192

hop

Trinh tyu nhan tao

Gln Gln Ser Tyr Ser Asn Tyr Pro Ile Thr

1

193
357
ADN

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

<220>
<223>

<400> 193
gaggtgcagc
tcctgtgcag
acaggaaaag
ggctccgtga
caaatgaaca
ggagtggttc

<210> 194
<211> 119

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
gtctggagtg
agggccgatt
gcctgagagc
ttacctttga

Trinh tu nhdn tao

tgggggaggc
caccttcaga

ggtctcagct
caccatctcc
cggtgacacg
ctactggggc

10

ttggttcagc
acctacgaca
attggtactg
agagaaaatg
gctgtgtatt
cagggaaccc

-144-

cgggggggte
tgcactgggt
ctggtgacac
ccaagaactc
actgtgcacg
tggtcaccgt

cctgagactc
ccgccaagct
atactatcca
cttgtatctt
aacgattttt
ctcctca

30

60

120
180
240
300
357



<212> PRT

<213> Trinh tu nhan

<220>
<223> tbéng hop

<400> 194

Glu val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu

20
Asp Met His Trp
35
Ser Ala Ile Gly
50

Gly Arg Phe Thr
65

Gln Met Asn Ser

Arg Thr Ile Phe

100

Thr Leu Val Thr
115

<210> 195
<211> 24
<212> ADN

val
Ser
Val
Thr
Ile
Leu
85

Gly

Val

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> téng hop

<400> 195

tao

Glu
Cys
Arg
Ala
Ser
70

Arg

Val

Ser

tao

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Arg
Ala

vVal

Ser

ggattcacct tcagaaccta cgac

<210> 196
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 196

35040

Gly
Ala
Ala
40

Asp
Glu

Gly

Leu

Gly Phe Thr Phe Arg Thr Tyr Asp

1

<210> 197
<211> 21
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhén tao

-145-

Gly
Ser
25

Thr
Thr
Asn

Asp

Thr
105

Gly
10

Gly
Gly
Tyr
Ala
Thr

90
Phe

Leu
Phe
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Asp

Val
Thr
Gly
Pro
60

Asn

Val

Tyr

Gln
Phe
Leu
45

Gly
Ser

Tyr

Trp

Pro
Arg
30

Glu
Ser
Leu

Tyr

Gly
110

Gly
15

Thr
Trp
Val
Tyr
Cys

95
Gln

Gly
Tyr
vVal
Lys
Leu
80

Ala

Gly

24



<220>
<223>

<400>

35040

tdng hop

197

attggtactg ctggtgacac a

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

<220>
<223>

<400>

198

7

PRT

Trinh tuy nhdn tao

tdng hop

198

Ile Gly Thr Ala Gly Asp Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

199

39

ADN

Trinh tyu nhdn tao

tdng hop

199

gcacgaacga tttttggagt ggttcttacc tttgactac

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

<220>
<223>

<400>

Ala Arg Thr Ile Phe Gly Val Val Leu Thr Phe Asp Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc 60

atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc agctctttaa attggtatca gcagaaacca 120

200
13
PRT
Trinh tu nhén tao

tdng hop
200
5 10

201

324

ADN

Trinh tu nhdn tao

tdng hop

201

-146-

21

39



gggaaa
aggttc

gaagat
caaggg

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

<220>
<223>

<400>

Asp Il
1

Asp Ar

Leu As

Tyr Al
50

Ser Gl

65

Glu As

<210>
<211>
<212>

gccc ctaagctcct
agtg gcagtggatc

tttg caacttacta
acca aggtggaaat
202

108

PRT

Trinh tu nhén ta

35040

gatctatgct gcatccagtt tgcacagtgg ggtcccatca 180
tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct 240
ctgtcaacag acttacagta tccctccgac caccttcgge 300

caaa

o

n Ser Pro Ser

g Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala

25

n Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly

40

a Ala Ser Ser Leu His Ser Gly

55
p Phe Thr Leu

p Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln

tdng hop
202
e Gln Met Thr Gl
5
20
35
y Ser Gly Thr As
70
. 85
Thr Thr Phe Gly Gln Gl
100
203
18
ADN
Trinh ty nhén ta

<213>

<220>
<223>

<400>
cagagc

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

<220>
<223>

<400>
Gln Se
1

téng hop

203
atta gcagctct

204
.
PRT
Trinh tu nhén ta

tdng hop

204

r Ile Ser Ser Se
5

y Thr Lys Val
105

(e}

O

r

-147-

Ser
10
Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90
Glu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Thr

Ile

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Lys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ile

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly
Ser
Ile
Gly
Pro

80
Pro

18



35040

<210> 205

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 205
gctgcatcc

<210> 206

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 206
Ala Ala Ser
1

<210> 207

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 207
caacagactt acagtatccc tccgaccacc

<210> 208

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 208
Gln Gln Thr Tyr Ser Ile Pro Pro Thr Thr
1 5 10

<210> 209
<211> 384
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>

-148-

30



35040

<223> tdng hop

<400> 209

gaggtgcagc tggtggagtce tgggggaggc

tcctgtgcag cctctggatt cacctttagc

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaggt

gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac

attattagta tggttcgggg acttatcaac

gggaccacgg tcaccgtctc ctca

<210> 210

<211> 128

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> téng hop

<400> 210

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Ala Met Ile Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Ser Gly Ile Ser Gly Ser Gly Gly
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

85

Ala Lys Glu Gly Ile Ile Ser Met
100

His Gly Met Asp Val Trp Gly Gln

115 120

<210> 211

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 211

ggattcacct ttagcaacta tgcc

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

<213> Trinh ty nhén tao

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Val

105
Gly

ttggtacagc
aactatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat
tactaccacg

Gly Leu
10
Gly Phe

Gly Lys

Ile Tyr
Ser
75

Thr

Asn

Asp
90
Arg Gly

Thr Thr

-149-

ctggggggte
tgatctgggt
gtggtggcag
attccaagaa
attactgtgc
gtatggacgt

Vval Gln

Thr Phe
Leu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Val

Leu Ile

Thr
125

Val

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Asn

110
Val

cctgagactc
ccgccaggcet
tatatactac
cacgctgtat
gaaagaagga
ctggggccaa

Gly
15
Asn

Gly
Tyr
Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95
Tyr Tyr

Ser Ser

60

120
180
240
300
360
384

24



35040

<220>
<223> tbéng hop

<400> 212
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Ala
1 5

<210> 213

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 213
attagtggta gtggtggcag tata

<210> 214

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 214
Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Ile
1 5

<210> 215

<211> 63

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 215

gcgaaagaag gaattattag tatggttcgg ggacttatca actactacca cggtatggac 60

gtc 63

<210> 216

<211> 21

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 216

-150-



Ala Lys Glu Gl

35040

1 5

His Gly Met Asp Val
20

<210> 217

<211> 324

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 217

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc

cctggccagg ctcccaggcet cctcatctat

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag

caagggadca aggtggaaat caaa

<210> 218

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 218

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 Ser Arg Ala
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

65 70

pPro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr

85

Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

<210> 219

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tbéng hop

Ala

Thr

Val

10

ctgtctttgt
agcagctact
ggtgcatcca
gacttcactc
cagtatggta

Thr
10
Ser

Gly Leu
Gln
25
Pro

Gly Gln

Gly Ile
Thr
75

Gln

Thr Leu
Gln
90

Glu

Cys

Ile
105

-151-

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
gctcaccttg

Ser Leu

Ser Val
30
Ala Pro
45
Pro Asp
60
Ile Ser

Tyr Gly

Lys

Ser

Ser

Arg

Arg

Arg

Ser

y Ile Ile Ser Met Val Arg Gly Leu Ile Asn Tyr Tyr

15

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
gacgttcggce

Pro
15
Ser

Gly
Ser
Leu Léu
Phe Ser
Glu

80
Pro

Leu

Ser
95

60

120
180
240
300
324



<400>

219

cagagtgtta gcagcagcta ¢

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

<220>
<223>

<400>

220

7

PRT

Trinh ty nhan tao

tdng hop

220

Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

221

9

ADN

Trinh ty nhén tao

tdng hop

221

ggtgcatcc

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

<220>
<223>

<400>

222

3

PRT

Trinh tu nhén tao

tdng hop

222

Gly Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

223
27
ADN
Trinh ty nhan tao

tdng hop

223

cagcagtatg gtagctcacc ttggacg

<210>
<211>

224
9

35040

-152-

21

27



35040

<212> PRT
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 224
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr
1 5
<210> 225
<211> 360
<212> ADN
<213> Trinh tyu nhén tao
<220> |
<223> tbéng hop
<400> 225
caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc
tcctgcaagg catctggata caccttcacc agctactata
cctggacaag ggcttgagtg gttgggaata atcaacccta
gcacagaagt tccagggcag agtcaccatg accagggaca
atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggccgtgt
ggagaagctyg gtgaggtttt taactactgg ggccagggaa
<210> 226
<211> 120
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>
<223> téng hop
<400> 226
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu val
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 25
Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40
Gly Ile Ile Asn Pro Ser Gly Gly Ser Thr Ser
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 Thr Gly Glu Ala Gly Glu Val Phe
100 105
Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115 120

-153-

ctggggcctce
tgcactgggt
gtggtggtag
cgtccacgag
attactgtgc
cccaggtcac

Lys Lys Pro
Thr
30

Glu

Thr Phe
Leu
45

Ala

Gly

Tyr Gln

60
Thr

Ser Thr

Ala Val Tyr

Asn Trp

110

Tyr

agtgaaggtt
gcgacaggcc
cacaagctac
cacagtctac
gagagagaca
cgtctcctca

Gly Ala
15
Ser Tyr

Trp Leu

Lys Phe

vVal Tyr
80
Tyr Cys
95

Gly Gln

120
180
240
300
360



35040

<210> 227

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 227
ggatacacct tcaccagcta ctat

<210> 228

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tdéng hop

<400> 228
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Tyr
1 : 5

<210> 229

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 229
atcaacccta gtggtggtag caca

<210> 230

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 230
Ile Asn Pro Ser Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 231

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

-154-

24

24



<223> téng

<400> 231

hop

35040

gcgagagaga caggagaagc tggtgaggtt tttaactac

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccctccgat

Ser Ala Ser

Ile Ser
30
vVal

Ile

Pro Lys

45
Arg

Ser Phe

60

Ser Ser

<210> 232
<211> 13
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 232
Ala Arg Glu Thr Gly Glu Ala Gly Glu Val Phe Asn Tyr
1 5 10
<210> 233
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 233
gacatccaga tgacccagtc tccatcctce ctgtctgeat
atcacttgcc gggcaagtca gatcattagc aggtatttaa
gggaaagccc ctaaggtcct gatctatgct gcctccactt
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta
caagggacac gactggagat taaa
<210> 234
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 234
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 ' 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Asn Trp Tyr Gln His Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75

-155-

Leu

cagagtcacc
gcataaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
caccttcggc

Val
15
Arg

Gly
Tyr
Leu Ile
Ser

Gly

Gln Pro

80

39

120
180
240
300
324



35040

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro

85 90 95
Ile Thr .Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 235
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 235
cagatcatta gcaggtat

<210> 236

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 236
Gln Ile Ile Ser Arg Tyr
1 5

<210> 237

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 237
gctgcctcec

<210> 238

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 238
Ala Ala Ser
1

<210> 239

-156-



30
ADN

<211>
<212>
<213>

<220>

<223> tbng

<400> 239

hop

35040

Trinh ty nhén tao

caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

240
10
PRT

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

<220>
<223> téng

<400> 240

hop

Trinh tu nhé&n tao

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1

241
381
ADN

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

<220>
<223> téng

<400> 241
gaggtgcagce
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactctg
ctgcaaatga
agcatagcag
accacggtca

242

127
PRT

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

<220>
<223> tbng

<400> 242

5

hop

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
ctctgttacg
ccgtctectce

hop

Trinh ty nhé&n tao

tgggggaggc
caccttcagt

ggtttcatac
attcaccatc
agccgaggac
gaaccagtac
a

Trinh ty nhé&n tao

10

ttggtacagc
agttatgaaa
attggtagta
tccagagaca
acggctgttt
cacttcggta

ctggagggte
tgaactgggt
gtggtcgtgc
acgccaaaaa
attactgtgc
tggacgtctg

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
ctcactgtat
gagaccttcg

gggccaaggg

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

1

5

10

15

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

20

25

-157-

30

30

60

120
180
240
300
360
381



Glu Met Asn

Ser Tyr Ile
50
Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Arg Pro

Gly Met Asp

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

<220>
<223>

<400>

Trp Val
35
Gly Ser
Phe Thr
Asn Ser
85
Ser Ser
100
Val Trp
115
243
24
ADN
Trinh ty nhan
tdng hop
243

Arg
Ser
Ile
70

Leu

Ile

Gly

tao

Gln
Gly
55

Ser
Arg

Ala

Gln

ggattcacct tcagtagtta tgaa

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

<220>
<223>

<400>

244
8
PRT

Trinh tu nhén tao

téng hop

244

35040

Ala
40

Arg
Arg
Ala

Ala

Gly
120

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Glu

1

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

<220>
<223>

<400>

245
24
ADN

5

Trinh tu nhan tao

tdng hop

245

attggtagta gtggtcgtgc caca

<210>
<211>
<212>

246
8
PRT

<213> Trinh ty nhan tao

-158-

Pro

Ala

Asp

Glu

Leu

105
Thr

Gly
Thr
Asn
Asp
90

Leu

Thr

Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Arg

Val

Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Asn

Thr

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Val
125

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr

110
Ser

Trp
Ser
Leu
Tyr
95

His

Ser

Val
Val
Tyr
80

Cys

Phe

24

24



<220>
<223> tbéng

<400> 246

hop

35040

Ile Gly Ser Ser Gly Arg Ala Thr

1

<210> 247
<211> 60
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tdéng hop

<400> 247

gcgagacctt cgagcatagc agctctgtta cgga

<210> 248
<211> 20
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbéng

<400> 248

hop

Ala Arg Pro Ser Ser Ile Ala Ala Leu Leu Arg Asn Gln Tyr His Phe

1

5

Gly Met Asp Val

<210> 249
<211> 324
<212> ADN

20

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng

<400> 249

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
caagggacac

<210> 250
<211> 108
<212> PRT

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
gactggagat

tccatcctcc
gagcattacc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag
taaa

<213> Trinh ty nhan tao

-159-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaggtgg
ccatcagcag
cccctecgat

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
caccttcggc

accagt accacttcgg tatggacgtc 60

60

120
180
240
300
324



<220>
<223> tbng hop

<400> 250
Asp Ile Gln Met
1
Asp Arg Val Thr
20
Leu Asn Trp Tyr
35
Tyr Ala ‘Ala Ser
50
Ser Gly Ser Gly
65
Glu Asp Phe Ala

Ile Thr Phe Gly
100

<210> 251
<211> 18
<212> ADN

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85
Gln

<213> Trinh tu nhan

<220>
<223> tdng hop

<400> 251

cagagcatta ccagctat

<210> 252
<211> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> tdng hop

<400> 252

Gln Ser Ile Thr Ser

1

<210> 253
<211> 9
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> tbng hop

<400> 253

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Gly

tao

tao

Tyr

tao

Ser
Cys
Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Thr

35040

Pro Ser

Arg Ala
25

Pro Gly

40

Gly Gly

Thr Leu

Cys Gln

Arg Leu
105

-160-

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Glu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Ile

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Lys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser

Thr

30

Leu

Phe

Leu

Thr

vVal

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Pro

18



gctgcatcc

<210> 254
<211> 3

<212> PRT
<213>

<220>
<223> tbéng

<400> 254

Ala Ala Ser

1

255
30
ADN

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

<220>
<223>

<400> 255

hop

tdng hop

35040

Trinh tu nhan tao

Trinh ty nhan tao

caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

256
10
PRT

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

<220>
<223> téng

<400> 256

hop

Trinh tuy nhdn tao

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1

257
360
ADN

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

<220>
<223> téng
<400> 257

caggtgcagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
ggagaagctg

5

hop

tggtgcagtc
catctggata
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag
gtgaagtttt

Trinh ty nhadn tao

tggggctgag
caccttcacc
gatgggaata
agtcaccatg
atctgaggac
taactactgg

10

gtgaagaagc
agctactata
atcaacccta
accagggaca
acggccgtgt
ggccagggaa

-161-

ctggggcctc
tgcactgggt
gtggtggtag
cgtccacgag
attactgtgce
ccctggtcac

agtgaaggtt
gcgacaggcc
cacaagctac
cacagtctac
gagagagata
cgtctcctceca

30

60 .
120
180
240
300
360



<210> 258

<211> 120

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>

<223> tdng hop

<400> 258

Gln Val Gln Leu Val

1 5
Ser Val Lys Val Ser
20

Tyr Met His Trp Val
35

Gly Ile Ile Asn Pro

50

Gln Gly Arg Val Thr

65

Met Glu Leu Ser Ser

85

Ala Arg Glu Ile Gly
: 100

Gly Thr Leu Val Thr
115

<210> 259

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan

<220>

<223> tbéng hop

<400> 259

tao

Gln
Cys
Arg
Ser
Met
70

Leu

Glu

vVal

tao

Ser
Lys
Gln
Gly
55

Thr
Arg

Ala

Ser

ggatacacct tcaccagcta ctat

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

<220>
<223>

<400>

260

8

PRT

Trinh tu nhén

tdng hop

260

tao

35040

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ser

Gly

Ser
120

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Tyr

1

<210>
<211>

5

261
24

-162-

Ala
Ser
25

Pro
Ser
Asp

Glu

Glu
105

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

90
vVal

Val
Tyr
Gln
Ser
Ser
75

Thr

Phe

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Asn

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser

Val

Tyr

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr

Tyr

Trp
110

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Val
Tyr

95
Gly

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Gln

24



35040

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 261
atcaacccta gtggtggtag caca

<210> 262

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 262
Ile Asn Pro Ser Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 263

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

<400> 263
gcgagagaga taggagaagc tggtgaagtt tttaactac

<210> 264

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 264
Ala Arg Glu Ile Gly Glu Ala Gly Glu Val Phe Asn Tyr
1 5 10

<210> 265
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbéng hop

-163-

24

39



35040

<400> 265

gacatccaga tgacccagtc tccétcctcc

atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc

gggaaagccc ctaaggtcct gatctatgct

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag

caagggacac gactggagat taaa

<210> 266

<211> 108

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220> .

<223> tdng hop

<400> 266

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
' 20

Leu Asn Trp Tyr Gln His Lys Pro
35 40

Tyr Ala Ala Ser Ile Leu Gln Ser

50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

85
Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg
100

<210> 267

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tbng hop

<400> 267

cagagcatta gcaggtat

<210> 268
<211> 6

<212> PRT
<213>

<220>

<223> tdng hop

<400> 268

Trinh tu nhé&n tao

Ala

ctgtctgcat
aggtatttaa
gcatccattt
ttcactctca
agttacagta

Ser Leu
10

Ser

Ser

Gln
25
Gly

Lys Ala

Gly Val Pro
Ile
75

Ser

Leu Thr
Gln
90
Glu

Gln

Leu Ile

105

-164-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccctecgat

Ser Ala

Ser Ile

Pro Lys
45
Ser Arg
60
Ser Ser

Tyr Ser

Lys

Ser

Ser

30

val

Phe

Leu

Thr

cagagtcacc
gcataaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
caccttcggc

val
15
Arg

Gly
Tyr
Leu Ile
Ser Gly
Pro

80
Pro

Gln

Pro
95

60

120
180
240
300
324

18



35040

Gln Ser Ile Ser Arg Tyr

1

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

<220>
<223>

<400>

5

269

9

ADN

Trinh tu nhan tao

téng hop

269

gctgcatcc

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

<220>
<223>

<400>

270

3

PRT

Trinh tu nhan tao

tdng hop

270

Ala Ala Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

271
30
ADN
Trinh tu nhan tao

tdng hop

271

caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

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

<220>
<223>

<400>

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

1

<210>
<211>
<212>

272
10
PRT
Trinh tu nhan tao

téng hop
272

5 10

273
381
ADN

-165-

30



35040

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 273

gaggtgcagc tggtggagtce tgggggaggc

tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt

ccagggaagg ggctggagtg ggtttcatat

gcagactctg tgaagggccg attcaccatc

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac

agtatagaga ctctgttacg gaatcagtac

accacggtca ccgtcteccte a

<210> 274

<211> 127

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 274

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Glu Met Asn Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Ser Tyr Ser Ser Ser Ser Gly Arg

50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

85
Ala Arg Pro Ser Ser Ile Glu Thr
100

Gly Val Asp Val Trp Gly Gln Gly
115 120

<210> 275

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> tbéng hop

<400> 275

ggattcacct tcagtactta tgaa

<210> 276

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Leu

105
Thr

ttggtacagc
acttatgaaa
agtagtagta
tccagagaca
acggctgttt
cactacggtg

Gly Leu
10
Gly Phe

Gly Lys

Ile Tyr
Ala
75

Thr

Asn

Asp
90
Leu Arg

Thr Val

-166-

ctggagggte
tgaactgggt
gtggtagaac
acgccaagaa
attactgtgc
tggacgtctg

val Gln

Thr Phe
30
Leu
45
Ala

Gly

Tyr
60
Lys Asn

Ala Val

Asn Gln

Val
125

Thr

Pro

Ser

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr

110
Ser

cctgagactc
ccgccaggct
catatactac
ctcactgttt
gagaccttcg
gggccaaggyg

Gly
15
Thr

Gly
Tyr
Trp Val
Ser Val
Phe
80
Cys

Leu

Tyr
95
His Tyr

Ser

60

120
180
240
300
360
381

24



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

8
PRT
Trinh tu nhan tao

tdng hop

276

35040

Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Glu

1

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

<220>
<223>

<400>

5

277

24

ADN

Trinh tu nhédn tao

téng hop

277

agtagtagta gtggtagaac cata

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

<220>
<223>

<400>

278

8

PRT

Trinh ty nhadn tao

tdng hop

278

Ser Ser Ser Ser Gly Arg Thr Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

gcgagacctt cgagtata

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

<220>
<223>

5

279

60

ADN )
Trinh tu nhédn tao

tdéng hop

279
280
20

PRT
Trinh ty nhan tao

tdng hop

ga gactctgtta cggaatcagt accactacgg tgtggacgtc 60

-167-

24



3

5040

<400> 280
Ala Arg Pro Ser Ser Ile Glu
1 5 10
Gly Val Asp Val
20
<210> 281
<211> 324
<212> ADN
<213> Trinh tu nhéan tao
<220>
<223> téng hop
<400> 281
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat
atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc agctatttaa
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgcet gcatccagtt
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta
caagggacac gactggagat taaa
<210> 282
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220> .
<223> tbéng hop
<400> 282
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser
85 90
Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile
100 105
<210> 283
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

-168-

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccctecgat

Ser Ala

Ser Ile
30
Pro Lys
45
Ser Arg
60
Ser Ser

Tyr Ser

Lys

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Thr

Thr Leu Leu Arg Asn Gln Tyr His Tyr

15

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccgtca
tctgcaacct
caccttcggc

Val
15
Ser

Gly

Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Pro

95

60

120
180
240
300
324



35040

<220>
<223> tbéng hop

<400> 283
cagagcatta gcagctat

<210> 284

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 284
Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 285

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 285
gctgcatcc

<210> 286

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> .
<223> tbng hop

<400> 286
Ala Ala Ser
1

<210> 287

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> téng hop

<400> 287
caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

-169-

18

30



35040

<210> 288
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh tuy nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 288
Gln Gln .Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr
1 5 10
<210> 289
<211> 384
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tdng hop
<400> 289
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggcacagc
tcctgtgcag cctctggatt caccttcagt agtcatgaaa
ccagggaagg ggctggagtg ggtttcatac attagtcgta
gcagactctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgttt
ggctcgtatt acgatatttt gactggttcc caggactacg
gggaccacgg tcaccgtctc ctca
<210> 290
<211> 128
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> tbng hop
<400> 290
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Glu Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Tyr Ile Ser Arg Ser Gly Arg Ile Ile Asn
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Glu Arg Gly Ser Tyr Tyr Asp Ile Leu
100 105

-170-

Ala

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Thr

ctggagggte
tgaactgggt
gtggtagaat
acgccaagaa
attactgtgc
gtatggacgt

Gln Pro

Phe Ser
30
Leu Glu
45
Ala Asp
60

Asn Ser

Val Tyr

Ser
110

Gly

cctgagactc
ccgccaggcet
cataaactac
ctcactgtat
gagagagaga
ctggggccaa

Gly
15
Ser

Gly

His

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

Gln Asp

60

120
180
240
300
360
384



35040

Tyr Gly Met Asp val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 291

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 291
ggattcacct tcagtagtca tgaa

<210> 292

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 292
Gly Phe Thr Phe Ser Ser His Glu
1 5

<210> 293

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 293
attagtcgta gtggtagaat cata

<210> 294

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> tbng hop

<400> 294
Ile Ser Arg Ser Gly Arg Ile Ile
1 5

<210> 295
<211> 63
<212> ADN

-171-

24

24



35040

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tbng

<400> 295
gcgagagaga
gtc

296
21
PRT

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

<220>
<223>

<400> 296

Ala Arg Glu Arg Gly Ser Tyr Tyr Asp Ile Leu Thr Gly Ser

1

hop

gaggctcgta ttacgatatt ttgactggtt cccaggacta cggtatggac

tdng hop

5

Tyr Gly Met Asp Val

297
324
ADN

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

<220>
<223> tdbng
<400> 297

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccce
aggttcagtg
gaagattttg
caagggacac

298
108
PRT

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

<220>
<223> tdng

<400> 298

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Se

1

20

hop

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
gactggagat

hop

5

Trinh ty nhé&n tao

Trinh ty nhé&n tao

tccatcctcece
gaccattagc
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag
taaa

Trinh tu nhé&n tao

10

ctgtctgcat
acctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta

10

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccctcecgat

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Thr Ile Se

20

25

-172-

30

60
63

Gln Asp
15

cagagtcacc 60
gcagaaacca 120
ggtcccatca 180
tctgcaacct 240
caccttcgge 300

324

r Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

15

r Thr Tyr



Leu Asn Trp

Tyr Ala Ala
50
Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

Ile Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>

Tyr Gln
35
Ser Ser
Gly Thr
Ala Thr
85

Gly Gln
100

299

18

ADN

Trinh tu nhén

tdng hop

299

cagaccatta gcacctat

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

<220>
<223>

<400>

300
6
PRT

Trinh ty nhén

tdng hop

300

Gln Thr Ile Ser Thr

1

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

<220>
<223>

<400>

301
9
ADN

5

Trinh ty nhan

tdng hop

301

gctgcatce

<210>
<211>
<212>

302
3
PRT

Gln

Leu

Asp
70
Tyr

Gly

tao

tao

Tyr

tao

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> tbéng hop

Lys
Gln
55

Phe

Tyr

Thr

35040

Pro Gly
40

Ser Gly
Thr Leu

Cys Gln

Arg Leu
105

-173-

Lys
Val
Thr
Gln

90
Glu

Ala
Pro
Ile
75

Ser

Ile

Pro
Ser
60

Ser

Tyr

Lys

Lys
45
Arg

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ile
Gly
Pro

80
Pro

18



<400> 302

Ala Ala Ser

1

303
30
ADN

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

<220>
<223>

<400> 303

tdng hop

35040

Trinh ty nhén tao

caacagagtt acagtacccc tccgatcacc

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro Ile Thr

tgggggaggc
caccttcagt

ggtttcatac
attcaccatc
agccgaggac
gaaccagtac
a

<210> 304
<211> 10
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> tbéng hop
<400> 304

1 5
<210> 305
<211> 381
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220> .
<223> tbng hop
<400> 305
gaggtgcagc tggtggagte
tcectgtgecag cctctggatt
ccagggaagg ggctggagtg
gcagactctg tgaagggccg
ctgcaaatga acagcctgag
agtataccag ctctgttacg
accacggtca ccgtctcctc
<210> 306
<211> 127
<212> PRT
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> tbng hop

10

ttggtacagc
agttatgaaa
attagtagta
tccagagaca
acggctgttt
cactacggta

-174-

ctggagggtce
tgaactgggt
gtggtagtac
acgccaagaa
attactgtgc
tggacgtctg

cctgagactc
ccgccaggcet
caaatactac
ctcactgtat
gagaccttcg

gggccaaggg

30

60

120
180
240
300
360
381



<400> 306

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Glu Met Asn
35
Ser Tyr Ile
50
Lys Gly Arg
65
Leu Gln Met

Ala Arg Pro

Gly Met Asp
115

<210> 307
<211> 24
<212> ADN
<213> Trinh

<220>

Leu
Leu
20

Trp
Ser
Phe
Asn
Ser

100
vVal

val
Ser
val
Ser
Thr
Ser
85

Ser

Trp

tu nhan

<223> tbéng hop

<400> 307

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu

Ile

Gly

tao

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg

Pro

Gln

ggattcacct tcagtagtta tgaa

<210> 308
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> téng hop

<400> 308

35040

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala

Ala

Gly
120

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Glu

1

<210> 309
<211> 24
<212> ADN

5

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> téng hop

<400> 309

attagtagta gtggtagtac caaa

-175-

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Leu

105
Thr

Gly
10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp
90

Leu

Thr

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ala
75

Thr

Arg

Val

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Asn

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Val
125

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser
Tyr
Tyr

110
Ser

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

His

Ser

Gly
Tyr
val
Val
Tyr
80

Cys

Tyr

24

24



<210> 310
<211> 8

<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 310

tdng hop

35040

Trinh tu nhdn tao

Ile Ser Ser Ser Gly Ser Thr Lys

1

311
60
ADN

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

<220>
<223>

<400> 311

gcgagacctt cgagtatacc a

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

312
20
PRT

<220>
<223> tbng

<400> 312

5

tdng hop

hop

Trinh ty nhan tao

Trinh tu nhan tao

Ala Arg Pro Ser Ser Ile Pro Ala Leu Leu Arg Asn Gln Tyr His Tyr

1

5

Gly Met Asp Val

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

313
2051
ADN

<400> 313

gaattcgcca
accagcttct
gtgatccaca
ctgagcagca
accgatgtgce
gtgaattatg
gacggcagceg
tacgtgcaca

20

Virut Ebola

ccatgggcgt
tcctgtgggt
acagcaccct
ccaaccagct
ctagcgccac
aggccggcga
agtgcctgcece
aggtgtccgg

gaccggcatc
catcatcctg
gcaggtgtcc
gagaagcgtg
caagagatgg
gtgggccgag
tgctgcccect
cacaggcccce

10

ctgcagctgce
ttccagcgga
gacgtggaca
ggcctgaacc
ggcttcagat
aactgctaca
gatggcatca
tgcgctggcg

-176-

cccgggacag
ccttcagcat
agctcgtgtg
tggaaggcaa
ccggcgtgcee
acctggaaat
gaggcttccce
atttcgcectt

15

attcaagcgg
ccccectgggce
ccgggacaag
tggcgtggcece
ccccaaggtce
caagaagccc
ccggtgcaga
tcacaaagag

gctctgtta cggaaccagt accactacgg tatggacgtc 60

60

120
180
240
300
360
420
480



ggcgectttt
gccgagggcyg
caccccctge
accatcagat
gacaacctga
aacgagacaa
gtgaaccccg
ctgacccgga
aacatcagcg
gaggaccaca
ggaagaaagg
agcctgacca
gacatcagcg
gccagcgata
accagcaaga
gagacagccg
ggcaagctygg
agaagaacca
tactggacca
cctgccgcecg
ggactgaggc
accgagctga
tggggcggcea
aagaatatca
gaccagggcg
ggagtgaccyg
tgagcggccg

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

314
676
PRT

<400> 314
Met Gly Val
1

Virut

tcctgtacga
tggtggcctt
gcgagcectgt
accaggccac
cctacgtgca
tctacgccag
agatcgatac
agatcagaag
gacagagccc
agatcatggc
ccgctgtgte
caaagcctgg
aggccacaca
cccctceccage
gcgccgacag
gcaacaacaa
gactgatcac
gacgggaagt
cccaggatga
agggcatcta
agctggccaa
ggaccttctc
cctgtcacat
ccgacaagat
acaatgacaa
gcgtgatcat
c

Ebola

Thr Gly
5

Ile

35040

ccggctggcec
tctgatcctyg
gaatgccaca
cggcttecggce
gctggaaagc
cggcaagcgg
cacaatcgga
cgaggaactg
cgccagaacc
cagcgagaac
ccacctgacc
ccccgacaac
agtgggcceag
cacaactgct
cctggatcectg
cacccaccac
caacacaatc
gatcgtgaac
gggcgctgcet
caccgaggga
cgaaaccaca
catcctgaac
tctgggccect
cgaccagatc
ctggtggaca
tgccgtgatc

Leu Gln

Leu

tccaccgtga
cctcaggcca
gaggatccca
accaacgaga
cggttcaccc
agcaacacca
gagtgggcct
agcttcaccg
agcagcgacc
agcagcgcca
accctggcca
tccacccaca
caccacagaa
gccggacctce
gccaccacca
caggataccg
gccggegtgy
gcccagccca
atcggactgg
ctgatgcaca
caggctctgce
agaaaggcta
gactgctgca
atccacgact
ggctggcggce
gccctgttcet

Pro
10

Arg

tctacagagg
agaaggactt
gcagcggcta
cagagtacct
cccagtttct
ccggcaagcet
tctgggagac
ccgtgtccaa
ccgagacaaa
tggtgcaggt
caatctccac
acacccccgt
gggccgacaa
tgaaggccga
caagcccccea
gcgaggaaag
ccggectgat
agtgcaaccc
cctggatccc
accaggacgg
agctgttcct
tcgacttcct
tcgagcccca
ttgtggacaa
agtggattcc
gcatctgcaa

Asp Arg

Phe

caccaccttt
cttcagcagc
ctacagcacc
gttcgaggtg
gctgcagctg
gatctggaaa
aaagaagaac
cggccccaag
caccaccaat
gcacagccag
cagccctcag
gtacaagctg
cgatagcacc
gaataccaac
gaactactct
cgccagctcet
taccgggggg
caacctgcac
ttactttggc
cctgatctgce
gagagccacc
gctgcagcgc
cgactggacc
gaccctgccc
tgccggcatt
gttcgtgttc

Lys
15

Arg

Thr

Ile

Asp

Ser

65

Ser

Val

Ile

Ile

Ser
Pro
Lys
50

Val
Ala
Asn

Lys

Arg
130

Phe
Leu
35

Leu
Gly
Thr
Tyr
Lys

115
Gly

Phe
20

Gly
Val
Leu
Lys
Glu
100

Pro

Phe

Leu
Val
Cys
Asn
Arg
85

Ala

Asp

Pro

Trp
Ile
Arg
Leu
70

Trp
Gly

Gly

Arg

Val
His
Asp
55

Glu
Gly
Glu

Ser

Cys
135

Ile
25
Ser

Ile

Asn
40
Lys Leu

Gly Asn

Phe Arg

Ala
105
Cys

Trp

Glu
120

Arg Tyr

-177-

Leu
Thr
Ser
Gly
Ser
90

Glu

Leu

vVal

Phe
Leu
Ser
Val
75

Gly
Asn

Pro

His

Gln
Gln
Thr
60

Ala
Val
Cys

Ala

Lys
140

Arg
vVal
45

Asn
Thr
Pro
Tyr
Ala

125
vVal

Thr
30

Ser
Gln
Asp
Pro
Asn
110

Pro

Ser

Phe
Asp
Leu
Val
Lys
95

Leu

Asp

Gly

Ser
vVal
Arg
Pro
80

vVal
Glu

Gly

Thr

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2051



Gly
145
Leu
Ala
Phe
Pro
Phe
225
Tyr
Asn
Leu
Ala
Glu
305
Gln
Glu
Val
Ala
Asp
385
Ala
Ala
Glu
Thr
His
465
Leu
Arg
Pro

Leu

Glu
545

Pro
Tyr
Glu
Phe
Ser
210
Gly
Val
Glu
Ile
Phe
290
Leu
Ser
Asp
His
Thr
370
Asn
Thr
Ser
Asn
Thr
450
His
Ile
Arg
Asn
Ala

530
Gly

Cys
Asp
Gly
Ser
195

Ser

Thr

Gln

Thr
Trp
275
Trp
Ser
Pro
His

Ser

355

Ile
Ser
Gln
Asp
Thr
435

Ser

Gln

‘Thr

Thr
Leu
515
Trp

Leu

Ala
Arg
Val
180
Ser
Gly
Asn
Leu
Ile
260
Lys
Glu
Phe
Ala
Lys
340
Gln
Ser
Thr
val
Thr
420
Asn
Pro
Asp
Asn
Arg
500
His
Ile

Met

Gly
Leu
165
Val
His
Tyr
Glu
Glu
245
Tyr
Val
Thr
Thr
Arg
325
Ile
Gly
Thr
His
Gly
405
Pro
Thr
Gln
Thr
Thr
485
Arg
Tyr

Pro

His

Asp
150
Ala
Ala
Pro
Tyr
Thr
230
Ser
Ala
Asn
Lys
Ala
310
Thr
Met
Arg
Ser
Asn
390
Gln
Pro
Ser
Asn
Gly
470
Ile
Glu
Trp

Tyr

Asn
550

Phe
Ser
Phe
Leu
Ser
215
Glu
Arg
Ser
Pro
Lys
295
Val
Ser
Ala
Lys
Pro
375
Thr
His
Ala
Lys
Tyr
455
Glu
Ala
Val
Thr
Phe

535
Gln

35040

Ala
Thr
Leu
Arg
200
Thr
Tyr
Phe
Gly
Glu
280
Asn
Ser
Ser
Ser
Ala
360
Gln
Pro
His
Thr
Ser
440
Ser
Glu
Gly
Ile
Thr
520

Gly

Asp

-178-

Phe
Val
Ile
185
Glu
Thr
Leu
Thr
Lys
265
Ile
Leu
Asn
Asp
Glu
345
Ala
Pro
vVal
Arg
Thr
425
Ala
Glu
Ser
Val
Val
505
Gln

Pro

Gly

His
Ile
170
Leu
Pro
Ile
Phe
Pro
250
Arg
Asp
Thr
Gly
Pro
330
Asn
Val
Pro
Tyr
Arg
410
Ala
Asp
Thr
Ala
Ala
490
Asn
Asp

Ala

Leu

Lys
155
Tyr
Pro
vVal
Arg
Glu
235
Gln
Ser
Thr
Arg
Pro
315
Glu
Ser
Ser
Thr
Lys
395
Ala
Ala
Ser
Ala
Ser
475
Gly
Ala
Glu

Ala

Ile
555

Glu

Arg

Gln

Asn

Tyr

220-

val
Phe
Asn
Thr
Lys
300
Lys
Thr
Ser
His
Thr
380
Leu
Asp
Gly
Leu
Gly
460
Ser
Leu
Gln
Gly
Glu

540
Cys

Gly
Gly
Ala
Ala
205
Gln
Asp
Leu
Thr
Ile
285
Ile
Asn
Asn
Ala
Leu
365
Lys
Asp
Asn
Pro
Asp
445
Asn
Gly
Ile
Pro
Ala
525

Gly

Gly

Ala
Thr
Lys
190
Thr
Ala
Asn
Leu
Thr
270
Gly
Arg
Ile
Thr
Met
350
Thr
Thr
Ile
Asp
Leu
430
Leu
Asn
Lys
Thr
Lys
510
Ala

Ile

Leu

Phe
Thr
175
Lys
Glu
Thr
Leu
Gln
255
Gly
Glu
Ser
Ser
Thr
335
Val
Thr
Gly
Ser
Ser
415
Lys
Ala
Asn
Leu
Gly
495
Cys
Ile

Tyr

Arg

Phe
160
Phe
Asp
Asp
Gly
Thr
240
Leu
Lys
Trp
Glu
Gly
320
Asn
Gln
Leu
Pro
Glu
400
Thr
Ala
Thr
Thr
Gly
480
Gly
Asn
Gly

Thr

Gln
560



Leu
Thr
Leu
Cys
Gln
625
Asn

Gly

Lys

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

<400>

Ala
Glu
Leu
Ile
610
Ile
Asp

Val

Phe

Asn

‘Leu

Gln

595

Glu

Ile

Asn

Thr

vVal
675

315
676
PRT
Virut

315

Met Gly Val

1
Thr

Ile
Asp
Ser
65

Ser
Val
Ile
Ile
Gly
145
Leu
Ala
Phe

Pro

Phe

Ser
Pro
Lys
50

Val
Ala
Asn
Lys
Arg
130
Pro
Tyr
Glu
Phe
Ser

210
Gly

Phe
Leu
35

Leu

Gly

‘Thr

Tyr
Lys
115
Gly
Cys
Asp

Gly

Ser

195

Ser

Thr

Glu
Arg
580
Arg
Pro
His
Trp
Gly

660
Phe

Thr
565
Thr
Trp
His
AsSp
Trp

645
Val

Ebola

Thr
Phe
20

Gly
Val
Leu
Lys
Glu
100
Pro
Phe
Ala
Arg
Val
180
Ser

Gly

Asn

Gly
Leu
Val
Cys
Asn
Arg
85

Ala
Asp
Pro
Gly
Leu
165
Val
His
Tyr

Glu

Thr
Phe
Gly
Asp
Phe
630

Thr

Ile

Ile
Trp
Ile
Arg
Leu
70

Trp
Gly
Gly
Arg
Asp
150
Ala
Ala
Pro

Tyr

Thr

Gln
Ser
Gly
Trp
615
val

Gly

Ile

Leu
val
His
Asp
55

Glu
Gly
Glu
Ser
Cys
135
Phe
Ser
Phe
Leu
Ser

215
Glu

35040

Ala
Ile
Thr
600
Thr
Asp

Trp

Ala

Gln
Ile
Asn
40

Lys
Gly
Phe
Trp
Glu
120
Arg
Ala
Thr
Leu
Arg

200
Thr

Leu
Leu
585
Cys
Lys
Lys

Arg

val
665

Leu
Ile
25

Ser
Leu
Asn
Arg
Ala
105
Cys
Tyr
Phe
Val
Ile
185

Glu

Thr

Gln
570
Asn
His
Asn
Thr
Gln

650
Ile

Pro
10

Leu
Thr
Ser
Gly
Ser
90

Glu
Leu
vVal
His
Ile
170
Leu

Pro

Ile

Tyr Leu Phe

-179-

Leu
Arg
Ile
Ile
Leu
635

Trp

Ala

Arg
Phe
Leu
Ser
Val
75

Gly
Asn
Pro
His
Lys
155
Tyr
Pro
val

Arg

Glu

Phe
Lys
Leu
Thr
620
Pro

Ile

Leu

Asp
Gln
Gln
Thr
60

Ala
Val
Cys
Ala
Lys
140
Glu
Arg
Gln
Asn
Tyr

220
Val

Leu
Ala
Gly
605
Asp
Asp

Pro

Phe

Arg
Arg
Val
45

Asn
Thr
Pro
Tyr
Ala
125
Val
Gly
Gly
Ala
Ala
205

Gln

Asp

Arg
Ile
590
Pro
Lys
Gln

Ala

Cys
670

Phe
Thr
30

Ser
Gln
Asp
Pro
Asn
110
Pro
Ser
Ala
Thr
Lys
190
Thr

Ala

Asn

Ala
575
Asp
Asp
Ile
Gly
Gly

655
Ile

Lys
15

Phe
Asp
Leu
val
Lys
95

Leu
Asp
Gly
Phe
Thr
175
Lys
Glu

Thr

Leu

Thr
Phe
Cys
Asp
Asp
640

Ile

Cys

Arg
Ser
val
Arg
Pro
80

Val
Glu
Gly
Thr
Phe
160
Phe
Asp
Asp

Gly

Thr



225
Tyr

Asn
Leu
Ala
Glu
305
Gln
Glu
vVal
Ala
Asp
385
Ala
Ala
Glu
Thr
His
465
Leu
Arg
Pro
Leu
Glu
545
Leu
Thr
Leu
Cys
Gln

625
Asn

Val
Glu
Ile
Phe
290
Leu
Ser
Asp
His
Thr
370
Asn
Thr
Ser
Asn
Thr
450
His
Ile
Arg
Asn
Ala
530
Gly
Ala
Glu
Leu
Ile
610

Ile

Asp

Gln

Thr

Trp
275

Trp

Ser

Pro

His

Ser

355

Ile

Ser

Gln

‘Asp

Thr
435
Ser
Gln
Thr
Thr
Leu
515
Trp
Leu
Asn
Leu
Gln
595
Glu

Ile

Asn

Leu
Ile
260
Lys
Glu
Phe
Ala
Lys
340
Gln
Ser
Thr
Val
Thr
420
Asn
Pro
Asp
Asn
Arg
500
His
Ile
Met
Glu
Arg
580
Arg
Pro
His

Trp

Glu
245
Tyr
Val
Thr
Thr
Arg
325
Ile
Gly
Thr
His
Gly
405
Pro
Thr
Gln
Thr
Thr
485
Arg
Tyr
Pro
His
Thr
565
Thr
Trp
His
Asp

Trp

230
Ser

Ala
Asn
Lys
Ala
310
Thr
Met
Arg
Ser
Asn
390
Gln
Pro
Ser
Asn
Gly
470
Ile
Glu
Trp
Tyr
Asn
550
Thr
Phe
Gly
Asp
Phe

630
Thr

Arg
Ser
Pro
Lys
295
val
Ser
Ala
Lys
Pro
375
Thr
His
Ala
Lys
Tyr
455
Glu
Ala
Val
Thr
Phe
535
Gln
Gln
Ser
Gly
Trp
615

Val

Gly

35040

Phe
Gly
Glu
280
Asn
Ser
Ser
Ser
Ala
360
Gln
Pro
His
Thr
Ser
440
Ser
Glu
Gly
Ile
Thr
520
Gly
Asp
Ala
Ile
Thr
600

Thr

Asp

Thr
Lys
265
Ile
Leu
Asn
Asp
Glu
345
Ala
Pro
Val
Arg
Thr
425
Ala
Glu
Ser
Val
Val
505
Gln
Pro
Gly
Leu
Leu
585
Cys

Lys

Lys

Pro
250
Arg
Asp
Thr
Gly
Pro
330
Asn
Val
Pro
Tyr
Arg
410
Ala
Asp
Thr
Ala
Ala
490
Asn
Asp
Ala
Leu
Gln
570
Asn
His
Asn

Thr

Trp Arg Gln

-180-

235
Gln

Ser
Thr
Arg
Pro
315
Glu
Ser
Ser
Thr
Lys
395
Ala
Ala
Ser
Ala
Ser
475
Gly
Ala
Glu
Ala
Ile
555
Leu
Arg
Ile
Ile
Leu

635
Trp

Phe
Asn
Thr
Lys
300
Lys
Thr
Ser
His
Thr
380
Leu
Asp
Gly
Leu
Gly
460
Ser
Leu
Gln
Gly
Glu
540
Cys
Phe
Lys
Leu
Thr
620

Pro

Ile

Leu
Thr
Ile
285
Ile
Asn
Asn
Ala
Leu
365
Lys
Asp
Asn
Pro
Asp
445
Asn
Gly
Ile
Pro
Ala
525
Gly
Gly
Leu
Ala
Gly
605
Asp

Asp

Pro

Leu
Thr
270
Gly
Arg
Ile
Thr
Met
350
Thr
Thr
Ile
Asp
Leu
430
Leu
Asn
Lys
Thr
Lys
510
Ala
Ile
Leu
Arg
Ile
590
Pro
Lys

Gln

Ala

Gln
255
Gly
Glu
Ser
Ser
Thr
335
Val
Thr
Gly
Ser
Ser
415
Lys
Ala
Asn
Leu
Gly
495
Cys
Ile
Tyr
Arg
Ala
575
Asp
Asp
Ile

Gly

Gly

240
Leu

Lys
Trp
Glu
Gly
320
Asn
Gln
Leu
Pro
Glu
400
Thr
Ala
Thr
Thr
Gly
480
Gly
Asn
Gly
Thr
Gln
560
Thr
Phe
Cys
Asp
Asp

640
Ile



Gly Val Thr

Lys Phe Val

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

<400>

675

316
364
PRT
Virut

316

Met Gly Val

1
Thr

Ile
Asp
Ser
65

Ser
vVal
Ile
Ile
Gly
145
Leu
Ala
Phe
Pro
Phe
225
Tyr
Asn
Leu

Ala

Ser
305

Ser
Pro
Lys
50

Val
Ala
Asn

Lys

Arg

130

Pro
Tyr
Glu
Phe
Ser
210
Gly
val
Glu
Ile
Phe

290
Cys

Phe

Leu
35

Leu
Gly
Thr
Tyr
Lys
115
Gly
Cys
Asp
Gly
Ser
195
Ser

Thr

Gln

Thr

Trp
275
Trp

Leu

645

35040

650

655

Gly Vval Ile Ile Ala Val Ile Ala Leu Phe Cys Ile Cys

660
Phe

Ebo

Thr
Phe
20

Gly
Val
Leu
Lys
Glu
100
Pro
Phe
Ala
Arg
Val
180
Ser
Gly
Asn
Leu
Ile
260
Lys

Glu

Ser

la

Gly
Leu
vVal
Cys
Asn
Arg
85

Ala
Asp
Pro
Gly
Leu
165
Val
His
Tyr
Glu
Glu
245
Tyr
Val

Thr

Gln

Ile
Trp
Ile
Arg
Leu
70

Trp
Gly
Gly
Arg
Asp
150
Ala
Ala
Pro
Tyr
Thr
230
Ser
Ala
Asn

Lys

Leu
310

Leu
Val
His
Asp
55

Glu
Gly
Glu
Ser
Cys
135
Phe
Ser
Phe
Leu
Ser
215
Glu
Arg
Ser
Pro
Lys

295
Tyr

Gln
Ile
Asn
40

Lys
Gly
Phe
Trp
Glu
120
Arg
Ala
Thr
Leu
Arg
200
Thr
Tyr
Phe
Gly
Glu
280

Thr

Gln

665

Leu
Ile
25

Ser
Leu
Asn
Arg
Ala
105
Cys
Tyr
Phe
Val
Ile
185
Glu
Thr
Leu
Thr
Lys
265
Ile

Ser

Thr

Pro
10

Leu
Thr
Ser
Gly
Ser
90

Glu
Leu
val
His
Ile
170
Leu
Pro
Ile
Phe
Pro
250
Arg
Asp

Leu

Asp

-181-

Arg
Phe
Leu
Ser
Val
75

Gly
Asn
Pro
His
Lys
155
Tyr
Pro
Val
Arg
Glu
235
Gln
Ser
Thr

Glu

Pro
315

Asp
Gln
Gln
Thr
60

Ala
Val
Cys
Ala
Lys
140
Glu
Arg
Gln
Asn
Tyr
220
Val
Phe
Asn
Thr
Lys

300
Lys

Arg
Arg
Val
45

Asn
Thr
Pro
Tyr
Ala
125
Val
Gly
Gly
Ala
Ala
205
Gln
Asp
Leu
Thr
Ile
285

Phe

Thr

670

Phe
Thr
30

Ser
Gln
Asp
Pro
Asn
110
Pro
Ser
Ala
Thr
Lys
190
Thr
Ala
Asn
Leu
Thr
270
Gly

Ala

Ser

Lys
15

Phe
Asp
Leu
val
Lys
95

Leu
Asp
Gly
Phe
Thr
175
Lys
Glu
Thr
Leu
Gln
255
Gly
Glu

val

Val

Arg
Ser
Val
Arg
Pro
80

val
Glu
Gly
Thr
Phe
160
Phe
Asp
Asp
Gly
Thr
240
Leu
Lys
Trp

Lys

Val
320



Arg Val Arg Arg

Lys Thr Thr Lys

340

Cys Thr Val Lys

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

<220>

<223>

355

317
360
PRT
Trinh ty nhén

Glu
325
Ser

Glu

35040

Leu Leu Pro

Trp Leu Gln

Gly Lys Leu

tao

360

Thr

Lys
345
Gln

Gln
330
Ile

Cys

aa 333-360: dudi myc—myc—hexahistidin

<400> 317
Ile Pro Leu Gly Val Ile

1
Asp

Ser
Ser
Val
65

Ile
Ile
Gly
Leu
Ala
145
Phe
Pro
Phe
Tyr
Asn
225
Leu

Ala

Ser

Lys
Val
Ala
50

Asn
Lys
Arg
Pro
Tyr
130
Glu
Phe
Ser
Gly
Val
210
Glu
Ile

245
Phe

260

Cys

Leu

Gly
35

Thr
Tyr
Lys
Gly
Cys

115
Asp

Gly

Ser
Ser
Thr
195
Gln
Thr
Trp

Trp

Leu

Val
20

Leu
Lys
Glu
Pro
Phe
100
Ala
Arg
val
Ser
Gly
180
Asn
Leu
Ile
Lys

Glu

Ser

5
Cys

Asn
Arg
Ala
Asp
85

Pro
Gly
Leu
vVal
His
165
Tyr
Glu
Glu
Tyr
Val

Thr

Gln

Arg
Leu
Trp
Gly
70

Gly
Arg
Asp
Ala
Ala
150
Pro
Tyr
Thr
Ser
Ala
230
Asn

Lys

Leu

His
Asp
Glu
Gly
55

Glu
Ser
Cys
Phe
Ser
135
Phe
Leu
Ser
Glu
Arg
215
Ser
Pro
250
Lys

265
Tyr

Asn
Lys
Gly
40

Phe
Trp
Glu
Arg
Ala
120
Thr
Leu
Arg
Thr
Tyr
200
Phe
Gly
Glu

Thr

Gln

-182-

Ser
Leu
25

Asn
Arg
Ala
Cys
Tyr
105
Phe
Val
Ile
Glu
Thr
185
Leu
Thr
Lys
Ile

Ser

Thr

Thr
10

Ser
Gly
Ser
Glu
Leu
90

vVal
His
Ile
Leu
Pro
170
Ile
Phe
Pro
Arg
AsSp

Leu

Asp

Arg Pro Thr Gln Gln Met

335

Pro Leu Gln Trp Phe Lys

Arg

Leu
Ser
Val
Gly
Asn
75

Pro
His
Lys
Tyr
Pro
155
Val
Arg
Glu
Gln
Ser
235
Thr

Glu

Pro

Ile

Gln
Thr
Ala
val
60

Cys
Ala
Lys
Glu
Arg
140
Gln
Asn
Tyr
Val
Phe
220
Asn
Thr

255
Lys

270

Lys

Val
Asn
Thr
45

Pro
Tyr
Ala
vVal
Gly
125
Gly
Ala
Ala
Gln
Asp
205
Leu
Thr
Ile

Phe

Thr

350

Ser
Gln
30

Asp
Pro
Asn
Pro
Ser
110
Ala
Thr
Lys
Thr
Ala
190
Asn
Leu
Thr
Gly

Ala

Ser

2a 1-332: Zaire Fbola GP aa 33 dén 364 trong BHX24650

Asp
15

Leu
vVal
Lys
Leu
Asp
95

Gly
Phe
Thr
Lys
Glu
175
Thr
Leu
Gln
Gly
Glu

vVal

Val

val
Arg
Pro
vVal
Glu
80

Gly
Thr
Phe
Phe
Asp
160
Asp
Gly
Thr
Leu
Lys
240
Trp

Lys

val



275
Arg Val
290
Lys Thr
305
Cys Thr

Ile Ser

Asp Leu

Arg
Thr
Val
Glu

His
355

<210> 318
<211> 628
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223>

wt/GIN/2014/Kissidougou-C15)

aa

Arg
Lys
Lys
Glu

340
His

Glu
Ser
Glu
325

Asp

His

ty nhan

1-618:

(AHX24649.1))
aa 619-628: dudi decahistidin

<400> 318
Ile Pro Leu Gly Val Ile

1
Asp Lys

Ser Val

Ser Ala
50

Val Asn

65

Ile Lys

Ile Arg

Gly Pro

Leu Tyr

-Leu
Gly
35

Thr
Tyr
Lys
Gly
Cys

115
Asp

130

Ala Glu
145

Phe Phe
Pro Ser

Phe Gly

Tyr Val
210

Gly
Ser
Ser
Thr

195
Gln

Val
20

Leu
Lys
Glu
Pro
Phe
100
Ala
Arg
val
Ser
Gly
180

Asn

Leu

5
Cys

Asn
Arg
Ala
Asp
85

Pro
Gly
Leu
Val
His
165
Tyr

Glu

Glu

280

Leu

295

Trp
310
Gly

Leu

His

tao

Leu

Leu

Lys

Gly

His

Zaire

Arg
Leu
Trp
Gly
70

Gly
Arg
Asp
Ala
Ala
150
Pro
Tyr

Thr

Ser

His
Asp
Glu
Gly
55

Glu
Ser
Cys
Phe
Ser
135
Phe
Leu
Ser

Glu

Arg
215

35040

Pro

Gln

Leu

Gly

His
360

Asn
Lys
Gly
40

Phe
Trp
Glu
Arg
Ala
120
Thr
Leu
Arg
Thr
Tyr

200
Phe

-183-

Thr

Lys

Gln

Glu
345

Ser
Leu
25

Asn
Arg
Ala
Cys
Tyr
105
Phe
Val
Ile
Glu
Thr
185

Leu

Thr

Gln
Ile
Cys

330
Gln

ebolavirut

GP (aa

Thr
10

Ser
Gly
Ser
Glu
Leu
90

vVal
His
Ile
Leu
Pro
170
Ile

Phe

Pro

28
Arg

300
Pro
315
Arg

Lys

5
Pro

Leu

Ile

Leu

(chung

Leu
Ser
Val
Gly
Asn
75

Pro
His
Lys
Tyr
Pro
155
Val
Arg

Glu

Gln

33

Gln
Thr
Ala
Val
60

Cys
Ala
Lys
Glu
Arg
140
Gln
Asn
Tyr

Val

Phe
220

Thr

Gln

Glu

Ile

Gln

Trp

Gln

Ser
350

Gln
Phe
Lys

335
Glu

H.sapiens-
dén

Val
Asn
Thr
45

Pro
Tyr
Ala
vVal
Gly
125
Gly
Ala
Ala
Gln
Asp

205
Leu

Ser
Gln
30

Asp
Pro
Asn
Pro
Ser
110
Ala
Thr
Lys
Thr
Ala
190

Asn

Leu

650

Asp
15

Leu
Val
Lys
Leu
Asp
95

Gly
Phe
Thr
Lys
Glu
175
Thr

Leu

Gln

Met
Lys
320

Leu

Glu

Val
Afg
Pro
Val
Glu
80

Gly
Thr
Phe
Phe
Asp
160
Asp
Gly

Thr

Leu



Asn
225
Leu
Ala
Glu
Gln
Glu
305
Val
Ala
Asp
Ala
Ala
385
Glu
Thr
His
Leu
Arg
465
Pro
Leu
Glu
Leu
Thr
545
Leu
Cys
Gln

Asn

His

Glu
Ile
Phe
Leu
Ser
290
Asp
His
Thr
Asn
Thr
370
Ser
Asn
Thr
His
Ile
450
Arg
Asn
Ala
Gly
Ala

530
Glu

Ile
Ile
Asp

610
His

Thr
Trp
Trp
Ser
275
Pro
His
Ser

Ile

Ser

355
Gln

Asp
Thr
Ser
Gln
435

Thr

Thr

‘Leu

Trp
Leu
515
Asn
Leu
Gln
Glu
Ile
595

Asn

His

625

Ile
Lys
Glu
260
Phe
Ala
Lys
Gln
Ser
340
Thr
Val
Thr
Asn
Pro
420
Asp
Asn
Arg
His
Ile
500
Met
Glu

Arg

Arg

Tyr
Val
245
Thr
Thr
Arg
Ile
Gly
325
Thr
His
Glu
Pro
Thr
405
Gln
Thr
Thr

Arg

Tyr

485

Pro

His

Thr

Thr

Trp

565

Pro
580
His

Trp

His

His

Asp

Trp

Thr
230
Asn
Lys
val
Thr
Met
310
Arg
Ser
Asn
Gln
Ser
390
Ser
Asn
Gly
Ile
Glu
470
Trp
Tyr
Asn
Thr
Phe
550
Gly
Asp

Phe

Thr

Ser
Pro
Lys
val
Ser
295
Ala
Glu
Pro
Thr
His
375
Ala
Lys
His
Glu
Ala
455
Ala
Thr
Phe
Gln
Gln
535
Ser
Gly
Trp

Val

Gly
615

35040

Gly
Glu
Asn
Ser
280
Ser
Ser
Ala
Gln
Pro
360
His
Thr
Ser
Ser
Glu
440
Gly
Ile
Thr
Gly
Asp
520
Ala
Ile
Thr
Thr
Asp

600
Trp

-184-

Lys
Ile
Leu
265
Asn
Asp
Glu
Ala
Ser
345
val
Arg
Thr
Thr
Glu
425
Ser
Val

Val

Gln

Arg
Asp
250
Thr
Gly
Pro
Asn
Val
330
Leu
Tyr
Arg
Ala
Asp
410
Thr
Ala
Ala

Asn

Asp

490

Pro Ala

505
Gly

Leu

Leu

Gln

Leu Asn

Cys

His

570

Lys Asn

585
Lys

Arg

Thr

Gln

Ser
235
Thr
Arg
Ala
Gly
Ser
315
Ser
Thr
Lys
Thr
Ala
395
Phe
Ala
Ser
Gly
Ala
475
Glu
Ala
Ile
Leu
Arg
555
Ile
Ile

Leu

His

Asn
Thr
Lys
Lys
Thr
300
Ser
His
Thr
Leu
Asp
380
Gly
Leu
Gly
Ser
Leu
460
Gln
Gly
Glu
Cys
Phe
540
Lys
Leu
Thr

Pro

His
620

Thr
Ile
Ile
Asn
285
Asn
Ala
Leu
Lys
Asp
365
Asn
Pro
Asp
Asn
Gly
445
Ile
Pro
Ala
Gly
Gly
525
Leu
Ala
Gly
Asp
Asp

605
His

Thr
Gly
Arg
270
Ile
Thr
Met
Thr
Pro
350
Ile
Asp
Pro
Pro
Asn
430
Lys
Thr
Lys
Ala
Ile
510
Leu
Arg
Ile
Pro
Lys
590

Gln

His

Gly
Glu
255
Ser
Ser
Thr
val
Thr
335
Gly
Ser
Ser
Lys
Ala
415
Asn
Leu
Gly

Cys

Ile

495

Tyr

Arg

Ala

Asp

Asp

575

Ile

Gly

His

Lys
240
Trp
Glu
Gly
Thr
Gln
320
Leu
Pro
Glu
Thr
Ala
400
Thr
Thr
Gly
Gly
Asn
480
Gly
Ile
Gln
Thr
Phe
560
Cys
Asp

Asp

His





