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(74) Cong ty C6 phan S hiru cong nghiép INVESTIP (INVESTIP)

(54) PROTEIN VO (ENV) CUA VIRUT GAY SUY GIAM MIEN DICH TAI TO HGP O
NGUOL PHUONG PHAP CAI THIEN SU TAO THANH TRIME CUA PROTEIN
ENV HIV

(57) Sang ché dé xuit protein vo virut gdy suy giam miém dich ¢ nguoi (Human
Immunodeficiency Virus - HIV) ¢6 cac dot bién ma 1am 6n dinh dang trime cua protein vo
duoc dé xuat. Protein vo HIV c6 mdt s6 thé axit amin nhat dinh & cac vi tri cu thé trong
trinh ty protein vo Protein vo HIV duoc mo ta ¢ ddy c6 phan trim tao thanh trime duoc cai
thién va/hodc hiéu suit trime duoc cai thién so véi protein vo HIV ma khong c6 mdt hodc
nhiéu trong sb cac thé axit amin duoc néu. Sang ché ciing dé xuét phan tir axit nucleic va
vecto mi héa protein vé HIV, ciing nhu ché pham chira protein vo HIV, axit nucleic, va
vecto va cac phuong phap tao ra protein Env ciia HIV tai to hop.
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Linh vwe ki thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén protein vo (env) cla virut gdy suy giam mién dich tai td hop
& nguoi, phan t axit nucleic phan lap, vecto, phuong phap tao ra va ché phdm bao gdm

protein nay.
Tinh trang ky thujt ciia sang ché

Virut giy suy giam mién dich & nguoi (Human Immunodeficiency Virus - HIV)
anh huong dén hang triéu nguoi trén thé gi6i, va viéc ngan ngira HIV thong qua véc-xin
hitu hiéu vAn duge wu tién rit cao, ngay ca trong thoi dai diéu tri khang retrovirut phd
bién. Sy da dang vé khang nguyén giita cac ching khic nhau va céc nhéanhs cua virut
HIV gay kho khan cho viéc phat trién vic-xin v6i hiéu qua rong. HIV-1 1a ching virut
gay bénh va phd bién nhit, v6i hon 90% ca HIV/AIDS ¢6 ngudn gbc tir sy nhiém HIV-
1 nhém M. Nhém M duoc chia tiép thanh cac nhdnh hoic cic kiéu phu khac, trong d6
nhanh C 12 16n nhat. Vac-xin hitu hiéu 1y tuéng 1a c6 kha nang gay ra ca dap tng té bao
hi€u nghiém va khang thé trung hoa rong c6 kha ning lam trung hoa cac chung HIV-1

tUr cac nhanh khac nhau.

Gai protein vo (Env) trén bé mat HIV bao gdm cac trime cia cac di dime cta
glycoprotein gp120 va gp41 (Hinh 1A Protein tién chat gp160 dugc phan cat bai furin
thanh gp120, ma 1a diu cta gai va chira vi tri lién két thu thé CD4 ciing nhu cic vong
siéu bién (V1 dén V5), va gp41, ma 14 thin neo mang clia gai protein vo. Gidng nhu cic
protein gdy dung hop loai I khac, gp41 chira peptit dung hop dau tan cing N (FP), viing
xuyén mang dau tan cing C (TM), va ving té bao chit. Dung hop mang gitta HIV va
mang té bao dich can hang loat thay ddi hinh dang trong protein vé. Vic-xin HIV ¢ thé
dugc phat trién dua trén protein vO.

Tuy nhién, cac yéu td khac nhau lam cho viéc phat trién ctia vic-xin HIV dua
trén protein vo gap nhiéu thach thirc, bao gdm ca kha nang bién ddi gen cao ctia HIV-1,
16p vé carbohydrat day cua protein vé, va ban chit twong dbi dong va d& hity cua cu

tric gai protein vo. Protein vo ki€u dai 1a khong 6n dinh do chirc nang cta né. Do do,
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viéc cai bién 1am 6n dinh doi khi dugce dua vao cau tric vé dé tao ra cic Umg vién vic-
xin. Protein vo 12 muc tiéu dé trung hoa cac khang thé va dugc glycosyl hoa cao, giup
lam giam kha ning mién dich bang cach che chan cac epitop protein. Tat ca cac khang

thé trung hoa 16n da biét (INAb) chira cac glycan nay.

Dé phat trién vac-xin, uu tién 12 st dung céc protein vo ¢6 thé tao ra bNAb. Tuy
nhién, hiu hét cac bNAD chi nhan dién hinh dang protein v6 ty nhién trude khi no trai
qua thay d6i hinh dang bét ky. Do d6, viéc phat trién protein vo 6n dinh & hinh dang
dong va nén gidng tw nhién ciia né, ddng thoi giam thiéu thé hién cac epitop khong tur
nhién va do d6 khong trung hoa, co thé cai thién hiéu qua cia viéc tao ra cdc bNAb nhu
vay. NGO luc trude day dé tao ra vic-xin HIV da tap trung vao viéc phat trién véc-xin co
chira viing ngoai bao trudc dung hgp cua protein vo HIV trime, gp140. Gp140 khéng c6
ving xuyén mang (TM) va vung té bao chat, nhung khong gidng nhu gp120, n6 c6 thé
tao thanh cac ciu truc trime. Hon nita, c4c nd lyc trude day chu yéu tap trung vao nhanh
A. Tuy nhién, bé rong ctia dap tmg khéng thé trung hoa di gy ra van con han ché. Do
do, ciing s& co lgi néu cac trime voé tu nhién duoc lam 6n dinh chéng nhiéu nhanhs HIV
c6 san.

Trong hon hai thap ky, nhitng nd luc da duge thuc hién dé phat trién protein vo
4n dinh & hinh dang trime truéc dung hgp ctia né chi c6 thanh cong han ché trong viéc
tao ra cac trime 6n dinh, tan dugc clia protein vo c6 kha nang tao ra dap ting khang thé
trung hoa rong. Vi dy, cai goi 1a dot bién SOSIP (501C, 605C va 559P) da dugc dua vao
trinh tu protein vo dé cai thién su hinh thanh doan trime gp140 tan duoc (Sanders et al.,
(2002), J. Virol. 76(17): 8875-89). C4i goi 1a dot bién SOSIP bao gdm gbc xystein & céc
vi tri 501 va 605, va gbe prolin & vi tri 559 theo danh sb trong gp160 ctia thé phan lap
HXB2 ctia HIV-1, ma 1a so dd danh sb thong thudng ding trong linh vyc. Viée dua vao
hai gbc xystein & cac vi tri 501 va 605, ma gan nhau trong chu truc protein ba chiéu tao
ra cAu disulfua. Protein v6 dot bién SOSIP, nhu BG505_SOSIP va B41_SOSIP (protein
vo tir ching HIV BG505 va chung B41 (ttre 1a 9032-08.A1.4685) v6i dot bién SOSIP),
da dugce dung trong nghién cliru véc-xin va thé hién tao ra Abs trung hoa tw rung cip 2
(Sanders et al., Science (2015), 349(6224): 139-140).

Tuy nhién, mic du c4i goi la dot bién SOSIP c6 kha nang lam on dinh dang trime
cua protein vo, cac doan trime cta cac dot bién SOSIP nay thuong duéi 10%, v6i lugng
16n monome va cht két tu vAn tao ra. Ngay ca dot bién SOSIP BG505_SOSIP, 1a mot
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trong nhirng protein vé dot bién SOSIP hira hen nhét da biét cho dén nay vé kha ning
lam 6n dinh dang trime thudng chi mang lai dén 25% dang trime (Julien et al., Proc.
Nat. Acad. Sci. (2015), 112(38), 11947-52). Hon nita, trong doan trime nay, cac trime
khong hoan toan 6n dinh vi chung 16 ra & dinh. Do do6, ngoai cic dot bién SOSIP, mdt
s6 thay thé bb sung, nhu E64K, A316W, va 201C-433C, da dugc thiét ké dé 1am 6n dinh
dinh va ngin khong cho n6 16 ra (de Taeye et al., Cell (2015), 163(7), 1702-15; Kwon
et al., (2015) Nat. Struct. Mol. Biol. 22(7) 522-31).

Theo d6, can phai c6 cac trime dugc lam 6n dinh cua protein vo HIV ma c6 ty 1é
phan tram ctia hinh dang trime cai thién, hiéu suét trime cai thién, va/hogc tinh 6n dinh
trime dugc cai thién. T6t hon 13, cac trime duogc 1am 6n dinh cua protein vé HIV cling
6 thé cho thiy sy lién két t8t voi cac khang thé trung hoa rong (bNAbD), va lién két
trong ddi han ché vé6i cac Ab khong trung hoa rong (khong bNAD). Muc dich clia sang
ché 14 d& xuét protein Env HIV ma c6 ty 1 phin tram trime cai thién, va t6t hon 12 hiéu

suit trime ciing cai thién.
Ban chét ky thuit ciia sang ché

Sang ché dé cap dén protein vo HIV tai td hop tir cac nhanh khac nhau ma c6 ty
1é phﬁn tram cai thién cla su tao thanh trime va/hodc hiéu suét trime cai thién so v6i
trime vo HIV dugc mo ta trude day. Su gép Env duoc tbi uu, cac dAu hiéu dic hiéu
ching duoc sira, va cac ving cia hinh dang dong truée dung hop quan trong cho qua
trinh dung hgp duoc lam n dinh biang dot bién dwgc mo ta & day. Diéu nay tao ra tiép
can phd quat dé t61 wu hoa su gap va tinh 4n dinh cua trime vo HIV-1 déng trude dung
hop. Céac trime Env HIV 4n dinh va dugc gip gon tao ra 1 hitu dung cho muc dich
chung ngtra, vi du cai thién co hoi tao ra cac khang thé trung hoa rong va lam giam cam
ung cua cac khang thé khong trung hoa va trung hoa yéu khi st dung cac trime Env HIV
tai t6 hop.

Sang ché con dé cép dén phan tir axit nucleic phan 13p va vecto ma hoa protein
v HIV tai t hop, té bao chira chung, va ché phédm ciia protein vé HIV t4i t6 hop, phan
tr axit nucleic, vecto, va/hoac té bao.

Theo mot khia canh chung, sing ché dé cap dén protein vo virut gay suy gidm
mién dich & ngudi (HIV) téi t6 hop c6 gbe axit amin cu thé & vi trf duoc nhén dién trong

trinh tu protein vo ma lam 6n dinh sy hinh thanh trime.
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Theo cac phuong an nhat dinh, protein vé (Env) HIV tai t6 hop theo sang ché
bao gdm trinh tu axit amin ctia protein Env HIV ¢6 gbc axit amin dugc néu & it nhit

hai trong sb vi tri dugc néu dugc chon tir nhém bao gém:
(i) Phe, Leu, Met, hodc Trp & vi tri 651;
(ii) Phe, Ile, Met, hodc Trp & vi tri 655;
(iii) Asn hodc Gln & vi tri 535;
(iv) Val, Ile hodc Ala & vi tri 589;
(v) Phe hodc Trp & vi trf 573;
(vi) Ile & vi tri 204; va
(vii) Phe, Met, hoac Ile & vi tri 647,

trong d6 viéc danh sb cac vi tri 12 theo danh sb trong gp160 clia the phan 1ap HXB2 cua
HIV-1. Theo cac phuong an dugc uu tién nhét dinh, gbc axit amin dwgc néu & vi tri
651 1a Phe; géc axit amin dugc néu ¢ vi tri 655 1a Ile; géc axit amin dugc néu & vi tri

535 1a Asn; va/hoac géc axit amin dugc néu & vi tri 573 1a Phe.

Theo cac phuong an nhét dinh, protein Env ctia HIV tai t hop theo sang ché bao
gbm trinh ty axit amin cia protein Env HIV va sy thé axit amin bang gbc axit amin

duoc néu ¢ it nhit mét trong s6 vi tri dugc néu duoc chon tir nhém bao gém:
(i) Phe, Leu, Met, hodc Trp & vi tri 651;
(ii) Phe, Ile, Met, hodc Trp & vi trf 655;
(iii) Asn hodc Gln & vi tri 535;
(iv) Val, Ile hodc Ala & vi tri 589;
(v) Phe hodc Trp & vi tri 573;
(vi) Ile ¢ vi tri 204; va
(vii) Phe, Met, hodc Ile & vi tri 647,
trong do, protein Env HIV dugc chon tir nhém bao gbm:

(1) Trinh tu axit amin phd bién Env HIV, vi du tir nhanh C (vi du bao gdm
trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO: 2 hodc 3) hodc tir nhanh B (vi du
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bao gbm trinh tur axit amin néu & SEQ ID NO: 4 hodc 5);

(2) protein Env HIV tong hop, vi du c6 chira (a): trinh ty axit amin néu 6 SEQ
ID NO: 6, hodc (b): SEQ ID NO: 6 véi dot bién Glu thanh Arg & vi tri 166,
hoic (c): (a) hodc (b) voi dot bién cua axit amin & cac vi tri 501 va 605
vao gbc Cys va dot bién ctia axit amin & vi tri 559 vao gbc Pro, hodc (d):
(a), (b) hoic (c) c6 dot bién diém phan cit furin nita, vi du thay thé axit
amin & cac vi trf 508-511 bang RRRRRR (SEQ ID NO: 10), hodc (e) SEQ
ID NO: 7, hoic (f) trinh ty Env kham nhu Env chira trinh tu axit amin néu
o SEQ ID NO: 8 hoac 9; va
(3) protein Env HIV bé me, ma t6t hon 13 12 protein Env HIV kiéu dai, tot hon
14 cua nhanh C, bao gdm it nhat mot dot bién stra & gbc axit amin ma thay
& vi tri twong tmg & tAn suét it hon 7,5%, tot hon 14 it hon 2%, cua trinh tu
Env HIV trong tap hop cua it nhét 100, t6t hon la it nhat 1000, tét hon 1a
it nhat 10000, trinh tw Env HIV kiéu dai, trong d6 dot bién stra 1a sy thé
bang gbc axit amin ma thiy & vi tri tuong tng & tAn suét bang it nhat 10%
cta trinh tu Env HIV trong tAp hop nay va tdt hon 12 dot bién stra 14 su thé
bing gbc axit amin ma thdy & vi tri trong tmg thuong xuyén nhét trong
tap hop nay;
va viéc danh s cac vi tri theo danh s trong gp160 ciia thé phan 1ap HXB2 cua HIV-1.
Theo cac phuong an dugc uu tién nhét dinh, géo axit amin duogc néu & vi tri 651 1a Phe;
géc axit amin dugc néu ¢ vi tri 655 1a Ile; géc axit amin duoc néu & vi tri 535 1a Asn;

va/hoac géc axit amin duoc néu & vi tri 573 1a Phe.

Theo cac phwong an nhat dinh, protein Env cua HIV tai t6 hop theo sang ché bao
gdm trinh ty axit amin cta protein Env HIV va sy thé axit amin bang gdc axit amin

duoc néu ¢ it nhét mot trong s6 vi tri dugc néu duogc chon tir nhém bao gém:
(i) Phe, Leu, Met, hodc Trp & vi tri 651;
(ii) Phe, Ile, Met, hodc Trp & vi tri 655;
(iii) Asn hoac Gln & vi tri 535;
(iv) Val, Ile hodc Ala & vi tri 589;

(v) Phe hodc Trp & vi tri 573;
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(vi) lle & vi tri 204; va
(vii) Phe, Met, hodc Ile & vi tri 647,

trong do protein Env HIV 1a protein Env HIV dot bién SOSIP bao gdm it nhit mot
dot bién tao ra géc axit amin dugc néu(s) & cac vi tri dugce néu dugce chon tir nhém bao

gbm:
(a) Cys & cac vi tri 501 va 605;
(b) Pro & vi tri 559; va

(¢) Cys & cac vi tri 501 va 605 va Pro & vi tri 559; va
viéc danh sb cac vi tri 1a theo danh sb trong gp160 cua thé phan 1ap HXB2 cua HIV-
1. theo cac phuong an dugce uu tién nhét dinh, géc axit amin dugce néu & vi tri 651 1a
Phe; géc axit amin dugc néu & vi tri 655 1a Ile; géc axit amin dugc néu & vi tri 535 1a

Asn; va goc axit amin dugc néu ¢ vi tri 573 1a Phe.

Theo phuong an khéac, protein Env ciia HIV tai t6 hop theo sang ché con bao gdm
géc axit amin dugc néu & it nhét mot trong sb vi tri duoc néu dugc chon tir nhém bao

N
A

gom:

(viii) Gln, Glu, Ile, Met, Val, Trp hodc Phe, tdt hon 13 Gln hodc Glu, & vi
tri 588;

(ix) Lys & vi tri 64, hodc Arg & vi tri 66, hodc Lys & vi tri 64 va Arg & vi
tri 66;

(x) Trp & vi tri 316;

(xi) Cys & ca vi tri 201 va 433;

(xii) Pro & vi tri 556, hodc Pro ¢ vi tri 558, hodc Pro & céac vi tri 556 va
558; (xiii) thay thé vong & vi tri axit amin 548-568 (vong HR1) bang vong
¢6 7-10 axit amin, tot hon 1a vong c¢6 8 axit amin, vi du ¢6 trinh tu duoc

chon tr mot trinh tu bat ky trong s6 (SEQ ID NO: 12-17);

(xiv) Gly & vi tri 568, hoac Gly ¢ vi tri 569, hodc Gly ¢ vi tri 636, hodc
Gly & ca vi tri 568 va 636, hodc Gly & ca vi tri 569 va 636; va/hoac
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(xv) Tyr & vi tri 302, hodc Arg & vi tri 519, hodc Arg ¢ vi tri 520, hodc Tyr
& vi tri 302 va Arg & vi tri 519, hoac Tyr & vi tri 302 va Arg 6 vi tri 520,
hodc Tyr & vi tri 302 va Arg & ca vi tri 519 va 520.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, protein Env ctia HIV tai t6 hop theo sang ché con
bao gdm dot bién & trinh tu phéan cét furin cta protein Env HIV, nhu sy thay thé & céc

vi tri 508-511 biang RRRRRR (SEQ ID NO: 10).
Theo mot phuong an, protein Env HIV tai t6 hop 13 protein gp140.
Theo phuong an khéc, protein Env HIV tai t6 hop 1a protein gp160.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, protein Env HIV téi t6 hop bi cét cut trong ving

té bao chat, vi du sau 7 axit amin ctia vung t€ bao chat.

Theo khia canh chung khac, sang ché dé& cap dén phtrc trime bao gbm oligome
khong cong hoa tri cia ba trong s6 bat ky cua cac protein Env ctia HIV tai t6 hop duge
mo ta ¢ day.

Khia canh chung khac ctia sang ché dé xuat phuong phép cai thién sy gép va tinh
dn dinh (duge do 14 phan tram trime va/hodc hiéu suét trime tang) cua protein Env HIV
bb me, phwong phap bao gdm stra trinh tw axit amin cta protein Env HIV b6 me bang
cach dua vao it nhit mot dot bién sira, tot hon 1a it n_hét 3 d6t bién sua trong protein Env
HIV bb me, trong do dot bién sira 12 su thé axit amin & géc axit amin ma c6é mat ¢ vi tri
twong Ung & tn sudt it hon 7,5%, tot hon 13 it hon 2%, cla trinh ty Env HIV trong tap
hop cua it nhét 100, t6t hon 14 it nhat 500, t6t hon 14 it nhat 1000, tot hon Ia it nhét
10000, trinh ty Env HIV kidu dai, trong do sy thé 1a bang gbc axit amin ma c6 mit & vi
trf twong Gmg & tan sut bang it nhat 10% cua trinh tw Env HIV trong tap hop nay va t6t
hon 1a su thé 13 bang gdc axit amin ma c6 mit & vi tri twong Gng thudong xuyén nhéat
trong tap hgp nay. Sang ché con dé xuét protein Env ctia HIV dugc sira ma c6 thé thu
duoc bang phuong phap ndy theo séng ché dé cai thién sy gip va tinh on dinh (dugc do
1a ty 18 phan trim trime va/hodc hiéu suét trime) cia protein Env HIV. Sang ché con dé
xuit duge phim bao gdm protein Env ciia HIV dugc sta ndy. Sang ché con dé xuét
phuong phap tao ra protein Env HIV, bao gbm phuong phap stra protein Env ctia HIV
dugec mo ta ¢ day, va biéu hién axit nucleic mi hoa protein Env ctia HIV da sira duge

lam 6n dinh trong té bao chu tai td hop.
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Theo khia canh chung khéc, sang ché dé cap dén protein Env ctia HIV tai t6 hop
bao gdm trinh tw axit amin ma 13 it nhat 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hogc 100% twong
déng vai SEQ ID NO: 2, trong do tot hon 1a cac vi tri 204, 535, 573, 589, 647, 651, va
655, va tét hon 1a cac vi tri khac 64, 66, 201, 316, 433, 501, 508-511, 556, 558, 559,
588, 548-568 va 605 khong dugc xem xét khi xac dinh % tuong ddng, va trong d6 viéc
danh sb 1a theo dénh sb trong gpl60 cua thé phan 1ap HXB2 ctia HIV-1. Theo céc
phuong an nhét dinh cua chung, protein Env ctia HIV tai t6 hop bao gdm trinh tw axit
amin ma 13 it nhit 98%, 99% hozc 100% tuong ddng véi SEQ ID NO: 3, trong d6 tdt
hon 12 cac vi tri 204, 535, 573, 589, 647, 651, va 655, va tot hon 1a cac vi tri khac 64,
66,201,316, 433, 508-511, 556, 558, 588, va 548-568 khong dugc xem xét khi xac dinh
% twong dong, va trong dé viéc danh s 1a theo danh s trong gp160 ctia thé phan 13p
HXB2 cua HIV-1.

Theo khia canh chung khéc, sang ché dé cap dén protein Env ctia HIV tai t6 hop
bao gdm trinh ty axit amin ma 1a it nhit 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% twong
ddng véi SEQ ID NO: 4, trong d6 tot hon la cac vi tri 204, 535, 573, 589, 647, 651, va
655, va tbt hon 1a cac vi tri khac 64, 66, 201, 316, 433, 501, 508-511, 556, 558, 559,
588, 548-568 va 605 khong dugc xem xét khi xac dinh % tuong ddng, va trong dé viéc
danh sb 1a theo danh sb trong gpl60 cua thé phan 1ap HXB2 cta HIV-1. Theo céc
phuong an nhét dinh cua chung, protein Env ctia HIV tai t6 hop bao gdm trinh tir axit
amin ma 1 it nhit 98%, 99% hogc 100% tuong ddng voi SEQ ID NO: 5, trong d6 tdt
hon 14 c4c vi tri 204, 535, 573, 589, 647, 651, va 655, va tot hon 14 cac vi tri khac 64,
66,201,316, 433, 508-511, 556, 558, 588, va 548-568 khong dugc xem xét khi x4c dinh
% tuong dong, va trong d6 viéc danh s6 1a theo déanh s trong gp160 cta thé phan lap
HXB2 cia HIV-1.

Theo céac khia canh va phuong an nay, mot hodc nhicu trong so axit amin & cac
vi tri duoc néu ma khong dugce xem xét dé xac dinh % twong dong, tot hon la duge chon
tir axit amin dugc néu 1a duge vu tién & day, vi du Ile & vi tri 204; Phe, Ala, Leu, hodc

Trp & vitri 651; v.v. (xem cac Bang 1 va 2 dudi day).

Theo khia canh chung khéc, sang ché dé cap dén protein Env cua HIV téi t6 hop
bao gdm trinh ty axit amin ma 1a it nhit 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% twong
ddng vai bét ky trong s cac SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5, 20, 22, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
hodc 32, trong d6 SEQ ID NO: 20, 22, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31, hodc 32 la duoc dac
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biét wu tién. Theo mot khia canh, tot hon 14 cac vi tri 204, 535, 573, 589, 647, 651, 655,
va 658 va tbt hon 1a céc vi tri khac 64, 66, 201, 316, 433, 508-511, 556, 558, 588, va
548-568 khong dugc xem xét khi xac dinh % twong ddng, va trong d6 viéc danh sb 1a
theo danh sb trong gp160 cua thé phan lap HXB2 cua HIV-1. Ciing theo khia canh nay,
mot hodc nhiéu trong sb axit amin & cac vi tri dugc néu ma khong duoc xem xét dé xac
dinh % tuong déng, t6t hon 12 duge chon tir axit amin dugc néu 1a dugc vu tién ¢ déy
tai (i)-(vii) cia Bang 1, (viii)-(xv) cua Bang 2, va/hodc (xvi) cua Bang 1, vi du Ile & vi

tri 204; Phe, Leu, Met, hodc Trp & vi tri 651; v.v.

Theo khia canh chung khéc, sang ché d& cap dén hat, t6t hon 14 liposome hodc
hat nano, vi du hat nano tu lép ghép, thé hién trén protein Env cia HIV tai td hop bé mit

cua noé theo sang cheé.

Theo khia canh chung khac, sang ché dé cap dén phan tir axit nucleic phan lap
ma hoa protein Env cua HIV tai td hop theo sang ché va vecto bao gdm phan tir axit
nucleic phan lép lién két hoat dong v&i trinh tu khéi dau. Theo mdt phuong 4n, vecto la
vecto virut. Theo phuong an khéc, vecto 1a vecto biéu hién. Theo mot phwong 4n duge

uu tién, vecto virut 1a vecto adenovirut.

Khia canh chung khac dé cap dén té bao chi bao gdm phén tir axit nucleic phan
14p hodc vecto ma hoa protein Env HIV tai t6 hop theo sang ché. Té bao chu nay c6 thé
duoc sir dung dé san xuat protein tai t6 hop, biéu hién protein tai t6 hop, hodc san Xudt
hat virut.

Khia canh chung khéc dé cap dén phuong phap tao ra protein Env ctia HIV tai to
hop, bao gdm nudi té bao chu bao gdm phan tir axit nucleic phan 1ap hodc vecto ma hoa
protein Env cta HIV téi t6 hop theo sang ché dudi cac didu kién thich hop dé tao ra
protein Env cua HIV tai t6 hop.

Khia canh chung khac nita dé cap dén ché phdm bao gdm protein Env cia HIV
tai to hop, phirc trime, phan tir axit nucleic phan lap, vecto, hoac té bao chu nhu duge

md ta & ddy, va chat mang dugc dung.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Phan ban chat k¥ thuat cta sang ché néu trén, ciing nhu 14 phan mé ta chi tiét
sang ché duéi day, s& dugc hiéu rd hon khi tham khao hinh vé& kém theo. Can hiéu rang

sang ché khong bi gi¢i han & cac Phuong 4an chinh xéc durge thé hién trong hinh V&,
Trén cac hinh vé:
Céc Hinh 1A va 1B thé hién hinh v& so db ctia céu triic protein vé (Env) ciia HIV;
Hinh 1A thé hién protein Env ciia HIV chiéu dai day du; va

Hinh 1B thé hién a protein Env cia HIV tan dugc chira c4i goi 12 dot bién SOSIP
va cht cut ddu C bit diu & gbc 664 theo danh sb trong gpl160 ctia thé phan 1ap HXB2
ctia HIV-1 (trinh tr SOSIP.644);

Céac Hinh 2A va 2B thé hién phén tram cua su tao thanh trime (Hinh 2A) va hiéu
suét trime (Hinh 2B) cho protein Env ciia HIV tai t6 hop theo cac phuong 4n cua sang
ché nhu duge do bai thir nghiém Alphal.ISA nhu duge md ta trong Vi du 3; protein Env
ctia HIV t4i tb hop dugc thir chira su thé don, d6i, hodc ba axit amin duoc dua vao trinh
tur nhanh C phd bién vé ciia HIV ConC_SOSIP (SEQ ID NO: 3); ty 1€ phén trdm trime
va hiéu suét trime duoc xac dinh dua trén su lién két cua khang thé don dong déc hiéu
trime (mAb) PGT145 véi mdi trong sb protein Env ciia HIV téi t6 hop; hiéu suat trime
va ty 1& phan trdm tao thanh trime d6i voi mdi trong céc protein Env cua HIV tai t6 hop
theo sang ché dugc so véi clia protein v6 ¢6 trinh tr ConC_SOSIP mach chinh ma khong

c¢6 dot bién 1am n dinh trime bo sung bt ky dugc md ta & day;

Hinh 3 thé hién sfc phd tir phan tich sic ky loai kich ¢& v6i tan xa anh sang da
goc (SEC-MALS) ctia protein Env cua HIV tai t6 hop theo cac phuong én clia sang ché;
protein Env cua HIV tai td hop dugc thir chira sy thé axit amin don dugc dua vao trinh
tu nhanh C phd bién Env ctia HIV mach chinh ConC_SOSIP (SEQ ID NO: 3), va dugc
tinh ché bang sic ky 4i luc lectin nhu duge md ta trong Vi du 2; phan tich SEC-MALS
duoc tién hanh nhu dugce mo ta trong Vi du 3; dinh twong ting véi dang trime dugc néu
& mdi trong sb cac sic pho;

Hinh 4 thé hién tinh én dinh nhiét cua protein Env ctia HIV téi t6 hop theo cac
phuong 4n cua sang ché duge bao c4o 1a ty 16 phan tram cta trime con lai sau khi xir Iy
nhiét; protein Env cua HIV tai td hop duogc thir chira su thé axit amin don, doi, hodc ba

dwoc dua vao trinh ty nhanh C phé bién Env cia HIV mach chinh ConC_SOSIP (SEQ
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ID NO: 3); protein Env ctia HIV t4i t& hop duoc dua qua xtt Iy nhiét, va ty 1& phan trdm
cua trime con lai sau xur 1y nhiét dugc xac dinh bang thir nghiém AlphaLISA nhu dugc
mob ta trong Vi du 4; tinh 4n dinh nhiét cua protein vé c6 trinh ty ConC_SOSIP mach

chinh khong c6 bét ky dot bién 1am én dinh trime b sung ciing dwgc thé hién;

Céc Hinh 5A-5B thé hién phan trim cia su tao thanh trime (Hinh 5A) va hiéu
sut trime (Hinh 5B) ddi véi protein Env cua HIV téi t6 hop c6 su thé axit amin don
duoc dua vao trinh ty nhanh B phé bién Env ctia HIV mach chinh ConB_SOSIP (SEQ
ID NO: 5) theo cac phuong 4n cua sang ché so v6i clia protein vo c6 trinh ty
ConB_SOSIP mach chinh ma khong c6 bat ky dot bién lam n dinh trime bd sung theo
sang ché nhu duge mo ta trong Vi du 5; hiéu suét trime va ty 1é phan trim tao thanh

trime dugc do boi thir nghiém Alphal.ISA;

Cac Hinh 6A-6B thé hién phén tram cua sy tao thanh trime va hidu suat trime ddi
véi protein Env cia HIV téi td hop c6 su thé axit amin dugc dua vao trinh ty protein vo
ctia HIV tong hop mach chinh DS sC4 SOSIP_E166R theo cac phuong an cia sang
ché nhu duoc mo ta trong Vi du 6; ty 1€ phén trdm tao thanh trime va hiéu suét trime

dugce do baoi thi nghiém Alphal.ISA.

Hinh 7 thé hién sic phd tir phan tich sac ky loai kich c& véi tan xa anh sang da
goc (SEC-MALS) cua protein Env cua HIV tai t6 hop theo cac phurong 4n cla sdng ché;
protein Env cta HIV téi tb hop duogc thir chita dot bién K6551 don v6i méi canh bién
thé dot bién bd sung duoc dua vao trinh tw nhanh C phd bién Env ciia HIV mach chinh
ConC_SOSIP (SEQ ID NO: 3), va dugc tinh ché bang sac ky 4i luc lectin nhu duoc md
ta trong Vi du 2; phéan tich SEC-MALS dugc thuc hién nhu dwge mo ta trong Vi du 3;
dinh thé hién monome gp140 trong ConC_SOSIP dugc néu béi hop danh béng, ¢ bén
phai cua dinh trime. Bang dudi thé hién phong to phan dudi cua biéu dd, sao cho no ¢o
thé duoc thiy 1a mdi dot bién bb sung gy ragiam thém chiéu cao ctia dinh monome

gp140.

Céc Hinh 8A-8B thé hién phan tram cla su tao thanh trime (Hinh 8A) va hiéu
suét trime (Hinh 8B) déi véi BG505_SOSIP (c6 ngudn gde tir chiing nhanh A kiéu dai)
¢6 thé axit amin don va két hop cia cac thé dugc dwa vao theo cac phuong an cla sang

ché so v6i ctia protein vo ¢6 trinh tw BG505_SOSIP mach chinh ma khong ¢ bét ky dot
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bién lam 8n dinh trime b sung theo sang ché nhu dugc md ta trong Vi du 9. Hidu suét

trime va ty 1é phan trim tao thanh trime dugc do boi thir nghiém AlphaLISA.

Hinh 9 thé hién sic phd tir phén tich sic ky loai kich ¢& v6i tan xa énh sang da
g6c (SEC-MALS) ctia protein Env cua HIV tai t6 hop theo cic phurong 4n clia sang ché;
phan tich SEC-MALS duoc thue hién trén dich ndi nudi cdy cia té bao chuyén nhiém
Env. Dinh tuwong tmg véi dang trime tach rira trong khoang tir 7 dén 7,5 phiit. Dong xam
dam 1a BG505_SOSIP (c6 ngudn gbe tir ching nhanh A kiéu dai) va dong xam nhat 1a
BG505_SOSIP véi su thé L556P, K6551, M535N, N651F, D589V, K588E.

Céc Hinh 10A-10B thé hién hiéu suét trime dbi véi cac bién thé C97ZA_SOSIP,
duogc md ta trong Vi du 10. Hiéu sudt trime cia C97ZA vé6i ba dot bién 1am 6n dinh
(L556P, T651F va M535N) (Hinh 10A va B). Trén Hinh 10B, trinh tu Env duoc t6i uu
hoéa thém bang cac dot bién bd sung (21 dot bién thém) ma duge thém dé sira trinh tu
Env C97ZA theo khung khai niém dugc mo ta trong Hinh 12 va bing cach dwa vao dot
bién 1am dn dinh bd sung (K655L, D589V, A204I va K588E). Hiéu sut trime va ty 1&
phén tram tao thanh trime dugc do bdi thir nghiém AlphalLISA. Tin hiéu dugc chuin
hoéa thanh tin hiéu ConC_SOSIP ma duoc thiét 1ap & 1. PNGS 1a vi tri N-glycosyl hoa
tiém nang.

Hinh 11. Hiéu suét trime cua ching HIV-1 Env DU422 v6i bbn sy thé 1am 6n
dinh (xem Vi du 11 d& biét thém chi tiét). TAt c4 s6 duge chuin héa thanh ConC_SOSIP
(khong thé hién) ma dugc thiét 1ap o 1.

Hinh 12. Khai niém phé quét ddi voi trinh ty HIV-1 Env stra dugc minh hoa cho
chiung C97ZA. Gbc véi tan sut xudt hién cao nhét (¢ day goi la ‘gbc phd bién’) trong
tdng co s6 dit liéu HIV-1 (thanh trén) va gbc ching C97ZA (thanh dudi ) duge sap xép
tir phan traim xuét hién thap dén cao cua vi tri gdc C97ZA. Vi tri gbc C97ZA dé thé cho
gbc phd bién duoc lwa chon dua trén tiéu chudn sau: Vi tri véi gbc C97ZA ma xuét hién
it hon 2% trong trinh tu co s¢ dit liéu Env (thanh den). Vi tri v6i gbc C97ZA ma Xuét
hién trong khoang tir 2% dén 7,5% trong trinh tu co so dit liéu Env va bi chon vui hodc
bi chon vui mot phﬁn (thanh xam den). Cac vi tri ma phoi 1§ va ky nudc trong C97ZA
va gbe phd bién wa nuée (hai thanh xam sang nhét) va vi tri ma la gbe phd bién (S234N)

ctia vi tri N-glycosyl héa tiém nang (PNGS).
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Hinh 13. Trime ENV_SOSIP cua HIV déong truée dung hop qua su stra trinh ty
va 1am 6n dinh dot bién. Tin hiéu AlphaLISA trong dich ndi nuéi ciy té bao ddi vai tit
ca cac dot bién SOSIP dugc chun hoa thanh ConC_SOSIP cho cic khang thé trung hoa

rong.

Hinh 14. Pic diém SEC phan tich ctia bién thé Env_SOSIP déi chimg (SOSIP
mach chinh), bién thé Env dugc sira theo khai niém dugc mo ta trong Vi du 12 va Hinh
12, va bién thé Env vé6i dot bién lam én dinh b sung theo bang 3 sir dung dich ni nudi
cdy té bao sau khi chuyén nhiém. Tin hiéu gia dugc cia dich ndi nubi cdy té bao duoc

trlr tir tat ca cac dic diém. Dinh trime dugc thé hién véi *.

Hinh 15. Hiéu suét trime ctia cac bién thé HIV-1 Env ConC khéng c6 céc cai bién

SOSIP 1am 6n dinh.

Hinh 16. Hiéu suét trime (A) va ty 1& phan tram trime (B) ctia ConC_SOSIP véi
cac dot bién & cac vi tri 589, 647, 651 va 655 thanh methionin. T4t ca sé dwgc chuin
héa thanh ConC_SOSIP (khong thé hién) ma dugc thiét 1ap & 1. Thanh 13i dugc thé hién
& phia dudi bén phai cua céc thanh.

Céc Hinh 17A-17D thé hién phén trdm cta su tao thanh trime (Hinh 17A, B cho
cac thir nghiém khéc nhau) va hiéu suét trime (Hinh 17C, D cho céac tht nghiém khéc
nhau) cho protein Env cua HIV téi t6 hop voi dot bién dugc néu nhu duge md ta trong

Vi du 15, dugc do boi thir nghiém Alphal.ISA.

Hinh 18 thé hién séc ky SEC-MALS cua protein Env ctia HIV tai t6 hop véi dot

bién dugc néu, nhu duge mo ta trong Vi du 15.

M3 ta chi tiét sang ché

Céc tai liéu cong bd, bai bao va biang sang ché khic nhau dugc vién dan hodc
duoc mo ta trong tinh trang k¥ thuat va trong toan bd ban mo ta nay; mdi tai liéu tham
khao nay dugc két hop & day nhdm muc dich tham khao dén toan bd nodi dung cua no.
Théo ludn vé tai liéu, hanh dong, nguyén lidu, dung cu, vat phém hoac dang tuong tu
dugc bao gdm trong ban mo ta nay la nhim muc dich cung cp ngit canh cho séng ché.
Thao luan nay khong phai la su thira nhin rang bit ky hodc tt ca cac vén dé nay tao
thanh mot phén cua tinh trang k§ thut ddi voi sang ché bat ky dugce boc 10 hodc duoc

yéu cau bao ho.
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Trir khi chi ¢6 dan khac, tat ca cac thuat ngit k§ thuét va khoa hoc ding trong ban
mo ta ndy c6 cung nghia nhu thudng duoc hiéu béi chuyén gia trong linh vuc ma séng
ché nay thudc vé. Mit khéc, cac thuat ngit nhét dinh dugc dung trong ban mo ta nay c6
nghia nhu dugc néu trong ban mo ta. T4t c& cac bang sang ché, don sang ché da cong
b6 va tai liéu cong bd duoc vién din trong ban mé ta nay duge két hop dé tham khao
nhu thé dugc néu day di trong ban md ta nay. Cén lwu ¥ rang khi duge sir dung trong
ban mo ta nay va cac yéu ciu bao ho kém theo, cc danh tir s6 it bao gbém ca nghia sb
nhiéu, trir khi ngit canh rd rang chi ra nghia khac.

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, cac gi4 tri s& bat ky, nhu ndng do hodc khoang nong
d6 duoc mb ta & day, duoc hiu 14 dugc bién dbi & tit ca cac trudng hop bang thuat ngit
"khoang." Do d6, gié tri sb thuong bao gdm = 10% gia tri cu thé. Nhu duge st dung &
day, viéc su dung khodng s& 18 rang bao gbdm tat ca cac khoang it hon c6 thé, tat ca cac
gi tri s6 riéng 1é trong khoang do, bao gdm céc sd nguyén véi cac khoang va doan cuia
gié tri trir khi bdi canh quy dinh r rang khac di.

Axit amin dwgc dé cap trong toan bd ban mo ta. C6 hai muoi axit amin c6 trong
tu nhién, cling nhu nhiéu axit amin khong c6 trong tu nhién. M3i axit amin da biét, bao
gbm cé axit amin tw nhién va khong tw nhién, ¢ tén day du, ma viét tit mot chit, va ma
viét tit ba chiy, tit ca trong do 1a da biét véi chuyén gia trong linh vuc. Vi dy, ma viét ta
ba va mot chit cai dugc dung cho hai muoi axit amin ¢6 trong tu nhién 1a nhu sau: alanin
(Ala; A), arginin (Arg; R), axit aspartic (Asp; D), asparagin (Asn; N), xystein (Cys; C),
glyxin (Gly; G), axit glutamic (Glu; E), glutamin (Gln; Q), histidin (His; H), isoleuxin
(Ile; 1), leuxin (Leu; L), lysin (Lys; K), methionin (Met; M), phenylalanin (Phe; F),
prolin (Pro; P), serin (Ser; S), threonin (Thr; T), tryptophan (Trp; W), tyrosin (Tyr; Y)
va valin (Val; V). Axit amin c6 thé dugc goi bang tén diy du, ma viét tat mot chir cai,
hodc ma viét tat ba chit cai ctia chiing.

Trir khi bdi canh quy dinh 1 rang khac di, viéc danh s6 cac vi tri trong trinh tur
axit amin cia protein vo HIV nhu dugc su dung & day la theo danh sd trong gp160 cia
thé phan lap HXB2 ctia HIV-1 nhu vi du dugc néu trong Korber et al. (Human
Retroviruses and AIDS 1998: A Compilation and Analysis of Nucleic Acid and Amino
Acid Sequences. Korber et al., Eds. Theoretical Biology and Biophysics Group, Los
Alamos National Laboratory, Los Alamos, N. Mex.), ma dugc két hop vao day béng

cach vién dan toan bd. Viéc danh sb theo HXB2 1a thong thuong trong linh vuc cua
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protein Env cua HIV. gp160 cua thé phan lap HXB2 cua HIV-1 c6 trinh ty axit amin
duge thé hién trong SEQ ID NO: 1. Viéc sdp thang hang trinh ty Env ctia HIV ¢6 loi
v6i trinh tu nay c6 thé duge ding dé tim ra su danh s axit amin twong tng trong trinh
tw ¢o loi.

Cau “bao gdm trinh tur axit amin cua protein Env ciia HIV ¢6 gbc axit amin duoc
néléitnh&JnétUongséviniduqcn&lduocchont&nhénlbaogénf’vé“baogénl
mdt hodc nhidu trong sb cac gbc sau day (gbe axit amin)” dugc st dung trdo d6i o day.

Thuat ngit “phan trim (%) tuong ddng trinh tu” hodc “% tuong dbng” mé ta sb
triung khdp (’cac hit”) cua axit amin twong ddng cta hai hoac hoic nhiéu trinh ty axit
amin duoc sip thang hang so véi s6 gbc axit amin tao nén chiéu dai tong thé cua trinh
tu axit amin. No6i cach khac, viéc su dung sy sap thang hang, cho hai hodc nhiéu trinh
tir ty 16 phan tram cia gbc axit amin ma gidng nhau (vi du 95%, 97% hodc 98% tuong
déng) co6 thé duge xac dinh, khi trinh tu duoc so sanh va sap thang hang dé tuwong tmg
t61 da nhu duge do bang cach st dung thuét toan so sanh trinh ty nhu da biét trong linh
vuc, hodc khi dugc sép hang thd c6n va kiém tra truc quan. Trinh ty ma dugc so sanh
dé x4c dinh trong ddng trinh tw do d6 c6 thé khac béi (c4c) thé, (cac) thém hodc (cac)
babéwmammihcdmmgumhmmhMmdéﬁp&%gﬁmgﬁﬂﬁummdnmdﬁ
biét d6i v6i chuyén gia trong linh vyc. Phén trim twong dong trinh tw cua trinh tu protein
céthé,vidu,dugcxécdhﬂlbéngcécchuongtﬂnhrﬂuICXJJST¥\LVV,CHuﬁalChnegm
FASTA hoac BLAST, vi du béng cach st dung thuét toan NCBI BLAST (Altschul SF,
et al (1997), Nucleic Acids Res. 25:3389-3402).

“Tap hop cla trinh ty Env ciia HIV® nhu dugc st dung & day la tap hop cua s6
dai dién (vi du it nhéit 100, hodc 500, hoic 1000, hoic hon) cua trinh tu ngﬁu nhién cua
protein Env cua HIV kiéu dai, ma c6 thé tir cing nhanh (vi du nhanh C) hodc tir cac
nhanh khac nhau (vi du nhanh A, B, C, v.v.). Cac tap hop thich hop clia c4c trinh tu nay
¢6 trong co s¢ dit li€u, hodc tip hop con ¢ thé dugc chiét xuét tir d6, vi du Co s& di
liéu trinh tw HIV (Los Alamos National Laboratory). Tap hop nay bao gdm tbt hon 12 it
nhét 100 trinh ty protein Env ctia HIV, 1000 trinh tu protein Env cia HIV, it nhat 10000
trinh ty protein Env cua HIV, it nhat 50000 trinh tu protein Env cia HIV, va c6 thé chira
nhiéu hon 90000 trinh tu protein Env ctiia HIV.

Vi tri twong Gng’ trong protein Env cua HIV dé cap dén vi tri ctia gbc axit amin

khi it nhét hai trinh ty Env ctia HIV duogc sip thang hang. trir khi ¢6 quy dinh khac, danh
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s6 vi trf axit amin nham cac muc dich nay 13 theo danh s6 trong gp160 ciia thé phan lap
HXB2 cua HIV-1, nhu thong 1€ trong linh vuc.

‘Dot bién lam 6n dinh’nhu duoc st dung & day 1a dot bién nhu duge md ta & day
theo bt ky trong sb cac muc (i)-(vii), hodc (xvi), clia Bang 1, hodc (viii)-(xv) cia Bang
2, ma lam tang ty 1€ phén trdm cua trime va/hoac hi¢u suét trime (ma co thé vi du duoc
do theo thit nghiém Alphal.ISA hoic SEC-MALS dugc mo ta ¢ day) cua protein Env
cua HIV so véi phan tu bd me khi dot bién duoc dua vao béng cach thé axit amin tuong
ung trong phan tr bd me nay. Axit amin tao thanh tir dot bién lam 6n dinh nay thuong
hiém, néu co, théy trong protein Env cua thé phan 1ap HIV kiéu dai.

‘Pot bién stra’ nhu duoc st dung & day 1a su thé cua gbc axit amin trong protein
Env ctia HIV b6 me, ma géc axit amin c6 mat trong it hon 7,5%, tdt hon 14 it hon 2%, &
vi trf trong ng trong tdp hop cula trinh tu protein Env cua HIV, trong do su thé 12 bang
axit amin ma cé mit & vi tri tuong g trong tap hop nay thuong xuyén hon, vi du trong
itnhét1096pﬂneﬁ1Envcﬁafﬂ\fuongtaphqpnay,vététhonlébéngaxﬁanﬁnrnécé
mat & vi tri tuong Umg trong tap hop nay trong it nhét 20% protein Env ctia HIV hoic
axit amin xay ra thudng xuyén nhét & vi tri twong tng trong tap hop ndy. Axit amin tao
thanh tir dot bién stra nay do d6 thuong thdy & ty 16 phan trim twong d6i cao clia protein
Env clia thé phan 1ap HIV kiéu dai, va c6 thé trong mét vai trudng hop 1a giong nhu &
vi tri trong Gng trong trinh tu Env cua HIV phd bién.

Trinh ty Env HIV ‘dugc stta va dugce lam 6n dinh’ nhu dugce st dung & day
thuong chira it nhat mot dot bién sira va it nhat mot dot bién 1am on dinh, t6t hon la
nhiéu dot bién sira va nhidu dot bién lam n dinh so véi trinh tw Env HIV b6 me.

Thuat ngit “tw nhién’ hodc ‘kiéu dai’ duoc st dung trao ddi & day khi dé cap dén
ching HIV (hoc protein Env tir d6), va d& cap dén ching HIV (hodc protein Env tir do)
nhu ¢6 trong tu nhién, vi du nhu & bénh nhan mac HIV.

Sang ché n6i chung dé cap dén protein vo (Env) tai t6 hop cua HIV bao gdm céc
thé axit amin nhét dinh & vi tri dugc néu trong trinh tu protein vo ma lam 6n dinh dang
trime cua protein vé. Viéc dua mot hodc nhiéu trong sb céac thé axit amin dugc x4c dinh
theo sang ché vao trinh tir ctia protein vo ctia HIV ¢6 thé tao ra ty 18 phan tram tao thanh
trime tang va/hodc hiéu suét trime ting. Diéu nay c6 thé vi du duge do bang cach s
dung khang thé dic hiéu trime, nhiét do néng chay, sic ky loai kich c&, va lién két voi

khang thé ma lién két véi protein Env gip chinh x4c (trime 6n dinh) hodc tuy y dwoc
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gAp khong chinh xac (khong 6n dinh khong trime), va phan tram trime va/hozc hidu suét
trime tang dugc xem 1a chi bao cia protein Env 4n dinh, tu nhién, gép chinh x4c.

Virut gay suy giam mién dich & nguoi (HIV) 1a thanh vién cta chi Lentivirinae,
mot phan ciia ho Retroviridae. Hai loai HIV 14y nhiém & ngudi: HIV-1 va HIV-2. HIV-
1 1a chiing phd bién nhét cia virut HIV, va dugc biét 1a gay bénh nhiéu hon HIV-2. Nhu
dugc sir dung & ddy, thuat ngir “virut gy suy giam mién dich & nguoi” va “HIV” dé cap
dén, nhung khong chi gidi han ¢, HIV-1 va HIV-2. Theo phuong an dugc vu tién, HIV
dé cap dén HIV-1.

HIV duogc chia thanh nhiéu nhanh c¢6 muc do sai khac di truyén cao. Nhu duogc
dung trong ban mo ta nay, thuat ngit “nhanh HIV” hodc “kiéu phu HIV” dung dé chi
virut gay suy giam mién dich & ngudi lién quan duge phéan loai theo mirc do tuong tu di
truyén cta ching. Nhém 16n nhét ctia thé phan lap HIV-1 duge goi 1a Nhom M (chung
chinh) va bao gdm it nhit mudi nhanh , A dén J.

Theo mot khia canh chung, sdng ché dé cap dén protein vo (Env) HIV téi t6 hop.
Thuat ngit “tai tb hop” khi dwoc dung vién dan dén protein dé cap dén protein ma duoc
tao ra bang k¥ thuat tai t6 hop hozc bang tong hop hoa hoc trong ong nghiém. Theo cac
phuong 4n cua sang ché, protein “tai t6 hop” ¢6 trinh tu axit amin nhan tao trong d6 né
chtra it nhat mét chi tiét trinh tu (vi du, thé, loai, bd sung, thay thé trinh ty axit amin,
v.v..) ma khong thdy & trinh tur trong dwong c6 trong tu nhién. Tét hon 13, protein “tai
t6 hop ” 1a protein vé HIV khong c6 trong ty nhién dugc t61 uu hoa dé gay ra dap tng
mién dich hoic tao ra su mién dich chdng lai mét hodc nhiéu ching HIV c6 trong tu
nhién.

Thuét ngit “protein vo HIV,” “Env HIV,” va “protein Env HIV” d& cap dén
protein, hodc doan hodc dan xuét cua ching, ma vé ban chit duogc biéu hién trén vo cta
cac hat virut HIV va cho phép HIV nhim dich va gén vao mang huyét tvong ctia té bao
nhiém HIV. Thut ngit “v6” va “Env” dugc sit dung trdo dbi trong toan bd ban md ta.
Gen env HIV mi héa protein gpl60 tién chét, ma duoc phén cat bang cach phan gidi
protein thanh hai glycoprotein vo truong thanh gp120 va gp41. Phan g phan cat duge
trung gian bing proteaza té bao chi, furin (hodc bang protease twong tu furin), & md tip
trinh tu dugc bao toan cao trong tién chit glycoprotein vé retrovirut. Cu thé hon, gp160
trime hoa thanh (gp160); va sau d6 trai qua phan cit thanh hai glycoprotein treéng thanh
duoc két hop khong cong hoa tri gp120 va gp41l. Sw xdm nhép virut sau d6 duoc diu
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khién bang trime ctia dime khéc loai gp120/gp41. Gp120 1a doan lién két thu thé, va lién
két v6i thu thé CD4 (va d@)ng thu thé) trén té bao dich ma c6 thu thé nay, nhu, vi duy, té
bao T-trg giup. Gp41, dugc lién két khong cong hoa tri véi gp120, 1a manh dung hgp va
cung cap buéde thit hai nhe d6 HIV di vao té bao. Gp41 ban dau dugc che gidu trong vo
virut, nhung khi gp120 lién két v6i thu thé CD4 va ddng thu thé, gp120 thay déi hinh
dang cta n6 lam cho gp41 trd nén duge 10 ra, khi d6 n6 co thé gitip d& trong viéc dung
hop véi té bao chi. Gp140 13 viing ngoai bao cua gp160.

Theo cac phuong an cua sing ché, “protein vé (Env) HIV” ¢6 thé 1a protein
gp160 hodc gp140, hoac dang két hop, dung hop, dang cit cut hodc dan xuit ciia chiing.
Vi dy, “protein vo HIV” co thé bao gém protein gp120 duge két hop khong cong hoa tri
véi protein gp41. “Protein vé HIV” cling ¢6 thé 1a protein v6 HIV bi cit cut bao gom,
nhung khong gidi han, protein vo cé chira phan cat cut d4u tan cing C trong ving ngoai
bao (tic 12 mién ma kéo dai vao khong gian ngoai bao), phan cit cut trong gp41, nhu
phan cét cut trong viing ngoai bao cta gp41, trong ving xuyén mang cia gp41, hoic
phin cit cut trong ving té bao chét ctia gp41. Protein vé HIV con c6 thé 1a gp140, twong
rng véi viung ngoai bao gp160, hodc phién ban mé rong hodc cit cut ctia gpl140. Biéu
hién cua protein gp140 da dugc mo ta trong mot vai cong bd (vi du Zhang et al., 2001;
Sanders et al., 2002; Harris et al., 2011), va protein c6 thé con duoc dat tir cac nha cung
cép dich vu, & cac bién thé khac nhau vi du dua trén chung HIV khéac nhau. Protein
gp140 theo sang ché ¢o thé c6 dot bién vi tri phan cit sao cho ving gp120 va ving ngoai
bao gp41 khong bi phén cit va lién két cong héa tri, hodc tiry y ving gp120 va ving
ngoai bao gp4l co thé bi phan cat va lién két khong cong hoéa tri, vi du bang cau
disulphua (nhu vi du & céc bién thé SOSIP). “Protein v HIV” ¢6 thé con la dan xuét
cia protein vo HIV ¢6 trong tu nhién c6 dot bién trinh tu, vi du nhu, & vi tri phan cat
furin, vi/hodc con duoc goi la dot bién SOSIP. Protein vo HIV theo sang ché co thé
cling c6 vi tri phan cit sao cho viing ngoai bao gp120 va gp41 c6 thé duoc lién két khong
cdng hoa tri.

Theo phuong an dugce uu tién cua sang ché, protein Env HIV 12 protein gp140
hodc protein gp160, va t6t hon nira 1a protein gp140. Theo phuong dn dugc uu tién khac
protein Env bi cit cut, vi du bing cach loai bo gde sau gbc thir 7 ciia ving té bao chat

so v6i protein Env ty nhién.
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Theo cic phuong 4n cua sang ché, “protein vé HIV” c6 thé 1a trime hoac
monome, va tdt hon 14 trime. Trime c6 thé 1a homotrime (vi dy, trime bao g?)m ba don
vi polypeptit twong ddng), hodc heterotrime (vi du, cac trime bao gébm ba ddown vij
polypeptit ma tht c4 déu khong gidng nhau). Tbt hon 13, trime 13 homotrime. Trong
treong hop gp140 hodc gp160 bi phan cit, n6 1a trime cta don vi polypeptit ma la dime
gp120-gp41, va trong truong hop tAt c& ba trong s cac dime nay gidng nhau, né dugc
xem la homotrime.

“Protein vé HIV” c6 thé 1a protein tan dugc, hodc protein lién két mang té bao.
Protein v6 lién két mang té bao thudng bao gbm ving xuyén mang, nhu & protein vo
HIV chiéu dai diy du bao gdm ving xuyén mang (TM) nhu dwgc thé hién trong Hinh
1A. Protein lién két mang c6 thé c6 ving té bao chat, nhung khong cin ving té bao chét
duoc lién két mang. Protein vé tan dugc bao gé)m it nhét su loai bd mot phr?m hodc toan
b3 viing xuyén mang. Vi du, diu tan cing C cta protein vo HIV chiéu dai ddy dii c6 thé
duoc cat cut dé loai b ving xuyén mang, nho dé tao ra protein tan dugc, nhu dugc thé
hién trong Hinh 1B. Tuy nhién, protein vé HIV con ¢6 thé tan duoc véi cac vi tri cat cut
ngén va vi tri cat cut tuy v voi loai duge thé hién trong Hinh 1B. Cét cut c6 thé dugc
thuc hién & nhiéu vi tri khac nhau, va cac vi du khong gi6i han 1a sau axit amin 664,
655, 683, v.v. ma tit ca tao ra protein tan dugc. Protein Env lién Kkét mang theo sang ché
¢6 thé bao g@)m dau tan cung C toan bd hodc mot phén (vi du béng cach loai bo mot
phan ving té bao chét dau C, vi du theo cc phwong an nhat dinh sau gbc thir 7 ctia viing
té bao chit) so véi protein Env ty nhién.

Peptit tin hiéu thuong c6 mit ¢ dau N cua protein Env HIV khi dugc biéu hién,
nhung bi phan cit di bang peptidaza tin hiéu va do d6 khong c6 mat trong protein truong
thanh. Peptit tin hiéu c6 thé dugc trao di véi cac trinh tu tin hiéu khac, va mét s6 vi dy
khéng gidi han cua peptit tin hiéu dugc dé xuat ¢ day trong SEQ ID NO: 11, 18, 33, va
34.

Theo cac phuong an cua sang ché, protein vo HIV, vi du, gp160, hodc gp140, cé
thé 14 c6 ngudn gdc tir trinh ty protein vo HIV tir bat ky HIV nhanh (hodc ‘kiéu phu’),
vi du, nhanh A, nhanh B, nhanh C, nhanh D, nhanh E, nhédnh F, nhanh G, nhanh H, v.v.,
hoic két hop ctia chung (nhu & ‘dang tai t6 hop tuan hoan’ hoic CRF ¢6 ngudn goc tir
su tai td hop gitta céc virut cta kiéu phu khic nhau, vi du BC, AE, AG, BE, BF, ADG,

v.v.). protein vé HIV sequence ¢o thé 1a trinh tw c6 trong tr nhién, trinh ty kham, trinh
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tu phé bién, trinh tu téng hop, hodc bét ky d4n xuit hoic doan cta ching. “Trinh tu
kham” chira nhidu epitop c6 ngudn gbc tir it nhat ba trinh tw vo HIV ctia mot hodc nhiéu
nhanh HIV, va ¢6 thé dugc thiét k& boi thuat toan ma t6i wu hoa su bao phu cua epitop
té bao T. Céc vi du cua trinh tu cia protein vo HIV kham bao gém cac trinh tuy dugc mo
ta trong, vi du, Barouch et al, Nat Med 2010, 16: 319-323; va WO 2010/059732, nhu vi
du cac trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 8 va 9. Nhu dugc sir dung ¢ day “trinh
tu phé bién” nghia 12 trinh tu nhéan tao cla axit amin dua trén su sép théng hang trinh tu
axit amin cla protein twong dong, vi du nhu dugc xac dinh boi sy sap thang hang (vi du
st dung Clustal Omega) cua trinh ty axit amin cua protein twong déng. No 1a tha tu
duge tinh toan cua gdc axit amin thuong xuyén nhAt, thdy & mbi vi tri trong su sap thang
hang trinh tu, dua trén cAc trinh tu ctia Env tir it nhat 1000 thé phan 1ap HIV ty nhién.
“Trinh tu tong hop” 1a protein vo HIV khong c6 trong ty nhién ma dugc t61 wu hoa dé
gdy dap tmg mién dich hodc tao ra sy mién dich chéng lai nhiéu hon mét ching HIV ¢6
trong tu nhién. Protein vo HIV kham 1a céc vi du khong giéi han cia protein vo HIV
téng hop. Theo phuong 4n dugc vu tién cla sang ché, protein Env ctia HIV la protein
Env pho bién, hodc protein Env tbng hop, co it nhat mot trong sb céc axit amin duoc
néu & cac vi tri dugc néu (i)-(vii) theo sang ché. Pugc dac biét vu tién 1a protein Env
phé bién ¢6 it nhit mét, tot hon 1a it nhét hai trong s6 géc axit amin dugc néu & cac vi
tri duoc néu (i)-(vii) theo séng ché, t6t hon 1a c6 thém SOSIP va/hodc dot bién & vi tr
phan cat furin nhu duge mo ta dudi day.

Theo cac phuong an nhét dinh theo sang ché, protein v6 HIV, bat ké trinh tu c6
trong tu nhién, trinh ty kham, trinh tu phé bién, trinh tu téng hop v.v.., bao gém cac dot
bién trinh tu bd sung vi du, & vi tri phan cit furin, va/hodc c4i goi 1a dot bién SOSIP.

Theo mdt sé phurong 4n theo sang ché, protein vo HIV 1a "protein Env HIV d6t
bién SOSIP." Cai goi la dot bién SOSIP 1a dot bién 1am én dinh trime ma bao gdm *céc
d6t bién SOS¢ (géc Cys & cac vi tri 501 va 605, ma tao ra viéc dua vao cau disulfua ¢6
thé gifta cac gdc Xystein méi tao ra) va ‘dot bién IP’ (gbc Pro & vi tri 559). Theo céc
phwong 4n cta sang ché, protein Env thé dot bién SOSIP bao gom it nhat mot dot bién
duge chon tir nhém bao gdm Cys & céc vi tri 501 va 605; Pro & vi tri 559; va tét hon 1a
Cys & céac vi tri 501 va 605 va Pro & vi tri 559. Protein Env HIV dot bién SOSIP c6 thé
con bao gém cac dot bién trinh tu khac, vi du, & vi tri phan cat furin. Ngoai ra, theo cac

phuong an nhét dinh c6 thé bd sung thém céc dot bién sao cho protein Env bao gbém Pro
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& vi tri 556 hoac vi tri 558 hodc & cac vi tri 556 va 558, théy ¢ day la c6 kha nang khong
chi déng vai trd 1am cac thay thé cho Pro & vi tri 559 trong bién thé SOSIP, ma con lam
cac dot bién bd sung ma c6 thé con cai thién sy tao thanh trime cta bién thé SOSIP ma
da c6 Pro & vi tri 559.

Theo cac phuong an dugc wu tién nhit dinh cia sang ché, protein Env HIV dot
bién SOSIP bao gém Cys 0 cac vi tri 501 va 605, va Pro ¢ vi tri 559.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, protein vé HIV theo sang ché con bao gébm dot
bién & vi tri phéan cit furin. Dot bién & trinh tu phan cét furin c6 thé 1a su thé axit amin,
loaibé,chén,hoacthaythérnétUhﬂlurbéngirhﬂ1Uthéc,hoacthaythébéngtﬁnhtu
axit amin khac. Tt hon 1a theo sang ché, viéc tao dot bién vi tri phan cat furin c6 thé
duoc ding dé téi wu héa vi tri phan cét, sao cho su phén cat furin dugc cai thién so véi
kidu dai, vi du bang su thay thé trinh tu & gbc 508-511 bang RRRRRR (SEQ ID NO:
10) [tirc 1a thay thé trinh tw axit amin chinh (vi du EK) & cac vi tri 509-510 bang bén
gbc arginin (tirc 12 hai thay thé va hai thém), trong khi d6 & cac vi tri 508 va 511, da c6
géczwghﬁncérnatuonghﬁuhétpnnehlEnvcﬁa}ﬂKCsaochochﬁngthudngkhﬁngcén
thay thé, nhung vi két qua cudi trong tai liéu tham khao thuong dé cap dén 1a trinh tu
axit amin RRRRRR, tac gia gitt danh phap nay ¢ day]. Cac dot bién khac ma cai thién
phén cit furin 13 da biét va c6 thé ciing duoc st dung. Ty ¥, c6 thé thay thé vi tri phan
ct furin bang lién két, sao cho phan cét furin khong con can nhung protein s& thong qua
chu hinh gidng tu nhién (vi du dwgc mo ta trong (Sharma et al, 2015) va (Georgiev et
al, 2015)).

Theo phuong 4n cu thé cia sang ché, protein vo HIV theo sang ché con bao gom
ca cai goi 14 dot bién SOSIP (t6t hon 1a Cys & cac vi tri 501 va 605, va Pro & vi tri 559)
va trinh tu dot bién & vi tri phan cét furin, tot hon 1 thay thé trinh tu & gbc 508-511 bang
RRRRRR (SEQ ID NO: 10). Theo cac phuong dn dugce uu ti€n nhét dinh, Env HIV bao
gém ca dot bién SOSIP dugc néu va dot bién & vi tri phan cat furin, va ngoai ra con bao
gdm gbe Pro 6 vi tri 556 hodc 558, t6t nhét 1a & ca vi tri 556 va 558.

Theo phuong 4n dugc uu tién cua sang ché, trinh tu axit amin cta protein vo
HIV 14 trinh tw phd bién, nhu phd bién nhanh C vé HIV hoic phd bién nhanh B vé HIV.
Theo phuong an dugce vu tién dac biét, trinh ty axit amin cda protein vé HIV la phd

bién nhanh C vé HIV.
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Protein vé HIV vi du ma c6 thé duoc ding trong sang ché bao gdm dong nhat
nhanh C vé HIV (SEQ ID NO: 2) va phé bién nhanh B vé HIV (SEQ ID NO: 4). Céc
trinh tw phd bién nhanh C va nhanh B vé HIV c¢6 thé bao gom cac dot bién bd sung ma,
vi du, tdng cudng tinh 6n dinh va/hodc su tao thanh trime, nhu vi du cai goi 1a dot bién
SOSIP véa/hodc trinh tu dot bién & vi tri phan cat furin nhu duge mo ta & trén, nhu vi du
trong trinh tu ConC_SOSIP dugc thé hién trong SEQ ID NO: 3 va trinh tw chudi ning
néu trong SEQ ID NO: 5.

Cac vi du khéng gidi han khéac cda trinh tu protein vé HIV dugc uvu ti€én ma co
thé duoc dung trong sang ché (1a phan ti ‘co s¢” hodc ‘bd me’ , trong d6 sau d6 mot
hodc nhiéu trong s6 cac dot bién theo sang ché duge dwa vao) bao gdm protein Env clia
HIV tdng hop, vi du bao gdm trinh tw axit amin néu & SEQ ID NO: 6 hoic SEQ ID NO:
6 v6i dot bién Glu thanh Arg & vi tri 166, hodc 1a dot bién tiy y c¢6 ddt bién SOSIP khac
va/hogc dot bién & vi tri phan cit furin nhu duge mo ta & trén. Vi du khong gi6i han 1a
SEQ ID NO: 7. Cac vi du khong gidi han khac 1a protein vé HIV kham, nhu chung ¢6
trinh ty axit amin néu & SEQ ID NO: & hodc 9.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, phan tir b6 me 1a protein Env HIV kiéu dai, trong
d6 mot hogc t6t hon 1a nhiéu axit amin duoc stra theo phwong phap dugc mo ta & day.
Phan t& b me nay bao g6m it nhit mot dot bién stra & géc axit amin ma c¢6 mit & vi tri
tuong Gmg O tan sudt it hon 7,5%, t6t hon 1a it hon 2%, cua trinh tu Env HIV trong tap
hop ctia it nhét 100, t6t hon 1a it nhét 500, t5t hon 1a it nhat 1000, tot hon la it nhat
10000, t6t hon 1a it nhat 20000, trinh tu Env HIV kiéu dai, trong d6 dot bién sira 1a su
thé bing gbc axit amin ma cé mit & vi tri twong Ung & tin suét bang it nhat 10% cua
trinh ty Env HIV trong tap hop nay. Tét hon 14 su thé nay 1a bang gbc axit amin ma c6
mat & vi trf twong tng & tan sudt bing it nhat 15%, it nhit 20%, it nhat 25%, cla trinh
tu Env HIV trong tap hop nay. Tt hon 13, su thé nay 1a bang gbc axit amin ma c6 mit
& vi tri trong ing thudng xuyén nhét trong tap hop nay. Theo cac phwong 4n dugc wu
tién nhat dinh, cac phan tir bd me nay bao gom it nhat 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, hodc it nhat 20 trong sb dot bién sira d6. Tt hon 1a it nhat
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% hoic tit ca trong sd gbc axit amin
ma c6 mit & cac vi tri trong tmg & tan suat nhé hon 2% cia trinh tu Env HIV trong tap
hop nay dugc stra ¢ phan tu bd me so véi protein Env kiéu dai, theo cac phuong an nhét

dinh, it nhat 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% hoic tit ca trong sb gbc
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axit amin ma ¢6 mat ¢ cac vi tri tuong Uing ¢ tan suét nho hon 7,5% cua trinh tu Env
HIV trong tap hop nay dugc stra ¢ phén tir bd me so véi protein Env kiéu dai. Theo cac
phuong 4n nhét dinh, protein Env HIV kiéu dai 1a tir chung nhanh A, B, hoac C, tét hon
14 tir chiing nhénh C. Két qua cua dot bién sira nay 13, phan tir b6 me s& thé hién giong
nhiéu hon véi trinh tu phd bién Env HIV so véi chung kiéu dai gbe, do d6 gdc axit amin
duoc sira doi khi duge goi & day 1a ‘axit amin phé bién’ hoac ‘gdc phd bién'. Cac két
qua cia hoat tinh sira ndy la céc dac diém ting cuong 16n hon cua phan ti bb me tao
thanh vé su gép nép, su trime hoéa, su biéu hién, va/hodc tinh on dinh, va phan tir tao
thanh & day goi 1a ‘protein Env da sua'. Su bd sung dot bién 1am 6n dinh theo sang ché
(vi du mot hodc nhiéu trong sb (i)-(vii) (Bang 1), va/hoic (xvi) (Bang 1), va/hodc tuy y
(viii)-(xv) (Bang 2), vao phan tir bd me nay dé cai thién hon nita v& mot hodc nhiéu
trong sb ty 1€ phﬁn tram trime, hiéu suét trime, tinh 4n dinh, lién két khang thé trung hoa
rong, su gip nép, va phan tir tao thanh ma c6 ngudn gde tir protein Env cua HIV kiéu
dai & day goi la ‘protein Env dugc stra va dugce lam 6n dinh'. S& rd rang v6i chuyén gia
trong linh vyc 1a viéc dua vao dot bién 1am 6n dinh chuyén dbi thuc su trinh tu tao thanh
mdt chut tir trinh tu phd bién, sao cho két qua thu duge ciia dic tinh ting cudng 16n cla
phan tt Env HIV dugc sta va dugce lam 6n dinh 14 dua trén hai khai niém hoan toan
khéac nhau.

Céac dot bién tao ra axit amin duoc néu & cac vi tri (i)-(vii) theo sang ché co thé
con duge dung trong protein Env cua HIV trong do khong c6 cac dot bién SOSIP c6 mit
(vi du trong trinh tu phd bién Env hoic trong protein Env tir thé phan 1ap HIV kiéu dai)
va ¢6 kha nang con cai thién su trime hoa cia chiing, vi cac dot bién theo sang ché doc
1ap voi cac dot bién SOSIP, va ngoai ra thé hién sy 1am viéc trong mot vai mach chinh
protein Env HIV khéc nhau. Thét vdy, & ddy thé hién ring céc dot bién theo sang ché c6
thé 1am viéc trong sy vang mit ctia cic dot bién SOS ciing nhu trong su ving mit clia
dot bién IP dé cai thién cac dac diém trime hoa Env HIV.

Protein vo HIV tai t6 hop theo cac phuong 4n cia sang ché bao gdém protein vo
HIV ¢6 (cac) gbe axit amin nhat dinh & cac vi tri cu thé trong trinh ty axit amin cla
protein vé HIV. Cu thé 13, bay vi tri trong protein v6 dugc xac dinh, cing nhu gbc axit
amin cu thé dugc mong mubn & mbi trong sb cac vi tri dugc xac dinh. Cac vi tri dugc
xac dinh trong trinh tu protein vé bao gf)m (i) vi tri 651, (ii) vi tri 655, (iii) vi tri 535,
(iv) vi tri 589, (v) vi tri 573, (vi) vi tri 204, va (vii) vi tri 647, trong do6 viéc danh s6 cac
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vi tri 14 theo danh sé trong gp160 ciia thé phan lap HXB2 ctia HIV-1. Potein Env HIV
theo sang ché c¢6 (cac) gbc axit amin dic hiéu trong it nhét mot trong cac vi tri duge néu
(i)-(vii), t6t hon 12 & it nhét hai trong sb vi tri dugc néu (i)-(vii), tot hon nita 1a & it nhét
ba trong s6 vi tri duoc néu (i)-(vii). Géc axit amin cu thé ma duoc mong mudn 13 & méi
trong sb cac vi tri duoc x4c dinh theo cic phuong an cla sang ché duoc thé hién trong
Béang 1. Cac vi tri dugc uu tién cua cac tuy chon nay la (i), (ii), (iii), (iv), (vi), va/hodc
(vii). Céc vi tri dugce dac biét vu tién cta cac tuy chon nay la (i), (ii), (iii), (iv), va/hoac
(vii). Céc tuy chon dugc uu tién khac 1a (xvi), dugce dé cép chi tiét hon sau day trong
ban mo ta.

Bang 1: Axit amin mong muén & vi tri dugc néu trong protein Env cua HIV ti

t6 hop theo cic phuong 4n cla sang ché

S6 Vi tri ! Géc axit amin mong mudn

(1) 651 Phe, Leu, Met, hodc Trp
(t6t hon 12 Phe)

(i1) 655 Phe, Ile, Met, hoac Trp
(t6t hon 1a Ile)

(iii) 535 Asn hodc Gln
(t6t hon 14 Asn)

(iv) 589 Val, Ile, hodc Ala
(t6t hon 1a Val hoac Ile,
t6t nhat 1a Val)

(V) 573 Phe hoac Trp
(t6t hon 1a Phe)

(vi) 204 Ile

(vii) 647 Phe, Met, hoac Ile
(t6t hon 1a Phe)

(xvi) 658 Val, Ile, Phe, Met, Ala, hodc Leu
(t6t hon 12 Val hodc Ile,
t6t nhat 1a Val)

I Theo danh s6 trong gp160 clia thé phan 1ap HXB2 ctia HIV-1

Trinh ty axit amin cua protein vo HIV ma mot hodc nhiéu sy thé axit amin mong
mudn (hodc axit amin dugc néu) & mot hoac nhiéu vi trf duoc néu duge dua vao dé duoc
goi 1a “trinh ty vé HIV mach chinh” hodc “trinh tw vo HIV bd me." Vi du, néu vi tri
651 trong trinh ty ConC_SOSIP néu ¢ SEQ ID NO: 3 dugc dot bién thanh Phe, sau d6
trinh tw ConC_SOSIP dugc xem la trinh tu “mach chinh” hoac “bd me” . Bét ky protein
v6 caa HIV ¢6 thé duge dung lam trinh ty “mach chinh” hoéc “bd me” ma dot bién lam
4n dinh méi theo phuong an theo sang ché ¢6 thé dugc dua vao dé, hodc 1a mot minh

hodc két hop vé6i céc dot bién khac, nhur cai goi 1a dot bién SOSIP va/hodc céc dot bien
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& vi tri phéan cit furin. Cac vi du khong gidi han cua protein Env HIV ma ¢6 thé duoc
dung 1a mach chinh bao gbm protein Env cua HIV tix thé phan 1ap HIV tu nhién, protein
Env ciia HIV téng hop, hoic protein Env HIV phd bién, va trong cac vi du khong gidi
han nhét dinh bao gdm loai bao gdm SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 hodc SEQ ID NO: 9.

Theo cac phuong 4n cua sang ché, protein vé HIV ¢6 thé ¢6 gbc axit amin dugc
néu & it nhat mot trong s6 vi tri duoc néu dugce chon tir nhom bao gém cac vi tri 651,
655, 535, 589, 573, 204, va 647, nhu géc axit amin dugc néu & mot, hai, ba, bén, nim,
sau, hoac bay vi tri. Tbt hon 1a, protein vé HIV dugc thé & mot, hai hodc ba trong sb vi
tri duoc néu, va tot hon nira 1a protein vé HIV dugc thé & it nhét hai trong sb vi tri dugc
néu. Con t6t hon nita 13, protein Env HIV dugc thé & ba trong s6 vi tri duoc néu, bdn
trong sb vi tri dugc néu, nam trong s6 vi trf dugc néu, sau trong sb vi tri dugc néu, hoic
tat ca bay trong sb vi tri duoc néu. Tbt hon 14, protein vé HIV chira géc axit amin dugc
néu & it nhét hai trong sb vi trf dugc néu. Tét hon niva 1, protein vé HIV chua géc axit
amin dugc néu & ba trong s6 vi tri dwge néu. Theo phuong an duge wu tién khéc, protein
vo HIV chira géc axit amin dugc néu & bdn, nam, sau, hodc tat ca bay trong s6 vi tri
dugc néu.

Phuong 4n cua protein Env ciia HIV ¢ axit amin dugc néu ¢ nhiéu vi trf 13 (cic
vi tri duoc danh sb theo danhsé trong gp160 ctia thé phan lap HXB2 cua HIV-1 sau do
1a ma axit amin mot chir cai cho géc c6 mit trén vi tri d6, cac vi tri trong mot phuong
an protein Env ciia HIV dugc phén chia bing dau phay [vi du phuong an cla protein
Env ¢6 Phe & vi tri 651 va Ile & vi tri 655 duge mo ta 1a 651F, 655I], trong khi d6 cac
phuong 4n khéac (tire 12 protein Env ctia HIV khac) duoc phén chia boi diu chdm phéy)
bao gdm sau day.

Dbi vé6i cac protein Env v6i axit amin dugc néu & hai vi tri: 651F, 655I; 651F,
655F:; 651F, 655M; 651F, 655W; 651F, 535N; 651F, 535Q; 651F, 589V; 651F, 5891;
651F, 589A; 651F, 573F; 651F, 573W; 651F, 2041; 651F, 647F; 651F, 6471, 651F,
647M; 651L, 6551; 651L, 655F; 651L, 655M; 651L, 655W; 651L, 535N; 651L, 535Q;
6511, 589V; 651L, 5891; 6511, 589A; 651L, 573F; 651L, 573W; 651L, 204L; 651L,
647F; 6511, 6471; 651L, 647M; 651M, 6551; 651M, 655F; 651M, 655A; 651M, 655L;
651M, 655W: 651M, 535N; 651M, 535Q; 651M, 589V; 651M, 589I; 651M, 589A;
651M, 573F; 651M, 573W; 651M, 2041; 651M, 647F; 651M, 6471; 651M, 647M;
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651W, 655I; 651W, 655F; 651W, 655M; 651W, 655W; 651W, 535N; 651W, 535Q;
651W, 589V; 651W, 589I; 651W, 589A; 651W, 573F; 651W, 573W; 651W, 2041,
651W, 647F; 651W, 6471; 651W, 647M; 6551, 535N; 6551, 535Q; 6551, 589V, 6551,
5891; 6551, 589A; 6551, 573F; 6551, 573W; 6551, 2041; 6551, 647F; 6551, 647I; 6551,
647M; 655F, 535N; 655F, 535Q; 655F, 589V; 655F, 589I; 655F, 589A; 655F, 573F,
655F, 573W; 655F, 2041; 655F, 647F; 655F, 6471; 655F, 647M; 655M, 535N; 655M,
535Q; 655M, 589V; 655M, 5891; 655M, 589A; 655M, 573F; 655M, 573W; 655M, 2041;
655M, 647F; 655M, 6471; 655M, 647M; 655W, 535N; 655W, 535Q; 655W, 589V,
655W, 5891; 655W, 589A; 655W, 573F; 655W, 573W; 655W, 204I; 655W, 647F,;
655W, 6471; 655W, 647M; 535N, 589V; 535N, 5891; 535N, 589A; 535N, 573F; 535N,
573W; 535N, 204I; 535N, 647F; 535N, 6471; 535N, 647M; 535Q, 589V; 535Q, 589I;
535Q, 589A; 535Q, 573F; 535Q, 573W; 535Q, 2041; 535Q, 647F; 535Q, 6471I; 535Q,
647M; 589V, 573F; 589V, 573W; 589V, 2041; 589V, 647F; 589V, 647I; 589V, 647M;
5891, 573F; 5891, 573 W; 5891, 2041; 5891, 647F; 5891, 6471; 5891, 647M; 589A, 573F;
589A, 573W; 589A, 2041; 589A, 647F; 589A, 6471; 589A, 647M; 573F, 204I; 573F,
647F; 573F, 6471; 573F, 647M; 573W, 2041; 573W, 647F; 573W, 6471; 573W, 647M;
2041, 647F; 2041, 6471; 2011, 647M. Mai trong sb cac phuong 4n do6 co thé c6 mat theo
sang ché trong bat ky trinh tw Env ctia HIV, nhu thé phan 14p kiéu dai, hoic protein Env
HIV dot bién SOSIP, hodc protein Env HIV phd bién, hoic protein Env HIV tong hop.
MB&i trong s6 cac phuong an d6 c6 thé dugc két hop véi mot trong sb cac axit amin dugc
wu tién theo sang ché & vi tri thit ba ctia mot trong s6 céc vi tri duge néu khac tir (i)-(vii)
theo sang ché. Cac phuong 4n nay, c6 gbc axit amin duoc vu tién & ba vi tri cua cac vi
trf dwoc néu (i)-(vii) co thé duge két hop v6i mot trong s6 céc axit amin dugc wu tién &
vi tri thr tu ciia mot trong sb cac vi tri dwgc néu khéc tr (i)-(vii) theo sang ché. Cac
phuong an nay, co gbc axit amin duogc wu tién & bdn vi tri cia cac Vi tri duge néu (i)-
(vii) ¢6 thé dugc két hop voi mot trong sb céc axit amin duoc wu tién & vi tri thtr ndm
ctia mot trong sd cac vi tri dugc néu khac tir (i)-(vii) theo sang ché. Cac phuong 4n nay,
c6 gbe axit amin dugc wu tién & ndm vi tri cla cac vi tri duge néu (i)-(vii) co thé duogc
két hop v&i mot trong sb céac axit amin dugc vu tién & vi tri thir sdu cia mot trong sb cac
vi tri duoc néu khac tu (i)-(vii) theo sang ché. Cac phuong 4n nay, c6 gbc axit amin
duogc vu tién ¢ sdu vi tri cta cac vi tri dugce néu (i)-(vii) ¢ thé duoc két hop véi mot

trong sO cac axit amin dugc wu tién ¢ vi tri thr bay cuia mot trong so cac vi tri duge néu
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khac tir (i)-(vii) theo sang ché, sao cho protein Env c6 axit amin dugc vu tién theo sang
ché & tat ca bay vi tri (i)-(vii) theo sang ché. Bat ky trong sb cac phwong an khéac nay ¢
axit amin duoc uu tién theo sang ché & ba, bdn, nim, sau hoic bay trong sb cac vi tri
(v)-(vii) theo sang ché, c6 thé c6 miat & bat ky protein Env ctia HIV, nhu tix thé phan lap
kiéu dai, bién thé SOSIP, protein Env HIV phd bién, protein Env HIV téng hop, va
tuong tu.

Cac protein Env dugc uu tién theo sang ché véi axit amin dugc néu & hai vi tri
la: 651F, 6551; 651F, 535N; 651F, 589V; 651F, 5891; 651F, 573F; 651F, 204I; 651F,
647F; 6551, 535N; 6551, 589V; 6551, 5891; 6551, 573F; 6551, 204I; 6551, 647F; 535N,
589V; 535N, 589I; 535N, 573F; 535N, 2041; 535N, 647F ; 589V, 573F; 589V, 2041,
589V, 647F; 5891, 573F; 5891, 2041; 5891, 647F; 573F, 2041; 573F, 647F; 2041, 647F.
Céc protein Env dugc dic biét vu tién ¢ axit amin dugc vu tién 6 it nhét hai vi tri theo
sang ché bao gdm: 651F, 6551; 6551, 535N; 6551, 589V; 535N, 589V; 535N, 647F.

Mot sb protein Env cia HIV dugc wu tién c6 géc axit amin dugc uvu ti€n & ba vi
tri 1a: 651F, 6551, 535N; 651F, 589V, 535N; 651F, 5891, 535N; 651F, 573F, 535N,
651F, 2041, 535N; 651F, 647F, 535N; 6551, 589V, 535N; 6551, 5891, 535N; 6551, 573F,
535N; 6551, 2041, 535N; 6551, 647F, 535N; 589V, 573F, 535N; 589V, 2041, 535N;
589V, 647F, 535N;

5891, 573F, 535N; 5891, 2041, 535N; 5891, 647F, 535N; 573F, 2041, 535N; 573F, 647F,
535N;

2041, 647F, 535N; 651F, 6551, 589V; 651F, 573F, 589V; 651F, 2041, 589V; 651F, 647F,
589V;

6551, 573F, 589V; 6551, 2041, 589V; 6551, 647F, 589V, 573F, 2041, 589V; 573F, 647F,
589V;

2041, 647F, 589V; 651F, 6551, 5891; 651F, 573F, 5891; 651F, 2041, 5891; 651F, 647F,
589I;

6551, 573F, 5891; 6551, 2041, 5891; 6551, 647F, 5891; 573F, 2041, 589I; 573F, 647F,
589I;

2041, 647F, 589I; 651F, 6551, 573F; 651F, 2041, 573F; 651F, 647F, 573F; 6551, 2041,
573F; 6551, 647F, 573F; 2041, 647F, 573F; 651F, 6551, 2041; 651F, 647F, 204I; 6551,
647F, 2041; 651F, 6551, 647F; 6551, 651F, 647F; 6551, 651F, 535N; 6551, 589V, 573F;

6551, 589V, 2041. Cac protein Env dugc dac biét wu tién c6 axit amin duoc wu tién & it
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nhét ba vi trf theo sang ché bao gdbm: 651F, 6551, 535N; 6551, 589V, 535N; 6551, 573F,
589V; 6551, 2041, 589V; 651F, 6551, 647F.

Mot sd protein Env ciia HIV dugc uu tién ¢o6 géc axit amin dugc wu tién ¢ bdn vi trf 1a:
651F, 6551, 535N, 589V; 651F, 6551, 535N, 573F; 651F, 6551, 589V, 573F; 651F,
535N, 589V, 573F; 6551, 535N, 589V, 573F; 651F, 6551, 535N, 204I; 651F, 6551,
589V, 2041; 651F, 535N, 589V, 2041; 6551, 535N, 589V, 204I; 651F, 6551, 573F, 2041,
651F, 535N, 573F, 2041; 6551, 535N, 573F, 204I; 651F, 589V, 573F, 204I; 6551, 589V,
573F, 2041; 535N, 589V, 573F, 2041; 651F, 6551, 535N, 647F; 651F, 6551, 589V, 647F;
651F, 535N, 589V, 647F; 6551, 535N, 589V, 647F; 651F, 6551, 573F, 647F; 651F,
535N, 573F, 647F; 6551, 535N, 573F, 647F; 651F, 589V, 573F, 647F; 6551, 589V,
573F, 647F; 535N, 589V, 573F, 647F; 651F, 6551, 2041, 647F; 651F, 535N, 2041, 647F;
6551, 535N, 2041, 647F; 651F, 589V, 2041, 647F; 6551, 589V, 2041, 647F; 535N, 589V,
2041, 647F; 651F, 573F, 2041, 647F; 6551, 573F, 2041, 647F; 535N, 573F, 2041, 647F,
va 589V, 573F, 2041, 647F.

Mot s6 vi du cua cac protein Env cia HIV dugc uu tién co géc axit amin duoc uu tién
& it nhat bdn vi tri 13: 651F, 6551, 647F, I535N; 651F, 6551, 573F, 589V. Vi du dugc uu
tién cia protein Env ciia HIV bao gdm gde axit amin dwoc néu & it nhét bdn vi tri bao
gbm 535N, 589V, 651F, 6551. Cac vi du khdng gidi han cua cac protein Env ctia HIV
nay dugc dé xuét trong SEQ ID NO: 20, 22, 24, 26,27, 28, 29, 30, 31, va 32. Tét hon la
protein Env ctia HIV protein Env ctia HIV nhéanh C hoéc protein Env ctiia HIV nhanh A,
t6t nhit 1a protein Env ctia HIV nhanh C. Theo céc phuong an nhét dinh, protein Env
ctia HIV nay con bao gdm 588E, tirc 1a it bao gdm it nhit 535N, 588E, 589V, 651F,
6551. Cac vi du khong gidi han cia such protein Env HIV duoc dé xuét trong SEQ ID
NO: 20, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31, va 32. Theo cac phuong 4n nhét dinh, Env cua HIV
con bao gdm 556P, tirc 13 n6 bao gdm it nhét 535N, 556P, 589V, 651F, 6551 hogc it nhat
535N, 556P, 588E, 589V, 651F, 6551. Cac vi du khong giéi han cua protein Env cia
HIV nay duogc dé xuat trong SEQ ID NO: 22, 24, 26, 27, 29, 30, 31 va 32.

Theo mdt phuong an, protein Env ciia HIV tai t6 hop theo sang ché bao gbm trinh
tur axit amin cua protein Env HIV ¢6 gbc axit amin dugc néu & it nhét hai trong s6 vi tri
duqcnéuduqcchontﬁnhénlbw)génr

(1) Phe, Leu, Met, hoac Trp & vi tri 651;

(i)  Phe, Ile, Met, hodc Trp & vi trf 655;
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(iii)  Asn hodc Gln & vi tri 535;

(iv)  Val, Ile, hodc Ala & vi tri 589;

(v)  Phe hodc Trp & vi tri 573;

(vi) Ile & vitri 204; va

(vii) Phe, Met, hodc Ile & vi tri 647.

Vi dy, protein Env HIV téi t6 hop c6 thé c6 mot trong s6 Phe, Leu, Met, hoac Trp & vi
tri 651, va Asn hoac Gln & vi tri 535, tuy y, géc axit amin dugc néu bd sung & tri vi dugc
néu bd sung. Tt hon 14, it nhat mdt trong c4c axit amin in (i)-(vii) dugc dua vao protein
Env ctia HIV t4i t6 hop bing su thé axit amin. Vi dy, protein Env HIV t4i t6 hop c6 thé
dugc tao ra tir protein Env ciia HIV ma khong chira hodc chi chira mot trong sd gde axit
amin tai (i)-(vii) trén sao cho tAt ca hodc mot hodc nhiéu trong s6 it nht hai gbc axit
amin duoc néu duoc dua vao protein Env HIV tai td hop béng su thé axit amin.

Theo céc phuong an nhét dinh, protein Env ctia HIV tai tb hop theo sang ché con
bao gém (viii) Gln, Glu, Ile, Met, Val, Trp, hodc Phe ¢ vi tri 588, trong d6 Gln hodc Glu
duogc uvu tién.

Trinh ty axit amin cia protein Env cia HIV trong do su thé dugc mo ta & trén
duoc dua vao c6 thé 12 protein Env ctia HIV béy k¥ da biét trong linh vuc theo sang ché,
nhu, vi du trinh tu c6 trong tu nhién tir HIV nhanh A, nhanh B, nhanh C, v.v.; trinh tu
kham; trinh tu phé bién, vi dy, trinh tu phé bién nhanh B hoac nhanh C; trinh tu téng
hop; hodc bat ky din xuét hodc doan cua ching. Theo cac phuong 4n nhét dinh theo
sang ché, trinh tur axit amin cta protein Env ctia HIV bao gbm dot bién bo sung, nhu,
vi du, cai goi la dot bién SOSIP, va/hodc dot bién & vi tri phan cit furin.

Theo mét phuong 4n cu thé, protein mach chinh Env cua HIV 1a protein Env clia
HIV dot bién SOSIP bao gdm it nhat mot dot bién dugc chon tir nhém bao gom Cys &
cac vi tri 501 va 605; Pro & vi tri 559. Theo phuong an dugc wu tién, protein Env cua
HIV dot bién SOSIP bao gdm Cys & cac vi tri 501 va 605, va Pro & vi tri 559. Theo
phurong an nay, protein Env ctia HIV tai t6 hop bao gdm trinh tur axit amin cia protein
Env HIV d6t bién SOSIP va su thé axit amin béng géc axit amin dugc néu & it nhat mot
trong s6 vi tri dugc néu duge chon tir nhém bao gf)m:

(1) Phe, Leu, Met, hodc Trp & vi tri 651;

(ii)  Phe, Ile, Met, hodc Trp & vi tri 655;

(iii)  Asn hodc Gln ¢ vi tri 535;
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(iv)  Val, Ile, hodc Ala & vi tri 589;

(v)  Phe hodc Trp & vi tri 573;

(vi) Ile ¢ vitri 204; va

(vii) Phe, Met, hoac Ile & vi tri 647.

Protein Env HIV ddt bién SOSIP c6 thé con bao gdm ddt bién & vi tri phan cit furin,
nhu thay thé & cac vi tri 608-511 by SEQ ID NO: 10.

Theo phuong an khac, protein Env cia HIV tai t6 hop theo sang ché bao gdom
trinh ty axit amin ciia protein Env HIV va su thé axit amin bang gbc axit amin dugc
naléitnhﬁwnétﬁongséviuiduqcnéuduqcchont&nhénlbaogénr

(1) Phe, Leu, Met, hodc Trp & vi tri 651;

(i)  Phe, Ile, Met, hodc Trp & vi tri 655;

(iii))  Asnhodc Gln & vi tri 535;

(iv)  Val, Ile, hodc Ala & vi tri 589;

(v)  Phe hodc Trp ¢ vi tri 573;

(vi) Ile & vitri 204; va

(vii) Phe, Met, hodc Ile & vi tri 647,
trong dé protein Env HIV dugc chon tir nhom bao gom:

(1) trinh tw phd bién Env ciia HIV, nhu trinh ty phd bién nhanh C hodc nhanh B, vi

du bao gbm trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO: 2, 3, 4, hodc 5;

(2) protein Env HIV tong hop, vi du c6 chtra trinh ty axit amin néu & (a) SEQ ID

NO: 6; (b) SEQ ID NO: 6 v6i dot bién Glu thanh Arg & vi trf 166; (¢) SEQ ID

NO: 7; (d) SEQ ID NO: 8 hoac 9, (a), (b) hoac (d) tuy y con c6 dot bién SOSIP

va/hoac dot bién & vi tri phéan cat furin nhu duoc mo ta & trén.

Tét hon 14, protein Env ctia HIV tai t6 hop bao gdm trinh t axit amin cia protein Env
ctia HIV va su thé axit amin bang gbc axit amin dugc néu & it nhét hai trong s vi tri
dugc néu duge chon tir nhdém bao g@)m (1)-(vii) & trén, nhu hai vi tri hodc ba vi tri . Tuy
nhién, protein Env cua HIV tai t6 hop c6 thé bao gbm sy thé axit amin bang gdc axit
amin dugc néu & mot hodc nhiéu trong s6 vi tri duoc néu, nhu mat, hai, ba, bon, nam,
sau, hodc bay trong sb céc vi tri dugc néu.

Theo mot phuong an cu thé, protein mach chinh Env ctia HIV 1a nhanh C phé
bién Env cia HIV bao gdm trinh ti axit amin ma 12 it nhat 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
hoac 100% tuong d@)ng v6i trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO: 2. Tét hon 13, trinh tu
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nhanh C phd bién HIV néu & SEQ ID NO: 2 con bao gdm céi goi 1a dot bién SOSIP, tirc
1a, Cys & cac vi trf 501 va 605, va Pro ¢ vi tri 559, va tot hon nita 1a con bao gdm cai
goi 12 dot bién SOSIP va dot bién & vi tri phan cét furin, nhu vi du thé & cac vi tri 508-
511 bang SEQ ID NO: 10. Theo phuong an dugc wu tién dac biét, protein mach chinh
Env caa HIV bao gém trinh tu duogc thé hién trong SEQ ID NO: 3, hodc trinh tu it nhét
9596tu0ngdﬁngv@iné,ﬁongdﬁtéthonléaxﬁzunhlécécviuﬁ501,559,605,Vé508-
511 nhu duogc thay thé boi SEQ ID NO: 10, khong dot bién so véi SEQ ID NO: 3.

Theo phuong 4n dugc wu tién dic biét khac, protein mach chinh Env cia HIV la
nhanh B phd bién Env cia HIV bao gdm trinh tu axit amin ma la it nhét 95%, 96%,
97%, 98%, 99% hodc 100% twong ddng véi trinh tw axit amin néu & SEQ ID NO: 4. Tét
hon 1, trinh tu nhénh B phé bién cua HIV néu ¢ SEQ ID NO: 4 con bao gdm cai goi la
dot bién SOSIP, tic 13, Cys & cac vi tri 501 va 605, va Pro & vi tr 559, va tdt hon nita
14 con bao gdm cai goi 1a dot bién SOSIP va dot bién & vi tri phan cat furin, nhu vi dy
thé & cac vi tri 508-511 béng SEQ ID NO: 10. Theo phuong an dugc uu tién déc biét,
protein mach chinh Env ciia HIV bao gdm trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 5,
hodc trinh tu it nhét 95% tuong déng v6i no, trong do tot hon 1 axit amin & cac vi tri
501, 559, 605, va 508-511 nhu dugc thay thé boi SEQ ID NO: 10, khong dot bién so
voi SEQ ID NO: 5.

Theo mot phuong an khac nita, protein mach chinh Env HIV 1a protein Env HIV
t6ng hop, vi du c6 chira trinh tu axit amin néu & (a) SEQ ID NO: 6; (b) SEQ ID NO: 6
v6i dot bién Glu thanh Arg & vi tri 166; (c) SEQ ID NO: 7; hodc (d) SEQ ID NO: 8 hoac
9, (a), (b) hoic (d) tiry ¥ con c6 dot bién SOSIP (501C, 605C, 559P) va/hodc dot bién &
vi tri phan cat furin (508-511RRRRRR) nhu duge mo ta & trén.

Theo phuong an cu thé khac nita, protein mach chinh Env ctia HIV 1a protein Env
ctia HIV tir virat HIV nhanh A hogc nhéanh C kiéu dai, tiy y bao gdm cac dot bién dé
stra trinh tu theo phuong phap dugc moé ta & day.

Céc két hop vi du ctia hai vi tri trong protein Env ciia HIV ma ¢c6 thé dugc thé
ddng thdi bao gdm céc gbe 535,589; 535,647; va 589,655; nhu vi du trong thé dot bién
kép I535N, D589V; 1535N, E647F; va D589V, K6551. Cac thé dot bién kép khac bao
gb6m K655I, 1535N; N651F, K6551; va K6551, 1573F. Két hop vi du ctia ba vi tri trong
protein Env ciia HIV ma c6 thé dug thé déng thoi bao gém 535,589,655, nhu vi du trong
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thé dot bién ba I535N, D589V, K6551. Thé dot bién ba khac bao gom K6551, D589V,
I573F; va K655, N651F, I535N.

Theo cac phuong 4n nhat dinh theo sang ché, protein Env ctia HIV tai t6 hop theo
sang ché c6 thé con bao gém géc axit amin dugc néu (vi du qua sy thé) & mot hodc nhiéu
vi tri dugc néu bd sung duge chon tir nhém bao gbm cac vi tri (viii) 588, (ix) 64 hodc
66, (x) 316, (xi) 201/433, (xii) 556 hodc 558 hodc 556 va 558, (xiii) 548-568, (xiv) 568,
569 va 636, hoac (xv) 302, 519 hodc 520, nhu duoc thé hién trong Bang 2 duéi day.
Motsd trong cac thé axit amin nay (vi du (viii)) dugc thdy boi tac gia sang ché 1a két hop
rét tdt véi (két hop cua) cac dot bién (i)-(vii) theo sang ché nhu dugc mo ta & trén. Con
lai trong sb cac su thé axit amin dd duoc bao cdo trude day trong tai liéu tham khao. Vi
du, De Taeye et al. (Cell (2015) 163(7), 1702-15) béo cdo protein v6 cua HIV ¢c6 dot
bién d6i E64K va T316W, va protein Env cua HIV ¢6 dot bién 66R; va Kwon et al. (Nat.
Struct. Mol. Biol. (2015) 22(7) 522-31) bao céo protein vo HIV ¢o thé disulfua 1204C,
A433C; va Guenaga et al. (Immunity (2017) 46, 792-803) béo cdo protein v6 cua HIV
c6 su thé ba L568G, T569G hoic N636G, va N302Y, F519R, L520R. Tuy nhién, theo
hidu biét cua tac gia, cac dot bién da dugc mo ta trude ndy khong duge mo ta két hop
v6i bit ky trong sb cac thé méi duge md ta & day, vi dy, su thé duoc liét ké trong Bang
1. Cac dot bién axit amin nay két hop véi su thé axit amin theo sang ché co thé con lam
tang hiéu sut trime va/hodc ty 1€ phén tram tao thanh trime. Su thé axit amin nay cé thé
dugc dua vao bat ky cua cac protein Env ctia HIV tai t6 hop duoc mo ta & diy ngoai su
thé béng géc axit amin dugc néu & mot hodc nhiéu trong sb vi tri duoc néu nhu duge
mo ta trong Bang 1.

Bang 2: Céc vi tri bo sung cta thé axit amin va goc cua su thé

S6 Vitri! Gdc axit amin duoc néu

(viii) 588 Gln, Glu, Ile, Met, Val, Trp, hodc Phe
(t6t hon 12 Gln hodc Glu)

(ix) 64 hoac 66 Lys & vi tri 64; hodc
Arg & vi tri 66

(x) 316 Trp

(xi) 201 va 433 Cys ¢ ca vi tri

(xii) 556 hodc 558 hodc 556 | Pro ¢ mot trong hai hodc ca hai vi tri

va 558
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(xiii) 548-568 (vong HR1) Thay thé bdi vong ngin hon va it linh hoat
hon ¢6 7-10 axit amin, t6t hon 1a vong c6
8 axit amin, vi du c6 trinh tu dugc chon tu
mdt trinh tu bat ky trong sé (SEQ ID NO:

12-17)

(xiv) 568, 569, 636 Gly & bt ky trong s cac vi tri ndy, hodc
Gly & ca vi tri 568 va 636, hodc Gly & ca
vi tri 569 va 636

(xv) 302, 519, 520 Tyr ¢ vi tri 302, hodc Arg ¢ vitri 519, hodc

Arg & vi tri 520; hodc Tyr & vi trf 302 va
Arg & vi tri 519; hodc Tyr & vi tri 302 va
Arg & vi tri 520; hodc Tyr & vi tri 302 va
Arg & ca vitri 519 va 520

I Theo danh sb trong gp160 cta thé phan lap HXB2 cua HIV-1

Su thé dugc xac dinh & cac vi tri duge néu theo sang ché [(i)-(vii), xem vi du Bang 1] 1a
khong hodc hiém c6 mit & trinh tu tu nhién, da thy trong két hop trong trinh t protein
Env cua HIV duoc bao cao trudc day, va khong duge dé xuét trude day dé tao ra su
trime héa cua protein Env cua HIV cdi thién, hiéu suét trime cai thién va/hodc tinh on
dinh trime tang. Céac dot bién (ix)-(xi) trong Bang 2 (ma dugc bdo céo trude ddy bai
ngudi khéc) 1a déu trong ving gp120, ma khang thé dic hiéu trime PGT145 lién két vao
d6. Cac dot bién nay giit trime cin & dinh (ma la & dinh cta phan t). Su thé (xii) va
(xiii) déu & HR1 ctia gp41. Ngoai trix vi tri 204, cac dot bién cua sang ché trong Bang 1
déu trong ving gp41 (& phan day ctia phan tit), nhung bén ngoai viung HR1. R& rang 13,
cac dot bién dugc mo ta trudec ddy khong tao ra goi y bét ky dé dua vao cac dot bién
theo sang ché, hubng chi 1a cc tdc dung dang ngac nhién cia chung 1én su tao thanh
trime véi dinh gin nhu dugc do bang lién két PGT145. Ngoai cac dot bién diém (viii)-
(xii) trong Bang 2, cling ¢6 thé thay thé vong HR1 ctia protein Env (gbc axit amin 548-
568 trong trinh tw kidu dai, v6i danh sb theo gp160 cia thé phan lap HXB2) bang vong
ngén hon va it linh hoat hon ¢6 7-10 axit amin, t6t hon 1a vong ¢6 8 axit amin, vi du ¢
trinh tu dwoc chon tir mot trinh tu bat ky trong s6 (SEQ ID NO: 12-17), xem vi du Kong
et al (Nat Commun. 2016 Jun 28;7:12040. doi: 10.1038/ncomms12040) ma mo ta vong
ngén hon nay thay thé vong HR1. Bién thé Env nay, con ¢ gdc axit amin duge néu & it
nhat mot va t6t hon 1a o it nhét hai trong sb cac vi tri dugc néu (i)-(vii) theo sang ché,
ciing 1a phuong 4n theo séng ché. Cac dot bién duge néu & (viii)-(xiii) c6 thé theo céc
phwong 4an nhét dinh theo sang ché duge thém vao protein Env ciia HIV theo sang ché,
tic la ¢6 mot hoac nhiéu trong sb axit amin dugc néu & cac vi tri (i)-(vii). Ciing vay, cac

két hop trong nhém (viii)-(xiii) c6 thé dugc thue hién, vi du khong gi6i han 1a két hop
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ctia cac dot bién (ngoai it nit mot dot bién trong s6 (1)-(vii)) & (viii) va (xii) (vi du I535N,
AS556P, K588E). Mot s6 vi du khong gi6i han cua thé dot bién doi ma dugc thyc hién
trong nén Env HIV v6i dot bién SOSIP va két hop cac dot bién & it nhat mot trong s6
cac vi tri (i)-(vii) va & it nhat mot trong s& cac vi tri (viii)-(xiii) bao gdm: 535,588;
588.589; 655,588; 558,535; va 655,556; nhu vi du I535N, K588E; 588Q, D589V;
K6551, K588E; A558P, 1535N; va K6551, L556P. Mot s6 vi du khong gi6i han ctia dot
bién ba nay bao gdm 558,535,588; 558,535,589; 558,535,655; va 558,535,651, nhu vi
du A558P, 1535N, K588E; A558P, 1535, D589V; A558P, 1535N, K6551; va A558P,
1535N, N651F.

Cac vi du khong gi6i han khéc cua két hop theo sang ché bao gdom 6551, 573F, 589V,
588E: 651F, 6551, 573F, 589V, 588E; 651F, 6551, 573F, 589V, 588E, 535N; 651F, 6551,
573F, 589V, 588E, 535N, 2041; 651F, 6551, 556P; 651F, 535N, 556P; 651F, 589V,
556P; 651F, 5891, 556P; 651F, 573F, 556P; 651F, 2041, 556P; 651F, 647F, 556P; 6551,
535N, 556P; 6551, 589V, 556P; 6551, 5891, 556P; 6551, 573F, 556P; 6551, 2041, 556P;
6551, 647F, 556P; 535N, 589V, 556P; 535N, 5891, 556P; 535N, 573F, 556P; 535N,
2041, 556P; 535N, 647F, 556P;

589V, 573F, 556P; 589V, 2041, 556P; 589V, 647F, 556P; 5891, 573F, 556P; 5891, 2041,
556P; 5891, 647F, 556P; 573F, 2041, 556P; 573F, 647F, 556P; 651F, 6551, 558P; 651F,
535N, 558P; 651F, 589V, 558P; 651F, 5891, 558P; 651F, 573F, 558P; 651F, 2041, 558P;
651F, 647F, 558P;

6551, 535N, 558P; 6551, 589V, 558P; 6551, 5891, 558P; 6551, 573F, 558P; 6551, 2041,
558P; 6551, 647F, 558P; 535N, 589V, 558P; 535N, 5891, 558P; 535N, 573F, 558P;
535N, 2041, 558P; 535N, 647F , 558P; 589V, 573F, 558P; 589V, 2041, 558P; 589V,
647F, 558P; 5891, 573F, 558P; 5891, 2041, 558P; 5891, 647F, 558P; 573F, 2041, 558P;
573F, 647F, 558P; 6551, 589V, 535N, 556P; 651F, 6551, 535N, 556P; 556P, 651F; 556P,
651F, 6551, 535N; 6551, 589V, 573F, 651F, 588E, 556P; 556P, 651F, 6551, 535N, 573F;
556P, 651F, 6551, 535N, 573F, 589V; 556P, 651F, 6551, 535N, 573F, 589V, 2041; 556P,
651F, 6551, 535N, 573F, 589V, 2041, 588Q; 556P, 651F, 6551, 535N, 573F, 589V, 2041,
588Q, 647F; 556P, 651F, 535N, 573F; 556P, 651F, 535N, 573F, 589V; 556P, 651F,
535N, 573F, 589V, 2041; 556P, 651F, 535N, 573F, 589V, 2041, 588Q; 556P, 651F,
535N, 573F, 589V, 2041, 588Q, 647F; 556P, 6551, 535N, 573F; 556P, 6551, 535N,
573F, 589V 556P, 6551, 535N, 573F, 589V, 2041; 556P, 6551, 535N, 573F, 589V, 2041,
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588Q; 556P, 6551, 535N, 573F, 589V, 2041, 588Q, 647F. Mot 1An nita, bat ky trong sd
cac phuong an c6 thé 13 trong bét ky protein Env ctia HIV, vi du thé phan 1ap kiéu dai,
Env ph bién, protein Env tdng hop, protein Env thé dot bién SOSIP, thé phan 1ap kiéu
dai chira dot bién stra theo khai niém dugc md ta & day, v.v. Mot sb két hop dugc uu
tién theo sang ché bao gébm 6551,589V,573F,651F,588E,535N,2041; 556P, 6551, 535N,
573F, 589V, 2041, 588Q; 2041,535N,556P,588E,589V,651F,655I;
535N,556P,589V,651F,6551; va 535N,556P,588E,589V,651F,6551.

Theo cac phuong an duge uu tién nhét dinh, protein Env ciia HIV bao g@)m trinh ty ma
12 it nhét 95% twong ddng véi, tdt hon 1a it nhit 96%, 97%, 98%, 99% tuong dong Vi,
t6t hon 1a 100% twong ddng véi, bit ky trong sé cac SEQ ID NO: 20, 22, 24, 26, 27, 28,
29, 30, 31 va 32. Pé xac dinh % twong dong, tot hon 1a cac vi tri (i)-(xv) cua Bang 1 va
2, va tt hon 1a ca cac vi trf 501, 559 va 605 khong dugc xem xét. Tot hon la gbe axit
amin ¢ cac vi tri nay 1a céc géc trong trinh tu cia SEQ ID NO: 20, 22, 24, 26, 27, 28,
29, 30, 31 hoac 32, tuong ung.

Theo céc phuong an nhit dinh, protein Env ctia HIV theo sang ché con bao gom:
(xvi) géc axit amin dugc chon tir Val, Ile, Phe, Met, Ala, hodc Leu & vi tri 658. Tbt hon
14 axit amin & vi tri 658 1a Val hodc Ile, tdt nhét 1a Val. Phat hién ra ring ty 1 phan tram
trime va hiéu suét trime tang manh cta protein Env, hodc 1a mot minh hoac két hop véi
cac dot bién dugc chon tir (i)-(vii) cia Bang 1 va/hodc (viii)-(xv) cta Bang 2 dugc mo
ta ¢ day.

Theo cac phuong an cua sang ché, protein Env cia HIV tai t6 hop co it nhét mot
trong sb (a) ty 1& phan tram tao thanh trime cai thién va (b) hiéu suét trime duogc céi thién
so vai protein Env HIV khong ¢6 gbc axit amin dugc néu & mot hodc nhiéu trong s6 cac
vi tri 651, 655, 535, 589, 573, 204, va 647 nhu dugc thé hién trong Bang 1.

Nhu dugce st dung & day “ty 1€ phan trim tao thanh trime cai thién” nghia la ty
1é phﬁn tram trime 16n hon dugc tao thanh khi trinh tu mach chinh cua protein vo HIV
chira mot hodc nhiéu trong s6 su thé axit amin theo séang ché so v6i ty 1é phan tram cla
trime ma duoc tao thanh khi trinh t mach chinh cta trinh tw vé HIV khong chira su thé
axit amin nay. Nhu duoc sit dung ¢ day “hi¢u suét trime cai thién” nghia 12 tong luong
ctia dang trime ctia protein vo thu dugc khi trinh tw mach chinh cta protein vo HIV chtra

mot hodc nhiéu trong so su the axit amin theo sang ché so voi tong luong clia dang trime

-36-



36291

ctia protein vé ma dugc tao thanh khi trinh ty mach chinh cta trinh tw vé HIV khong
chira sy thé axit amin nay.

Su tao thanh trime c6 thé 1a dugc do bang thir nghiém lién két khang thé sir dung
cac khang thé ma lién két dac hiéu vé6i dang trime cuia protein Env cia HIV. Cac vi du
cta khang thé dic hiéu trime ma c6 thé duoc dung dé do dang trime bao gbém, nhung
khong giéi han &, khang thé don dong (mAbs) PGT145, PGDM1400, PG16, vaPGT151.
Tét hon 13, khéng thé dic hiéu trime 1a mAb PGT145. Thir nghiém lién két khang thé
bét ky da biét trong linh vuc lién quan dén sang ché c6 thé duge dung dé do ty 1& phan
tram tao thanh trime cda protein Env cia HIV tai t6 hop theo sang ché, nhu ELISA,
Alphal.ISA, v.v.

Theo huong an, sy tao thanh trime dugc do béng Alphal.ISA. AlphalISA 1a tht
nghiém 14an can dya trén hat trong d6 phén tir oxy don, dugc tao ra boi chiéu xa nang
luqngcaocﬁahatcho,duqcchuyénchohatnhanrnénﬁnlnongkhoéngcédnxépxi200
nm so vé6i hat cho. Viéc chuyén phan tir oxy don cho hat nhan khoi dau chudi thac cia
cac phan tng hoa hoc gay ra tin hi¢u phat quang ma sau do ¢ thé dugc phat hién (Eglen
et al. Curr. Chem. Genomics, 2008, 25(1): 2-10). Vi du, protein vé HIV tai t6 hop dugc
dan nhan bang thé Flag-His ¢6 thé duge 1 véi mAb dic hiéu trime, hat cho lién hop véi
khang thé ma lién két v6i mADb dic hiéu trime, hat cho lién hgp niken, hat nhén lién hop
v6i khang thé khang His, va hat nhén lién hop v6i khang thé khang Flag. Luong trime
tao thanh c6 thé dugc xac dinh béng cach do tin hiéu phat quang tao ra tir cdp hat cho
lien hop voi khang thé ma lién két véi mAb dac hiéu trime va hat nhan lién hop voi
khang thé khang His. Tong luong protein vé HIV dugc biéu hién ¢6 thé duge x4c dinh
bang cach do tin hiéu phat quang sinh ra tir cap hat cho lién hop niken va hat nhén lién
hop khang Flag. V du, lugng trime va té)ng protein vé dugc biéu hién c6 thé 1a duogc do
bing thir nghiém AlphaLISA nhu dugc mé ta chi tiét trong Vi du 3. T 1€ phén tram tao
thanh trime c6 thé duoc tinh toan bang cach chia lugng trime tao thanh cho téng lwong
protein vo dugc biéu hién,

Luogng trime tao thanh va téng lugng protein vo dugc biéu hién c6 thé cling dugc
xé4c dinh bang cach st dung cic k¥ thuat sic ky ma c6 kha ning tach dang trime tir cac
dang khac cta protein vé HIV, vi dy, dang monome. Céc vi du cua k¥ thuat nay ma co
thé duoc sit dung bao gdm, nhung khong gi¢i han & sdc ky loai kich c& tdn xa 4nh sang

da géc (SEC-MALS). Theo cac phuong 4n nhat dinh, ty 1& phan trdm tao thanh duoc
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xac dinh b?mg cach str dung SEC-MALS. Theo c4c phuong an nhét dinh, hiéu suét trime
duge x4c dinh bang cach sir dung SEC-MALS.

Axit nucleic, vecto, va té bao

Theo khia canh chung khac, sang ché dé xuét phan tir axit nucleic ma héa protein
Env cta HIV tai tb hop theo sang ché, va vecto bao gdm phén tir axit nucleic. Phan ttr
axit nucleic theo sang ché c¢6 thé & dang ARN hodc & dang ADN thu dugc bang cach
tach dong hodc san xuat bang cich tdng hop. ADN c6 thé 13 s¢i kép hodc sgi don. ADN
c6 thé bao gdm vi du cADN, ADN b6 gen, hoic két hop clia chiing. Phén ti axit nucleic
va vecto c6 thé 1a dugc ding dé tao ra protein tai to hop, biéu hién protein trong té bao
chu, hodc tao ra hat virut.

Theo cac phuong 4n cua sang ché, axit nucleic mé ho4 protein vé HIV téi t6 hop
duge lién két hoat dong v6i gen khoi dong, c6 nghia 12 axit nucleic nay chiu su kiém
soat cia gen khéi dong. Gen khoi dong cod thé 1a gen khéi dong cung loai (tirc 13, c6
ngudn gbc tir ciing ngudn di truyén véi vecto) hodc gen khoi dong khéc loai (tic 1, co
ngudn gde tir vecto khac hodc ngudn di truyén khac). Cac vi du clia gen khéi dong thich
hop bao gdm gen khoi dong ngay sém cua cytomegalovirut & ngudi (h\CMV IE, hodc
goi tit 1a “CMV?) va gen khéi dong cta virut Rous Sarcoma (RSV). Tét hon 13, gen
khoi dong ndm nguoc chidu véi axit nucleic & trong bang biéu hién.

Theo Phuong 4n cua sang ché, vecto co thé 1a vecto biéu hién. Vecto biéu hién
bao gdm, nhung khoéng chi gidi han &, vecto dé bidu hién protein tai to hop va vecto dé
chuyén axit nucleic vao dbi tuong dé biéu hién & md cla dbi tuong, nhu vecto virut. Vi
du vé vecto virut thich hop dugc st dung theo sang ché bao gdm, nhung khong chi gi¢i
han & vecto adenovirut, vecto virut két hop adeno, vecto virut thuy ddu, vecto Vaccinia
Ankara stra d6i MV A, vecto virut rudt, vecto virut giy viém néo ngua Venezuela, vecto
virut rimng Semliki, vecto virut kham thude 14, vecto lentivirut, v.v.. Vecto cling c6 thé
la vecto khong phai 1a virut. Vi du vé vecto khong phai 1a virut bao gbm, nhung khong
chi giéi han ¢ plasmit, nhiém séc thé nhan tao cia vi khudn, nhiém sic thé nhén tao ciia
ndm men, thé thuc khuan, v.v..

Theo cac phuong an nhét dinh cua sang ché, vecto 1a vecto adenovirut, vi du
vecto adenovirut tai to hop. Vecto adenovirut tai t6 hop c6 thé vi du co ngudn gde tir
adenovirut & nguoi (HAdV, hodc AdHu), hodc adenovirut cia khi nhu adenovirut cia

tinh tinh hoac khi dot (ChAd, AdCh, hodc SAdV) hodc adenovirut cia khi nau (rhAd).
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Tét hon 13, vecto adenovirut vecto adenovirut tai td hop & ngudi, vi du kiéu huyét thanh
adenovirut & ngudi tai to hop 26, hoic bét ky trong sb cac kiéu huyét thanh adenovirut
O nguoi tai td hop 5, 4, 35, 7, 48, v.v. theo phuong an khac, vecto adenovirut 1a vecto
rhAd, vi du rhAd51, rhAd52 hodc rhAdS3.

Diéu ché vecto adenovirut tai to hop da duogc biét o trong linh vuc k¥ thuat nay.
Vi du, diéu ché vecto adenovirut 26 tai tb hop dugc mo ta, trong, vi du, WO
2007/104792 va trong Abbink et al., (2007) Virol. 81(9): 4654-63. Trinh tu bd gen vi
du cua adenovirut 26 duoc tim thiy trong Ma s6 truy cap GenBank EF 153474 va trong
SEQ ID NO: 1 caia WO 2007/104792. Trinh tu bd gen vi du cho thAd51, rhAd52 va
thAd53 duge dé xuét trong US 2015/0291935.

Theo cac phuong an cua sang ché, bat ky trong sd cac protein Env ctia HIV tai tb
hop duge md ta & day co thé 1a duge biéu hién va/hoic duge ma hoa bang vecto duge
mo ta ¢ ddy. Can ctr vao sy thoai héa ciia ma di truyén, chuyén gia trong linh vuc k§
thuat nay hiéu rd ring mot vai trinh tu axit nucleic c6 thé dugc thiét ké ma ma hoa cling
protein, theo phuong phap hoan toan théng thudng trong linh vuc k¥ thuat nay. Axit
nucleic ma hoa protein Env HIV tai t6 hop theo sang ché co thé tuy v duoc tdi wu hoa
bo ba mi hoa dé dam bao bidu hién dung trong t& biao chi (vi du, té bao vi khuin hodc
dong vat c6 vi). Su tdi uu héa bd ba ma héa 1a cong nghé duge ap dung rong rai trong
linh vuc k¥ thuat nay.

Sang ché con dé xuét té bao, tot hon 1a té bao dugc phan lap, c6 chira bat ky trong
36 céac phén tir axit nucleic dugc mo ta trong ban mo ta nay. Té bao c6 thé vi du duoc st
dung dé san xuét protein tai td hop, hodc san xudt hat virut.

Do d6 cac phuong an cua sang ché ciing dé cap dén phwong phép tao ra protein
Env HIV tai t6 hop. Phuong phap ndy bao gbébm bude chuyén nhiém té bao chi bang
vecto bidu hién c¢6 chira axit nucleic ma hoé protein Env HIV t4i t6 hop theo phuong dn
ciia sang ché lién két hoat dong v6i gen khoi dong, nudi té bao da duge chuyén nhiém
trong didu kién thich hop dé biéu hién protein Env HIV tdi t6 hop, va tinh ché tity ¥ hodc
phan 14p protein Env HIV t4i t6 hop dugc biu hién trong té bao. Protein Env HIV t4i to
hop c6 thé duoc phan 14p hodc dugc thu gom tir té bao bing phuong phép bat ky da biét
trong linh vuc bao gém sdc ky ai luc, sdc ky loai kich thudc, v.v. K¥ thudt dugce st dung
dé biéu hién protein tai t6 hop dugc biét 16 dbi voi chuyén gia trong linh vuc dya vao

sang ché. Protein Env HIV tai t6 hop duoc biéu hién c6 thé ciing duoc nghién ctru ma
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khong cén tinh ché hodc phan lap protein dugc bidu hién, vi du, bang cach phén tich
dich ndi cua té bao chuyén nhiém véi vecto biéu hién ma héa protein Env HIV tai tb
hop va nudi dudi cac diéu kién thich hgp dé biéu hién protein Env HIV.

Theo phuong an dugc uu tién, protein Env HIV tai td hop duogc biéu hién dugc
tinh ché dudi cac diéu kién ma cho phép tap hop protein dé tao thanh phirc trime dugc
lam 6n dinh. Vi dy, t& bao dong vat c6 va duoc chuyén nhiém véi vecto biéu hién ma
héa protein Env HIV tai t& hop lién két hoat déng véi trinh tw khoi dau (vi du trinh ty
khéi ddu CMV) ¢6 thé dugc nudi cdy & 33-39°C, vi du 37°C, va 2-12% CO2, vi du 8%
CO.. Bidu hién c6 thé dugc thuc hién trong hé biéu hién tity ¥ nhur té bao con trung hodc
t& bao nAm men, tAt ca déu da biét trong linh vyuc. Protein Env HIV dugc biéu hién sau
d6 co thé dugce phan 1ap tir nuoi cdy t€ bao vi du sic ky 4i luc lectin, ma lién két
glycoprotein. Protein Env HIV lién két véi cdt co thé duoc tich rira bang
mannopyranosit. Protein Env HIV dugc tach rira tir cot ¢o thé dugc dua vao budc tinh
ché thém, nhu séc ky loai kich ¢&, néu cin, dé loai bat ky tap cht du, vi dy, tap chat t
bao, ma cé chét két tu Env, monome gp140 va monome gp120. Cac phuong phap tinh
ché tury v, cac vi du khong gi6i han bao gbm séc ky 4i lwc khang thé, chon loc 4m bang
tinh ché khong-bNAD, khéng thé, hodc cc phuong phap sic ky khic nhu sic ky trao
dbi ion v.v., cling nhur cac phuong phéap khac da biét trong linh vuc, c6 thé cling dugc
str dung dé phan 13p protein Env HIV duoc biéu hién.

Phan t axit nucleic va vecto biéu hién ma hoa protein Env ctia HIV tai td hop
theo sang ché c¢6 thé dugc tao ra bang phuong phap bét ky da biét trong linh vuc lién
quan dén sang ché. Vi du, axit nucleic mi héa protein Env HIV tai t6 hop ¢o thé duoc
diéu ché béng cach dua it nhat mot trong s6 céac su thé axit amin & cac vi tri dugce néu
vao trinh tw vé HIV mach chinh bang cach sit dung cong nghé k¥ thuét di truyén va k¥
thuat sinh hoc phan t, vi du, gy dot bién huéng diém, phan tng chudi polymeraza
(PCR), v.v.., ma la cac phuong phéap da biét dbi v6i chuyén gia trong linh vuc. Phén tir
axit nucleic sau d6 c6 thé dugc dua hodc  duge tach dong” vao vecto biéu hién cling
bang cach st dung cac k§ thuat sinh hoc phan tir tiéu chuén. Protein vo HIV tai t6 hop
sau d6 c6 thé dugc biéu hién tir vecto biéu hién trong té bao chu, va protein duoc biéu
hién dugc tinh ché tir nudi cdy té bao bang phuong phép bét ky d biét trong linh vuc
lién quan dén sang ché.

Phtic trime
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Theo khia canh chung khéc, sang ché dé cép dén phic trime bao gbm oligome
khong cong hoéa tri cia ba trong s6 cac protein Env cua HIV téi t6 hop theo sang ché.
Phtic trime ¢6 thé bao gdm bét ky cia cac protein Env ciia HIV tai t6 hop duge mod ta &
day. Tét hon 14 phirc trime bao gém ba monome gidng nhau (hozc heterodime gibng
nhau néu gp140 bi phan cit) cua protein Env ctia HIV tai t6 hop theo sang ché. Phiic
trime ¢6 thé duoc tach tir dang khéc cta protein vé HIV, nhu dang monome, hodc phirc
trime c6 thé c6 mit cing véi dang khéc cta protein vo HIV, nhu dang monome.

Ché phim va Phuong phap

Theo khia canh chung khac, sang ché dé cap dén ché pham bao gbm protein Env
ctia HIV t4i to hop, phitc trime, axit nucleic phan lap, vecto, hodc té bao chu, va chét
mang dugc dung. Ché phim c6 thé bao gbm bét ky trong s6 cac protein Env ctia HIV
tai to hop, phirc trime, phan tir axit nucleic phén lap, vecto, hodc té bao chu dugc mo ta
& day.

Chét mang co thé bao gém mot hodc nhiéu ta dugc duoc dung nhu chét lién két,
chét phén ré, tic nhan lam phéng, chét tao huyén phu, chét nhii héa, chét lam Am, chét
boi tron, huong liéu, chét lam ngot, chét bao quan, thudc nhudm, cht 1am tan va chét
phu. Ban chét chinh x4c cia chit mang hoic vt liéu khac co thé phu thudc vao duong
dung, vi du, cac dudng trong co, trong da, dudi da, qua dudng miéng, trong tinh mach,
qua da, trong niém mac (vi du nhuw, rudt), trong miii hodc trong mang bung. Ddi vai ché
pham tiém duoc dang long, vi duy, huyén phu va dung dich, chit mang va chét phu trg
thich hop bao g@)m nudce, glycol, dau, ruou, chit bao quan, chét tao mau va chét tuong
tu. Dbi voi ché phém dung qua duong miéng dang ran, vi du, bot, vién nang, vién nén
hinh elip, gelcap va vién nén, chét mang va chét phu trg thich hop bao g@)m tinh bot,
duong, chét pha lodng, chét tao hat, chét boi tron, chét gén, chét 1am phéan ra va chét
tuong tw. Dbi véi hdn hop chét phun/thude xong qua dudong mili, dung dich/huyén phu
trong nudc ¢ thé co chira nuée, glycol, dau, chat lam mém, chit 6n dinh, chit 1am 4m,
chit bao quan, chét thom, huong vi, va chét tuong tu lam chét mang va chét phu tro
thich hop.

Ché pham theo sang ché ¢c6 thé duoc tao ché phdm trong vt chét bat ky thich
hop d& st dung cho déi tugng dé 1am thuén lgi cho viée sir dung va cai thién hiéu qua,
bao gdm, nhung khong gi6i han &, viée sir dung qua dudng miéng (trong rudt) va ti€ém

ngoai duong tiéu hoa. Viée tiém ngoai duong tiéu hoa bao gdm ti€ém hodc truyén trong
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tinh mach, tiém dudi da, tiém trong da, va tiém trong co. Ché phim theo sang ché ciing
c6 thé dugc tao ché phém cho cac duong dung khac bao g@)m qua niém mac, qua mat,
qua truc trang, cdy ghép tac dong 1au dai, st dung dudi ludi, dudi ludi, tir niém mac
miéng bé qua sy tudn hoan tinh mach, xong, hoic trong miii.

Phuong 4n theo sang ché con dé cap dén phuong phép tao ra ché pham. Theo céc
phuong &n cua sang ché, phuong phép tao ra ché pham bao gdm tron protein Env cla
HIV tai to hop, phurc trime, axit nucleic phéan lap, vecto, hoac té bao chu theo sang ché
v6éi mot hodc nhidu chit mang dugc dung. Chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat ndy quen
thudc vai cac k¥ thuat thong thuong dugc st dung d& didu ché cac ché phdm nay.

Khang nguyén HIV (vi du, protein hodc doan cua chung co6 ngudn gbe tir HIV
gag, pol, va/hodc san pham gen env) va vecto, nhu vecto virut, biéu hién khang nguyén
HIV da dugce dung trude day trong ché phdm gay mién dich va véc-xin dé chung ngira
dbi twong chéng nhiém HIV, hodc dé tao ra d4p img mién dich chdng nhiém HIV & déi
tugng. Nhu dugc st dung & day, "d6i tuong" c6 nghia 1a dong vat bét ky, tot hon 1a dong
vat co vu, tdt nhat 1a nguoi, s& duge dung hodc da dung ché phém sinh mién dich theo
cac phuong an cua sang ché. Thuat ngit “dong vat c6 vii” nhu dugc dung trong ban mé
ta nay, bao ham dong vat co6 vu bét ky. Vi du vé dong vat c6 vii bao gbm, nhung khong
chi giéi han ¢, chudt nhat, chudt céng, tho, chudt lang, khi, nguoi, v.v., tot hon 1a nguoi.
Protein Env cua HIV téi t6 hop theo sdng ché co thé con dugc dung 1am khang nguyén
dé gy dap ung mién dich chéng lai virut gay suy giam mién dich & nguoi (HIV) & do6i
tugng cin ching. Dap tng mién dich c6 thé 12 chéng mot hodc nhiéu nhanh HIV, nhu
nhanh A, nhanh B, nhanh C, v.v. Ché phém ¢6 thé chita vecto ma protein Env HIV téi
td hop duogc biéu hién tir d6, hoic ché phém c6 thé chira protein Env HIV tai t hop
dugc phan 1ap theo phuong 4n theo sang ché.

Vi du, ché phdm bao gdm protein HIV tai td hop hodc phirc trime ctia chung c6
thé dugc dung cho ddi twong can chung dé gy dap tmg mién dich chéng nhiém HIV &
dbi tuong. Ché phém bao gém vecto, nhu vecto adenovirut, ma hoa protein Env cua
HIV tai td hop theo sang ché, trong d6 protein Env HIV téi t6 hop duoc biéu hién boi
vecto, ¢6 thé con duge dung cho déi tuong can ching dé gay dap tmg mién dich chéng
nhiém HIV & d6i twong. Phuong phdp dugc mo té & ddy con bao gbm viée dung ché
pham theo sdng ché két hop v6i mot hoac nhiéu khang nguyén HIV bd sung (vi du,

protein hodc doan cua chung co ngudn gde tlr san pham gen HIV gag, pol, va/hodc env
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ma tbt hon 13 duge biéu hién tir mot hodc nhiéu vecto, nhu vecto adenovirut hodc vecto
MVA, bao gdm phwong phép modi va tang cudng dap tng mién dich.

Theo cac phuong an nhét dinh, protein Env HIV ¢6 thé dugc thé hién trén hat,
nhu liposome, hat twong tu virut (VLP), hat nano, thé virut, hodc tai co nguén géc té
bao, tuy y két hop véi ta duge ndi sinh va/hodc ngoai sinh. Khi so v6i protein Env tan
dugc hodc monome trén chinh no, cac hat nay thuong thé hién hiéu qua ting cuong thé
heinej khdng nguyén trong co thé.

Céac vi du cia VLP ma thé hién protein Env cua HIV ¢6 thé dugc diéu ché vi du
bang cach ddng biéu hién protein Env cua HIV v6i protein virut ty 1ap ghép nhu 16i HIV
Gag hoic protein Gag retrovirut khac. VLP gidng virut, nhung khong 14y nhiém vi chiing
khong chira vat li€u gen virut. Biéu hién cia protein cAu truc virut, nhu vo hodc bao, c6
thé tao ra su tu 1ap ghép ctia VLP. VLP la da biét dbi v6i chuyén gia trong linh vuc, va
st dung ching trong vac-xin dugc mé ta vi du trong (Kushnir et al, 2012).

Theo cac phuong 4n nhét dinh duge wu tién, vat truyén 1a adenovirut tai t6 hop.
Liposome 1a tdii ciu c6 it nhét mot 16p kép lipit. Protein trime Env HIV ¢6 thé vi du duge
lién hop khong cong hoa tri vé1i liposom nay bang tuong tac tinh dién, vi du bang cach
thém thé His vao dau C cia trime Env HIV va nguyén tt chelat héa héa tri hai nhu Ni**
hodc Co?" duoc két hop vao nhom dau cua lipit duoc din xuét trong liposome. Theo céc
phuong an khong gidi han va vi du nhit dinh, liposome bao gém 1,2-distearoyl-sn-
glyxero-3-phosphocholin (DSPC), cholesterol, va mudi Niken hoic C6 ban cua 1,2-
dioleoyl-sn-glyxero-3-[(N-(5-amino-1-carboxypentyl)iminodiaxetic axit)sucxinyl]
(DGS-NTA(Ni*") hoic DGS-NTA(Co?")) ¢ ty 1€ mol 60:36:4. Theo phuong an dugc uu
tién, protein trime vo HIV dugc lién hop cong hoda tri véi bé mit liposom, vi du qua
nhom chirc maleimit duge tich hop trong bé mit liposome. Theo cac phuong 4n vi du
khong gidi han nhit dinh cua chung, liposome bao gém DSPC, cholesterol, va 1,2-
dipalmitoyl-sn-glyxero-3-phosphoetanolamin-N-[4-(p-maleimidometyl)xyclohexan-
carboxamit] lipit & ty 16 mol bing 54:30:16. Protein Env ctia HIV ¢6 thé dugc lién hop
vao d6 vi du qua xystein dau C bd sung trong protein Env cuia HIV. Céc bién thé lién
hop cong hoa tri 1a 4n dinh hon, tao ra chuin do IgG dic hiéu khang nguyén cao va
epitop ¢ ‘day ° it lién quan dén khang nguyén cua trime Env dugc gidu di. Phuong phap
diéu ché trime Env ctia HIV dugec lién hop véi liposom, cling nhu ddc tinh cta ching,

1a da biét va da dugc md ta vi du trong (Bale et al, 2017), dugc két hop vao day béng
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cach vién din. Sang ché con dé xuét protein Env HIV theo sang ché dugc dung hop vao
va/hodc duogc thé hién trén liposome.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, protein Env HIV theo sang ché duge dung hop
vao céc hat tu lip ghép, hoac dugc thé hién trén cac hat nano. C4c hat nano khang nguyén
1a su ldp ghép cua cac polypeptit ma c6 nhiéu ban sao khang nguyén, vi du protein Env
cua HIV theo sang ché, ma tao ra nhiéu vi tri lién két (ai luc) va co thé tao ra tinh on
dinh khéng nguyén va kha ning mién dich cai thién. Viéc diéu ché va sir dung cac hat
nano protein tur lip ghép dé ding trong véc-xin 1a da biét ddi v6i chuyén gia frong linh
vuc, xem vi du (Zhao et al, 2014), (Lopez-Sagaseta et al, 2016). La vi du khong gidi
han, cac hat nano tu lép ghép co thé 1a dya trén feritin, bacterioferritin, hoic DPS. Cac
hat nano DPS thé hién protein trén bé mat cua ching vi du dugc mo ta trong
WO02011/082087. M6 ta ctia khang nguyén HIV-1 trime trén cac hat nay da dugc mo ta
vi du trong (He et al, 2016). Cac hat nano protein tu lap ghép khéc ciing nhu diéu ché
chung, dugc boc 10 vi du trong WO 2014/124301, va US 2016/0122392, dugc két hop
vao day bang cach vién din. Sang ché con dé xuét protein Env HIV theo sang ché dugc
dung hop vao va/hodc dugce thé hién trén cac hat nano tu lap ghép. Sang ché con dé xuét
ché pham bao gbm VLP, liposome, hogc céc hat nano ty 1ap ghép theo sang ché.

Theo cac phwong 4n nhat dinh, ta duge dugc bao gbm trong ché pham theo sang
ché hoic dugc dung ddng thoi voi ché phim theo sdng ché. Str dung ta dugc la tuy y, va
c6 thé con tang cudng dap tmg mién dich khi ché pham duoc dung cho muc dich ching
ngtra. T4 dugc thich hop dé dong sir dung hoic bao gbm trong ché pham theo séng ché
t6t hon 12 cac loai ma an toan tiém nang, dung hop tét va hiéu qua & ngudi. T4 dugc nay
1a da biét di voi chuyén gia trong linh vuc, va cac vi du khong gi6i han bao gb6m QS-
21, Detox-PC, MPL-SE, MoGM-CSF, TiterMax-G, CRL- 1005, GERBU, TERamide,
PSC97B, Adjumer, PG-026, GSK-I, GcMAF, B-alethin, MPC-026, Adjuvax, CpG
ODN, Betafectin, mudi nhéom nhu Nhom Phosphat (vi du AdjuPhos) hodac Nhom
Hydroxit, va MF59.

Céc khia canh khac theo sang ché dé cap dén protein vé HIV tai t6 hop bao gdm
trinh ty axit amin ma 12 it nhat 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% twong dong véi
trinh tu axit amin néu ¢ SEQ ID NO: 2 hoac SEQ ID NO: 4, ma thé hién trinh tu nhanh
C phé bién va nhanh B phd bién cua vo HIV, tuong tmg. Céc trinh ty phd bién nay da

thdy trong bt ky trinh tir c6 trong tu nhién, va do d6 duoc tin 12 protein vo HIV méi.
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Protein vé HIV t4i td hop bao gdm trinh tr axit amin ma 13 it nhat 95%, 96%, 97%, 98%,
99% hodc 100% twong déng voi trinh tw axit amin néu & SEQ ID NO: 2 hogc SEQ ID
NO: 4 ¢6 thé tiry ¥ con bao gdm ci goi 1a dot bién SOSIP va/hodc dot bién & vi tri phan
cat furin, nhu, vi du trong cac trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 3 hoac SEQ ID
NO: 3 con bao gébm Pro & vi tri 558 va/hodc vi tri 556; va SEQ ID NO: 5 hodc SEQ ID
NO: 5 con bao gdm Pro & vi tri 558 va/hodc vi tri 556. Khi xac dinh % tuong dong cho
cac trinh ty ndy, axit amin & vi tri phan cit furin dot bién va & céc vi tri 501, 605, 559,
556 va 558 tbt hon 1a khong dugc xem xét. Pa phat hién mot cach ngac nhién la protein
nay duoc biéu hién & mutc cao va c6 mitc 6n dinh va tao thanh trime cao. Cac protein
Env HIV nay c6 thé theo cic phuong 4n nhét dinh dugc ding lam protein mach chinh,
trong d6 cac dot bién duge mé ta & trén co thé co thé dugce thue hién dé thu duge phan
tir theo sang ché. Phan tir axit nucleic phan 1ap ma hoa céc trinh ty nay, vecto bao gom
cac trinh tu nay lién két hoat dong véi trinh tu khéi dAu, va ché phdm bao gdm protein,

phén tir axit nucleic phén 14p, hodc vecto ciing dugc bao ham bdi sang ché.
Phuong 4n thyc hién sang ché

Phuong an 1 1a protein Env cua HIV tai t6 hop, bao gdm trinh tu axit amin cla
protein Env HIV ¢6 gbc axit amin dwgc néu & it nhét hai trong sé vi tri dugc néu dugc
chon tir nhém bao gom:

(i) Phe, Leu, Met, hodc Trp, tot hon 1a Phe, & vi tri 651;

(ii) Phe, Ile, Met, hodc Trp, tot hon 14 Ile, & vi tri 655;

(iii) Asn hodc Gln, t6t hon 1a Asn, & vi tri 535;

(iv) Val, Ile hodc Ala, t6t hon 1a Val hoic Ile, & vi tri 589;

(v) Phe hoac Trp, t6t hon 14 Phe, & vi tri 573;

(vi) lle & vi tri 204; va

(vii) Phe, Met, hodc Ile, t6t hon 12 Phe, & vi tri 647,

trong do6 viéc danh sb céc vi tri 1a theo danh sb trong gp160 cuia thé phan 1ap

HXB2 cua HIV-1.

Phuong an 2 1a protein Env cua HIV tai td hop, bao gém trinh ty axit amin cua
protein Env HIV va su thé axit amin bang gdc axit amin dwgc néu & it nhit mot trong s6
vi tri dugc néu duoc chon tir nhém bao gf)m:

(i) Phe, Leu, Met, hodc Trp, tot hon 1a Phe, & vi tri 651;
(ii) Phe, Ile, Met, hodc Trp, tot hon 1a Ile, & vi tri 655;
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(iii) Asn hozc Gln, t6t hon 1a Asn, & vi tri 535;

(iv) Val, Ile hoac Ala, t&t hon 1a Val hoac Ile, & vi tri 589;

(v) Phe hoac Trp, tot hon 12 Phe & vi tri 573;

(vi) Ile & vi tri 204; va

(vii) Phe, Met, hoic Ile, tot hon 1a Phe, & vi tri 647,
Theo mot sé phuong an, phan ti lién két duge chon tir nhém bao gém:
(1) protein Env HIV ¢6 trinh tu phé bién, vi du tir nhanh C hoic tir nhanh B,
vi du bao gém trinh tu axit amin cia (SEQ ID NO: 2, 3, 4 hodc 5); hodc
(2) protein vo HIV téng hop, vi du c6 chira trinh ty axit amin néu & (a) SEQ
ID NO: 6; (b) SEQ ID NO: 6 véi dot bién Glu thanh Arg & vi tri 166; (c) SEQ
ID NO: 7; hoidc (d) SEQ ID NO: 8 hodc SEQ ID NO: 9), trong d6 (a), (b) hodc
(d) tuy v ¢6 thé c6 thém dot bién SOSIP (Cys & cac vi tri 501 va 605 va Pro &
vi tri 559) va/hoac dot bién & vi tri phéan cat furin (vi du SEQ ID NO: 10 thay
thé axit amin 508-511); hodc
(3) protein Env HIV kiéu dai, t6t hon 14 ctia nhanh C, bao gom it nhat mot dot
bién sira & gbc axit amin ma c6 mit & vi tri trong tmg & tan suat it hon 7,5%,
t6t hon 1a it hon 2%, cia trinh ty Env HIV trong tip hop cua it nhat 100, t6t
hon 13 it nhit 1000, tét hon 1a it nh4t 10000, trinh tw Env HIV kiéu dai, trong
do6 dot bién stra 12 su thé bang gdc axit amin ma c6 mit & vi tri twong Gmg &
tAn suét bang it nhit 10% cta trinh ty Env HIV trong tap hop nay va t6t hon
1a dot bién stra 1a su thé bang gdc axit amin ma c6 mit & vi tri twong Ung
thudng xuyén nhit trong tap hop nay; va
trong d6 viéc danh sé cac vi tri 1a theo danh s trong gp160 ciia thé phan lap

HXB2 cua HIV-1.

Phuong an 3 1a protein Env cua HIV tai t6 hop, bao gdm trinh tur axit amin cla
protein Env HIV va su thé axit amin bang gbc axit amin dwgc néu & it nhat mét trong s6
vi tri dugc néu dugce chon tir nhom bao gém:

(i) Phe, Leu, Met, hodc Trp, t6t hon 1a Phe, & vi tri 651;
(ii) Phe, Ile, Met, hodc Trp, tot hon 14 Tle, & vi tri 655;
(iii) Asn hodc Gln, tot hon 13 Asn, & vi tri 535;

(iv) Val, Ile hoac Ala, t6t hon 1a Val hoac Ile, & vi tri 589;
(v) Phe hodc Trp, tot hon 12 Phe, & vi tri 573;
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(vi) Ile ¢ vi tri 204; va
(vii) Phe, Met, hoic Ile, tot hon 12 Phe, & vi tri 647,
trong d6 protein Env HIV 1a protein Env HIV dét bién SOSIP bao gdm it nhat
mot dot bién duge chon tir nhém bao gdm:
(a) Cys & céc vi tri 501 va 605;
(b) Pro & vi tri 559;
(c) Cys ¢ cac vi tri 501 va 605 va Pro & vi tri 559; va
viéc danh sb cac vi tri 1a theo danh sb trong gp160 cuia thé phan lap HXB2 ctia HIV-
1.

Phuong an 4 1a protein Env HIV tai td hop theo phuong an 2, bao gdém gbe axit
amin duoc néu & it nhét hai trong s6 vi tri dugc néu dugc chon tir nhém bao g@)m ) dén
(vii).

Phuong an 5 1a protein Env HIV tai t6 hop theo phwong 4n 3, bao gdm gbc axit
amin dugc néu & it nhat hai trong s vi tri dwoc néu dugc chon tir nhém bao gom (i) dén
(vii).

Phuong an 6 1a protein Env ciia HIV téi td hop theo mdt phuwong an bét ky trong
s6 cac phuong 4n 1, 2 va 4, con bao gdm Cys & cac vi tri 501 va 605 hodc Pro & vi tri
559, tbt hon 1a Cys & céac vi tri 501 va 605 va Pro & vi tri 559.

Phuong an 7 1a protein Env cua HIV tai t6 hop theo mot phuong 4n bét ky trong
sd cac phuong 4n 1 dén 6, bao gdm gbc axit amin duge néu & it nhét ba trong s6 vi tri
duoc néu duge chon tir thém bao gdm (i) dén (vii).

Phuong an 8 1a protein Env HIV tai td hop theo mot phuong 4n bét ky trong sd
cac phuong an 1 dén 6, bao gdm gbc axit amin duge néu & it nhét bén trong s6 vi tri
duoc néu dugc chon tir nhém bao gdm (i) dén (vii).

Phuong an 9 1a protein Env HIV tai t6 hop theo mot phwong 4n bét ky trong s
cac phuong 4n 1 dén 6, bao gbm gbc axit amin duge néu & it nhit nam trong s vi tri
duoc néu dugc chon tir nhém bao gdm (i) dén (vii).

Phuong an 10 1a protein Env HIV tai t6 hop theo mot phwrong 4n bat ky trong s6
cac phuong an 1 dén 6, bao gdm gdc axit amin dwgc néu & it nhit s4u trong sd vi tri

duoc néu duge chon tir thém bao gdm (i) dén (vii).
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Phuong an 11 1a protein Env HIV téi t6 hop theo mot phuong 4n bét ky trong sb
cac phuong 4n 1 dén 6, bao gdm gbc axit amin dugc néu & bay trong sb cac vi tri duoc
néu duge chon tir nhém bao gdm (i) dén (vii).

Phuong 4n 12 13 protein Env HIV t4i t hop theo mdt phuong 4n bét ky trong sd
cac phuong an 1, 4, va 5, trong do it nhét hai vi tri va géc duoc néu 1a két hop dugc chon
tir nhém bao gdm: 651F, 655I; 651F, 535N; 651F, 589V; 651F, 5891; 651F, 573F; 651F,
204I; 651F, 647F; 6551, 535N; 6551, 589V; 6551, 5891; 6551, 573F; 6551, 204I; 6551,
647F; 535N, 589V; 535N, 5891; 535N, 573F; 535N, 204I; 535N, 647F ; 589V, 573F;
589V, 2041; 589V, 647F; 5891, 573F; 5891, 2041; 5891, 647F; 573F, 2041; 573F, 647F;
va 2041, 647F.

Phuong an 13 1a protein Env HIV téi t6 hop theo phuong an 7, trong d6 it nhét
ba vi trf va gbc duge néu 1a két hop duge chon tir nhém bao gdm: 651F, 6551, 535N;
651F, 589V, 535N; 651F, 5891, 535N; 651F, 573F, 535N; 651F, 2041, 535N; 651F,
647F, 535N; 6551, 589V, 535N; 6551, 5891, 535N; 6551, 573F, 535N; 6551, 2041, 535N;
6551, 647F, 535N; 589V, 573F, 535N; 589V, 2041, 535N; 589V, 647F, 535N; 5891,
573F, 535N; 5891, 2041, 535N; 5891, 647F, 535N; 573F, 2041, 535N; 573F, 647F, 535N;
2041, 647F, 535N; 651F, 6551, 589V; 651F, 573F, 589V; 651F, 2041, 589V; 651F, 647F,
589V; 6551, 573F, 589V, 6551, 2041, 589V; 6551, 647F, 589V; 573F, 2041, 589V; 573F,
647F, 589V; 2041, 647F, 589V; 651F, 6551, 5891; 651F, 573F, 589I; 651F, 2041, 5891;
651F, 647F, 589I; 6551, 573F, 5891; 6551, 2041, 5891; 6551, 647F, 5891; 573F, 2041,
5891; 573F, 647F, 589I; 2041, 647F, 5891; 651F, 6551, 573F; 651F, 2041, 573F; 651F,
647F, 573F; 6551, 2041, 573F; 6551, 647F, 573F; 2041, 647F, 573F; 651F, 6551, 204I;
651F, 647F, 2041; 6551, 647F, 2041; 651F, 6551, 647F; 6551, 651F, 647F; 6551, 651F,
535N; 6551, 589V, 573F; va 6551, 589V, 2041

Phuong an 14 la protein Env HIV tai t6 hop theo phuong an 8, trong d6 it nhét
bén vi tri va gbe dwoc néu 1a két hop dwoc chon tir nhém bao gom: 651F, 6551, 535N,
589V; 651F, 6551, 535N, 573F; 651F, 6551, 589V, 573F; 651F, 535N, 589V, 573F;
6551, 535N, 589V, 573F; 651F, 6551, 535N, 2041; 651F, 6551, 589V, 2041; 651F, 535N,
589V, 2041; 6551, 535N, 589V, 2041; 651F, 6551, 573F, 2041; 651F, 535N, 573F, 2041;
6551, 535N, 573F, 2041; 651F, 589V, 573F, 2041; 6551, 589V, 573F, 2041; 535N, 589V,
573F, 2041; 651F, 6551, 535N, 647F; 651F, 6551, 589V, 647F; 651F, 535N, 589V, 647F;
6551, 535N, 589V, 647F; 651F, 6551, 573F, 647F; 651F, 535N, 573F, 647F; 6551, 535N,
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573F, 647F; 651F, 589V, 573F, 647F; 6551, 589V, 573F, 647F; 535N, 589V, 573F,
647F; 651F, 6551, 2041, 647F; 651F, 535N, 2041, 647F; 6551, 535N, 2041, 647F; 651F,
589V, 2041, 647F; 6551, 589V, 2041, 647F; 535N, 589V, 2041, 647F; 651F, 573F, 2041,
647F; 6551, 573F, 2041, 647F; 535N, 573F, 2041, 647F; va 589V, 573F, 2041, 647F.

Phuong 4n 15 1a protein Env HIV tai td hop theo phuong an 9, trong d6 it nhét
nam vi tri va gdc duoc néu 13 két hop dugc chon tir nhém bao gém: 651F, 6551, 535N,
589V, 573F; 651F, 6551, 535N, 589V, 2041; 651F, 6551, 535N, 573F, 204I; 651F, 6551,
589V, 573F, 204I; 651F, 535N, 589V, 573F, 2041; 6551, 535N, 589V, 573F, 2041; 651F,
6551, 535N, 589V, 647F; 651F, 6551, 535N, 573F, 647F; 651F, 6551, 589V, 573F, 647F;
651F, 535N, 589V, 573F, 647F; 6551, 535N, 589V, 573F, 647F; 651F, 6551, 535N,
2041, 647F; 651F, 6551, 589V, 2041, 647F; 651F, 535N, 589V, 2041, 647F; 6551, 535N,
589V, 2041, 647F; 651F, 6551, 573F, 2041, 647F; 651F, 535N, 573F, 2041, 647F; 6551,
535N, 573F, 2041, 647F; 651F, 589V, 573F, 2041, 647F; 6551, 589V, 573F, 2041, 647F;
va 535N, 589V, 573F, 2041, 647F.

Phuong an 16 la protein Env HIV tai td hop theo phwong 4n 10, trong d6 it nhét
sau vi tri va gbe duoc néu 1a két hop duge chon tir nhém bao gdm: 651F, 6551, 535N,
589V, 573F, 2041; 651F, 6551, 535N, 589V, 573F, 647F; 651F, 6551, 535N, 589V, 2041,
647F; 651F, 6551, 535N, 573F, 2041, 647F; 651F, 6551, 589V, 573F, 2041, 647F; 651F,
535N, 589V, 573F, 2041, 647F; va 6551, 535N, 589V, 573F, 2041, 647F.

Phuong an 17 1a protein Env HIV tai t6 hop theo mdt phwong 4n bét ky trong s6
c4c phuong an 1 dén 16, con bao gbm su thé axit amin bang gdc axit amin dwgc néu &
it nhat mét trong s6 vi tri duoc néu duoc chon tir nhém bao gém:

(viii) Gln, Glu, Ile, Met, Val, Trp, hodc Phe, t6t hon 12 Gln hodc Glu, o vi tri 588;

(ix) Lys & vi tri 64 hodc Arg & vi tri 66 hodc ca Lys & vi tri 64 va Arg ¢ vi tri 66;

(x) Trp 6 vi tri 316;

(xi) Cys & ca vi tri 201 va 433;

(xii) Pro ¢ vi tri 556 hodc 558 hodc & ca vi tri 556 va 558; va

(xiii) thay thé vong & vi tri axit amin 548-568 (vong HR1) bang vong c6 7-10

axit amin, tot hon 1a vong ¢c6 8 axit amin, vi du ¢6 trinh tu dugc chon tir mot trinh

tu bét ky trong s6 (SEQ ID NO: 12-17);

(xiv) Gly & vi tri 568, hodc Gly & vi tri 569, hoac Gly ¢ vi tri 636, hodc Gly 6 ca

vi tri 568 va 636, hodc Gly & ca vi tri 569 va 636; va/hodc
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(xv) Tyr & vi tri 302, hodc Arg & vi tri 519, hodc Arg & vi tri 520, hodc Tyr ¢ vi

tri 302 va Arg & vi tri 519, hodc Tyr ¢ vi tri 302 va Arg & vi tri 520, hoac Tyr ¢

vi tri 302 va Arg & ca vi tri 519 va 520,
trong d6 viéc danh sb céc vi tri 1a theo danh sd trong gp160 cla thé phan 1ap HXB2 clia
HIV-1.

Phuong an 18 1a protein Env HIV tai t6 hop theo mot phuong dn bét k¥ trong s6
cac phuong an 1 dén 17, con bao gdm dot bién trong trinh tw phan c4t furin ciia protein
Env HIV.

Phuong an 19 1a protein Env HIV tai t6 hop theo phurong 4n 18, trong d6 dot bién
& vi tri phan cét furin 14 thay thé & céc vi tri 508-511 bang RRRRRR (SEQ ID NO: 10).

Phuong an 20 1a protein Env HIV tai t6 hop theo mdt phwong an bét ky trong s6
cac phuong 4n 1 dén 19, 1a gp140 hosc gp160.

Phuong an 21 1a protein Env HIV tai t6 hop theo mdt phwong an bét ky trong s6
cac phuong an 1 dén 20, trong d6 protein Env HIV tai t6 hop c6 it nhat mot trong 5O
phé”m tram tao thanh trime cai thién va hiéu suét trime duoc cai thién so véi protein Env
HIV khoéng c6é mot hodc nhiéu trong sb gdc axit amin dwgc néu & cac vi tri duge néu
duoc chon tir nhém bao gdm (i) dén (vii).

Phuong an 22 1a protein Env HIV tai t6 hop theo phwong 4n 21, trong do su tao
thanh trime dugc do bang sic ky loai kich ¢& vé6i tan xa dnh sang da goc (SEC-MALS).

Phuong an 23 1a protein Env HIV tai t6 hop theo mot phuong an bét ky trong s6
cac phuong an 1 dén 22, con bao gém géc axit amin dugc chon tir Val, Ile, Phe, Met,
Ala, hodc Leu, tét hon 1a Val hogc Ile, tot nhét 1a Val, & vi trf 658.

Phuong an 24 1a protein Env HIV tai t6 hop theo mdt phwong an bat ky trong sd
cac phuong an 1 dén 23, bao gdm két hop cua axit amin dugc chon tir nhém bao gbm:

(a) 6551, 589V, 573F, 651F, 588E, 535N, 2041,

(b) 556P, 6551, 535N, 573F, 589V, 2041, 588Q;

(c) 2041, 535N, 556P, 588E, 589V, 651F, 6551,

(d) 535N, 556P, 589V, 651F, 6551; va

(e) 535N, 556P, 588E, 589V, 651F, 6551.

Phuong an 25 1a protein Env HIV tai t6 hop theo mot phuong én bét k¥ trong sb
cac phuong 4n 1 dén 24, bao gdm trinh tw axit amin ma 14 it nhat 95%, 96%, 97%, 98%,
99% tuong ddng voi, hodc 100% tuong ddng véi, bat ky trong sd cac SEQ ID NO: 3, 5,
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20,22, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31, hodc 32, tbt hon 13 it nhat 98% twong dong v&i bat ky
trong sb cac SEQ ID NO: 20, 22, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31, hodc 32.

Phuong an 26 1a phirc trime bao gdm oligome khong cong hoéa tri clia ba trong s6
céc protein Env HIV téi t6 hop theo mot phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n 1 dén
25.

Phuong an 27 1a hat, vi du liposome hodc hat nano, vi du hat nano tu lép ghép,
thé hién protein Env HIV tai t6 hop theo mdt phwong an bét ky trong sd cac phuong an
tir 1-25 hodc phtrc trime theo phuwong an 26.

Phuong 4n 28 1a phan tir axit nucleic phan 1ap méa hoéa protein Env cua HIV tai to
hop theo mot phwong 4n bat ky trong s6 cac phuong an 1 dén 25.

Phuong 4n 29 1a vecto chira phén tir axit nucleic phan lap theo phuong an 28 lién
két hoat dong véi trinh ty khoi dau.

Phuong an 30 1a vecto theo phuong an 29, ma la vecto adenovirut.

Phuong 4n 31 1a té bao chi bao gdbm phan tir axit nucleic phén lap theo phuong
an 28 hoac vecto theo phuong an 29 hodéc 30.

Phuong 4n 32 1a phuong phéap tao ra protein Env cua HIV téi t6 hop, bao gom
nudi té bao chu theo phuong 4n 31 dudi cic diéu kién thich hop dé tao ra protein Env
HIV tai td hop.

Phuongén33léphuongphéptaorapnﬁehLEnvcﬁa}ﬂK/uﬁtéhqpbaogénr&m
duoc vecto bidu hién bao gom axit nucleic phan lap theo phuong én 28 lién két hoat
dong v6i trinh ty khéi dau; chuyén nhidm té bao vdi vecto biéu hién; nudi té bao chuyén
nhidm duéi cac didu kién thich hop d& biéu hién protein Env HIV tai t6 hop; va tinh ché
protein Env HIV tai t6 hop duéi cac diéu kién ma cho phép hinh thanh phirc trime dugc
1am 6n dinh.

Phuong 4n 34 1a phuong phép tao ra protein Env ctia HIV téi td hop theo bét ky
trong sb céc phuong 4n 1 dén 25, bao gém dua vao it nhat mot sy thé axit amin tao ra
gbc axit amin duge néu & vi tri dugc chon tr nhém bao gbm (i)-(vii) vao trinh tu protein
v6o HIV mach chinh.

Phuong an 35 1a phuong phap theo phuong an 34, trong do trinh ty nucleotit ma
hoa su thé axit amin dugc dua vao axit nucleic ma héa trinh tu protein vé HIV mach

chinh.
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Phuong 4n 36 1a phuong phap theo phuong an 34 hodc 35, trong d6 trinh tu
protein vé HIV mach chinh dugc chon tir nhém bao g@)m: SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO:
3; SEQ ID NO: 4; SEQ ID NO: 5; SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 8; SEQ
ID NO: 9; SEQ ID NO: 6 ¢6 dot bién ctia Glu thanh Arg & vi tri 166; SEQ ID NO: 6 ¢6
Cys & cac vi tri 501 va 605 va Pro & vi tri 559 va/hodc ¢6 SEQ ID NO: 10 thay thé axit
amin 508-511; SEQ ID NO: 6 c6 dot bién cia Glu thanh Arg & vi tri 166, con ¢6 Cys &
cac vi tri 501 va 605 va Pro & vi tri 559 va/hodc c6 SEQ ID NO: 10 thay thé axit amin
508-511; SEQ ID NO: 8 ¢6 Cys & cac vi tri 501 va 605 va Pro & vi tri 559 va/hodc co
SEQ ID NO: 10 thay thé axit amin 508-511; SEQ ID NO: 9 ¢6 Cys & cic vj tri 501 va
605 va Pro & vi tri 559 va/hodc ¢6 SEQ ID NO: 10 thay thé axit amin 508-511; va protein
Env HIV kiéu dai c6 cac dot bién ma tao ra it nhét (a), (b) hodc (c), tot hon I it nhét hai
Uongsé(aL(b)vé(thétnh&Ja(aL(b)vé(c)cﬁacécgécsaudéy%ﬁ)Cysécécviﬁi
501 va 506 va Pro & vi tri 559,

(b) ¢6 SEQ ID NO: 10 thay thé axit amin 508-511, va/hoic

(¢) it nhat mot dot bién sira & gbe axit amin ma c6 miat & vi tri twong Gmg & tan
suét it hon 7,5%, t6t hon 1a it hon 2%, cta trinh tu Env HIV trong tap hop cua it nhét
100, t&t hon 1a it nhat 1000, tét hon 12 it nhat 10000, trinh tw Env HIV kiéu dai, trong d6
dot bién stra 12 sy thé bang gbe axit amin ma c6 mit & vi tri tuong Gng & tan suit bang
it nhat 10% cua trinh tu Env HIV trong tap hop nay va tt hon 1a dot bién stra 1a su thé
bang gbc axit amin ma c6 mit & vi tri trong tng thudng xuyén nhét trong tap hop nay.

Phuong an 37 13 ché phdm bao gdm protein Env HIV tai t6 hop theo mot phuong
an bat ky trong sb cac phuong 4n 1 dén 25, phitc trime theo phwong 4n 26, hat theo
phuong an 27, phan tir axit nucleic phan 1ap theo phuong an 28, vecto theo phuong an
29hoac30,hoactébaochﬁtheophuongén3l,véch&nnangduqcdung

Phuongén38lachéphéntheophuongén37,cbnbaogénluiduqo

Phuﬁngén39léphuongphéptaorachéph&ntheophuangén37,baogénluén
protein Env HIV tai t hop, phirc trime, particle, axit nucleic phan 1ap, vecto, hodc té
bao chil v6i mot hodc nhiéu chat mang dugc dung.

Phuong an 40 1a phuong phép chung ngura d6i tuong chdng nhiém HIV bao gém
ding cho déi twong ché pham bao gbm protein vé HIV tai t6 hop theo mét phuong an
bét k¥ trong sb cac phwong an tir 1 dén 25, phirc trime theo phuong 4n 26, hat theo
phuong an 27, hoéc vecto theo phuong an 29 hoac 30.
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Phuong 4n 41 12 phuong phép tao ra dap ing mién dich chéng nhiém HIV & d6i
tuong can ching, bao gdbm viéc ding cho d6i twong ché phdm chira protein vo HIV tai
t6 hop theo mot phuong 4n bat ky trong s cac phurong 4n tir 1 dén 25, phuc trime theo
phuong an 26, hat theo phuong an 27, hodc vecto theo phuong an 29 hodc 30.

~ Phuong an 42 1a protein Env HIV téi t6 hop c6 chira trinh ti axit amin néu & SEQ
ID NO: 2, hogc trinh tw ma 12 it nh4t 95% twong ddng véi né.

Phuong an 43 1a protein Env HIV tai t6 hop c6 chia trinh tw axit amin néu & SEQ
ID NO: 3, hogc trinh tw ma 1 it nhat 95% twong déng véi né.

Phuong an 44 13 protein Env HIV t4i t6 hop c6 chira trinh ty axit amin néu & SEQ
ID NO: 4, hogc trinh tw ma 12 it nhat 95% twong déng v6i né.

Phuong 4n 45 14 protein Env HIV t4i to hop c6 chira trinh tu axit amin néu & SEQ
ID NO: 5, hodc trinh tir ma 14 it nhat 95% twong dong véi né.

Phuong 4n 46 1a phan tt axit nucleic phan 1ap ma hoa protein Env HIV téi td hop
theo mot phuong 4n bat ky trong sé cac phurong 4n tir 42 dén 45.

Phuong an 47 1a vecto chita phan tir axit nucleic phan lap theo phuong an 46 lién
két hoat dong v&i trinh tu khéi dau.

Phuong an 48 1a vecto theo phuong 4n 47, ma 1a vecto adenovirut.

Phuong 4n 49 1a té bao chi bao gbm phan tir axit nucleic phan 13p theo phuong
an 46 hoac vecto theo phuong an 47 hodc 48.

Phuong an 50 13 ché phadm bao gbm protein Env HIV téi t6 hop theo mot phwong
an bat ky trong sé cac phuong an tir 42 dén 45, phan tir axit nucleic phan 14p theo phuong
an 46, vecto theo phuong an 47 hodc 48, hoac té bao chu theo phuong 4n 49, va chét
mang duge dung.

Phuong an 51 1a phuong phéap cai thién phin tram trime va/hodc hidu suat trime
(thé hién sy gip va tinh 6n dinh) ctia protein Env HIV bb me, phuong phap bao gdm
viéc stra trinh tu axit amin ciia protein Env HIV bd me bang cach dua vao it nhat mot
dot bién stra, tot hon 1a it nhét 3 dot bién sta trong protein Env HIV b6 me, trong do dot
bién stra 12 su thé axit amin & gdc axit amin ma thay & vi tri twong ting & tan suét it hon
7.5%, tot hon 14 it hon 2%, cua trinh tw Env HIV trong tip hop cia it nhat 100, tt hon
Ia it nhét 500, t&t hon 1 it nhat 1000, tét hon 1a it nhat 10000, trinh tuw Env HIV kiéu dai,

trong d6 sy thé 1 bang gbc axit amin ma thdy & vi tri twong g & tan suat bang it nht
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10% cua trinh ty Env HIV trong tdp hop nay va tét hon 13 su thé 12 bang gdc axit amin
ma thdy & vi tri twong g thudng xuyén nhét trong tap hop nay.

Phuong an 52 1a phuong phéap theo phuong 4n 51, trong do it nhét 50%, tot hon
1 it nhét 80%, ctia gbc axit amin trong protein Env HIV b6 me ma thdy & céc vi tri trong
mg & tan suét it hon 7,5% cta trinh tw Env HIV trong tap hop nay dugc stra.

Phuong an 53 1a phuong phap theo phuong an 51, trong do it nhét 50%, t6t hon
12 it nhit 80%, ctia gbc axit amin trong protein Env HIV bb me ma thiy & cac vi tri twong
Grng & tAn sudt it hon 2% ctia trinh tw Env HIV trong tap hop ndy dugc sira.

Phuong an 54 1a phuong phap theo mot phuong an bét ky trong sb cac phuong
4n tir 51 dén 53, trong d6 protein Env HIV bé me 13 tir nhanh C.

Phuong 4n 55 1a phuong phép theo mét phuong an bét ky trong sb cac phuong
an tir 51 dén 54, trong d6 protein Env HIV bd me 1a protein Env HIV kiéu dai.

Phuong an 56 1a phuong phap theo mot phwong an bét ky trong s6 cac phuong
an tir 51 dén 54, trong d6 protein Env HIV bb me mot hodc nhiéu trong s6 sau day:

(a) Cys 6 cac vi tri 501 va 506 va Pro & vi tri 559;

(b) dot bién trong trinh ty phan cat furin cua protein Env HIV, vi du c6 SEQ ID
NO: 10 thay thé axit amin 508-511;

(c) Phe & vi tri 651;

(d) Ile & vi tri 655;

(e) Asn ¢ vi tri 535;

(f) Val & vi tri 589;

(g) Phe ¢ vi tri 573;

(h) Ile & vi tri 204;

(i) Phe & vi tri 647,

(j) Val & vi tri 658;

(k) Gln hoac Glu ¢ vi tri 588; va/hoac

(1) Pro & vi tri 556, 558, hoac 556 va 558.

Phuong an 57 la protein Env cua HIV tai t6 hop c6 thé thu dugc bang phuong
phap theo mot phuong an bat ky trong s6 cac phuong 4n 51 dén 56.

Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: Tao ra trinh tw phd bién nhanh C va nhénh B ctia vo HIV
Trinh tu phd bién nhanh C ciia vo HIV
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Trinh tu phd bién cia protein vo (Env) nhanh C ctia HIV dugc phét trién 13 trinh
tu mach chinh dén nghién ctru hiéu qua cua nhiéu dot bién khac nhau 1én su tao thanh
trime cla protein Env HIV. Su sip hang trinh tu cta 3.434 trinh ty protein vo tir thé
phan lap virut HIV da biét dugc tai tr co sé& dit liu Los Alamos
(http://www.hiv.lanl.gov/content/index). Tir 3.434 trinh tu, 1.252 trinh tu cta chi nhanh
C dugc chon loc dé tao ra trinh tir phé bién cua protein Env nhanh C cua HIV. O céc vi
tri ma gbc phd bién c6 thé khong duge nhan dién mot cach rd rang dua trén su sap hang,
trinh tu phé bién duge dung dé nhan dién trinh tu kiéu dai gén nhét béng cach tra ctru
BLAST. Géc phé bién & cac vi tri ndy sau d6 lva chon 1a axit amin trong trinh tu kiéu
dai gan nhit duoc nhan dién tir tra cttu BLAST. Trinh ty phd bién nhanh C Env HIV
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2. Hai trinh tu v&i su twong dong cao nhat véi SEQ ID
NO: 2 sit dung BLAST 14 trinh tu v6i s6 Genbank ADM30337.1 va ADM30340.1, déu
¢6 90% twong dong trinh tu véi SEQ ID NO: 2.

Trinh ty phd bién nhanh C Env cia HIV dugc cai bién thém bang cach dua vio
cai goi la dot bién SOSIP, ma bao gdm gdc xystein & cac vi tri 501 va 605 va gde prolin
& vi tri 559, cling nhu t&i wu héa vi tri phan c4t furin bang cach thay thé vi tri furin &
gbc 508-511 vé6i 6 gbe arginin. Ngoai ra, Val & vi tri 295 dugc lam dot bién thanh Asn
(V295N), dé tao ra vi tri glycosyl héa lién két N c6 trong phan 16n ching HIV va c6 thé
cai thién lién két v6i cac khang thé nhét dinh duge ding trong mot s thir nghiém. Hon
nita, diu C bi cit cut & gdc 664, tao ra trinh tw ma hoa protein gp140 HIV tan dugc. Tat
ca cac vi tri thé/bién ddi duge mo ta & trén 14 so v6i danh sb trong gpl60 cla thé phan
lap HXB2 cta HIV-1. Trinh tu gp140 HIV tao thanh, goi 1a “ConC_SOSIP,” dugc thé
hién trong (SEQ ID NO: 3). Trinh ty ConC_SOSIP dugc dung lam trinh tu vé HIV mach
chinh hodc b6 me ma cac dot bién bod sung, vi du, thé aixt amin don va déi, dugc dua
vao do6 dé tao ra protein Env ctia HIV tai t6 hop theo cac phwrong 4n ctia sang ché.

Trinh ti phd bién nhanh B vo HIV

Trinh tu phd bién nhanh B Env HIV dugc tao ra bang cach st dung quy trinh
twong tu nhu dugce md ta & trén dé tao ra trinh tw phd bién nhanh C Env ctia HIV. Trinh
tu phd bién nhanh B dwoc tao ra bang cach str dung 1,708 trinh tu protein vo nhanh B
tir c4c thé phan 14p virut nhanh B da biét. Trinh tu phé bién nhanh B Env HIV dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 4.
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Trinh tw phd bién nhanh B Env HIV dugc cai bién thém bang cach dua vao cai
goi 12 dot bién SOSIP, t61 wu héa vi tri phan cit furin bang cach thay thé vi tri furin véi
6 géc arginin, va cat cut dau C ¢ géc 664, nhu duoc mo ta & trén, tao ra trinh tw ma hoa
trinh tw phd bién nhanh B gp140 HIV tan dugc. Trinh tu protein Env gp140 HIV .tao
thanh, goi 1a “ConB_SOSIP” dugc thé hién trong (SEQ ID NO: 5).

Phét hién mét cach ngac nhién 1a cac phén tir trén co s& phd bién c6 mic bicu
hién cai thién so véi cac phan tir dua trén thé phéan 1ap tw nhién, va hon nita da c6 muc
trime hoa cai thién. Do d6, cac phén tir c6 SEQ ID NO: 2-5 da c6 céc dac diém c6 loi
dang ngac nhién.

Vi du 2: Biu hién va tinh ché protein Env HIV tai t6 hop

Protein Env ctia HIV tai td hop duoc biéu hién va duge tinh ché lam protein
gp140 tan dugce. Cac dot bién don (su thé aixt amin) va két hop cua chung (vi dy, cac
d6t bién doi va ba) duge dua vao trinh ty phd bién mach chinh ConC_SOSIP dé tao ra
chudi cac bién thé protein Env cua HIV tai t6 hop.

Sur tao thanh va biéu hién cAu trac Env gp140 HIV va cac bién the

ADN mi hoa trinh tu phé bién Env nhanh C ctia HIV ConC_SOSIP dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 3 dugc téng hop va duoc t6i wu héa bd ba ma hoa & GenScript
(Piscataway, NT 08854) hodc Gene Art (Life Technologies, Carlsbad, CA). Trinh tu bo
ba ma hda dugc tdi wu hoa sau dé dwgc tach dong vao vecto pcDNA2004 dé tao ra ciu
trac Env gp140 nhanh C ctia HIV, ma dugc dung lam trinh ty vé HIV mach chinh dé
dua vao dot bién khac. Cac dot bién duoc dua vao trinh ty mach chinh ConC_SOSIP
bing dot bién hudng diém va phan tmg chudi polymeraza (PCR) dugc thyuc hién trén
chu tric Env gp140 nhanh C ctia HIV pcDNA2004. Té bao HEK-Expi293F hoic té bao
HEK293F dugc chuyén nhiém tam thdi véi 90% vecto pcDNA2004 ma hoa trinh tu
ConC_SOSIP hoac bién thé ciia chung va 10% vecto pcDNA2004 ma hoa furin proteaza
(furin-pCDNA2004) theo huéng din ctia nha san xut. Té bao chuyén nhiém dugc nudi
cly trong 5 ngay & 37°C va 10% COz. Dich ndi nudi cdy dugc quay trong 10 phut &
1250 x g. Dich ndi di quay sau d6 duge loc vo tring bang cach st dung b loc chan
khong 0,22 um va duge luu trit & 4°C dén khi str dung tiép theo.

Pé bidu hién & dinh dang 96 giéng té bao dugc nudi cy trong 3 ngay & 37°C va
10% CO2. 4 uL Optimem (mdi trudong nudi cdy) duoc tron véi 4 ul 100 ng/ul ADN va
8 uL hdn hop Expi293F (54 uL/mL Optimem) nhu dugc thém va 1 trong 20 phut. Sau
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d6 200 uL/giéng t& bao Expi293F duoc thém & ty 18 2,5 x 10E6 té bao/mL. Dich noi
nudi cdy duoe thu hoach va quay trong 5 phut ¢ 300 g dé loai bo céc té bao va manh té
bao. Tiép theo, dich ndi dugc quay dugc loc vo tring bang cach st dung may loc chan
khong 0,22 um va luu trit tai 40C cho dén khi sir dung.

Tinh ché Protein Env gp140 ctia HIV

Protein Env gp140 ctia HIV duogc biéu hién tir vecto pcDNA2004 dugc tinh ché
theo nguyén tic tinh ché hai budc bang cach sit dung cot Galantus nivalis-lectin
(Vectorlabs, AL-1243) dé tinh ché ban dau, va cot ting Superdex200 (GE) trong budc
tiép theo dé loai tap chét du. Dbi v6i bude dau sir dung cdt Galantus nivalis-lectin, dich
ndi nudi cdy duoc pha lodng véi chit dém (40 mM Tris, 500 mM NaCl pH 7.5) va duoc
dua qua c6t 4 mL CV Tricorn 10-50 Lectin Agaroza & tbc d6 4 mL mdi phut. Sau dé,
cot dugc rira biang bbn thé tich cot chat dém (40 mM Tris, 500 mM NaCl pH 7.5) va
duogc tach rira bang bbn thé tich cot column 40 mM Tris, 500 mM NaCl, va 1 M
mannopyranosit pH 7,5 véi dong huéng 1én bang 1,6 mL/phit, nghia 1a huéng clia dong
chay thay dbi tir dué 1én trén dé tang toc do rira giai clia protein vé va giam thé tich rira
giai. Chat rira giai dugc co bing cach sir dung thiét bi ¢d quay (50K, Amicon Ultra,
Millipore).

Protein Env gp140 cua HIV dugc tinh ché thém trén cot Superdex200 bang cach
stir dung 50 mM Tris, 150 mM NaCl pH 7.4 lam chit dém chay. Pinh tht hai ma duoc
tach rira tir cOt chira Protein Env gp140 ctia HIV. Cac phén doan chtra dinh nay duoc
gom, va nhén dién cua dinh dugc xac nhén la protein Env gp140 cua HIV béng cach st
dung phan tich Western blot va SDS-PAGE, va/hodc SEC-MALS. Nong do ciia protein
Env gp140 cua HIV duogc tinh ché dugc xac dinh bang cach do mat d6 quang & 280 nm,
va protein Env gp140 cta HIV dugc tinh ché duoc luu trit & 4°C dén khi sir dung tiép
theo.

Phén tich SDS-PAGE va Western Blot

Dich ndi nudi cdy té bao chira cac mau protein Env gp140 cia HIV dugc biéu
hién va protein Env gpl40 cua HIV duogc tinh ché duge phan tich trén 4-12% (khoi
lugng/thé tich) Bis-Tris NuPAGE gel, 1X MOPS (Life Technologies) dudi c4c diéu kién
khir hoac khoéng khir, va dugc tao blot bang cach sir dung cong nghé iBlot (Life
Technologies). Tat ca cac quy trinh nay dugc thuc hién theo hudng dan cua nha san

xuét. Dé phan tich do tinh khiét, gel duoc nhudm bang vét protein héng ngoai Krypton
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(Thermo Scientific) hodc vét protein Rubi SYPRO (Bio-Rad). Dé phan tich Western
blot, cac mang duge do bang khang thé khang-6x-thé Histidin (khang-His-HRP). Gel va
mang blot dugc quét trén thiét bi Odyssey (Li-Cor), va anh dugc phén tich bang céach st
dung phdn mém Odyssey 3.0 (Li-Cor).

Su tao anh su tao thanh trime Env cua HIV bing Kinh hién vi dién t&r vét am
Kinh hién vi dién t&r vét am (NS-EM) duoc st dung dé tao anh trime cua protein vé ¢6
trinh tw mach chinh ConC_SOSIP, ma dugc tinh ché bang cach st dung Galanthus
nivalis lectin sau do 13 sic ky loai kich ¢&, va duoc tién hanh nhu dugc md ta trong
Julien et al. 2015 (Proc. Natl. Acad. Seci. (2015) 112(38) 11947-52). C4c mau trime duoc
pha loang dén khoang tir 0,01-0,5 mg/mL trong mubi dém Tris (TBS), pH 7,4 va dugc
gan Ién luéi sing 200 Cu phu cacbon (EMS CF200-Cu) ma dugc thoét sang trong khong
khi 2*%10-1 mbar, 25 mA, 30 gidy, trude khi sit dung. Sau do, giot 3 L. mau trime duogc
pha loang dugc ap dung 1én ludi trong 1 phit sau do 1a blot voi gidy loc (Whatman s6 1
hodc 4). Luéi dugce lam kho trong mot phit, sau d6 duge nhudm véi 3 pL uranyl axetat
2,3% (UAc) trong 60 gidy. Dit liéu duge gom bang cach st dung kinh hién vi dién tu
FEI Tecnai F20 hoat dong & 120 keV, v6i do phong dai b'?mg 25,000x ma tao ra kich
thuéc diém anh bing 4,68 A & mit phang mau. Anh duoc thu bang Gatan BM ultrascan.
HAu hét tit ca cac hat trong anh (ctia vat liéu gidu trime nay) la cac trime dong dugc tao
thanh (dit liéu khong thé hién).

Vi du 3: Sang loc cac bién thé Env gp140 HIV tai t6 hop vé hiéu suat trime va
ty 1& phan trim tao thanh trime

Céac bién thé protein Env HIV tai td hop dugc tao ra trong Vi du 2 dugc sang loc
vé su tao thanh trime dé nhan dién cac dot bién ma cai thién ty 18 phén trdm cua trime
tao thanh va/hoac hiéu suét trime cai thién so voi trinh ty mach chinh ConC_SOSIP.
Sang loc k¥ ty 1€ phﬁn trim trime va hiéu suét trime duoc thuc hién béng cach st dung
thir nghiém AlphaLISA dé danh gi4 lién két cta bang khang thé HIV trung hoa rong
(bNAb) va khong-bNADb véi protein Env ctia HIV tai t6 hop. Két qua cta thir nghiém
AlphalLISA dugc xac nhan boi sac ky loai kich ¢& va tan xa anh sang da goc (SEC-
MALS).

Phén tich thir nghiém AlphalLISA®

Téng biéu hién cia protein Env gp140 ctia HIV va téng luong cuia trime 4m gap

nép ding trong hon 200 bién thé gp140 HIV véi thé axit amin don dugc dua vao trinh
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tu ConC_SOSIP dugc tao ra nhu duge mo ta trong Vi du 2 dugc do trong dich ndi nubi
chy t& bao bing thir nghiém AlphaLISA. Céc bién thé gp140 HIV chira cac dot bién doi
va ba ciing dugc thit. Protein Env HIV ¢6 trinh tu ConC_SOSIP ma khong c6 bt ky dot
bién duoc thi dé so sanh.

Khéng thé don dong sau diy (mAbs) khong ké nhiing cai khac dugc dung dé
phan tich: mAb PGT145, mAb PGDM1400, mAb PG16, mAb PGT151, mAb 35022,
mAb PGT128, mAb PG9, mAb F105, mAb B6, mAb 447-52d, mAb 14e, va mAb 17b.
MAbs 447-52D (ABO014), PG9 (AB015), va PG16 (AB016) dugc mua tir Polymun
Scientific Immunbiologische Forschung GmbH (Klosterneuburg, Uc). Khang thé khong
trung hoa b6 duoc 14y tir Dennis R. Burton (The Scripps Research Institue, La Jolla,
CA), va khang thé khong trung hoa l4e duoc ldy tir James E. Robinson (Tulane
University, New Orleans, LA). Péi vé6i mAbs PGT145 (PDB: 3U1S), PGDM1400
(PDB: 4RQQ), PGT151 (PDB: 4NUG), 35022 (PDB: 4TVP), F105 (PDB: 1U6A),
PGT128 (PDB: 3TYG), va 17b (PDB: 4RQS) axit nucleic ma hoa trinh tu cong bb duge
tach dong vao vecto biéu hién va duoc tao ra dé danh gia protein Env HIV. Ngoai trir
mAbs F105, B6, 447-52d, 14e, va 17b, céc khang thé dugc ding dé phén tich 1a cac
khang thé trung hoa rong (bNAb). bNAb ¢6 kha nang trung hoa nhiéu chiing virut HIV.
Trong s6 bNAb, PGT145, PGDM1400, va PG16 la cac cht lién két dinh va dic hiéu
trime. PGT151 cling dic hiéu trime, nhung lién két & giao dién cia hai gen khoi dong
op120 va gp41, va phu thudc phan cit. Lién két ciia khong-bNAD la chi bao gép nép
khong chinh x4c hodc hinh dang trime mé.

Su gép nép protein dugc thir nghiém bang cach do su lién két cuia bién thé protein
Env gp140 HIV tan dugc véi khang thé (mAb 17b) da biét 1a lién két v6i vi trf lién két
ddng thu thé cta protein vé HIV, ma chi duge boc 16 ra sau sy lién két cia CD4 (dit liéu
khong duge thé hién). Cu thé 13, thy thé tan duge CD4 (SCD4) duge st dung két hop
v6i mADb 17 d& danh gia thay déi hinh dang gdy CDA4. Su lién két ctia mAb 17b v6i bién
thé protein Env gp140 HIV ma khong c6 su lién két CD4 trude véi protein vo 1a dau
hiéu cua protein vo khong gip nép mot phan hodc dugc khéi dong trude (tuc 13, Env
khéng 6n dinh ma tuan theo hinh dang “mé” khi khong c6 su lién két CD4).

Déi véi tht nghiém AlphaLISA, chu tric Env gpl40 HIV trong vecto
pcDNA2004 chira chat lién két sau d6 1a thé sortaza A sau do 1a thé Flag sau d6 1a chét
lién két (G4S)7 linh hoat va két thuc bang thé His, dugc diéu ché (trinh ty cta thé, ma
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dugc dit ¢ dau C cua protein Env HIV, dugc dé xuat trong SEQ ID NO: 19). Céu tric
Env gp140 HIV duoc biéu hién trong té bao HEK-Expi293, ma dugc nudi cdy trong ba
ngay trong thm 96 giéng (200 pL/giéng). Dich ndi thd duoc pha loing 120 1an trong chat
dém AlphaL.ISA (PBS + 0,05% Tween-20 + 0,5 mg/mL BSA). Péi voi thir nghiém trén
co s& mADb 17b, dich ndi dugc pha lodng 12 1an. Sau d6, 10 uL mdi dich pha loang dugc
chuyén sang tim 96 giéng va dugc tron v6i 40 pL hat nhén, hat cho, va mét trong s6 cac
mADb néu trén. Hat cho lién hop v6i ProtA (Cat#: AS102M, Lot#1831829, Perkin
Elmer), ma lién két v6i mAb. Hat nhan lién hop véi khang thé khang His (Cat#:
AL128M, Perkin Elmer), ma lién két v6i thé His ciia cu truc. Dé dinh lugng tong san
lugng protein, bao gom tat ca céc dang ctia protein vo, két hop ctia hat cho lién hop
niken (Cat#: AS101M, Perkin Elmer) dé do thé His cung v6i hat nhén lién hat nhén lién
hop v6i thé khang Flag (Cat#: AL112R, Perkin Elmer) dé do thé Flag dugc st dung.
Déi v6i thit nghiém sit dung mAb 17b két hop voi sCD4-His, két hop cua hat cho ProtA
va hat nhan khang Flag dugc st dung (dir liéu khong thé hién). Mot mau dugc trdn voi
hat cho va hat nhan dé phat hién sy tao thanh trime, va mau thi hai cia cung bién thé
Env dugc trdn véi hat cho lién hgp véi niken va hat nhén lién hop khang Flag dé do té)ng
luong protein dugc bidu hién (tirc 13, tong hiéu suat protein).

Hén hop cua dich ndi chira protein Env gp140 cua HIV dugc biéu hién, mAb, hat
cho, va hat nhin dugc 4 & nhiét do phong trong 2 gio khong lic. Sau do, tin hiéu phat
quang dugc do bang thiét bi doc tAm Synergy NEO (BioTek). Tin hiéu nén trung binh
g6p phan gia duge té bao chuyén nhiém dugc trir tir dém AlphaLISA dugc do cho mdi
bién thé Env gp140 HIV. Sau d6, toan bo dit liéu dugc chia cho tin higu duge do dbi véi
protein Env HIV ¢6 tin hiéu trinh tu mach chinh ConC_SOSIP dé chudn hoa tin hiéu
cho mbdi trong sb cac bién thé Env gp140 HIV duoc thit cho mach chinh. Dit liéu lién
két ddi v6i mdi trong sb cac bién thé Env gp140 HIV v6i mAb ddc hiéu trime PGT145
duoc ding dé xac dinh ty 16 phin trim tao thanh trime va hiéu suét trime d6i v6i mdi
trong s6 cac bién thé. Lién két v&i cac mAb khac duge st dung dé danh gia miu lién két
chung ctia céc bién thé Env HIV v6i bNAD va khong-bNADb (khong thé hién).

ty 16 phan tram tao thanh trime do6i véi mdi trong s cac bién thé Env HIV duoc
tinh toan bang cach chia tin hiéu phét quang chuén hoa thu dugc tir hdn hgp mau cia

bién thé Env HIV, mAb PGT145, hat cho lién hop ProtA, va hat nhén lién hop khang-
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His, cho tin hiéu phét quang chuan hoa thu dugc tir hdn hop mAu cta bién thé Env HIV,
hat cho lién hgp khang His va hat nhén lién hop khang Flag.

Hiéu sut trime déi v6i mdi trong sb cac bién thé Env HIV duogc xac dinh so voi
hiéu suét trime déi voi protein Env HIV ¢6 trinh tw mach chinh ConC_SOSIP ma khong
c6 bét ky cac dot bién bd sung. Tin hiéu phét quang chudn héa thu dugc tir lién két ctia
mAb PGT145 véi protein vé ConC_SOSIP duoc thiét 1ap & 1, va tin hiéu phéat quang
chun hoa thu duge tir lién két cia mAb PGT145 v6i mdi trong s cac protein gp140
HIV duogc chuin hoa dén gia tri nay.

Céac két qua cua phan tich thir nghiém AlphalISA - Ty 1¢ phén trim trime va
Hiéu suét Trime

Ty 16 phan tram tao thanh trime nhu duge xac dinh béi thir nghiém AlphalISA
dbi voi mot vai sy thé axit amin don, doi, va ba tir danh sach (i)-(vii) trong Bang 1 &
trén trong trinh ty mach chinh ConC_SOSIP dugc thé hién trong Hinh 2A. Trong sb
khoang 200 bién thé Env gp140 HIV chita thé axit amin don ma dugc thir, bay vi tri thé
duoc nhan dién ma ty 1& phan trim trime tao thanh tang thém it nhat 25% so véi ty 18
phan tram cua trime tao thanh dbi voi trinh tu mach chinh ConC_SOSIP ma khong c6
thém bt ky sy thé aixt amin.

Céc két qua duoc thé hién trong Hinh 2A ching minh rang bay vi tri thé dugc wu
tién ma tang dang ké v& ty 1 phan tram tao thanh trime dugc quan sat thiy bao goém
N651, K655, 1535, D589, 1573, A204, va E647 theo danh s trong gp160 cua thé phan
lap HXB2 ctia HIV-1. Cu thé I3, thé axit amin don ma tao ra ty 1¢ phan trim tao thanh
trime cai thién nhét bao gdbm N651F, K655I(/F/W) (mic du cngx ¢6 mot thir nghiém
trong d6 K655F khong thiy tao ra cai thién), I535N, D589V(/A), I573F, A2041, E647F.
Mot sb dot bién ma duoc thir trong két hop véi mot vai trong sb cac dot bién nay, bao
odm K588Q/E, I556P va A558P, va ching cai thién hon nita ty 1¢ phan trdm trime cua
cac thé dot bién vai axit amin duoc wu tién & cac vi tri theo sang ché ((i)-(vii) cua Bang
1) trong thir nghiém nay.

T4t ca thé doi duoc thi trong thir nghiém nay ¢ ty 1& phén trdm tao thanh trime
cao hon so v6i thé don tuong mg, va tit ca thé ba dugc thtr ¢6 ty 16 phan trdm tao thanh
trime cao hon so v6i cac dot bién don va doi tuong tng (Hinh 2A  Céc két qua khong
doan duoc va ngac nhién nay cho thdy rang cac dot bién nay c6 thé thé hién dang hiéu

trg trong céc thir nghiém nay vé su trime héa cta protein vo.
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Ngoai ra dé cai thién ty 1& phan tram tao thanh trime, hiéu suét trime ting cling
c¢6 thé mong mubn. Do d6, hiéu suét trime cta cac bién thé gp140 HIV chirta cac dot
bién don, doi, va ba trong trinh ty mach chinh ConC_SOSIP ciing dugc xac dinh béng
thit nghiém AlphaLISA. Céc két qua dugc thé hién trong Hinh 2B Hau hét céc bién thé
gp140 HIV chira cac dot bién don (céc loai trir [aI535N, D589A va D5891), c6 hiéu suét
trime cao hon so véi protein vo ConC_SOSIP. Tuy nhién, phan tich SEC-MALS chinh
xac hon cua thé dot bién 1535N, nhu duge mo ta dudi day, thé hién tang hiéu suét trime.
Hon nita, cac dot bién bd sung két hop véi I535N, nhu D589V, tao ra ciing hiéu suat
trime duoc thay dbi véi protein vé co thé bd sung cu thé nay khong c6 dot bién I535N.
Hiéu sut trime clia cac bién thé véi cac dot bién doi cling tang khi mdi trong sd cac bién
thé dot bién don c6 hiéu suét trime cao hon so véi protein vé ConC_SOSIP (Hinh 2B

TY 1¢ phan trdm tao thanh trime ddi véi cac bién thé gp140 HIV véi cac dot bién
doi trong mach chinh ConC_SOSIP ma dugc md ta truée day trong tai liéu tham khao
cling duogc thir, bao gém thé doi E64K, T316W dugc md ta béi (De Taeye et al., supra),
va thé d6i disulfua 1204C, A433C dugc md ta béi (Kwon et al., rrude day). Thé dbi
E64K, T316W tao ra ty 1é phan trim tao thanh trime thap hon so véi protein vo
ConC_SOSIP, tirc 13, 15% (dir liéu khong thé hién). Mac du thé d6i disulfua 1204C,
A433C lam tang ty 1é phan trim trime dén 43% (dit liéu khong thé hién), thé d6i méi
duoc mo ta & day, nhu I535N/K588E, K588Q/D589V, K655I/K588E, 1535N/D589V,
1535N/E647F, D589V/K655L, va 1535N/K6551 (Hinh 2A) tao ra ty 1& phan trdm tao
thanh trime cao hon nita trong thir nghiém Alphal. ISA.

Céc dot bién bd sung (prolin ¢ gde 558 va/hodc 556) ciing dugc dua vao mach
chinh ConC_SOSIP, va ty 1€ phén trdm tao thanh trime va hiéu suét trime duoc do cho
cécpnﬁehlEnVgp140}ﬂanéy.Céludsuthédonf&0(3viui558hoac556,véthéd6i
cia prolin ¢ ca vi tri 556 va 558 ngoai cac dot bién SOSIP da chta trong mach chinh
ConC_SOSIP (tirc 13, Cys & céac vi tri 501 va 605, va Pro ¢ vi tri 559) lam tang ty 1€
phf?m tram tao thanh trime va hiéu suét trime (dir liéu khong thé hién). That vay, viéc
dua mét hodc nhidu trong s6 thé 1am 6n dinh axit amin méi theo sang ché vao mach
chinh ConC_SOSIP con bao gdbm gbc Pro & cac vi tri 558 va/hogce 556 con cai thién ty
1é phén tram tao thanh trime va/hodc hiéu sudt trime (vi du Hinh 2A, vi du A558P/I535N,
K6551/L556P, va mot vai thé dot bién ba bao gdbm dot bién A558P).
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Dit lidu lién két cua cac bién thé Env gp140 HIV v6i cac bNAb khac va khong-
bNAb chiing minh ring hiu hét cac dot bién don, d6i va ba dugc thir ma lam tang hiéu
suét trime va ty 1€ ph?m tram tao thanh trime, nhu loai duoc liét ké trén cac Hinh 2A va
2B, ciing c6 lién két ting v6i bNAD, va lién két giéng hodc giam v6i khong-bNAD so
v6i luong lién két quan sat dugc v6i bNAD va khong-bNAb dbi voi protein vé HIV ¢c6
trinh tw mach chinh ConC_SOSIP (dit liéu khong thé hién). Dé phat trién vac-xin, ting
lién két v6i bNAD va giam lién két voi khong-bNAD duge vu tién. Do d6 dir liéu chimg
minh ring protein vé HIV bao gdm sy thé aixt amin & c4c vi tri (i)-(vii) duge néu & Bang
1 & trén c6 cac dic tinh mong mudn vé mau lién két v6i cac khang thé trung hoa rong
va khong trung hoa rong.

Phan tich SEC-MALS

Phan tich SEC-MALS ciing dugc dung dé xac minh hiéu suét trime va ty 1& phan
trim tao thanh trime cho cac bién thé gp140 HIV dugc sang loc st dung thir nghiém
AlphaLISA. Céc bién thé gp140 HIV dugc bidu hién trong nudi cdy quy md 30 mL va
duge tinh ché bang cach 4p dung dich nbi khong té bao 1én 200 pl hat Galanthus nivalis
lectin (Vectorlab Cat# AL-1243) trong ¢4t dong trong luc Polyprep (Biorad Cat# 731-
1550). Cac hat duoc rira bang 2 ml chat dém lién két (40 mM Tris, 500 mM NaCl pH
7,4). Protein dugc rira giai bing céach sir dung 250-500 ul 40 mM Tris, 500 mM NaCl,
1 M mannopyranosit pH 7.4. Hé sic ky 1ong hiéu ning cao (Agilent Technologies) va
dung cu MiniDAWN TREOS (Wyatt) duogc lién hgp voi May do chi s6 khiic xa Optilab
T-rEX (Wyatt) duoc ding dé thuc hién thir nghiém SEC-MALS. Tong cdng, hoic 1a
100 ul dung dich lectin hodc xép xi 30 ug protein dugc ap dung lén cot TSK-Gel
G3000SWxI (Tosoh Bioscience) dugc can bang chat dém chay (150 mM natri phosphat,
50 mM NaCl, pH 7,0) & 1 mL/phut. Dit liéu dugc phén tich bang cach sir dung g6i phan
mém Astra 6, va viéc tinh toan khéi luong phéan tir dugce dAn xuét tir tin hiéu chi s6 khuc
Xa.

Shc phd SEC-MALS cua protein vo ConC_SOSIP va céc bién thé gp140 HIV
chira cac dot bién don dugc thé hién trong Hinh 3. N6i chung, céac két qué thu duogc tu
phan tich SEC-MALS ¢6 thé so sanh v6i va théng nhét v6i cac két qué thu dugce tir phan
tich AlphaLISA. Séc phd ctia protein vo ConC_SOSIP ¢6 bon dinh chinh, v6i dinh thir
hai duoc rira giai & khoang 7,3 phut la dinh trime. Protein vé ConC_SOSIP dugc xac
dinh 12 khoang 27% trime. Sy hinh thanh chét két tu va monome cho théy réng c6 mot
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s6 161 gap nép va khong n dinh lién quan dén protein Env gp140 ctia HIV ¢6 trinh tu
phé bién ConC_SOSIP. Nhu dugc chimg minh béi sic phd duge thé hién trong Hinh 3,
t4t ca cac su thé don tao ra dinh trime twong ddi cao hon so véi dinh trime cho protein
vo ConC_SOSIP, chira rang hiéu suit trime ting dbéi v6i mdi trong sb cac cac bién thé
gp140 HIV.

Ly cung nhau, cac két qua chimg minh rang su thé aixt amin dwgc nhan dién
trong (i)-(vii) cia Bang 1 ¢ day tao cho protein Env cua HIV tai t6 hop ty 18 phéan trim
tao thanh trime cai thién va/hodc hiéu sudt trime cai thién. Cu thé 13, cac bién thé protein
Env ctia HIV c6 nhidu su thé & vi tri duge nhan dién cia (i)-(vii) cia Bang 1, nhu két
hop cia hai hodc nhiéu cac dot bién duoc nhin dién thuong thé hién hiéu suét trime
va/hoac ty 1€ ph?m tram tao thanh trime cai thién hon nita so véi cac bién thé protein Env
cia HIV chi ¢6 dot bién don, ma thé hién hidu qua hiép trg c6 thé ciia cac dot bién két
hop (i)-(vii) cia Bang 1. Theo hiéu biét cua tac gia, khong c6 két hop nao trong sb cac
két hop thé aixt amin nay da dugc béo cdo trong cac trinh tu protein vo HIV c6 trong ty
nhién, va tat ca cac két hop (trong khoang (i)-(vii)) do d6 duge tin 12 két hop dot bién
lam 6n dinh trime méi. HIV protein vo ¢6 ty 1€ phan trim tao thanh trime tang, nhu
protein vé HIV tai t6 hop theo sang ché, c6 loi tir trién vong san xuét, nhu d6i véi vac-
xin, vi can it hon tinh ché va loai bd protein vé c6 trong ché phim & hinh dang khong tu
nhién khong mong mudn. Ciing vy, tdng hiéu suat biéu hién trime tang 1a c6 l¢i dé san
xuét san phdm vic-xin.

Vi du 4: Tinh 6n dinh ctia protein vé HIV trime

Tinh 6n dinh nhiét cta protein Env cua HIV tai td hop theo cac phuong 4n cua
sang ché duoc thir AlphalISA va phan tich nhiét quét vi sai (DSC).

Do tinh 6n dinh nhiét st dung Alphal.ISA

Tinh 6n dinh nhiét duge thi béng cach do su mat trime nguyén ven khi xur ly
nhiét dua trén lién két véi mAb PGT145 dac hiéu trime. Dich ndi tho (20 pl) duoc gia
nhiét & 60°C trong 1 gio. Cac miu sau d6 duoc ly tAm & téc do t6i da trong nam phut dé
loai chit két tu. Thir nghiém AlphaLISA duoc tién hanh nhu duge mé ta & trén trong Vi
du 3.

Cac két quéa duogc thé hién trong Hinh 4, va dir liéu dugc bdo céo la ty 1€ phén
tram cua trime van nguyén ven sau xt Iy nhiét. Tur két qua, it c6 thé thay 1a hau hét trong

s6 cac protein Env gp140 HIV t4i t& hop dot bién don theo sang ché dugc thi ¢6 tinh 6n
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dinh nhiét cao hon so v6i protein vé ConC_SOSIP. Protein vé HIV ¢o su thé hai va ba
lam 6n dinh trime dugc x4c dinh & ddy ma dugc th were cling dugc thy 14 c6 tinh on
dinh nhiét cao hon so véi protein vo ConC_SOSIP.

Do tinh dn dinh nhiét bang cach sit dung DSC

Nhiét d6 néng chay (Tm) cia céc bién thé Env gp140 HIV dugce x4c dinh bang
DSC sit dung hé DSC mao din MicroCal. Mdi phép do dugc tién hanh vé6i nhiét do khoi
dAu bang 20°C va nhiét do két thic bang 110°C & téc do quét bang 100°C/gid. Mau
protein v6i ndng do bang 0,5 mg/mL (400 uL) dugc dung cho mdi 1an do. Dir liéu duoc
phén tich bing c4ch sit dung phin mém Origin J. (cong cu phan tich MicroCal VP).

Nhiét dd nong chay (Tm) cia protein vo ConC_SOSIP dugc do bing cach sir dung
DSC duoc x4c dinh 1a 69,8°C va nhiét d6 bat dau nong chay 1a 60,1°C. Trm dugc do cho
protein vé ConC_SOSIP 1a cao hon so véi cho protein vo BG505_SOSIP (protein vo
HIV cua thé phén 13p virut BG505 c6 cai goi 1a dot bién SOSIP), ma duoc bao céo la cod
Tm bang 67,0°C (Kwon et al, 2015). Piéu nay chi ra rang protein vo HIV ¢6 trinh tu
mach chinh ConC_SOSIP ¢6 céc dic tinh c6 lgi hon vé tinh 6n dinh nhiét so v6i trinh
tir vo HIV da biét khic v6i dot bién lam 6n dinh trime.

T clia thé d6t bién K6551 ctia ConC_SOSIP duoc do 1a 72,3°C va nhiét do bat
d4u nong chay 1a 63,7°C, ma cao hon nita so v6i Tm clia protein vé ConC_SOSIP. Tm
ctia thé dot bién A558P, N651F, 1535N ciia ConC_SOSIP dugc do 1a 77,29°C véi nhiét
d6 khoi dau bang 74,87°C. Cac két qua DSC do do x4c nhan cac két qua vé tinh 6n dinh
nhiét dugc tao ra bang thir nghiém Alphal.ISA.

Léy cing nhau, cac két qua ching minh rang protein Env ctia HIV bao gbm it
nh4t mot trong sé cac thé amin dugc md ta & day thuong c6 tinh 6n dinh nhiét cao hon
so v6i protein vo khong c6 cac dot bién nay. Cac két qua con chimg minh rang tat ca
cac bién thé protein Env cua HIV thé doi c6 tinh 6n dinh nhiét cao hon so véi protein
v6 ConC_SOSIP. Céc bién thé protein Env cua HIV thé ba ciing 6n dinh hon so véi
protein vé ConC_SOSIP.

Vi du 5: Cac bién thé protein vo cua HIV tai td hop dua trén trinh tu phd bién
protein vé nhanh B

Protein Env ciia HIV tai to hop theo cdc phuong an cua sang ché bao gém su thé
axit amin don (I535N, D589V, N651F hodc K655I) duge dua vao trinh tu phé bién
nhanh B ConB_SOSIP (SEQ ID NO: 5) dugc tao ra va duoc tinh ché nhu dugc mb ta
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trong Vi du 2. Hiéu suat trime va ty 1& phéan trim tao thanh trime dugc do bai thir nghiém
AlphaL.ISA nhu duge mo ta trong Vi du 3.

Cac két qua duoc thé hién trong Hinh 5A (ty 1¢ phan trim tao thanh trime) va
Hinh 5B (hiéu suét trime). Céc gid tri dugc bao céo la so vdi gia tri dugc do cho protein
vé ConB_SOSIP, ma dugc thiét 1ap & 1 dbi v6i ca ty 1€ phan trim tao thanh trime va
hiéu sut trime. Cac két qua thé hién ring tht ca trong s cac dot bién dugc thir 1am ting
ty 16 phan tram tao thanh trime. Hiéu sut trime gin nhu gidng hodc cii thién so véi
protein vé ConB_SOSIP d6i voi tht ca trong s6 cac dot bién dugc th.

Céc két qua nay ching minh rang cac dot bién nay ciing c6 hiéu qué lam 6n dinh
1én protein vé, vi du, cai thién hiéu suat trime, cai thién ty 1& phan trdm tao thanh trime,
v.v., khi dugc dua vao trinh ty protein vé HIV mach chinh khéc, trong truong hop nay
trinh tu phd bién c6 ngudn goc tir Nhanh B.

Vi du 6: Céc bién thé protein v6 ctia HIV tai td hop dya trén trinh tw protein vé
tong hop

Protein Env ciia HIV t4i t6 hop theo cic phuong 4n cta sang ché bao gbém su thé
aixt amin dugc dua vao protein vo HIV téng hop (tén1a ‘DS_sC4 SOSIP_E166R’) c6
trinh tu duge thé hién trong SEQ ID NO: 7 dugc didu ché va duoc tinh ché nhu dugc
md ta trong Vi du 2. Protein vo HIV tong hop DS _sC4_SOSIP_E166R c6 cai goi 1a dot
bién SOSIP (Cys & gbc 501 va 605, va Pro & gbc 559), Cys & gbc 201 va 433 tao ra viéc
dwa vao ciu disulfua (DS), va Arg & vi tri 166 dé 1am 6n dinh dinh. Ngoai ra, protein bi
cat cut & vi tri 655. Ty 1& phﬁn tram tao thanh trime va hiéu suét trime dugc do béi thir
nghiém Alphal.ISA nhu dugc mo ta trong Vi du 3.

Cac két qua duge thé hién trong Hinh 6, ma so sanh ty 1& phén trdm tao thanh
trime ddi v6i mdi trong s cac bién thé dugc thir vé ty 1é phan tram tao thanh trime (Hinh
6A) va hiéu suit trime (Hinh 6B) di véi mach chinh DS_sC4_SOSIP_E166R. Ty 1¢
phan tram tao thanh trime 16n hon dwgc quan séat thiy d6i voi mdi trong sb cac bién thé
duoc thtr so véi trinh tu mach chinh.

Bén canh E166R, mot s6 axit amin hiém xay ra khac dugc thay ddi thanh axit
amin ph6 bién hon & vi tri twong Ung trong tdp hop cua protein Env cia HIV kiéu dai
(A114Q, E117K, T375S va 1434M), dé “sira’ protein theo khung dugc giai thich cy thé
hon trong Vi du 12 du6i day va Hinh 12. Trong protein ‘dugc sira nay, dot bién lam 6n

dinh A2041, va K6551 cai thién sC4 SOSIP hon nita (Hinh13).
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Két qua cia Vi du nay la théng nhit v6i két qua ciia Vi du 5 trong viéc ching
minh ring cac dot bién duge mo ta & day ciing c6 hiéu qua lam 6n dinh 1én protein vé,
vi du, cdi thién ty 1€ ph.’?m trim tao thanh trime, va/hodc cai thién hi¢u suét trime, v.v.,
khi dugce dua vao trinh tu protein v6 ctia HIV mach chinh khac nhau, trong truong hop
nay trinh tu Env, téng hop, khong phd bién.

Vi du 7: Cac két hop khac cua dot bién Env ctia HIV

Protein Env cia HIV t4i t6 hop theo cac phuwong 4n clia sang ché bao gbm su thé
axit amin dugc dua vao ConC_SOSIP (c6 trinh ty duoc thé hién trong SEQ ID NO:.3)
dugc didu ché va dugc tinh ché nhu dugc mo ta trong Vidu 2. Ty 1é phﬁn tram tao thanh
trime duoc do béi thit nghiém Alphal.ISA nhu dugc md ta trong Vi du 3. Sau do, viéc
lIra chon két hop nhé hon (mot cai dugc thé hién duéi day in nghiéng va ) sungK655I;
1535N,D589V; 1535N, K6551; D589V, K655I) duoc tinh ché sit dung Galanthus nivalis
lectin va ham lugng trime dugc phén tich bang cach stir dung SEC-MALS nhu duge mo
tatrong Vi du 3. D0 4n dinh dugc x4c dinh nhu duge mo ta trong Vi du 4.

Céc thé dot bién sau day duogc didu ché cho thir nghiém nay:

K6551, N651F,

K6551, N651F, E647F;

K6551, N651F, E647F, IS35N;

K6551, N651F, I535N;

K6551 I573F;

K655I, D589V, 1573 F,

K6551, D589V, 1573F, N651F;

Ko6551, D589V, I573F, K588E;

K655I, D589V, I573F, N651F, K588E;

K655, D589V, I573F, N651F, K588E, I535N;
K6551, D589V, I573F, N651F, K588E, I535N, A2041;
K6551, D589V, I535N, L556P;

K6551, D589V, I573F, N651F, K588E, L556P;
K6551, D589V, A204I,

L556P, N651F;

L556P, N65IF, K655I;

L556P, N651F, K6551, I535N;
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L556P, N651F, K6551, I535N, 1573F,

L556P, N651F, K6551, I535N, I573F, D589V;

L556P, N651F, K6551, I535N, I573F, D589V, A2041;

L556P, N651F, K6551, I535N, 1573F, D589V, A2041, K5880;

L556P, N651F, K6551, I535N, I573F, D589V, A2041, K588Q, E647F;
L556P, N651F, I535N;

L556P, N651F, I535N, I573F;

L556P, N651F, I5S35N, 1573F, D589V,

L556P, N651F, I535N, I573F, D589V, A2041I;

L556P, N651F, I535N, I573F, D589V, A2041, K588Q;

L556P, N651F, I535N, 1573F, D589V, A2041, K588Q, E647F;
L556P, K655I, IS35N;

L556P, K655I, I5S35N, I573F;

L556P, K655I, I535N, 1573F, D589V;

L556P, K655I, I535N, 1573F, D589V, A204I,

L556P, K6551, I535N, I573F, D589V, A2041, K588Q);

L556P, K6551, I535N, I573F, D589V, A2041, K588Q, E647F;
L.556P, N651F, 535N, I573F, D589V, A2041, K588Q vai dot bién SOS dugc loai ra.

T4t ca cac két hop thé duogc thir trong mach chinh ConC_SOSIP thé hién ty 1&
phén tram trime cao hon, hiéu suét trime cao hon va tinh 6n dinh trime cao hon & 60°C
so v&i mach chinh trong AlphalLISA (dit liéu khong thé hién). SEC_MALS x4c nhan ty
16 phan trim trime cai thién d6i vai tat ca dot bién duge thir trong mach chinh (dit liéu
khong thé hién).

Déi v6i bd bao gdm mot dot bién tiép mot dot bién bd sung dén chin dot bién ,
SEC-MALS thé hién ring bang viéc dua vao mdi dot bién bén canh ty 1é trime/monome
tang, vi chiéu cao ctia dinh monome giam, trong khi do chiéu cao cta dinh trime giit
nguyén trong do thi SEC (Hinh 7). Trong sb tit ca cac bién thé dugc thi trong SEC-
MALS, bién thé v4i L556P, N651F, K6551, 1535N, 1573F, D589V, A2041, K588Q,
E647F su thé thé hién ty 1& phan tram trime cao nhat (monome gp140 it nhat va monome
gpl20 it nhét), téng san lugng protein cao nhit va mo trong s6 tinh 6n dinh nhiét cao
hon. Didu nay nghia 1a cac dot bién nay c6 thé duoc két hgp ma khong lam mét trime so

v6i mach chinh. Ngoai ra, diéu nay dé xuat rang, n6i chung, viéc bo sung cdc dot bien
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dugc mo ta trong (i)-(vii) cia Bang 1, két hop tuy ¥ v6i cac dot bién dugc md ta trong
Bang 2, tao ra sy trime hoa cai thién hon.

CAu tric voi dot bién L556P, N651F, I535N, I1573F, D589V, A2041, K588Q
trong do *dot bién SOS’ duoc loai di (tirc 1 hai gbe xystein & cac vi trf 501 va 605 duoc
chuyén lai vao gdc axit amin ma c6 mit ban déu trong trinh t nhdnh C phd bién), ciing
duoc thir. Mic du tinh 6n dinh nhiét cta n6 1a thp, thé dot bién cos ty 1¢ phan trdm va
san lugng trime so sanh dugc vi thé dot bién twong Ung clia ma da bao gbm dot bién
SOS. Thé dot bién trong d6 dot bién SOS dugc loai ra tham chi c6 loi ich 12 né lién két
it hon c4c khong-bNADb so vi déi trong chira SOS (c6 dot bién L556P, N651F, I535N,
1573F, D589V, A2041, K588Q). Diéu nay chimg minh ring cic dic tinh c6 loi clia séng
ché, nhu ty 18 phan trim trime hoa cao, ¢6 thé thu duoc & protein Env ctia HIV ma khong
c6 tht ca cac dot bién SOSIP.

Mbt thé ddt bién (duoc thit trong mach chinh ConC_SOSIP), dya trén két hop
cua cac dac diém co loi vé mutc biéu hién, su tao thanh trime va lién két voi khang thé
trung hoa rong PGT151, ¢ cac dot bién sau day: L5356P, N651F, I535N, 1573F, D589V,
A2041, K588Q.

Trong nén ConC_SOSIP, 9 su thé thanh cong nhit 12 L556P, E647F, N651F,
K6551, 535N, D589V, 1573F, va K588E & gp41 va A2041 & gp120. Két hop cta tat ca
9 su thé nay dan dén tinh 6n dinh, ham lugng trime va hiéu suét trime tang. Do viéc bd
sung L556P trong bién thé nay voi 9 su thé c6 hidu qua twong d6i han ché vé ty 1é phan
tram trime cai thién, va su thé B647F trong bdi canh nay xut hién dé can tro lién két
PGT151, hai dot bién nay khong thuong xuyén dugc st dung trong cac bién thé khac,
va bién thé v6i 7 su thé (tén 14 ConC_SOSIP 7mut, d6i khi & diy con goi la
‘ConC_SOSIP dugc lam 6n dinh’ hodc ‘ConC_co s¢”; bao gdm N651F, K655I, I535N,
D589V, 1573F, K588E, va A2041) dugc thy 1a 6n dinh hon chut (nhiét d§ nong chay
tang) so véi bién thé voi 9 sy thé néu trén. Trinh tw hoan thién clia bién thé nay
(ConC_SOSIP Env, HIV 160544 dugc lam 6n dinh) duoc dé xuét trong SEQ ID NO:
20.

Vao luc nay, dot bién duoc dic biét wu tién [duoc thu trong mach chinh
ConC_SOSIP véi cac dot bién b sung sau day: (a) D279N, A281V, A362Q (tang su
tuong tu v6i virut thiét lap duoc truyén, nhu duge mo ta boi nguoi khac); (b) Del139-

152 (loai b6 vong bién dbi dé lam giam co hdi tao ra khang thé cho vong nay); va (c)
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V295N (dua vao vi tri glycan ma c6 mit trong da s6 chung HIV)], dua trén két hop cia
cac dic diém c6 loi v& mirc bidu hién, sy tao thanh trime va lién két véi khéng thé trung
hoa rong, c6 dot bién 1am 6n dinh sau day theo sang ché: N651F, K6551, 1535N, 1573F,
D589V, A2041, K588E. Trinh tu hoan thién cia bién thé nay (ConC_SOSIP.v3 Env
duge 1am én dinh (HIV170654, ConC_SOSIP.v3)) duge dé xuat trong SEQ ID NO: 28.

Trong bién thé khac, dot bién K658V duoc bd sung vao cau tric nay (cling xem
Vi du 15 du6i day), ma cai thién hon cac két qua.

Vi du 8: Céc hat tu 1ip ghép thé hién protein Env HIV dugc lam én dinh

Céc hat ty 1ap ghép feritin va DPS dugc diéu ché ma thé hién protein Env dugc
lam 6n dinh theo cach twong tw nhu dugc md ta trong (He et al, 2016). Pé lam cho
protein gp140 nay dugc dung hop vao dAu N cua hat théng qua lién két axit amin ngan
(vi du GSG hoidc AAAGS, nhung cic lién két khéc ciing c6 thé duoc sir dung, xem vi
du He et al, 2016) & mic ADN va biéu hién protein dung hop trong té bao Expi293F.
Mot vi du cua hat ma dugce diéu ché theo cach nay la dua trén feritin dugc dung hgp vao
protein Env HIV ConC SOSIP (SEQ ID NO: 3) v6i cac dot bién sau day:
1535N,A558P,. D589V, K6551. Cac hat feritin véi protein Env nay cé dot bién V570D bbd
sung, ma da dugc bao cao dé cai thién sy trime hoa (Kesavardhana et al,2014), ciing
duogc diéu ché, nhung quan sat thiy 1a dot bién nay dan dén ting manh lién két ctia khang
thé khong trung hoa (17b), ma la khong mong mudn. Env v&i nam cac dot bién nay con
duoc dung hop vao hai loai hat DPS, tir Helicobacter pylori va tir Mycobacterium
smegmatis (xem vi du WO2011/082087 dé diéu ché hat DPS ). Env véi nam céc dot
bién nay va ngoai ra cAu disulfua dua vao dot bién doi 1201C-A433C ciing dugc dung
hop vao feritin.

Céc hat duoc tinh ché tir dich ndi khong c6 té bao vvowis hat 4i luc PGDM140
va cac hat dugc phan tich bang cach sit dung SEC-MALS v6i cot TSK gel G6000PWCL.
SEC-MALS, ciing nhu Native PAGE (3-12%), xac nh4n ring c4c hat véi xap xi kich
thudc mong mubn duge tao thanh.

Theo cach tuong tw, cac hat nano tu lap ghép feritin va DPS thé hién Env HIV ¢6
trinh tw ConC_SOSIP v6i két hop clia cac dot bién sau day: (L556P, N651F, 1535N,
1573F, D589V, A2041, K588Q), ciing duoc diéu ché.
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Céc liposome va/hodc céac hat nano tu lép ghép khac thé hién cac bién thé Env
HIV khac duge md ta & day, vi du Env HIV ¢6 SEQ ID NO: 20, 22, 24, 26, 27, 28, 29,
30, 31, hodc 32, cling dugc diéu ché.

Vi du 9: Céc bién thé protein vo ctia HIV tai t6 hop dua trén trinh tu protein v nhanh
A

Protein Env cta HIV tai t6 hop theo cic phwong 4n cla sang ché bao gdm thé
axit amin don (I535N, D589V, N651F, K655I, 1573F, A2041 hodc E647F) dugc dwa vao
protein vo ctia HIV nhanh A kiéu dai véi cai bién SOSIP (tén 12 ‘BG505_SOSIP') nhu
dugc mo ta trong Vi du 2. Protein vé cia HIV BG505_SOSIP c¢6 cdi goi 1a dot bién
SOSIP (Cys & gbe 501 va 605, va Pro & gbc 559), cling nhu Cys khac & gbc 201 va 433
tao ra viéc dua vao cau disulfua (DS), va vi tri N-glycosyl hoa tiém nang trén vi tri 332
(T332N dot bién). Protein bi cit cut & vi tri 664. Trinh tw ciia BG505_SOSIP duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 21.

Ty 1¢ phan trim tao thanh trime va hiéu suat trime dugc do béi thir nghiém
AlphaLISA nhu dugc mé ta trong Vi du 3. Ty 1¢ phan tram tao thanh trime va hiéu suat
trime d6i v6i mdi trong sb cac bién thé duge thir duge so sanh v6i BG505_SOSIP. Ty
1& phan trdm tao thanh trime cao hon dugc quan sat thay déi véi sﬁ thé M535N, D589V,
N651F hoiic K6551 so v6i trinh tw mach chinh (vi du Hinh 8A). Két hop cia vi du L556P,
K655 va M535N thé hién hiéu suét va ty 1é phan tram trime ting hon nita (vi du Hinh
8A va 8B). Két hop ctia N651F va D589V cai thién hiéu sudt va ty 1¢ phan trdm trime
cao hon nita (dit liéu khong thé hién). Két qua ciia Vi du nay ddi v6i virut nhénh A 1a
théng nhat voi két quéa ciia cac vi du 10 va 11 (nhanh C) duéi day va Vi du 5 (nhanh B),
trong d6 cac dot bién I535N, D589V, N651F va K655 ciing thé hién hiéu qua lam 6n
dinh 1én protein vo6 co nguén géc tir chung kiéu dai, vi du, cai thién ty 1& phén tram tao
thanh trime, va/hodc cai thién hi¢u suét trime. R& rang 1a, cac dot bién nay theo sang ché
cling cai thién sy trime hoéa cua Env HIV ¢c6 ngudn gde tlr chiing nhanh A kiéu dai.

Vao ldac nay, thé dot bién duogc dic biét vu tién (dugce thir trong mach chinh
BG505_SOSIP, dya trén két hop ciia céc dic diém c6 loi vé mie biéu hién, sy tao thanh
trime va lién két voi khang thé trung hoa rong, 1a thé dot bién c6 cac dot bién sau day:
1.556P, K655I, M535N, N651F, D589V, (xem vi du Hinh 9, thé hién céi thién manh su
tao thanh trime ciia thé dot bién nay trong phén tich SEC-MALS, va Hinh 13, thé hién

lién két cai thién rd rang cua cac khang thé trung hoa rong ciia thé dot bién nay). Trinh
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tu cia Env BG505_SOSIP duoc 1am 6n dinh nay (HIV170863) duge thé hién trong SEQ
ID NO: 22.

Viéc bd sung dot bién Q658V tao ra cai thién khac nho hon.

Chu trac duoc uu tién khac chira dot bién L556P, K6551, M535N, N651F,
D589V, cling nhu cac dot bién ‘DS’ (Cys & cac vi tri 201 va 433 tao ra viéc dua vao cau
disulfua), R588E, va Q658V. Trinh tu cua bién thé (BG505_SOSIP.v2 Env,
HIV171814) dugc dé xut trong SEQ ID NO: 29.

Vidu 10: Cac bién thé protein v6 cua HIV tai t hop dua trén trinh tu protein vo kiéu
dai nhanh C

Protein Env ctia HIV t4i t6 hop theo cdc phuong 4n cla sang ché bao gdm su thé
axit amin don T651F, su thé axit amin ddi T651F, M535N duogc dua vao trinh tw Env
WT C97ZA SOSIP (SEQ ID NO: 23) véi su thé bd sung L556P
(C97ZA _SOSIP_L556P) duogc tao ra va dugc biéu hién nhu duge md ta trong Vi du 2.
Hiéu sut trime va ty 18 phan trim tao thanh trime dugc do béi thit nghiém AlphalISA
nhu dugc mo ta trong Vi du 3.

Cac két qua duoc thé hién trong Hinh 10A va B. Hiéu suit trime cua
C97ZA SOSIP _L556P_T651F MS535N cao hon nam lan so v6i cia mach chinh
C97ZA_SOSIP.

Do d6 thé L556P, T651F va M535N tao ra su cai thién 16n cia C97ZA_SOSIP,
nhung lién két v6i bNAD va ty 18 phin trim trime ddi v6i bién thé dan xuét tir kiéu dai
nhanh C nay vAn thip hon nhiéu so v6i mach chinh ConC_SOSIP. Vi Env kiéu dai c6
thé duoc 1am cho thich hop véi vat chit ctia né, c6 thé 1am giam su phu hop chung cla
no, va do dé su gép 6 thé bi hoéng, trinh tu Env dugc ‘sta’ theo khung khai niém duoc
mo ta trong Vi du 12 va trong Hinh 12. Téng sb 21 gbc da thay déi, dé sira trinh tu, va
ba vi tri N-glycosyl hoa tiém nang (PNGS) duogc thém dé 1ap day cai goi 1a “18 glycan”
(cac vi tri trong @6 it nhat 50% protein Env ctia ching HIV kiéu dai c6 mat vi tri N-
glycosyl hoa tiém ning). Cac dot bién dugc dua vao bing cach tuan theo nguyén tic nay
dbi véi C97ZA._SOSIP duoc néu & Bang 3 trong ot ‘dot bién sira’. Viée bo sung dot
bién 1am dn dinh K6551 duge boc 10 & day lam ting ty 18 phan trim va hiéu sut trime
hon nita, nhu D589V, A204I va K588E.

Céc két qua nay chting minh ring cac dot bién T651F, M535N va K6551, D589V,

A204I va K588E duoc mo ta ¢ day ciing c6 hiéu qua lam 6n dinh 1én protein vo, vi du,
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cai thién hiéu sudt trime, cai thién ty 18 phﬁn tram tao thanh trime khi dugc dua vao
C97ZA_SOSIP (c6 ngudn gbe tir protein Env ching kiéu dai nhanh C) va céc bién thé
cua ching.

Vao luc nay, bién thé dugc dac biét wu tién (dugc thir trong mach chinh
C977ZA SOSIP, dua trén két hop cuia céc dac diém c6 loi vé murc biéu hién, sy tao thanh
trime va lién két v6i khang thé trung hoa rong, 1a thé dot bién co cac dot bién sau day:
Q567K (dwgc mé ta boi ngudi khéc trude day); A198T, S243N, K236T, V295N (dé 1ap
16 glycan); M34L, T46K, T58A, Q171K, G172V, P179L, L183Q, I192R, N209T,
M3071, Q350R, N352H, Y353F, D412N, G429E, V455T, 1489V, L4911, G500K,
S547G, T578A, T651N (dé sira trinh tr); V505N, E507T, T663N (vi tri N-glycosyl héa
tiém niang dugc thém & nén phan tir); va A2041, M535N, L556P, K588E, D589V,
T651F, K6551 (ddt bién lam 8n dinh theo sang ché). Dt lidu cho bién thé nay vi du dugc
thé hién trong Hinh 13, xem cu thé 1a ‘C97ZA duoc sira va dugc lam 6n dinh® & day),
thé hién ting manh lién két khang thé trung hoa rong so v6i phan tit Env C97ZA kicu
dai gbc. Trinh tu cta bién thé nay (C97ZA_SOSIP Env duoc lam 6n dinh va dugc sta
(HIV170690)) duoc dé xuét trong SEQ ID NO: 24.

Viéc bd sung dot bién K658V 1am 6n dinh protein nay hon nita.

Bién thé dugc wu tién khac bao gdm dot bién ‘DS’ va K658V, va trinh ty cua

bién thé nay (C97ZA_SOSIP.v2 Env, HIV171810) dugc dé xuét trong SEQ ID NO: 30.

Vi du 11: Céc bién thé protein vé ctia HIV tdi t6 hop dwa trén trinh tu protein vo kiéu
dai nhanh C khéac

Trong protein Env tir ching nhanh C strain Du422, SOSIP céac dot bién duoc dua
vao va hai 1 glycan dugc ldp diy & vi tri 295 va 386 bang cac dot bién K295N va
D386N. Ngoai ra, mot ) géc dugc stra theo khung khai niém duge mo ta trong Vi du
12 va Hinh 12 (V272L, W456R, G466E va F643Y), va su thé lam 6n dinh L556P, 1535N,
N651F va D589V duoc dua vao. Thé bd sung tao ra hiéu suat trime va ty 1& phan trim
trime cao hon (vi du Hinh 11).

Trong bién thé dugc thir cu thé vai bon dot bién lam 6n dinh nay (SEQ ID NO:
25), su thé K655 bd sung con lam ting hiéu suét trime va ty 1¢ phan tram trime thém hé

s6 1,3 va 1,4 twong ung (dit liéu khong thé hién).
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Vio ltc nay, bién thé Env Du422_SOSIP dugc dic biét wu tién, dya trén két hop
cuia cac dac diém c6 loi vé& muc biéu hién, su tao thanh trime va lién két véi khang thé
trung hoa rong, 12 thé dot bién co cac dot bién sau day: L556P, K6551, M535N, N651F,
D589V, K588E, 1201C, A433C, V2721, W456R, G466E, F643Y, D386N, va K295N.
Trinh tw cia bién thé nay (Du422 SOSIP Env dugc lam 6n dinh va dugc sira
(HIV170859) duoc dé xuat trong SEQ ID NO: 26. Dit liéu cho bién thé nay vi du dugc
thé hién trong Hinh 13, xem Du422 dugc stra va dugc lam én dinh ¢ day), thé hién ting
manh lién két khang thé trung hoa rong so v6i phan tir Env Du422 kiéu dai goc.

Bién thé duoc uu tién khac con bao gdm dot bién ‘DS’ va K658V, va trinh ty cla
bién thé nay (Du422 SOSIP.v1 Env, HIV171812) dugc dé xuét trong SEQ ID NO: 31.
Vidu 12: Stravalam 6n dinh cac trinh tyw HIV-1 Env khéac nhau

Vi trinh tu kiéu dai tir virut dugce phan 1ap tir bénh nhén lay nhiém c6 thé nhan
cac dot bién 1am mét 6n dinh ma can tré su gép nép daing, trinh tu Env kiéu dai cua
nhanh C C97ZA, DU422 va sC4 kham dugc stra dau tién.

Dé tra ctru cho cac dot bién khong ti wu trong trinh tu kidu dai su sdp hang tat
ca trinh tu HIV-1 Env trong co s& dit liéu UniProt va co s& dit liéu Los Alamos HIV
(~90.000 trinh tu) duoc thyc hién va sy phan bd axit amin dugc tinh toan d6i v6i mdi
axit amin. N6i chung, s6 axit amin tuong d6i hiém c6 trong tir nhién trong trinh tu Env
kiéu dai dugc thé thanh axit amin thong thuong hon (dua trén tan suét trong co s& dit
liéu & vi tri twong tng) theo khung khai niém dugc mo ta trong Hinh 12.

Ngoai ra, hai thé bd sung Y353F va Q171K & dinh cia C97ZA_SOSIP dugc dua
vao dé cai thién co thé lién két cia dinh nhim dich khang thé, va vi tri glycan khac dugc
dua vao bing cach thé D411N, K236T va V295N vi cac vi tri N-glycosyl hoa tiém néng
nay (PNGS) duoc bao toan >50%. Tiép theo, thé lam 6n dinh duge mé ta trong céc vi
du trudc dugce chuyén sang trinh tu dugc sua.

ConC_SOSIP dugc lam 6n dinh chira thé A2041, 1535N, I573F, K588E, D589V,
N651F va K6551 (ConC SOSIP dugc lam 6n dinh). Trinh tu hoan thién cua
ConC_SOSIP dugc lam 4n dinh duoc néu trong SEQ ID NO: 20.

Téng quan ctia mot sb trong cac protein Env bién thé va cac dot bién clia ching
duoc dé xuat trong Bang 3.

Bang 3. Céc bién thé protein Env ctia HIV.
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Cé,c dot Cac trinh
bién trPNGS x nr 1A 1s. [DOL
) e oA tv  dan.. ,.z . (DOt bién lam| .x A A
Protein tai li€ulduoc Dot bién stra |z 7 .. bien [Pau tan cung
n (SEQ ID on dinh ,
tham [thém NO:) khac
khao '
ConC SOSIP V295N|11 664
o
dugc lam On V295N|11 ’ ’ 664
dinh D589V,
' N651F, K6551
BG505 SOSIP T332N 34 664
BGSOS_SOS{P II\J/I555365PN,
dugc lam On T332N [34 ’ 664
dinh D589V,
: N651F, K6551
[.535M
g97ZA_SOSI 3 Ty nhién 664
Q567K
M34L,
T46K, T58A,
Q171K,
G172V,
P179L,
1.183Q,
[192R,
A198T N209T,
, M307], V505N
C977A SOSI [.535M S243N, Q350R, ,
P dugcsta | K236T [ N352H, E507T, 004
Q567K Y353F,
, T663N
V295N D412N,
G429E,
V455T,
1489V,
14911,
G500K,
S547G,
T578A,
T651N
M34L,
A198T 36711%55 34, A2041,
C977ZA_SOSI \ “ G172V) MS535N, V505N
P dugc sta val S243N, ’ L556P, ,
dugc lam 6nQ567K K236T 1 Ellglé’ K588E, ES07T, 664
dinh , [192R ’ D589V, T663N
V295N N209T. T651F, K6551
M3071,
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Q350R,
N352H,
Y353F,
D412N,
G429E,
V455T,
1489V,
14911,
G500K,
S547G,
T578A,
T651N
D386N
Du422 SOSIP , 11 664
K295N
V2721,
Du422 SOSIP D386N W456R,
T s 11 664
duoc stra K295N G466E,
F643Y
Du422 SOSIP V2721, M535N,
- . D386N 1.556P,
duoc suwa va 'W456R,
duoc lam  6n ’ 1 G466E, K538E, 664
ik K295N 643y D589V,
- N651F, K6551
DS sC4 SOSI201C-
b 1330 | V295N[33 655
A114Q,
E117K,
?31—;245&?81 223156 V295N 33 E166R, 655
: T3758,
1434M
deltal3
8-152
(SSNG
TYNII
HNET
DS sC4 SOSI Al114Q, A204], YK),
P dugc sia vaI201C- ELI7K, 535N, L556P, 119
AN V295N[33 E166R, Q588E, 655
dugc lam 0nlA433C 1
ik T3758, D589V, (SEKS
[434M N651F, K655T/ o aq
E),
delta
463
(GVP)
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Bang 3. Mot vai trong s cac bién thé protein Env cia HIV duge md ta & day.
Cot ‘cac dot bién tir tai liéu tham khao’ md ta cac dot bién ma dugc dung trong céc cdu
tric nay va dugc mo ta trude day boi nguoi khac. Cot ‘PNGS bd sung’ md ta cac dot
bién ma thém vi tri N-glycosyl hoa tiém nang (& cac vi tri ma nhiéu protein Env kiéu dai
bao gbm vi tri nay). Cot “trinh tw dan’ mo ta ma trinh ty dan dugc dung dé biéu hién néu
khong phai 1a trinh ty din gdc (tu nhién). Cot ‘dot bién stra’md ta cac dot bién ma cai
thién su gép va tinh én dinh (duoc do 1a hiéu suét va ty 1€ phén tram trime, dua trén lién
két voi bNAD) cuia mot sb trong cac protein Env kiéu dai, nhu dugc mo ta trong Vi du
12 va Hinh 12. Cot ‘dot bién lam 8n dinh’ mé ta c4c dot bién theo sang ché ma lam 6n
dinh protein va cai thién sy trime héa nhu dugce boc 10 ¢ day. Cot *dot bién khac’ mé ta
cac dot bién b sung dugc thuc hién cho mot s6 cAu tric. Cot ‘dau’ mé ta vi tri cia axit
amin cudi (d4nh sb trong toan bd Bang 1a so véi trinh tw Env HXB2).

Dich ndi cua té bao dugc chuyén nhim tam thoi vi cac bién thé Env kiéu dai
(wt), dugc sira, va duoc lam dn dinh dugc thir ddi vai lién két véi mot vai cac khang thé
trung hoa rong dic hiéu trime nhim dén dinh. Su thé sira va dic biét la thé 1am 6n dinh
c6 tdc dong manh 1én ham lugng trime (cac Hinh 13 va 14), duoc xac dinh bing
Alphal.ISA (Hinh 13) va SEC-MALS (Hinh 14).

Trinh tu cta bién thé dugc wu tién cia protein Env DS_sC4 dugc stra va dugc
lam 6n dinh (DS_sC4_SOSIP Env dugc sira va dugc 1am 4n dinh (HIV170686)) dugc
dé xuit trong SEQ ID NO: 27.

Trinh tu IgGl dugc léy lam vi du dugc dé cap trong SEQ ID NO: 32
(sC4_SOSIP.v4 Env. duoc sira va duge lam 6n dinh

Vi dyu 13: Dot bién 1am n dinh theo sang ché déng vai trd trong su vang mit clia
cac dot bién SOSIP

Nhu duge thé hién trong cac vi du trude, 7 dot bién (A2041, I535N, I573F,
K588E, D589V, N651F va K6551) cai thién hiéu suét va ty 1é phan trim trime trong
ConC_SOSIP (tao ra ‘ConC co s¢” hodc ‘ConC_SOSIP dugc lam 6n dinh’ hodc
‘ConC_SOSIP 7mut’) (vi du cac Hinh 13 va 15).

Vi du ndy chiing minh ring cac dot bién SOSIP khac nhau (térc 12 dot bién *SOS’:
2 su thé béi gbe Cys & cac vi tri 501 va 605; va su thé “dot bién IP: thé bsi gbe Pro &
vi tri 559) g6p phan lam én dinh thém, nhung khong can thu dugc lgi ich tir cac dot bién

theo sang ché.
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7 dét bién duge thé hién cling cai thién hiéu suét trime trong cai goi la
ConC_SOS, ma khéng chira dot bién 1559P 1am 6n dinh (dot bién ‘IP*), nhu dugc thé
hién trong Hinh 15 (so sanh ConC_SOS véi ConC_SOS, 7mut). Do do, dot bién ‘IP’
khong can thiét dé thu duoc loi ich tir cac dot bién duge md ta & ddy. Viéc bo sung dot
bién I559P tao ra sy tang 10n, thé hién rang dot bién ‘IP’ ¢6 loi trong cAu tric nay ngoai
7 dot bién theo sang ché. Dot bién IP 1am bn dinh (I559P) c6 thé ciing dugc thay thé béi
A558P hodc L556P, ca hai trong sd do ciing tao ra su ting manh so v6i bién thé khong
c6 dot bién I559P.

Twong tw ConC_IP, 7 mut, mé chira 7 dot bién theo sang ché dugc mo ta & trén,
nhung khéng c6 dot bién ‘SOS’, con thé hién hiéu suit trime rat cao, chimg minh ring
cac dot bién ‘SOS’ ciing khong cin thu dwoc céc loi ich tir cac dot bién duge mod ta &
day (vi du so sanh ConC_SOSIP vgi ConC_IP, 7 mut), phu hop véi cac quan sat trong
vi du 7. Viéc bd sung dot bién ‘SOS’ khong lam tang thém hiéu suat trime.

Do d6, trong khi céc trime Env chira dot bién lam 6n dinh duoc mo ta & day cé
thé ¢6 loi tir viéc 1am én dinh hon véi cac dot bién SOSIP, khong co dot bién nao trong
56 3 dot bién SOSIP cin dé thu dugc 1oi ich (vi du ci thién hiéu suét trime) cta dot bién
1am 6n dinh duoc mo ta & day.

Vidu 14: Thé methionin & céac vi tri 647, 651 hodc 655 cai thién chét lugng trime

Tiép theo cac dot bién dugc mo ta trong Vi du 2, cac vi tri 589, 647, 651 va 655
duoc thé riéng bang gdc Met trong mach chinh ConC_SOSIP (SEQ ID NO: 3), va dugc
thir vé ty 16 phan tram va hiéu sut trime hoa bang cach sir dung phuong phap nhu dugc
mb ta & trén. Thé hién ring Met & céc vi tri 647, 651, hodc 655, giéng cac dot bién dugc
mo ta trong Vi du 2, cai thién chat luong cua trime (ty 1é phan tram va hiéu sut trime
cao hon, tang lién két bNAb), nhu c6 thé dugc thay trén Hinh 16.

Do d6, ngoai viéc thé bang Phe, Ala, hodc Trp & vi tri 651, thé bang Met & vi tri
651 con cai thién su tao thanh trime; ngoai viéc thé bé‘mg Phe, Ile, hodc Trp & vi tri 655,
thé b%lng Met & vi tri 655 cOn cai thién su tao thanh trime; va ngoai viéc thé béng Phe,
hodc Tle & vi trf 647, thé bang Met & vi tri 647 con céi thién sy tao thanh trime.

Vi du 15: Protein Env HIV véi dot bién 1am 6n dinh trime & vi tri 658.

Protein Env ctia HIV t4i td hop v6i cac dot bién thé & vi tri 658 (danh sb theo
gpl60 cta thé phan lap HXB2 cia HIV-1) dwoc diéu ché, trong mach chinh
ConC_SOSIP (SEQ ID NO: 3). K658 duoc dot bién thanh Val, Ile, Phe, Leu, Met, hoic
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Ala. Ngoai ra, mot s thé dot bién doi dugc thuc hién trong d6 cac dot bién nay duge
két hop v6i mot trong sé cac dot bién lam bn dinh duge mo ta & trén, K6551. Ty 16 phan
trim tao thanh trime duoc xac dinh béng thir nghiém AlphalLISA nhu dugc md ta trong
Vidu 3.

Céc két qué dugc thé hién trong Hinh 17A va B (ty 1€ phﬁn tram trime, dugc do
trong cac thir nghiém khac nhau, do d6 hai bang) va Hinh 17C va D (hi€u suét trime,
duoc do trong cac thir nghiém khac nhau, do d6 hai bang). Cac két qua nay chtimg minh
ring su thé & vi trf 658 by Ile, Phe, Met, Leu, Ala, hodc Val tao ra céi thién ty 1¢ phan
tram tao thanh trime va cai thién hiéu suat trime. Viéc thé béng Ile & vi tri 658 tao ra su
ting ma gan gidng khoang nhur K6551 dot bién (Hinh 17A, C), ma 1a thé dot bién hiéu
suét t&t nhat tir cac dot bién (i)-(vii) in Bang 1 duge md ta & trén (xem vi du Hinh 2A).
Su thé béng Val & vi trf 658 tao ra su cai thién cao hon nita (Hinh 17A, C).

Céc két qua ciing chimg minh rang sy thé & vi tri 658 bang Ile hoic Val c6 thé
duoc két hop vé6i dot bién K6551 ma duge mo ta & trén, va diéu nay tao ra cai thién hon
so v6i mdi trong s cac thé dot bién don tuwong tng (Hinh 17A, C).

Thé dot bién K658V con duoc thit bing cach sir dung SEC-MALS. Nudi cdy 96
giéng dugc nudi trong ba ngay nhu dugc lam dbi v6i AlphaLISA. Dich nbi dugc nap
truc tiép 1én cot SEC-MALS. Sic phd thu duge cho dich ndi gia duoc (v6i bicu hién
furin) dugc trur tu sdc phé ctia dich ndi véi protein Env. Protein trime dugc tach rua tir
cot ndm trong khoang tir 7 dén 8 phut. Céc két qua dugc thé hién trong Hinh 18, va xac
nhan réng thé dot bién K658V thé hién cai thién su trime hda so v6i protein Env co sd,
va so v6i protein Env thé dot bién K6551.

Vi du nay chirng minh rang viéc thé cua axit amin & vi tri 658 trong protein Env
cua HIV béng Val, Ile, Phe, Met, Leu, hoac Alataoraty I¢ phén tram trime va hi€u suét
trime cai thién.

Céc thir nghiém khac dé do sur tao thanh trime cta cac bién thé bang cach st dung
Alphal.ISA va/hodc SEC-MALS dugc thuc hién trong cac bién thé Env cua HIV trong
d6 dot bién K658V c6 mit két hop véi cac dot bién khac tir cac Bang 1 va/hodc 2 nhur
dugc mod ta & day, cling nhu & cac ching HIV tir nhanh A va B. Vi du, dot bién 658V
d3 thé hién dé cai thién bién thé ConC_SOSIP,7mut nhu dugc md ta ¢ trén (Vi du 7),
cling nhu BG505_SOSIP véi L556P, K6551, M535N, N651F, D589V, K588E (Vi du
9), ciing nhu C97ZA_SOSIP dugc stra va dugce lam 6n dinh (Vi du 10).
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Dua trén céc két qua dugc mo ta & trén, ky vong réng dot bién cta axit amin & vi
tri 658 thanh Valin, Isoleuxin, Phenylalanin, Leucine, Methionin hodc Alanin, tot hon
la thanh Valin, géc s& cai thién su tao thanh trime va/hodc hiéu suét trime trong cac
protein Env cua HIV co sé khac nhau.

Vi du 16. Chiing ngira bang protein Env cuia HIV dugc lam 6n dinh

Nghién ctu ching ngura thé dugc tién hanh véi protein Env tan dugc va voi
protein Env dugc lién hop véi liposome. Doan mdi dugc thuc hién véi ConC_SOSIP.v3
duge 1am én dinh (SEQ ID NO: 28), va sau d6 14 bbn lidu ting cuong, mdi lidu v6i mot
protein khac, tic 1a voi 1) sC4_SOSIP.v4 dugc sira va duoc lam 6n dinh (SEQ ID NO:
32); 2) C97ZA SOSIP.v2 dugc stra va dugc lam 6n dinh (SEQ ID NO: 30); 3)
Du422 SOSIP.vl dugc stta va dugc lam 6n dinh (SEQ ID NO: 31); va 4)
BG505 SOSIP.v2 dugc 1am 6n dinh (SEQ ID NO: 29).

Huyét thanh dugc phan 1ap sau cac chung ngira lién tiép, va dugc phén tich do6i
v6i khang thé duge gy ma lién két dic biét v6i hinh dang 6n dinh, déng kin, trude dung
hop ctia Env (bing cach st dung ELISA), ciing nhu di véi viéc gdy bNAD (bang céch
st dung thir nghiém trung hoa virut).

Céc vi du trén ching minh ring séng ché tao ra tiép can phd quat dé t61 wu hoa
su gip nép va tinh 6n dinh ctia protein trime vo HIV dong truée dung hop.

Can hiéu rang cac vi du va Phuong an dugc md ta ¢ dy chi nhim muc dich minh
hoa, va cac thay ddi c6 thé duoc thuc hién ddi véi cac Phuong 4n duge mo ta & trén ma
khong vuot ra khoi pham vi sang tao rong 1én cia chung. Do do, can hiu ring sang ché
khong bi gidi han & cac Phuong an cu thé duoc boc 10, ma né bao ham cac cai bién trong

tinh than va pham vi ctia sang ché nhu dugc x4c dinh béi cac yéu cau bao hd kem theo.
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DANH MUC TRINH TU

SEQIDNO: 1 gp160 ctia thé phan lap HXB? cua HIV-1 (trinh ty tin hiéu viét nghiéng;
axit amin & cac vi tri (1)-(vii) dbi véi cac dot bién theo sang ché duoc thé hién bang cach
bdi mau xam)

MRVKEKYQHLWRWGWRWGTMLLGMLMICSATEKLWVTVYYGVPVWKEATTT

LECASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLVNVTENFNMWKNDMYV
EQMHEDIISL WDQSLKPCVKLTPLCVSLKCTDLKNDTNTNSSSGRMIMEK GEI
KNCSFNISTSIRGKVQKEYAFFYKLDIIPIDNDTTSYKLTSCNTSVITQACPKVSF
EPIPIHY CAPAGFAILKCNNKTFNGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSL
AEEEVVIRSVNFTDNAKTIIVQLNTS VEINCTRPNNNTRKRIRIQRGPGRAFVTI
GKIGNMRQAHCNISRAK WNNTLKQIASKLREQFGNNK TIIFKQSSGGDPEIVTH
SFNCGGEFFYCNSTQLFNSTWENSTWSTEGSNNTEGSDTITLPCRIKQIINMWQ
KVGKAMY APPISGQIRCSSNITGLLL TRDGGNSNNESEIFRPGGGDMRDNWRS
ELYKYKVVKIEPLGVAPTKAKRRVVQREKRAVGIGALFLGFLGAAGSTMGAA
SMTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERY
LKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWSNKSLEQIWNHTTWMEWDREINN
YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK WASL WNWFNITNWL W YIKLFIMIVG
GLVGLRIVFAVLSIVNRVRQGYSPLSFQTHLPTPRGPDRPEGIEEEGGERDRDR
SIRLVNGSLALIWDDLRSLCLFSYHRLRDLLLIVTRIVELLGRRGWEALKYWW
NLLQYWSQELKNSAVSLLNATAIAVAEGTDRVIEVVQGACRAIRHIPRRIRQG
LERILL

SEQ ID NO: 2 Nhanh C phé bién cia Env HIV (chi c¢6 trinh tu phd bién, khong bao
gbm bat ky trinh tw tin hiéu, ving xuyén mang (664 13 axit amin cudi), dot bién cac
SOSIP, va/hodc dot bién & vi tri phan cat furin; axit amin & cac vi tri (i)-(vii) d6i véi cac
dot bién theo sang ché duoc thé hién bang cach boi mau xam)
NLWVTVYYGVPVWKEAKTTLFCASDAKAYEKEVHNVWATHACVPTDPNPQ
EMVLENVTENFNMWKNDMVDQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCTN
VNVINTNNNNMKEEMKNCSFNTTTEIRDKKQKEYALFYRLDIVPLNENSSEY
RLINCNTSTITQACPKVSFDPIPIHYCAPAGYAILKCNNKTFNGTGPCNNVSTVQ
CTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEEIIIRSENLTDNAKTIIVHLNESVEINCTRPNNN
TRKSIRIGPGQTFYATGDIIGDIRQAHCNISEAKWNKTLQRVKKKIKEHFPNKT
IKFAPSSGGDLEITTHSFNCRGEFFYCNTSKLFNSTYNNTTSNSTITLPCRIKQIIN
MWQEVGRAMYAPPIAGNITCKSNITGLLLTRDGGNNNNNTETFRPGGGDMRD
NWRSELYKYKVVEIKPLGIAPTKAKRRVVEREKRRAVGIGAVFLGFLGAAGST
MGAASITLTVQARQLLSGIVQQQSNLLRAIEAQQHMLQLTVWGIKQLQARVL
AIERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNSSWSNKSQEDIWDNMTWMQWD
REISNYTDTIYRLLEESQNQQEKNEKDLLALD

SEQ ID NO: 3 ConC_SOSIP (trinh tir phd bién nhanh C truéng thanh voi dot bién
SOSIP va vi tri phén cat furin (viét nghleng) va cét cut dau C; axit amin & cac vi tri (i)-
(vii) d6i véi cac dot bién theo sang ché duoc thé hién bang cach bdi mau xam)
NLWVTVYYGVPVWKEAKTTLFCASDAKAYEKEVHNVWATHACVPTDPNPQ
EMVLENVTENFNMWKNDMVDQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCTN
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VNVTNTNNNNMKEEMKNCSFNTTTEIRDKKQKEYALFYRLDIVPLNENSSEY

RLINCNTSTITQACPK VSFDPIPIHY CAPAGYAILKCNNKTFNGTGPCNNVSTVQ
CTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEENRSENLTDNAK TIIVHLNES VEINCTRPNNN
TRKSIRIGPGQTFYATGDIIGDIRQAHCNISEAK WNK TLQRVKKKLKEHFPNK T
IKFAPSSGGDLEITTHSFNCRGEFFYCNTSKLFNSTYNNTTSNSTITLPCRIK QIIN
MWQEVGRAMYAPPIAGNITCKSNITGLLLTRDGGNNNNNTETFRPGGGDMRD
NWRSELYK YK VVEIKPLGIAPTK CKRRVVERRRRRRAVGIGAVFLGFLGAAGS

TMGAASITLTVQARQLLSGIVQQQSNLLRAPEAQQHMLQLTVWGIKQLQARV
LAIERYLKDQQLLGIWGCSGKLICCTAVPWNSSWSNKSQEDIWDNMTWMQW
DREISNY TDTIYRLLEESQNQQEKNEKDLLALD

SEQ ID NO: 4 Nhanh B phé bién cua Env HIV (chi c¢6 trinh tu phé bién, khong bao
gdm bat ky trinh tu tin hiéu, ving xuyén mang (664 14 axit amin cudi), dot bién cac
SOSIP, va/hodc dot bién & vi tri phan cét furin; axit amin & cac vi tri (i)-(vii) d6i véi cac
dot bién theo sang ché duogc thé hién bang cach bdi mau xam)
AFKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPN
PQEVVLENVTENFNMWKNNMVEQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCT
DLNNNTTNNNSSSEKMEKGEIKNCSFNITTSIRDKVQKEYALFYKLDVVPIDN
NNTSYRLISCNTSVITQACPKVSFEPIPIHY CAPAGFAILKCNDKKFNGTGPCTN
VSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSENFTDNAKTIIVQLNESVEINC
TRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHCNISRTK WNNTLKQIVKKLRE
QFGNKTIVFNQSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNTTQLENSTWNSNGTWNNTT
GNDTITLPCRIKQIINMWQEVGKAMYAPPIRGQIRCSSNITGLLLTRDGGNNNN
NTTETFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPLGVAPTKCKRRVVQRRRRRR
AVGIGAMFLGFLGAAGSTMGAASITLTVQARQLLSGIVQQOQNNLLRAPEAQQ
HLLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICCTAVPWNTSWS
NKSLDEIWDNMTWMQWEREIDNYTGLIYTLIEESQNQQEKNEQELLELD

SEQ ID NO: 5 ConB_SOSIP (trinh ty phd bién nhanh B trudng thanh véi dot bién
SOSIP va vi trf phén cit furin (viét nghiéng), va cit cut ddu C; axit amin & cac vi tri (i)-
(vii) d6i v6i cac dot bién theo sang ché duoc thé hién bing cach boi mau xam)
AEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPN
PQEVVLENVTENFNMWKNNMVEQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCT
DLNNNTTNNNSSSEKMEKGEIKNCSFNITTSIRDKVQKEYALFYKLDVVPIDN
NNTSYRLISCNTSVITQACPKVSFEPIPIHY CAPAGFAILKCNDKKFNGTGPCTN
VSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSENFTDNAKTIVQLNESVEINC
TRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHCNISRTK WNNTLKQIVKKLRE
QFGNKTIVFNQSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNTTQLFNSTWNSNGTWNNTT
GNDTITLPCRIKQIINMWQEVGKAMYAPPIRGQIRCSSNITGLLLTRDGGNNNN
NTTETFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPLGVAPTKCKRRVVQRRRRRRA
VGIGAMFLGFLGAAGSTMGAASITLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAPEAQQH
LLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICCTAVPWNTSWSN
KSLDEIWDNMTWMQWEREIDNYTGLIYTLIEESQNQQEKNEQELLELD

SEQ ID NO: 6 Doan Mos2S Env C4 cta protein vo HIV tong hop; axit amin & céac vi
tri (i)-(vii) dbi véi cac dot bién theo sang ché dugc thé hién bang cach bdi mau xdm)
MGNLWVTVYYGVPVWKDAKTTLFCASDAKAYEKEVHNVWATHACVPTDP
NPQEIVLGNVTENFNMWKNDMVDQMHEDIISLWDASLEPCVKLTPLCVTLNC
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RNVRNVSSNGTYNITHNETYKEMKNCSFNATTVVEDRKQKVHALFYRLDIVPL
DENNSSEKSSENSSEYYRLINCNTSAITQACPKVSFDPIPIHYCAPAGYAILKCN
NKTFNGTGPCNNVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEEHNIRSENLTNNAKTI
IVHLNETVNITCTRPNNNTRKSIRIGPGQTFYATGDIIGDIRQAHCNLSRDGWN
KTLQGVKKKLAEHFPNKTIKFAPHSGGDLEITTHTFNCRGEFFYCNTSNLENES
NIERNDSIITLPCRIKQIINMWQEVGRAIY APPIAGNITCRSNITGLLLTRDGGSN
NGVPNDTETFRPGGGDMRNNWRSELYKYKVVEVKPLGVAPTEAKRRVVERE
KRAVGIGAVFLGILGAAGSTMGAASITLTVQARQLLSGIVQQQSNLLRAIEAQ
QHMLQLTVWGIKQLQTRVLAIERYLQDQQLLGLWGCSGKLICTTAVPWNTS
WSNKSQTDIWDNMTWMQWDKEIGNYTGEI'YRLLEESQNQQEK

SEQID NO:7 (Trinh tu DS_SC4_§OSIP_E166R; axit amin & cac vi tri (1)-(vii) déi véi
cac dot bién theo sang ché dugc thé hién bang cach boi mau xam)
MGNLWVTVYYGVPVWKDAKTTLFCASDAKAYEKEVHNVWATHACVPTDP
NPQEIVLGNVTENFNMWKNDMVDQMHEDIISLWDASLEPCVKLTPLCVTLNC
RNVRNVSSNGTYNIIHNETYKEMKNCSFNATTVVRDRKQKVHALFYRLDIVP
LDENNSSEKSSENSSEYYRLINCNTSACTQACPKVSFDPIPIHYCAPAGYAILKC
NNKTFNGTGPCNNVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEEIIRSENLTNNAK
THVHLNETVNINCTRPNNNTRKSIRIGPGQTFYATGDIIGDIRQAHCNLSRDGW
NKTLQGVKKKLAEHFPNKTIKFAPHSGGDLEITTHTFNCRGEFFYCNTSNLENE
SNIERNDSHTLPCRIKQIINMWQEVGRCIYAPPIAGNITCRSNITGLLLTRDGGS
NNGVPNDTETFRPGGGDMRNNWRSELYKYKVVEVKPLGVAPTECKRRVVER
RRRRRAVGIGAVFLGILGAAGSTMGAASITLTVQARQLLSGIVQQQSNLLRAP
EAQQHMLQLTVWGIKQLQTRVLAIERYLQDQQLLGLWGCSGKLICCTAVPW
NTSWSNKSQTDIWDNMTWMQWDKEIGNYTGEIYRLLEESQNQQEK

SEQ ID NO: 8 (Mos1.Env, Trinh tu protein vé HIV kham; axit amin & cac vi tri (i)-(vii)
d6i v6i cac dot bién theo sang ché duoc thé hién bang cach boi mau xam)
AGKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPN
PQEVVLENVTENFNMWKNNMVEQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCT
DDVRNVTNNATNTNSSWGEPMEKGEIKNCSFNITTSIRNKVQKQYALFYKLD
VVPIDNDSNNTNYRLISCNTSVITQACPKVSFEPIPIHY CAPAGFAILKCNDKKF
NGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSENFTNNAKTIMV
QLNVSVEINCTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTAGDIIGDIRQAHCNISRANWNNT
LRQIVEKLGKQFGNNKTIVFNHSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNSTKLFNST
WTWNNSTWNNTKRSNDTEEHITLPCRIKQIINMWQEVGKAMYAPPIRGQIRCS
SNITGLLLTRDGGNDTSGTEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPLGVAPT
KAKRRVVQSEKSAVGIGAVFLGFLGAAGSTMGAASMTLTVQARLLLSGIVQQ
QNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARVLAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLI
CTTTVPWNASWSNKSLDKIWNNMTWMEWEREINNYTSLIYTLIEESQNQQEK

SEQ ID NO: 9 (Mos2.Env, trinh ty protein v HIV kham; axit amin & cac vi tri (1)-(vi1)
dbi voi cac dot bién theo sang ché duoc thé hién bang cach boi mau xam)
MGNLWVTVYYGVPVWKEAKTTLFCASDAKAYEKEVHNVWATHACVPTDPN
PQEMVLENVTENFNMWKNDMVDQMHEDIIRL WDQSLKPCVKLTPLCVTLEC
RNVRNVSSNGTYNIIHNETYKEMKNCSFNATTVVEDRKQKVHALFYRLDIVPL
DENNSSEK SSENSSEYYRLINCNTSAITQACPK VSFDPIPIHYCAPAGYAILKCN
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NKTFNGTGPCNNVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEEHNIRSENLTNNAKTI
IVHLNETVNITCTRPNNNTRKSIRIGPGQTFYATGDIGDIRQAHCNLSRDGWN
KTLQGVKKKLAEHFPNKTINFTSSSGGDLEITTHSFNCRGEFFYCNTSGLFNGT
YMPNGTNSNSSSNITLPCRIKQIINMWQEVGRAMYAPPIAGNITCRSNITGLLLT
RDGGSNNGVPNDTETFRPGGGDMRNNWRSELYKYKVVEVKPLGVAPTEAKR
RVVEREKRAVGIGAVFLGILGAAGSTMGAASITLTVQARQLLSGIVQQQSNLL
RAIEAQQHMLQLTVWGIKQLQTRVLAIERYLQDQQLLGLWGCSGKLICTTAV
PWNTSWSNKSQTDIWDNMTWMQWDKEIGNYTGEIYRLLEESQNQQEK

SEQ ID NO: 10 (trinh tu thé dot bién vi tri phan cat furin)
RRRRRR

SEQ ID NO: 11 (vi du cua trinh tu tin hiéu (vi du dugc dung cho ConC_SOSIP, va mot
36 bién thé c6 ngudn gbc kiéu dai))
MRVRGILRNWQQWWIWGILGFWMLMICNVVG (luu y: VG cudi c6 thé 14 bat dau
ca protein truéng thanh hodc két thiic cta trinh tu tin hiéu)

SEQ ID NO: 12 (vi du cua 8 trinh tu axit amin ma c6 thé thay thé vong HR1)
NPDWLPDM

SEQ ID NO: 13 (vi du cua 8 trinh tu axit amin ma c6 thé thay thé vong HR1)
GSGSGSGS

SEQ ID NO: 14 (vi du cua 8 trinh ty axit amin ma c6 thé thay thé vong HR1)
DDVHPDWD

SEQ ID NO: 15 (vi du cua 8 trinh ty axit amin ma c6 thé thay thé vong HR1)
RDTFALMM

SEQ ID NO: 16 (vi du cua 8 trinh ty axit amin ma co thé thay thé vong HR1)
DEEKVMDF

SEQ ID NO: 17 (vi du cua 8 trinh tyr axit amin ma c6 thé thay thé vong HR1)
DEDPHWDP

SEQ ID NO: 18 (vi du cua trinh ty tin hiéu (vi du dugc dung cho ConB_SOSIP)
MRVKGIRKNYQHLWRWGTMLLGMLMICSA

SEQ ID NO: 19 (thé dugc dung cho chu tric gp140 HIV trong thit nghiém AlphalISA)
AAALPETGGGSDYKDDDDKPGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
GGGGSHHHHHH

SEQ ID NO: 20 (ConC_SOSIP duoc 1am bn dinh, ‘ConC_SOSIP_7mut' (HIV160544))
NLWVTVYYGVPVWKEAKTTLFCASDAKAYEKEVHNVWATHACVPTDPNPQ
EMVLENVTENFNMWKNDMVDQMHEDIISL WDQSLKPCVKLTPLCVTLNCTN
VNVTNTNNNNMKEEMKNCSENTTTEIRDKKQKEYALFYRLDIVPLNENSSEY
RLINCNTSTITQiCPKVSFDPIPIHYCAPAGYAILKCNNK TFNGTGPCNNVSTVQ
CTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEENRSENLTDNAK TIIVHLNES VEINCTRPNNN
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TRKSIRIGPGQTFYATGDIIGDIRQAHCNISEAK WNKTLQRVKKKLKEHFPNKT
IKFAPSSGGDLEITTHSENCRGEFFYCNTSKLFNSTYNNTTSNSTITLPCRIKQIIN
MWQEVGRAMY APPIAGNITCK SNITGLLLTRDGGNNNNNTETFRPGGGDMRD
NWRSELYKYKVVEIKPLGIAPTKCKRRVVERRRRRRAVGIGAVFLGFLGAAGS
TMGAASNTLTVQARQLLSGIVQQQSNLLRAPEAQQHMLQLTVWGfKQLQARV
LAIERYLevQQLLGIWGCSGKLICCTAVPWNSSWSNKSQEDIWDNMTWMQW
DREISNYTDTIYRLLEESQfQQEiNEKDLLALD

SEQ ID NO: 21 (protein Env BG505_SOSIP (HIV150673))
AENLWVTVYYGVPVWKDAETTLFCASDAKAYETEKHNVWATHACVPTDPN
PQEIHLENVTEEFNMWKNNMVEQMHTDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLQCT
NVTNNITDDMR GELKNCSFNMTTELRDKK QK VYSLFYRLDVVQINENQGNRS
NNSNKEYRLINCNTSAITQACPK VSFEPIPIHYCAPAGFAILK CKDKKFNGTGPC
PSVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEEVMIRSENITNNAKNILVQFNTPVQI
NCTRPNNNTRKSIRIGPGQAFYATGDIIGDIRQAHCNVSKATWNETLGKVVKQ
LRKHFGNNTIIRFANSSGGDLEVTTHSFNCGGEFFYCNTSGLFNSTWISNTSVQ
GSNSTGSNDSITLPCRIKQIINMWQRIGQAMYAPPIQGVIRCVSNITGLILTRDG
GSTNSTTETFRPGGGDMRDNWRSEL YK YK VVKIEPLGVAPTRCKRRVVGRRR
RRRAVGIGAVFLGFLGAAGSTMGAASMTLTVQARNLLSGIVQQQSNLLRAPE
AQQHLLKLTVWGIKQLQARVLAVERYLRDQQLLGIWGCSGKLICCTNVPWNS
SWSNRNLSEIWDNMTWLQWDKEISNYTQITYGLLEESQNQQEKNEQDLLALD

SEQ ID NO: 22 (protein Env BG505_SOSIP duoc 1am én dinh (HIV170863))
AENLWVTVYYGVPVWKDAETTLFCASDAKAYETEKHNVWATHACVPTDPN
PQEIHLENVTEEFNMWKNNMVEQMHTDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLQCT
NVTNNITDDMR GELKNCSFNMTTELRDKK QK VYSLFYRLDVVQINENQGNRS
NNSNKEYRLINCNTSAITQACPK VSFEPIPIHY CAPAGFAILK CKDKKFNGTGPC
PSVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEEVMIRSENITNNAKNILVQFNTPVQI
NCTRPNNNTRKSIRIGPGQAFYATGDIIGDIRQAHCNVSKATWNETLGKVVKQ
LRKHFGNNTIIRFANSSGGDLEVTTHSFNCGGEFFYCNTSGLFNSTWISNTSVQ
GSNSTGSNDSITLPCRIKQIINMWQRIGQAMYAPPIQGVIRCVSNITGLILTRDG
GSTNSTTETFRPGGGDMRDNWRSEL YK YK VVKIEPLGVAPTRCKRRVVGRRR
RRRAVGIGAVFLGFLGAAGSTMGAASnTLTVQARNLLSGIVQQQSNLpRAPEA
QQHLLKLTVWGIKQLQARVLAVERYLRvVQQLLGIWGCSGKLICCTNVPWNSS
WSNRNLSEIWDNMTWLQWDKEISNYTQIIYGLLEESQfQQEINEQDLLALD

SEQ ID NO: 23 (protein Env C97ZA_SOSIP kiéu dai véi L535M va Q567K
(HIV150673))
NMWVTVYYGVPVWTDAKTTLFCASDTKAYDREVHNVWATHACVPTDPNPQ

EIVLENVTENFNMWKNDMVDQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLHCTNA
TFKNNVTNDMNKEIRNCSFNTTTEIRDKKQQGYALFYRPDIVLLKENRNNSNN
SEYILINCNASTITQACPKVNFDPIPIHYCAPAGYAILKCNNKTFSGKGPCNNVS
TVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEKEIIRSENLTDNVKTIIVHLNKSVEIVCTRP
NNNTRKSMRIGPGQTFYATGDIIGDIRQAYCNISGSKWNETLKRVKEKLQENY
NNNKTIKFAPSSGGDLEITTHSFNCRGEFFYCNTTRLFNNNATEDETITLPCRIK
QIINMWQGVGRAMYAPPIAGNITCKSNITGLLLVRDGGEDNKTEEIFRPGGGN
MKDNWRSEL YK YKVIELKPLGIAPTGcKRRVVERrrRAVGIGAVFLGFLGAA

-85-



36291

GSTMGAASMTLTVQARQLLSSIVQQQSNLLRApEAQQHMLKLTVWGIKQLQT
RVLAIERYLKDQQLLGIWGCSGKLICcTNVPWNSSWSNKSQTDIWNNMTWME
WDREISNYTDTIYRLLEDSQTQQEKNEKDLLALD

SEQ ID NO: 24 (protein Env C97ZA SOSIP dugc sta va duoc lam 6n dinh
(HIV170690))
NIWVTVYYGVPVWKDAKTTLFCASDaKAYDREVHNVWATHACVPTDPNPQEI
VLENVTENFNMWKNDMVDQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLHCTNAT
FKNNVTNDMNKEIRNCSFNTTTEIRDKK QkvYALFYRIDIVqQLKENRNNSNNSE
YrLINCNtSTITQiCPKVIFDPIPIHY CAPAGYAILKCNNKTFnGtGPCNNVSTVQC
THGIKPVVSTQLLLNGSLAEKEIITRSENLTDNVKTIIVHLNKSVEInCTRPNNNT
RKSiRIGPGQTFYATGDIIGDIRQAYCNISGSKWNETLKR VKEKLrEhfNNNKTIK
FAPSSGGDLEITTHSFNCRGEFFYCNTTRLFNNNATEnETITLPCRIKQIINMWQe
VGRAMYAPPIAGNITCK SNITGLLLtRDGGEDNKTEEIFRPGGGNMKDNWRSE
LYKYKVVEiKPLGIAPTkcKRRnVtRrirrRAVGIGAVFLGFLGAAGSTMGAASnTL
TVQARQLLSgIVQQQSNLpRApEAQQHMLKLTVWGIKQLQaRVLAIERYLevQQ
LLGIWGCSGKLICcTNVPWNSSWSNKSQTDIWNNMTWMEWDREISNY TDTTY
RLLEDSQfQQEINEKDLLAnD

SEQ ID NO: 25 (bién thé ciia chu traic Dud22 dugc sira va duge lam on dinh
(HIV161818))
NLWVTVYYGVPVWKEAKTTLFCASDAKAYDKEVHNVWATHACVPTDPNPQ
EIVLENVTENFNMWKNDMVDQMHEDIISL WDQSLKPCVKLTPLCVTLNCKNV
NISANANATATLNSSMNGEIKNCSFNTTTELRDKKQKVYALFYKPDVVPLNG
GEHNETGEYILINCNSSTcTQACPKVSFDPIPIHYCAPAGYAILKCNNKTFNGTG
PCNNVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEEIIRSENLTNNIK TIIVHLNKSVE
INCTRPNNNTRK SVRIGPGQTFYATGEIIGDIREAHCNISRETWNSTLIQVKEKL
REHYNK TIKFEPSSGGDLEVTTHSFNCRGEFFYCNTTKLFNETKLFNESEY VDN
KTIHLPCRIKQIINMWQEVGRcMYAPPIEGNITCK SNITGLLLTRDGGENSTEEVF
RPGGGNMKDNWRSEL YK YK VVEIKPLGVAPTKCKRKnVtRRRRRRAVGLGA
VLLGFLGAAGSTMGAASnTLTVQARQLLSGIVQQQSNLpRAPEAQQHLLQLTV
WGIKQLQTRVLAIERYLKvQQLLGLWGCSGKLICCTAVPWNSSWSNKSLGDI
WDNMTWMQWDREISNYTNTIYRLLEDSQfQQEKNEKDLLAnD

SEQ ID NO: 26 (Du422 SOSIP dugc stra va dugce lam 6n dinh (HIV170859))
NLWVTVYYGVPVWKEAKTTLFCASDAKAYDKEVHNVWATHACVPTDPNPQ
EIVLENVTENFNMWKNDMVDQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCKNV
NISANANATATLNSSMNGEIKNCSFNTTTELRDKKQKVYALFYKPDVVPLNG
GEHNETGEYILINCNSSTITQACPKVSFDPIPITHYCAPAGYAILKCNNKTENGTG
PCNNVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEENIR SENLTNNIKTIIVHLNKSVE
INCTRPNNNTRKSVRIGPGQTFYATGEIIGDIREAHCNISRETWNSTLIQVKEKL
REHYNKTIKFEPSSGGDLEVTTHSFNCRGEFFYCNTTKLFNETKLFNESEY VDN
KTHLPCRIKQIINMWQEVGRAMYAPPIEGNITCKSNITGLLLTRDGGENSTEEV
FRPGGGNMKDNWRSELYKYKVVEIKPLGVAPTKCKRKVVGRRRRRRAVGLG
AVLLGFLGAAGSTMGAASNTLTVQARQLLSGIVQQQSNLpRAPEAQQHLLQLT
VWGIKQLQTRVLAIERYLevQQLLGLWGCSGKLICCTAVPWNSSWSNKSLGDI
WDNMTWMQWDREISNYTNTIYRLLEDSQfQQEINEKDLLALD
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SEQ ID NO: 27 (DS_sC4_SOSIP duoc stra va dugc lam én dinh (HIV170686))
MGNLWVTVYYGVPVWKDAKTTLFCASDAKAYEKEVHNVWATHACVPTDP
NPQEIVLGNVTENFNMWKNDMVDQMHEDIISL WDqSLKPCVKLTPLCVTLNC
RNVRNVEMKNCSFNATTVViDRKQKVHALFYRLDIVPLDENNSSYRLINCNTS
AcTQiCPKVSFDPIPTHYCAPAGYAILKCNNK TFNGTGPCNNVSTVQCTHGIKPV
VSTQLLLNGSLAEEENIRSENL TNNAKTITVHLNETVNINCTRPNNNTRK SIRIGP
GQTFYATGDIIGDIRQAHCNLSRDGWNKTLQGVKKKLAEHFPNK TIKFAPHSG
GDLEITTHsFNCRGEFFYCNTSNLFNESNIERNDSIITLPCRIKQIINMWQEVGR¢
mYAPPIAGNITCRSNITGLLLTRDGGSNNNDTETFRPGGGDMRNNWRSEL YK Y
KVVEVKPLGVAPTECKRRVVERRRRRRAVGIGAVFLGILGAAGSTMGAASHT
LTVQARQLLSGIVQQQSNLpRAPEAQQHMLQLTVWGIKQLQTRVLAIERYLev
QQLLGLWGCSGKLICCTAVPWNTSWSNKSQTDIWDNMTWMQWDKEIGNYT
GEIYRLLEESQfQQEi

SEQ ID NO: 28 (ConC_SOSIP dugc 1am 6n dinh.v3 (HIV170654))
NLWVTVYYGVPVWKEAKTTLFCASDAKAYEKEVHNVWATHACVPTDPNPQ
EMVLENVTENFNMWKNDMVDQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVILNCTN
VNVTEMKNCSFNTTTEIRDKKQKEYALFYRLDIVPLNENSSEYRLINCNTSTIT
QICPKVSFDPIPIHYCAPAGYAILKCNNKTFNGTGPCNNVSTVQCTHGIKPVVS
TQLLLNGSLAEEENIRSENLTNNVKTIIVHLNESVEIVCTRPNNNTRKSIRIGPGQ
TFYATGDIIGDIRQAHCNISEAK WNKTLQRVKKKLKEHFPNKTIKFQPSSGGDL
EITTHSFNCRGEFFYCNTSKLFNSTYNNTTSNSTITLPCRIKQIINMWQEVGRAM
YAPPIAGNITCKSNITGLLLTRDGGNNNNNTETFRPGGGDMRDNWRSELYKY
KVVEIKPLGIAPTKCKRRVVERRRRRRAVGIGAVFLGFLGAAGSTMGAASNTL
TVQARQLLSGIVQQQSNLLRAPEAQQHMLQLTVWGFKQLQARVLAIERYLEV
QQLLGIWGCSGKLICCTAVPWNSSWSNKSQEDIWDNMTWMQWDREISNYTD
TIYRLLEESQFQQEINEKDLLALD

SEQ ID NO: 29 (BG505_SOSIP.v2 dugc lam én dinh (HIV171814))
AENLWVTVYYGVPVWKDAETTLFCASDAKAYETEKHNVWATHACVPTDPN
PQEIHLENVTEEFNMWKNNMVEQMHTDIISL WDQSLKPCVKLTPLCVTLQCT
NVTNNITDDMR GELKNCSFNMTTELRDKK QK VYSLFYRLDVVQINENQGNRS
NNSNKEYRLINCNTSAcTQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILK CKDKKFNGTGP
CPSVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEEVMIRSENITNNAKNILVQFNTPV
QINCTRPNNNTRKSIRIGPGQAFYATGDIIGDIRQAHCNVSKATWNETLGKVV
KQLRKHFGNNTIIRFANSSGGDLEVTTHSFNCGGEFFYCNTSGLFNSTWISNTS
VQGSNSTGSNDSITLPCRIKQIINMWQRIGQcMYAPPIQGVIRCVSNITGLILTRD
GGSTNSTTETFRPGGGDMRDNWRSELYK YK VVKIEPLGVAPTRCKRRVVGRR
RRRRAVGIGAVFLGFLGAAGSTMGAASNTLTVQARNLLSGIVQQQSNLpRAPE
AQQHLLKLTVWGIKQLQARVLAVERYLevQQLLGIWGCSGKLICCTNVPWNS
SWSNRNLSEIWDNMTWLQWDKEISNY TQITYGLLEESQfQQEINEVDLLALD

SEQ ID NO: 30 (C97ZA_SOSIP.v2 dugc sta va dugc lam 6n dinh (HIV171810))
NIWVTVYYGVPVWKDAKTTLFCASDaKAYDREVHNVWATHACVPTDPNPQEI
VLENVTENFNMWKNDMVDQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLHCTNAT
FKNNVTNDMNKEIRNCSFNTTTEIRDKKQkvYALFYRIDIVqLKENRNNSNNSE
YrLINCNtSTcTQiCPK VIFDPIPIHY CAPAGYAILKCNNKTFnGtGPCNNVSTVQC
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THGIKPVVSTQLLLNGSLAEKEIIRSENLTDNVK TIIVHLNKSVEInCTRPNNNT
RKSiRIGPGQTFYATGDIIGDIRQAYCNISGSK WNETLKR VKEKLrERfNNNK TIK
FAPSSGGDLEITTHSFNCRGEFFYCNTTRLFNNNATEnETITLPCRIKQIINMWQe
VGRcMYAPPIAGNITCK SNITGLLL{RDGGEDNK TEEIFRPGGGNMKDNWRSEL
YKYKVvEiKPLGIAPTkcKRRnVtRrrrirRAVGIGAVFLGFLGAAGSTMGAASNTLT
VQARQLLSgIVQQQSNLpRApEAQQHMLKLTVWGIKQLQaRVLAIER YLevQQL
LGIWGCSGKLICcTNVPWNSS WSNKSQTDIWNNMTWMEWDREISNYTDTIYR
LLEDSQfQQEiNEVDLLAND

SEQ ID NO: 31 (Du422 SOSIP.v1 dugc stra va dugc lam 6n dinh (HIV171812))
NLWVTVYYGVPVWKEAKTTLFCASDAKAYDKEVHNVWATHACVPTDPNPQ
EIVLENVTENFNMWKNDMVDQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVILNCKNV
NISANANATATLNSSMNGEIKNCSFNTTTELRDKKQKVYALFYKPDVVPLNG
GEHNETGEYILINCNSSTcTQACPKVSFDPIPIHYCAPAGYAILKCNNKTENGTG
PCNNVSTVQCTHGIKPVVSTQLLLNGSLAEEEHIRSENLTNNIKTIIVHLNKSVE
INCTRPNNNTRKSVRIGPGQTFYATGEIIGDIREAHCNISRETWNSTLIQVKEKL
REHYNKTIKFEPSSGGDLEVTTHSFNCRGEFFYCNTTKLFNETKLFNESEY VDN
KTHLPCRIKQIINMWQEVGRcMYAPPIEGNITCKSNITGLLLTRDGGENSTEEVF
RPGGGNMKDNWRSELYKYKVVEIKPLGVAPTKCKRKVVGRRRRRRAVGLG
AVLLGFLGAAGSTMGAASNTLTVQARQLLSGIVQQQSNLpRAPEAQQHLLQLT
VWGIKQLQTRVLAIERYLevQQLLGLWGCSGKLICCTAVPWNSSWSNKSLGDI
WDNMTWMQWDREISNYTNTIYRLLEDSQfQQEINEVDLLALD

SEQ ID NO: 32 (sC4_SOSIP.v4 duogc stra va dugc lam 6n dinh)
MGNLWVTVYYGVPVWKDAKTTLFCASDAKAYEKEVHNVWATHACVPTDP
NPQEIVLGNVTENFNMWKNDMVDQMHEDISLWDqSLKPCVKLTPLCVTLNC
RNVRNVEMKNCSFNATTVVDRKQKVHALFYRLDIVPLDENNSSYRLINCNTS
AcTQiCPKVSFDPIPIHYCAPAGYAILKCNNKTFNGTGPCNNVSTVQCTHGIKPV
VSTQLLLNGSLAEEEIIRSENLTNNAKTIIVHLNETVNIVCTRPNNNTRKSIRIGP
GQTFYATGDIIGDIRQAHCNLSRDGWNKTLQGVKKKLAEHFPNKTIKFAPHSG
GDLEITTHSFNCRGEFFYCNTSNLFNESNIERNDSIITLPCRIKQIINMWQEVGRc¢
mYAPPIAGNITCRSNITGLLLTRDGGSNNNDTETFRPGGGDMRNNWRSELYKY
KVVEVKPLGVAPTECKRRnVtRRRRRRAVGIGAVFLGILGAAGSTMGAASnTL
TVQARQLLSGIVQQQSNLpRAPEAQQHMLQLTVWGIKQLQTRVLAIERYLeDQ
QLLGLWGCSGKLICCTAVPWNTSWSNKSQTDIWDNMTWMQWDKEIGNY TG
EIYRLLEESQfQQEi

SEQ ID NO: 33 (vi du cua trinh ty tin hiéu (vi du dugc dung cho céc bién thé
DS sC4 SOSIP)
MRVRGMLRNWQQWWIWSSLGFWMLMIYSV

SEQ ID NO: 34 (vi du cta trinh ty tin hiéu (vi du dugc dung cho céc bién thé
BG505_SOSIP)
MRVMGIQRNCQHLFR WGTMILGMIIICSA
TAI LIEU THAM KHAO
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YEU CAU BAO HOQ

1. Protein vé (Env) cua virut gdy suy gidm mién dich tai t6 hop & nguoi (Human

Immunodeficiency Virus - HIV), bao gobm hai hodc nhi€u trong s6 cac goc axit amin

sau day:

(i) Phe, Leu, Met, hodc Trp, t6t hon 1a Phe, & vi tri 65 I;
(ii) Phe, Ile, Met, hodc Trp, tot hon 14 Ile, & vi tri 655;
(ii1) Asn hoac Gln, t6t hon 1a Asn, & vi tri 535;

(iv) Val, Ile hodc Ala, tot hon 13 Val, & vi tri 589;

(v) Phe hoic Trp, tét hon 13 Phe, & vi tri 573;

(vi) Ile & vi tri 204; va/hodc

(vii) Phe, Met, hoc Ile, tot hon 12 Phe, & vi tri 647,

trong d6 viéc danh sd cac vi tri 13 theo danh s6 trong gp160 ctia HXB2 thé
phén 1ap HIV-1.

2. Protein Env cua HIV tai t6 hop, bao gdm mét hoac nhiéu trong sé cac gdc axit amin

sau day:

(i) Phe, Leu, Met, hodc Trp, tot hon 1a Phe, & vi tri 651;
(ii) Phe, Ile, Met, hodc Trp, tot hon 14 Ile, & vi tri 655;
(iii) Asn hoic Gln, tot hon 1a Asn, & vi tri 535;

(iv) Val, Ile hodc Ala, t6t hon 1a Val, & vi tri 589;

(v) Phe hodc Trp, tét hon 1a Phe, & vi tri 573;

(vi) Ile & vi tri 204; va/hodc

(vii) Phe, Met, hodc Ile, tot hon 12 Phe, & vi tri 647,

trong d6 protein Env HIV dugc chon tir nhém bao gbm:

(1) trinh tu déng nhit Env HIV, vi du tir nhanh C vi du bao g@)m trinh tu axit

amin néu & SEQ ID NO: 2 hodc 3 hoac vi du tir nhanh B vi du bao gém
trinh tu axit amin néu & SEQ ID NO: 4 hodc 5;
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(2) protein Env HIV téng hop, vi du bao gém trinh ty axit amin cia (a): SEQ
ID NO: 6; hodc (b): SEQ ID NO: 6 v6i dot bién cta Glu thanh Arg & vi tri
166; hodc (c): (a) hodc (b) véi dot bién cta axit amin & cac vi tri 501 va
605 vao gdc Cys va dot bién cia axit amin & vi tr 559 vao gdc Pro; hodc
(d): (), (b) hodc (c) c6 dot bién vi tri phan cht furin nita, vi du thay thé &
céc vi tri 508-511 bang RRRRRR (SEQ ID NO: 10); hoic (¢) SEQ ID
NO: 7; ho#c (f) SEQ ID NO: 8 hodc SEQ ID NO: 9; va

(3) protein Env HIV bd me ma t6t hon 13 protein Env HIV kiéu dai, t6t hon
13 cia nhanh C, bao gé)m it nhat mot dot bién cap & géc axit amin ma cé
mat & vi tri tuong Ung & tudn suét it hon 7,5%, tot hon 13 it hon 2%, cua
trinh tw Env HIV trong tap hop cta it nhit 1000, tét hon 12 it nhat 10000,
trinh ty Env HIV kiéu dai, trong d6 dot bién cap la su thé b%mg géc axit
amin ma c6 mat & vi tri trong tmg & tan sut bang it nhat 10% cta trinh
tw Env HIV trong tap hop nay va tot hon 12 dot bién ciip 12 su thé bang gbc
axit amin ma c¢6 mat & vi tri twong ting thudng xuyén nhét trong tap hop
nay;
va

trong d6 viéc danh s6 cac vi tri 1a theo danh s trong gp160 ctia HXB2 thé

phén lép HIV-1.

3. Protein Env ctia HIV t4i tb hop, bao gdm mot hodc nhidu trong s cac gdc axit amin

sau day:
(i) Phe, Leu, Met, hodc Trp, tdt hon 14 Phe, & vi tri 651;
(ii) Phe, Ile, Met, hodc Trp, tot hon la Ile, & vi trf 655;
(iii) Asn hodic Gln, tét hon 12 Asn, & vi tri 535;
(iv) Val, Ile hodc Ala, tot hon 1a Val, & vi tri 589;
(v) Phe hoic Trp, tot hon 12 Phe, & vi trf 573;
(vi) Ile 6 vi tri 204; va/hodc
(vii) Phe, Met, hodc lle, tdt hon 12 Phe, & vi tri 647,

trong d6 protein Env HIV 1a protein Env HIV bao gdm it nhit mot cia cac

goc sau day:
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(a) Cys & céc vi tri 501 va 605;
(b) Pro & vi tri 559;
(c) Cys & cac vi tri 501 va 605 va Pro & vi tri 559; va

viée danh sb cac vi trf 14 theo danh sé trong gp160 clia HXB2 thé phan lap
HIV-1.

. Protein Env HIV t4i t6 hop theo diém 2 hodc 3, bao gdbm hai hoic nhiéu trong sb

gbc axit amin dwoc néu & (i) dén (vii).

. Protein Env HIV t4i t§ hop theo mot diém bat ky trong sb cac diém tir 1,2, va 4, bao
gbm Cys & cac vi tri 501 va 605 hodc Pro & vi tri 559, t6t hon 1a Cys & cac vi tri 501
va 605 va Pro & vi tri 559.
. Protein Env HIV t4i t& hop theo mot diém bét ky trong s6 céc diém tir 1 dén 5, bao
gbm ba hoic nhiéu trong s6 gbc axit amin dugc néu & (i) dén (vii).
. Protein Env HIV t4i td hop theo mdt diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, bao
gdm bén hodc nhidu trong sb gbc axit amin dugc néu & (i) dén (vii).

Protein Env HIV téi t§ hop theo mét diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 7, bao
gbm Phe & vi trf 651, Ile & vi tri 655, Asn & vi tri 535, va Val & vi tri 589.
. Protein Env HIV t4i td hop theo mot diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 8, bao

gdm nam hodc nhiéu trong s6 goc axit amin dugc néu & (i) dén (vii).

10. Protein Env HIV t4i t6 hop theo mot diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 9, con

bao gobm mot hodc nhiéu trong so cac goc sau day:

(viii) Gln, Glu, Ile, Met, Val, Trp, hodc Phe, t6t hon 13 Gln hodc Glu, &
vi tri 588;

(ix) Lys 6 vi tri 64 hodc Arg & vi tri 66 hodc Lys & vi tri 64 va Arg & vi
tri 66;

(x) Trp & vi tri 316;
(xi) Cys & ca vi tri 201 va 433;
(xii) Pro & vi tri 556 hodc 558 hodc & ca vi tri 556 va 558;

(xiii) thay thé vong & vi tri axit amin 548-568 (vong HR1) bang vong ¢
7-10 axit amin, tot hon 1a vong ¢6 8 axit amin, vi du c6 trinh ty dugc chon

tir mot trinh tw bit ky trong s6 (SEQ ID NO: 12-17);
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(xiv) Gly & vi tri 568, hodc Gly & vi tri 569, hodc Gly & vi tri 636, hodc
Gly & ca vi tri 568 va 636, hodc Gly & ca vi tri 569 va 636; va/hodc
(xv) Tyr & vi tri 302, hodc Arg & vi tri 519, hodc Arg & vi tri 520, hodc Tyr
& vi tri 302 va Arg & vi tri 519, hodc Tyr ¢ vi tri 302 va Arg & vi tri 520,
hodc Tyr & vi tri 302 va Arg ¢ cd vi tri 519 va 520.

11. Protein Env HIV t4i t6 hop theo mot diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén 10, con
bao gdm dét bién trong trinh tu phén cét furin cua protein Env HIV, tét hon 13 thay
thé & cac vi trf 508-511 bang RRRRRR (SEQ ID NO: 10).

12. Protein Env HIV t4i t6 hop theo mot didm bt ky trong s6 céc diém tir 1 dén 11, bao
gbm trinh ti axit amin ma 13 it nhét 95% tuong ddng voi bit ky trong sé cac SEQ ID
NO: 3, 5, 20, 22, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31, hodc 32.

13. Protein Env HIV t4i t5 hop theo mot diém bt ky trong sé cac diém tir 1 dén 12, con
bao gém: (xvi) géc axit amin dugc chon tir Val, Ile, Phe, Met, Ala, hodc Leu, t6t hon
1a Val hoc Ile, tt nhét 1a Val, & vi tri 658.

14. Protein Env HIV t4i 6 hop theo mot diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 13, 1a
gp140 hodc gp160 protein.

15. Protein Env HIV tai t hop theo mot diém bat ky trong sd cac diém tir 1 dén 14, ma
12 tir nhanh C hojc nhanh A, t6t hon 13 tir nhénh C.

16. Phirc trime bao gébm oligome khong cong hoa tri clia ba trong s6 cac protein Env
HIV t4i td hop theo mot diém bét ky trong sd céc diém tir 1 dén 15.

17. Hat, t&t hon 14 liposom ho#c hat nano, thé hién trén protein Env ctia HIV tai td hop
bé mit cia né theo mot diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 15 hodc phic trime
theo diém 16.

18. Phan tit axit nucleic phan 14p mé héa protein Env ctia HIV t4i to hop theo mot diém
bat ki trong sb cac diém tir 1 dén 15.

19. Vecto chira phén tr axit nucleic phan l4p theo diém 18 lién két hoat dong véi trinh
tu khoi dau.

20. Vecto theo diém 19, ma 13 vecto adenovirut.

21.T& bao chii chira phan tit axit nucleic phan 14p theo diém 18 hodc vecto theo diém
19 hodc 20.

22.Phuong phép tao ra protein Env ctia HIV tai t6 hop, bao gdm nudi té bao chu theo
didm 21 duéi cac didu kién thich hop dé tao ra protein Env HIV tai t6 hop.
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23.Ché phdm bao gdm protein Env HIV t4i td hop theo mot diém bét ky trong s6 cac
diém tr 1 dén 15, phtrc trime theo diém 16, hat theo diém 17, phan tir axit nucleic
phan 13p theo diém 18, hoic vecto theo diém 19 hoic 20, va chét mang dugc dung.

24.Phuong phép cai thién sy tao thanh trime cla protein Env HIV, phuong phap bao
gbm thé mot hoic nhiéu gbc axit amin trong protein Env HIV b6 me, trong d6 mot
hodc nhiéu su thé tao ra mot hoic nhiéu trong sb céc axit amin sau day:

(i) Phe, Leu, Met, hodc Trp, tot hon 1a Phe, & vi trf 651;
(ii) Phe, Ile, Met, hodc Trp, tot hon 14 Ile, & vi tri 655;
(iii) Asn hozc Gln, t6t hon 1a Asn, & vi tri 535;

(iv) Val, Ile hoac Ala, t6t hon 1a Val, & vi tri 589;

(v) Phe hoac Trp, tot hon 1a Phe, & vi tri 573;

(vi) Ile & vi tri 204; va’/hodc

(vii) Phe, Met, hodc Ile, tot hon 12 Phe, & vi tri 647,

trong d6 viéc danh sd céc vi tri 1a theo danh sb trong gpl60 cia HXB2 thé phan lap
HIV-1.
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Trp
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Trp
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Trp
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Trp
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Thr Ile Tyr Arg Leu Leu Glu Glu Ser Gln Asn Gln Gln Glu Lys Asn
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Trp
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Thr

Pro

Phe

Ala

Pro

Thr

205

Arg

Glu
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Ser

Thr
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Asp

Tyr
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375

Thr
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Phe Gly

Pro Glu
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Cys Asn
360

Thr Trp

Leu Pro

Lys Ala

Asn Ile

425

Gly Thr
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Ile
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Met

410

Thr

Glu

Asn
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Thr
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Arg

395

Tyr
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Ile

Lys

Met
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Thr

380

Ile

Ala

Leu

Phe

Thr

His

Leu

365

Lys

Lys

Pro

Leu

Arg
445

Ile

Ser

350

Phe

Arg

Gln

Pro

Leu

430

Pro

Val

335

Phe

Asn

Ser

Ile

Ile

415
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Gly
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Ser

Asn

Ile
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Gly

Val

465

Val

Gly

Leu

Asn

Thr

545

Asp

450

Lys

Val

Phe

Thr

Asn

530

Val

Met

Ile

Gln

Leu

Val

515

Leu

Trp

Arg

Glu

Ser

Gly

500

Gln

Leu

Gly
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Pro

Glu

485
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Ala
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Leu

470
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Ala

Lys
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Trp

455
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Leu

Ile

535

Gln
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Arg

Val

Ala

Ser

Leu
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Glu

Leu

Ser

Ala
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Thr

505

Leu

Ala

Gln
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Glu

Pro

Gly

490

Met

Ser

Gln

Ala

Leu

Thr

475

Ile

Gly

Gly

Gln

Arg

555

Tyr

460

Lys

Gly

Ala

Ile

His

540

Val

Lys

Ala

Ala

Ala

Val

525

Leu

Leu

Tyr

Lys

Val

Ser

510

Gln

Leu

Ala

Lys

Arg

Phe

495

Met

Gln

Gln

Val

Val

Arg

480

Leu

Thr

Gln

Leu

Glu
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Arg Tyr

Lys Leu

Lys Ser

Arg Glu
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Ser Gln
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<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Leu Lys

Ile Cys

580

Leu Asp
595

Ile Asn

Asn Gln

9
630

PRT

Trinh tu Nhan tao

trinh tyu Mos2.Env

Asp

565

Thr

Lys

Asn

Gln

Gln

Thr

Ile

Tyr

Glu

630

Gln

Thr

Trp

Thr

615

Lys
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Leu

Val

Asn

600

Ser

Leu

Pro

585

Asn

Leu
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Gly Ile

570

Trp Asn

Met Thr

Ile Tyr

Trp

Ala

Trp

Thr

620

Gly

Ser

Met

605

Leu

Cys

Trp

590

Glu

Ile

Ser Gly

575

Ser Asn

Trp Glu

Glu Glu



Met

Glu

Lys

Pro

Met

65

Leu

Val

Tyr

Gly

Ala

Glu

Asn

50

Trp

Trp

Thr

Asn

Asn

Lys

Val

35

Pro

Lys

Asp

Leu

Ile

115

Leu

Thr

20

His

Gln

Asn

Gln

Glu

100

Ile

Trp

Thr

Asn

Glu

Asp

Ser

85

Cys

His

Val

Leu

vVal

Met

Met

70

Leu

Arg

Asn

Thr

Phe

Trp

Val

55

Val

Lys

Asn

Glu
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Val

Cys

Ala

40

Leu

Asp

Pro

Val

Thr

120

Tyr

Ala

25

Thr

Glu

Gln

Cys

Arg

105

Tyr
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Tyr

10

Ser

His

Asn

Met

vVal

90

Asn

Lys

Gly

Asp

Ala

Val

His

75

Lys

Val

Glu

Val

Ala

Cys

Thr

60

Glu

Leu

Ser

Met

Pro

Lys

Val

45

Glu

Asp

Thr

Ser

Lys
125

Val

Ala

30

Pro

Asn

Ile

Pro

Asn

110

Asn

Trp

15

Tyr

Thr

Phe

Ile

Leu

95

Gly

Cys

Lys

Glu

Asp

Asn

Arg

80

Cys

Thr

Ser



Phe

Leu

145

Glu

Asn

Ile

Asn

Val

225

Asn

130

Phe

Lys

Thr

Pro

Asn

210

Gln

Ala

Tyr

Ser

Ser

Ile

195

Lys

Cys

Thr

Arg

Ser

Ala

180

His

Thr

Thr

Thr

Leu

Glu

165

Ile

Tyr

Phe

His

Val

Asp

150

Asn

Thr

Cys

Asn

Gly
230

Val

135

Ile

Ser

Gln

Ala

Gly

215

Ile
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Glu Asp

Val Pro

Ser Glu

Ala Cys

185

Pro Ala

200

Thr Gly

Lys Pro
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Arg

Leu

Tyr

170

Pro

Gly

Pro

Val

Lys

Asp

155

Tyr

Lys

Tyr

Cys

Val

235

Gln

140

Glu

Arg

Val

Ala

Asn

220

Ser

Lys

Asn

Leu

Ser

Ile

205

Asn

Thr

Val

Asn

Ile

Phe

190

Leu

Val

Gln

His

Ser

Asn

175

Asp

Lys

Ser

Leu

Ala

Ser

160

Cys

Pro

Cys

Thr

Leu
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Leu

Leu

Asn

Ile

Ile

305

Leu

Ile

Ser

Asn

Thr

Ile

Gly

290

Arg

Gln

Asn

Phe

Gly

Asn

Thr

275

Pro

Gln

Gly

Phe

Asn

355

Ser

Asn

260

Cys

Gly

Ala

Val

Thr

340

Cys

Leu

245

Ala

Thr

Gln

His

Lys

325

Ser

Arg

Ala

Lys

Arg

Thr

Cys

310

Lys

Ser

Gly

Glu

Thr

Pro

Phe

295

Asn

Lys

Ser

Glu
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Glu

Ile

Asn

280

Tyr

Leu

Leu

Gly

Phe

360

Glu

Ile

265

Asn

Ala

Ser

Ala

Gly

345

Phe
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Ile

250

Val

Asn

Thr

Arg

Glu

330

Asp

Tyr

Ile

His

Thr

Gly

Asp

315

His

Leu

Cys

Ile

Leu

Arg

Asp

300

Gly

Phe

Glu

Asn

Arg

Asn

Lys

285

Ile

Trp

Pro

Ile

Thr

365

Ser

Glu

270

Ser

Ile

Asn

Asn

Thr

350

Ser

Glu

255

Thr

Ile

Gly

Lys

Lys

335

Thr

Gly

Asn

Val

Arg

Asp

Thr

320

Thr

His

Leu



Phe

Asn

385

Glu

Cys

Asn

Asp

Glu

465

Asn

370

Ile

Val

Arg

Asn

Met

450

Val

Gly

Thr

Gly

Ser

Gly

435

Arg

Lys

Thr

Leu

Arg

Asn

420

vVal

Asn

Pro

Tyr

Pro

Ala

405

Ile

Pro

Asn

Leu

Met

Cys

390

Met

Thr

Asn

Trp

Gly

470

Pro

375

Arg

Tyr

Gly

Asp

Arg

455

Val
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Asn

Ile

Ala

Leu

Thr

440

Ser

Ala

Gly

Lys

Pro

Leu

425

Glu

Glu

Pro
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Thr

Gln

Pro

410

Leu

Thr

Leu

Thr

Asn

Ile

395

Ile

Thr

Phe

Tyr

Glu

475

Ser

380

Ile

Ala

Arg

Arg

Lys

460

Ala

Asn

Asn

Gly

Asp

Pro

445

Tyr

Lys

Ser

Met

Asn

Gly

430

Gly

Lys

Arg

Ser

Trp

Ile

415

Gly

Gly

Val

Arg

Ser

Gln

400

Thr

Ser

Gly

Val

Val
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Val

Ile

Thr

Asn

Val

545

Tyr

Leu

Ser

Glu

Leu

Val

Leu

530

Trp

Leu

Ile

Gln

Arg

Gly

Gln

515

Leu

Gly

Gln

Cys

Thr

595

Glu

Ala

500

Ala

Arg

Ile

Asp

Thr

580

Asp

Lys

485

Ala

Arg

Ala

Lys

Gln

565

Thr

Ile

Arg

Gly

Gln

Ile

Gln

550

Gln

Ala

Trp

Ala

Ser

Leu

Glu

535

Leu

Leu

Val

Asp
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Val

Thr

Leu

520

Ala

Gln

Leu

Pro

Asn

600

Gly

Met

505

Ser

Gln

Thr

Gly

Trp

585

Met
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Ile

490

Gly

Gly

Gln

Arg

Leu

570

Asn

Thr

Gly

Ala

Ile

His

Val

555

Trp

Thr

Trp

Ala

Ala

Val

Met

540

Leu

Gly

Ser

Met

Val

Ser

Gln

525

Leu

Ala

Cys

Trp

Gln

605

Phe

Ile

510

Gln

Gln

Ile

Ser

Ser

590

Trp

Leu

495

Thr

Gln

Leu

Glu

Gly

575

Asn

Asp

Gly

Leu

Ser

Thr

Arg
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Lys

Lys

Lys
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Glu Ile Gly Asn Tyr Thr Gly Glu Ile Tyr Arg Leu Leu Glu Glu Ser

610 615 620

Gln Asn Gln Gln Glu Lys

625 630
<210> 10

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>

<223> Trinh tu dét bién vi tri phan cdt furin

<400> 10

Arg Arg Arg Arg Arg Arg

1 5
<210> 11

<211> 31

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>
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<223>

<400>
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trinh tu tin hiéu

11

Met Arg Val Arg Gly Ile Leu Arg Asn Trp Gln Gln Trp Trp Ile Trp

1

5 10 15

Gly Ile Leu Gly Phe Trp Met Leu Met Ile Cys Asn Val Val Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

20 25 30
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8
PRT

Trinh tw Nhan tao

Vi du cta 8 trinh tu axit amin ma cé thé thay thé vong HRIL
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Asn Pro Asp Trp Leu Pro Asp Met

1

<210>
<211>
<212>

<213>

5

13
8
PRT

Trinh ty Nhan tao
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<220>

<223> Vi du cua 8 trinh tu axit amin ma cé thé& thay thé vong HR1

<400> 13

Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser

1 5
<210> 14
<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>

<223> Vi du cua 8 trinh tu axit amin ma co thé thay thé vong HR1
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Asp Asp Val His Pro Asp Trp Asp

1 5
<210> 15

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuyu Nhan tao
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<400>

36291

Vi du cua 8 trinh tu axit amin ma cé thé thay thé vong HR1
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Arg Asp Thr Phe Ala Leu Met Met

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5

16
8
PRT

Trinh ty Nhé&n tao

Vi du cua 8 trinh tu axit amin ma cé thé& thay thé vong HRI1
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Asp Glu Glu Lys Val Met Asp Phe

1

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

5
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8
PRT

Trinh ty Nhé&n tao

Vi du cha 8 trinh tu axit amin ma cé thé thay thé vong HRI1
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<400> 17

Asp Glu Asp Pro His Trp Asp Pro

1 5
<210> 18
<211> 29

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhé&n tao

<220>

<223> trinh tu tin hiéu

<400> 18

Met Arg Val Lys Gly Ile Arg Lys Asn Tyr Gln His Leu Trp Arg Trp

1 5 10 15

Gly Thr Met Leu Leu Gly Met Leu Met Ile Cys Ser Ala

20 25

<210> 19
<211> 61
<212> PRT
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<223>

<400>

Ala Ala

Asp Asp

Gly Gly

Gly Ser
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<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Trinh tu
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Ala

Lys

Ser

35

Gly

20
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PRT

Trinh tyu Nhén tao

Leu

Pro
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Gly

Gly

theé

Pro

Gly

Gly

Gly

Glu

Gly

Gly

Gly

Thr

Gly

Gly

Ser
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Gly

Ser

40

His

Gly

Ser

25

Gly

His

Gly Ser
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Gly Gly

His His
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Gly

His
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Tyr
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Ser

45
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Lys Asp Asp
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Ser Gly Gly
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Gly Gly Gly

Protein Env ConC_SOSIP duoc lam dn dinh (HIV160544)
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Lys
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Lys
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Asp

Leu

Lys

Leu

Thr
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Gln

50

Asn

Gln

Asn

Glu

Trp

Thr

Asn

35

Glu

Asp

Ser

Cys

Glu

115

Val

Leu
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vVal

Met

Met
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Thr
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Met
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Trp
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Cys
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Gly
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Phe
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Ala

Cys

Thr

Glu
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Asn

Ser
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Asp

Pro
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Ser

Ile

Lys

Cys

Gly
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Lys
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Leu

Thr

His

Thr

Thr
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Lys
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Ile
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Leu
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Ala
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Tyr
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Ala

Gly
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Glu
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Asn
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Trp
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Glu Lys Asp Leu Leu Ala Leu Asp

610
<210> 21
<211> 634

<212> PRT

615

<213> Trinh tyu Nhé&n tao
<220>
<223> Protein Env BG505 SOSIP (HIV150673)
<400> 21
Ala Glu Asn Leu Trp Val Thr Val Tyr Tyr Gly
1 5 10
Asp Ala Glu Thr Thr Leu Phe Cys Ala Ser Asp
20 25
Thr Glu Lys His Asn Val Trp Ala Thr His Ala
35 40
Pro Asn Pro Gln Glu Ile His Leu Glu Asn Val
50 55
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65

Leu
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Trp

Trp
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115
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Asn
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100

Leu

Gln

Glu

Ile

Asn

Ser
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Asn

Asn

Phe
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Thr

Asn

Thr

Tyr
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155
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Pro

Ile
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Thr

Arg

140

Ser

Cys
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Ile

Leu

Thr

Thr
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Leu

Glu

Pro
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Cys
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Glu
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Tyr
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Tyr
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Leu

Val

95
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Tle

Ile

Arg

Val
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Thr
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Leu
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Asn
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Gln
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Thr
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Cys
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Thr

Thr
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36291

Phe

200

His

Leu
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Thr

Gln
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Tyr
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Lys
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Thr
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Lys
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Pro
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300

Pro
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Gly

Cys
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Thr
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Ile

Leu
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Thr

Arg
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Lys

Ile
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Asn
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Ile

Thr

Leu
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385

Asn

Thr

Glu
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Thr

Thr
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370
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Ile
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Thr

Lys

Thr

Arg

355

Cys

Met

Thr
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Leu

Thr
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340

Leu

Arg

Tyr
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Lys
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Leu

405
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Leu
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Leu
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Gly
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330
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Thr
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Leu
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Met
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395

Gly

Asn

Arg
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Phe
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Trp

380

Ile

Gly
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Glu
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Gln

Thr

Glu

Lys
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Asp

Tyr
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Thr

Glu

Cys

Asp
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430
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Leu

335

Cys

Ile
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Lys

Asn

415

Asn

Asn
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Asn
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Lys
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Arg

Ile

Arg

465
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Arg
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Ser
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450

Arg

Gly

Gln

Pro

Gln

530

Glu

435
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Ala

Ser

Leu

Glu

515

Leu

Leu

Thr
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Thr

Leu

500

Ala

Gln

Tyr

Lys

Gly

Met

485

Ser

Gln
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Lys

Cys

Ile

470

Gly

Gly

Gln

Arg

Tyr

Lys

455

Gly

Ala

Ile

His

Val

535
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Arg

Ala

Ala

Val

Met

520

Leu

vVal
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Val
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Gln

505

Leu

Ala
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Val
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Phe

Asn
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Gln

Lys

Ile

Glu

Val

Leu

475

Thr

Gln

Leu

Glu

Ile

Thr
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Gly

Leu

Ser

Thr

Arg
540

Lys

445

Arg

Phe

Thr

Asn

Val

525

Tyr

Pro

Arg

Leu
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Leu

510

Trp

Leu
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Arg

Gly

Gln

495
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Gly

Glu
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Gln Gln Leu Leu Gly Ile Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu Ile Cys Cys

545 550 555 560

Thr Asn Val Pro Trp Asn Ser Ser Trp Ser Asn Lys Ser Gln Thr Asp

565 570 575

Ile Trp Asn Asn Met Thr Trp Met Glu Trp Asp Arg Glu Ile Ser Asn

580 585 590
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Lys

Val

Pro

Lys

65

Asp

Leu

Thr

Leu

Thr

His

Gln

50

Asn

Gln

Asn

Leu

Trp
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35

Glu

Asp

Ser

Cys
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Val

Leu
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Ile
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Trp
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Val
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Cys
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Leu
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Tyr
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Thr

Glu

55

Gln

Cys
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Asn
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Tyr Gly

Ser Asp
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His Ala

40

Asn Val

Met His

Val Lys
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Gly Glu
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10
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Glu

Leu

90
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Ile

Pro

Lys

Val

Glu

Asp
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Thr

Asn

Lys
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Ala

Pro

Asn
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Ile

Pro

Ala

Asn

Trp

Tyr

Thr

45

Phe
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Leu
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Cys

Lys

Asp
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Asn

Ser

Cys

Ala
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Glu
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Lys
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Leu
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Thr
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Ala

Glu
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Trp

Trp

80
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Thr

Tyr

145

Gly

Cys

Ala

Gly

Pro

225

Thr

130

Lys

Glu

Pro

Gly

Pro

210

Val
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Thr

Pro

Tyr

Lys

Tyr
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Cys
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Glu

Asp
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Val
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Asn
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Leu

Val
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165

Ser
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Asn
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Arg
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Leu

Val
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230

Asp
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Pro

Asn
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215

Leu
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Lys
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Cys

Pro

Cys
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Thr

Leu

Lys

Asn
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Ile
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Asn
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Thr
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220
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Tyr
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Leu
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Asn

Thr

Cys
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Gly
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Leu

Glu
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Glu
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Thr
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Thr

Lys

Glu

240



Glu
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Ala

Ser

305

Arg

Asp

Tyr
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Thr
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Arg

Glu

Leu

Cys
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His

Thr
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Gly

Glu

His

Glu

Asn

Tle

Leu

260

Arg

Glu

Thr

Tyr
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Thr

Arg

245

Asn

Lys
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Trp

Asn
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Thr

Thr
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Lys
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Lys
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Glu

Ser
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Thr
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Asn
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Ser

Phe

Leu

Glu
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Ile

Ile
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Lys

Phe
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Asn
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Gly
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Asn

Glu

Asn

Asn

Pro
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Gln

315

Glu
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Thr

Asn

Cys

Gly
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Val
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Lys

Ile

Thr

Gln

285
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Lys

Ser

Gly

Leu

Lys

Arg

270

Thr

Cys

Glu

Ser
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350

Phe
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Phe
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Lys

Gly

335

Phe
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Tyr
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Leu
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Gly
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Ser

Gln

385

Pro

Leu

Gly

Lys

Arg
465

Glu

370

Ile

Ile

Thr

Gly

Val

450

Lys

355

Tyr

Ile

Glu

Arg

Gly

435

Val

Asn

Val

Asn

Gly

Asp

420

Asn

Glu

Val

Asp

Met

Asn

405

Gly

Met

Ile

Thr

Asn

Trp

390
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Lys

Lys

Arg
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375
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Thr

Glu

Asp
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455

Arg
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Glu

Cys
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Asn

440

Leu

Arg

Ile
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Lys

Ser

425

Trp

Gly

Arg
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Ile

Gly

Ser

410

Thr

Arg
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Arg

Leu

Arg
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Asn

Glu

Ser

Ala

Arg

475

Pro

380

Cys

Ile

Glu

Glu

Pro

460

Ala

365

Cys

Met

Thr

Val

Leu

445

Thr

Val

Arg

Tyr

Gly

Phe

430

Tyr

Lys

Gly

Ile

Ala

Leu

415

Arg

Lys

Cys

Leu

Lys

Pro

400

Leu

Pro

Tyr

Lys

Gly

480



Ala

Ala

Val

Leu

Leu

545

Gly

Ser

Met

Val

Ser

Gln

Leu

530

Ala

Cys

Trp

Gln

Leu

Asn

Gln

515

Gln

Ile

Ser

Ser

Trp

Leu

Thr

500

Gln

Leu

Glu

Gly

Asn

580

Asp

Gly

485

Leu

Ser

Thr

Arg

Lys

565

Lys

Arg

Phe

Thr

Asn

Val

Tyr

550

Leu

Ser

Glu

Leu
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Leu

Trp

535

Leu

Ile
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Gly

Lys
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Gly
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505
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Ile
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Cys
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Ala

Lys

Gln
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570

Ile
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Gly

Gln

Pro
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Gln

555

Ala

Trp

Thr

Ser
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Glu

Leu

540

Leu

Val
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Asn

Thr

Leu

Ala

525

Gln

Leu

Pro

Asn

Thr

Met
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510
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Thr

Gly

Trp

Met
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Ile
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495
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Arg

Leu
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Tyr
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Val

Trp
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Trp
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<210> 26
<211> 628
<212> PRT

<213> Trinh tu Nh&n tao

<220>

<223> Protein Env Du422 SOSIP dugc sua va duoc lam 4n dinh
(HIV170859)

<400> 26

Asn Leu Trp Val Thr Val Tyr Tyr Gly Val Pro Val Trp Lys Glu Ala

1 5 10 15

Lys Thr Thr Leu Phe Cys Ala Ser Asp Ala Lys Ala Tyr Asp Lys Glu

20 25 30

-210-
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Pro

Lys

65

Asp

Leu

Thr

Thr

Tyr

145
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Gln

50

Asn

Gln

Asn

Leu

Thr

130

Lys

Asn

35
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Asp

Ser

Cys

Asn

115

Thr

Pro

Val

Ile

Met

Leu

Lys

100

Ser
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Trp

Val
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Lys
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Asn
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Leu

Val
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Val

Met
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Val
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Thr

Glu
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Gln

Cys
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Asp
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Met

Val
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Lys

Leu

Ala
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His

Lys
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105

Glu

Lys

Asn
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Thr

Glu

Leu
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Ala
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Val
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Thr

Asn

Lys

Lys
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Pro

Asn

60

Ile

Pro

Ala

Asn

Val

140

Glu

Thr

45

Phe

Ile

Leu

Asn

Cys

125

Tyr
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Ser

Cys
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Ser

Ala

Asn

Pro

Met

Leu

Val

95

Thr

Phe

Leu
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Asn

Trp

Trp
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Thr
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Gly

Cys

Ala

Gly

Pro

225

Glu

Ile

Glu

Pro

Gly

Pro
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Val

Tle
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Tyr

Lys

Tyr
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Cys

Val

Ile

His

Ile

val
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Asn

Ser

Ile

Leu

260

Leu
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Tle

Asn

Thr

Arg

245

Asn
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Leu
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Ser

Lys
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Ser
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Cys Asn

Pro Ile
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Leu Leu
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Pro

Asn

Gln

Asn

Thr
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Ile

Lys

Cys

Gly

235

Asn

Asn

Thr

His

Thr

Thr

220

Ser

Asn

Cys

Ile

Tyr

Phe
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His

Leu

Ile

Thr

Thr

Cys
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Asn

Gly

Ala

Lys

Arg
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Gln
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Ala

Gly

Ile

Glu

Thr

255

Pro

Ala

Pro

Thr

Lys

Glu

240

Ile

Asn
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Ala

Ser
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Arg
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Tyr
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Gln

385

Asn

Thr

290

Arg

Glu

Leu

Cys

Glu

370

Ile

Thr
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Gly

Glu

His

Glu

Asn

355

Tyr

Tle

Arg

Glu

Thr

Tyr

Val
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Thr
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Asn

Lys

Ile

Trp
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Thr

Thr
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Thr

Lys
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Arg
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Glu
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Glu
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315
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Pro

380
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Cys

Glu
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Phe
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Gly
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Pro
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Leu
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Lys
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Ala
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Gly

Val
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Lys

Val
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Val
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Leu
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Asn

Glu

Val

Leu

Thr
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Asn

405
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Leu
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Asn
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Trp
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Arg
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Arg
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Val
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Val
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Leu
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Gly
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510

Leu
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Gln
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600

Gln

Arg

Ile

Val

Cys

Asp

585

Asn

Gln
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Trp
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Trp
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Trp
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Trp
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Trp

Ile

385

Gly

Met

Leu

Cys

Ser

Gln

370

Thr

Ser

Arg

Glu
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Lys Ser Gln Thr Asp Ile Trp Asp Asn Met Thr Trp Met Gln Trp Asp
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580 585 590

Ser Gln Phe Gln Gln Glu Ile
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Met Val

Leu Lys

85

Thr Asn

100

Thr Glu

Leu Asp

Ala

Leu

Asp
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-222-

Cys

Thr
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Leu

90

Glu
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Trp
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Tyr

335

Ser

Met

Asn

Ala

His
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Trp
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Arg
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Arg
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Leu
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Asn
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405

Arg

Ile

Arg

Ala
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Leu
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Ser

Gln

Leu

Asp
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Trp
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Trp
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Trp
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Trp
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Trp
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Trp
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Arg
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-228-

Asn

Asn

Phe

Ser

Ala

170

His

Lys

Thr

Asn

Met

Tyr

Asn

155

Cys

Tyr

Phe

His

Ile

Thr

Arg

140

Asn

Thr

Cys

Asn

Gly

Thr
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Phe
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Asn

270

Tyr

Val
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Asn
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Gln Trp Asp Lys Glu
600

Leu Glu Glu Ser Gln

620

Ala Leu Asp

Leu

Ile

605

Phe

Ser

590

Ser

Gln

Glu Ile

Asn Tyr

Gln Glu

Protein Env C97ZA SOSIP.v2 dugc sia va dugc lam én dinh

810)

30

Asn Leu Trp Val Thr Val Tyr Tyr Gly Val Pro Val Trp Lys Asp Ala

1

5

10

-232-

15



Lys

Val

Pro

Lys

65

Asp

Leu

Asn

Thr

His

Gln

50

Asn

Gln

His

Lys

Thr

Asn

35

Glu

Asp

Ser

Cys

Glu

115

Leu

20

Val

Ile

Met

Leu

Thr

100

Ile

Phe

Trp

Val

Val

Lys

85

Asn

Arg

Cys

Ala

Leu

Asp

70

Pro

Ala

Asn

Ala

Thr

Glu

55

Gln

Cys

Thr

Cys

36291

Ser

His

40

Asn

Met

Val

Phe

Ser

120

Asp

25

Ala

Val

His

Lys

Lys

105

Phe

-233-

Ala

Cys

Thr

Glu

Leu

90

Asn

Asn

Lys

Val

Glu

Asp

75

Thr

Asn

Thr

Ala

Pro

Asn

60

Ile

Pro

Val

Thr

Tyr

Thr

45

Phe

Ile

Leu

Thr

Thr

125

Asp

30

Asp

Asn

Ser

Cys

Asn

110

Glu

Arg

Pro

Met

Leu

Val

95

Asp

Ile

Glu

Asn

Trp

Trp

80

Thr

Met

Arg



Asp

Gln

145

Ile

Phe

Leu

Val

Gln

225

Ser

Lys

130

Leu

Asn

Asp

Lys

Ser

210

Leu

Glu

Lys

Lys

Cys

Pro

Cys

195

Thr

Leu

Asn

Gln

Glu
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