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Linh vwe ky thuat dwoc dé cap

Séang ché d& cap dén khang thé don dong & ngudi c6 do chuén trung hoa khéng
RSV cao, ciing nhu viée st dung cac khang thé nay 1am chit min dich tri lidu thu

dong & tré so sinh va ngudi cao tudi.
Tinh trang k¥ thujt ciia sang che

Paramyxovirut 1a virut ARN soi &m c6 vo 1a tdc nhan gdy bénh chu yéu &
ngudi va dong vét. Virut hop bao hd hip & ngudi (human respiratory syncytial virus
- hRSV, respiratory syncytial virus - RSV) thudc ho Paramyxoviridae, phan ho
Prneumovirinae. Hai typ phu, typ A va typ B, dugc x4c dinh va la nguyén nhan chinh
gdy nhiém tring duong hod hép nghiém trong va tham chi doi khi gy tir vong & tré
em dudi 6 thang tudi. Nguoi trudng thanh mic cac bénh sau day, nhu COPD, bénh
hen, ung thu, tinh trang suy gidm mién dich, bao gbdm HIV hodc sau khi ciy ghép,
cling ¢6 nguy co tién trién bénh nhiém RSV nghiém trong. 15% ca nhép vién hang
nim & ngudi truedng thanh trén 50 tudi do nhidm tring dudng hod hép cép tinh giy ra
bi RSV. O Hoa Ky, RSV giy ra hon 100.000 ca nhap vién hang nim, va udc tinh
gdy ra khodng 160.000 ca tir vong trén toan thé gi¢i moi nam. Hién nay khong c6
vacxin cho RSV, va thir nghiém véi virut duge bét hoat béi formalin thuong gén voi
mérc d6 nghiém trong ctia bénh ting & tré em khi nhiém RSV. Céc thanh vién khéc
thudc ho bao gom virut gay viém phdi cho ngudi (human metapneumo virus - hMPV)
va virut 4i cim & nguoi (human parainfluenza virus - hPIV) cling gy ra cac bénh ho

hép cip tinh giéng nhur hRSV.

Hé gen hRSV 1a phéan t&r ARN s¢i 4m mach don x4p xi 15 kb ma ma héa 11
protein. Hai trong s6 céc protein nay 14 glycoprotein bé mit chinh cta virion. Chiing
1a (i) protein gin két (G), didu chinh viéc gin két cia virut véi cac té bao, va (ii)
protein dung hop (F), thic déy’cé qua trinh dung hop cta virut va mang té bao & giai
doan diu ctia chu trinh nhi®m va qua trinh dung hop clia mang ctia cac té bao bi nhiém
v6i mang cia cac té bao 1ién k& dé tao ra hop bao dic trung. Protein gan két G lién
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két v6i cac thu thé bé mat té bao va twong tac v6i F. Tuong tac ndy kich hoat su thay
d6i chu dang trong F dé cam Ung qué trinh dung hop ctia mang, theo d6 gidi phong

phttc hop ribonucleoprotein cua virut vao té bao chat cua t€ bao chu.

Céc khang thé don dong khang protein F hodc protein G da dugc chi ra la c6
tac dung trung hoa in vitro va tac dung phong bénh in vivo. Xem, vi du, tai liéu Beeler
va Coelingh 1989, J. Virol. 63:2941-50; Garcia-Barreno et al., 1989, J. Virol. 63:925-
32; Taylor ef al., 1984, Immunology 52: 137-142; Walsh et al., 1984, Infection and
Immunity 43:756-758; va cac patent M§ s6 5,842,307 va 6,818,216. C4c epitop trung
hoa trén glycoprotein F ban du duoc 1ap ban dd bang cach xac dinh cic axit amin bi
thay di trong céc bién thé giai phong khang thé va bang cach danh gia lién két cta
khéng thé véi peptit thu duge tr F RSV. Céc nghién ctru ndy ching minh cic khang
thé trung hoa thuomg hudng dich dén hai epitop thang riéng biét. Xem tai liéu Graham
et al., 2015, Curr Opin Immunol 35:30-38 dé xem xét vi tri khang nguyén ddi véi
dang F tién dung hop va sau dung hop. Vi tri khdng nguyén II (ciing duoc goi 1 vi
tri A) bao gdm cac gdc tir 255 dén 275 va la dich cua palivizumab (SYNAGIS®,
AstraZeneca). Epitop nay dugc du doén 1a co6 tinh phu thudc vao chu dang, va cu
triic ctia mot dan xuét c6 hoat lyc cao hon cuia palivizumab trong phirc hgp véi epitop
nay chi ra rang epitop thing chip nhén cdu dang xodn vong xoén. Vi trf khang nguyén
IV (cling duoc goi 1a vi tri C) bao gbm cac gbc tir 422 dén 438 va la dich cia céc
khang thé MAb19 va 101F. Epitop nay 1a dau tan cung C cho viing giau xystein va 1a
mot phan cta mién I, ma trong glycoprotein F clia paramyxovirut tuong dong duy
tri gilt nguyén vé cAu triac gitra ciu dang trudc va sau dung hop. 5C4, AM22 va D25
md ta epitop dugc ky hiéu 1a vi tri 0 ma chi c6 mat trén protein F tién dung hop va cé
hoat luc gép 50 1an palivizumab. Xem tai liéu McLellan et al., 2013, Science
340:1113-1117; Don sang ché qubc t& s6 WO 2008/147196 va patent My sb
8,568,726. Cac khang thd hRSV khéc dwgc mb ta trong cic Don sang ché quoc té s6
W094/06448 va W092/04381 va patent My s6 8,221,759.

Vacxin RSV dung dé gdy mién dich chu dong, néu c6 sin, ciing khong thé
duoc st dung dé diéu tri cho tré so sinh c6 hé théng mién dich chua truéng thanh
hogc bénh nhan ma bi trc ché mién dich. O bénh nhan ma cén t6i liéu phap mién dich

thu dong dé phong bénh, do dang man tinh hon ctia bénh, thi li¢u phap hién nay dugc
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diéu chinh thong qua viéc ching nglra dinh ky qua dudng tinh mach IgG & nguoi thu
dugc tu huyét tuong da thu gom. Loai liéu phap nay, do do chuin thép cua khang thé
trung hoa khang RSV, thudng sir dung s6 lwong 16n globulin (vi du, 0,75 gm/kg) va
do d6, can ding trong tinh mach, trong phong kham hodc bénh vién, trong mét khoang
thoi gian dai (tur 2 dén 4 gidy), ding hing thang trong c4c thang cé nguy co cao (mua

thu, mia dong va dau xuén).
Ban chét ky thuit cia sang ché

Sang ché dé xuat khang thé khang protein F ctia RSV va manh lién két khang

nguyén cua no ¢ cac dic tinh ciu tric va chirc nang dugc xac dinh dudi day.

Theo mot phuong 4n, séng ché d& xuat khang thé hodc manh lién két khang
nguyén cia né ma lién két vdi protein F ctia RSV & ngudi, chira: ving bién d6i chudi
ning CDR3 bao gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3. Theo cac phwong
4n nhat dinh, chudi nang hodc vung bién ddi chudi nang khong bao gém trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 9. Theo mdt phuwong 4n, khang thé hodc manh lién két
khang nguyén cua n6 tuy y co it nhét mot trong cac dic tinh sau day: (i) lién két voi
protein F tién dung hgp RSV & ngudi véi gia tri Kd nam trong khoang tir khoang 1 x
10 M dén khoang 1 x 10”12 M nhu dugc x4c dinh bing k¥ thuat cong huéng plasmon
bé mit (vi du, BIACORE) hodc k¥ thuét twong tu (vi dy, KinExa hoac OCTET); hoac
(ii) lién két véi protein F sau dung hop RSV & nguoi véi gid tri Kd nim trong khoang
tir khoang 1 x 10-* M dén khoang 1 x 10 M nhu dugc x4c dinh bang k¥ thuat cong
hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hoidc k¥ thuét twong tu (vi dy, KinExa
hoic OCTET). Theo céc phuong 4n nhat dinh, chudi nang bao gom, chu yéu bao gdm
hodc gém, trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 23.

Theo mot phuong an khéc, sang ché d& xuét khang thé hoic manh lién két
khang nguyén ctia n6 ma lién két véi protein F cia RSV & ngudi, chtra: ving bién doi
chudi nhe CDR3 bao g6m trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6. Theo céac
phuong 4n nhét dinh, chudi nhe hodc ving bién dbi chudi nhe khong bao gdm trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 8. Theo cac phuong an nhét dinh, chudi nhe
khong lién két v6i chudi ning bao gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.
Theo c4c phuong an nhét dinh, chudi nhe lién két v&i chudi ning bao gém trinh tu

axit amin néu trong SEQ ID NO: 7. Theo mdt phuong 4n, khang thé hodc manh lién
3

3/117



43675

két khang nguyén ctia n6 tiry y ¢ it nhét mét trong céc dic tinh sau day: (i) lién két
v6i protein F tién dung hop RSV & ngudi véi gia tri Kd nam trong khoang tir khoang
1 x 10° M dén khoang 1 x 102 M nhu dugc x4c dinh bang k¥ thuat cong hudng
plasmon bé mat (vi du, BIACORE) hodc k¥ thuat twong tu (vi dy, KinExa hodc
OCTET); hodc (ii) lién két v6i protein F sau dung hop RSV & ngudi véi gid tri Kd
nim trong khoang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 10-"" M nhu dwgc x4c dinh
bang k¥ thuat cong hudéng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hoic k¥ thuat twong
tu (vi du, KinExa hodac OCTET). Theo cac phuong 4n nhat dinh, chudi nhe bao gbm,
cht yéu bao gdm hoic gdm, trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 25.

Theo mdt phuong an khac, sang ché dé xuit khang thé hodc manh lién két
khang nguyén cia n6é ma lién két voi protein F ctia RSV & ngudi bao gbm: (i) ving
bién d6i chudi nang CDR1 bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (11)
ving bién dbi chudi ning CDR2 bao gdm trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO:
2: va (iii) ving bién d6i chudi nang CDR3 bao gOm trinh tw axit amin néu trong SEQ
ID NO: 3. Theo cac phuong 4n nhit dinh, chudi ning hodc ving bién dbi chudi ning
khong bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9. Theo mdt phwong 4n,
khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né tuy y co it nhét mot trong cac dic
tinh sau day: (i) lién két v&i protein F tién dung hop RSV & nguoi voi gié tri Kd nam
trong khoang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 10"'> M nhu duoc xéc dinh bing
k¥ thuét cong huéng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hodc k¥ thuét tuong tu (vi
du, KinExa hoac OCTET); hodc (ii) lién két v6i protein F sau dung hgp RSV ¢ ngudi
v6i gia tri Kd ndm trong khoang tir khoang 1 x 10® M dén khoang 1 x 10" M nhu
duoc xac dinh bang k¥ thuat cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hoic k§
thuat twong tu (vi du, KinExa hodac OCTET). Theo cac phuong an nhét dinh, chudi
nang bao gdm, chu yéu bao gbm hoic gbm, trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID NO:

23.

Theo mot phuong an, khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né chua:
(i) viing bién déi chudi nhe CDR1 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
4; (ii) ving bién ddi chudi nhe CDR2 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 5; va (iii) viing bién ddi chudi nhe CDR3 bao gdm trinh tr axit amin néu trong

SEQ ID NO: 6. Theo cac phuong 4n nhét dinh, chui nhe hogc ving bién ddi chudi

4
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nhe khong bao gdm trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 8. Theo cac phwong 4n
nhét dinh, chudi nhe khong lién két voi chubi nang bao g?)m trinh tuy axit amin néu
trong SEQ ID NO: 9. Theo cac phwong 4n nhét dinh, chudi nhe lién két v6i chudi
ning bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 7. Theo mot phuong 4n,
khang thé hoic manh khéng thé ctia n6 thy y c6 it nhét mot trong cac dic tinh sau day:
(i) lién két véi protein F tién dung hop RSV & ngudi véi gia tri Kd ndm trong khoang
tir khoang 1 x 10° M dén khoang 1 x 102 M nhu duge x4c dinh bang kg thudt cong
huéng plasmon bé mat (vi du, BIACORE) hoidc ky thuét twong tu (vi du, KinExa
hoic OCTET); hodc (ii) lién két véi protein F sau dung hop RSV ¢ nguoi voi gia tri
Kd nim trong khoang tir khoang 1 x 10® M dén khoang 1 x 10""" M nhu duoc xac
dinh bing k¥ thudt cong huéng plasmon bé mat (vi du, BIACORE) hodc k¥ thuat
twong tu (vi du, KinExa hodc OCTET). Theo cac phuong an nhét dinh, chudi nhe bao

gdm, chu yéu bao gbm hodc gbm, trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 25.

Theo mdt phuong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 chira:
(i) ving bién ddi chudi ngng CDR1 bao gdm trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID NO:
1; (ii) ving bién dbi chudi ning CDR2 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ D
NO: 2; (iii) viing bién ddi chudi ning CDR3 bao gdm trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 3; (iv) ving bién ddi chudi nhe CDRI bao gbm trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 4; (v) vung bién dbi chudi nhe CDR2 bao gom trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 5; va (vi) viung bién ddi chudi nhe CDR3 bao gom trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 6. Theo cac phuong an nhét dinh, chudi ning hodc
ving bién ddi chudi ning khong bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
9. Theo mdt phuong an, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 tuy y ¢6
it nhAt mot trong cac dic tinh sau day: (i) lién két véi protein F tién dung hop RSV &
ngudi voi gia tri Kd ndm trong khoang tir khoang 1 x 10”7 M dén khoang 1 x 1072 M
nhu duoc xac dinh bang k¥ thuét cong hudng plasmon bé mat (vi du, BIACORE)
hoic k¥ thuat twong tu (vi du, KinExa hodc OCTET); hoac (ii) lién két véi protein F
sau dung hop RSV & nguoi voi gia tri Kd nim trong khoang tir khoang 1 x 10° M
dén khoang 1 x 10" M nhu dugc xac dinh bang k¥ thuat cong hudng plasmon bé mit
(vi du, BIACORE) hodc k¥ thuat tuong tu (vi du, KinExa hodc OCTET). Theo cac
phuong an nhét dinh, chudi ning bao gém, chu yéu bao gém hodc gﬁ”)m, trinh tu axit

amin néu trong SEQ ID NO: 23 va chudi nhe bao gém, chu yéu bao gém hozc gbm,
5
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trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 25.

Theo phuong 4n khéac, sang ché d& xuit khang thé hoic manh lién két khang
nguyén ma lién két v6i protein F ctia RSV & ngudi bao gbm: (i) ving bién ddi chudi
nang CDR1 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) ving bién doi
chudi ning CDR2 bao gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) vung
bién dbi chudi ning CDR3 bao gdm trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; (iv)
ving bién d6i chudi nhe CDR1 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4;
(v) ving bién ddi chudi nhe CDR2 bao gbm trinh tr axit amin néu trong SEQ ID NO:
5: va (vi) ving bién dbi chudi nhe CDR3 bao gdm trinh tr axit amin néu trong SEQ
ID NO: 6; trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 chtta ving
bién dbi chudi ndng c6 do ddng nhét it nhét 12 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99%
so v6i ving bién dbi chudi ning gbm trinh tw SEQ ID NO: 7 va ving bién ddi chudi
nhe ¢6 d6 ddng nhat it nhét 12 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% so véi ving bién
dbi chudi nhe bao gdm SEQ ID NO: 8. Theo cic phuong 4n nhét dinh, chudi ning
hodc ving bién ddi chudi ning khong bao gdm trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID
NO: 9. Theo cac phuong an dugc néu ¢ trén, cic bién thé trinh tu xuét hién trong
vung khung. Theo m¢t phuong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua
no tiy ¥ c6 it nhit mot trong céc ddc tinh sau day: (i) lién két v&i protein F tién dung
hop RSV ¢ nguoi véi gid tri Kd nam trong khoang tir khoang 1 x 10° M dén khoang
1 x 102 M nhu duge xac dinh bing k¥ thuat cong huong plasmon bé mat (vi du,
BIACORE) hoic k§ thuét twong tu (vi du, KinExa hodc OCTET); hogc (ii) lién két
v6i protein F sau dung hop RSV ¢ ngudi vai gia tri Kd nim trong khoang tir khoang
1 x 10° M dén khoang 1 x 10" M nhu dugc xac dinh bang k¥ thuat cong hudng
plasmon bé mit (vi duy, BIACORE) hodc ky thuat twong tu (vi du, KinExa hodc
OCTET). Theo cac phuong an nhét dinh, chudi ning bao gdm, chu yéu bao gdm hoic
gdm, trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 23 va chudi nhe bao gdm, chu yéu bao
gém hodc gém, trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 25.

Theo mot phuong an khac, sang ché d& xuét khang thé hoic manh lién két
khéng nguyén ciia né ma lién két v6i RSV & ngudi bao gdm: (i) ving bién doi chudi
ning CDR1 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: I (ii) ving bién do6i
chudi ning CDR2 bao gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) vung

6
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bién dbi chudi ndng CDR3 bao gbdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; (iv)
ving bién d6i chudi nhe CDRI1 bao gbm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4;
(v) ving bién déi chudi nhe CDR2 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
5 va (vi) ving bién @i chudi nhe CDR3 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 6. Theo cac phuong an nhét dinh, chudi ning hodc ving bién d6i chudi ning
khong bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9. Theo mdt phuong an,
khang thé hosc manh lién két khang nguyén cla n6 c6 sy thay thé 1, 2 hosc 3 axit
amin trong chudi ning CDR (SEQ ID NO: 1-3) va/hodc trong chudi nhe CDR (SEQ
ID NO: 4-6). Trinh ty VH ctia SEQ ID NO: 7 ¢6 cac CDR cua SEQ ID NO:1-3; va
trinh ty VL ctia SEQ ID NO: 8 ¢6 cdc CDR cia SEQ ID NO: 4-6. Theo mét phuong
4n, khang thé hogc manh lién két khang nguyén clia n6 tuy y co it nhit mot trong cac
d#c tinh sau day: (i) lién két véi protein F tién dung hop RSV & ngudi véi gid tri Kd
ndm trong khoang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 10> M nhu dugc x4c dinh
béng k§ thuat cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hodc k¥ thuat tuong
tu (vi du, KinExa hodac OCTET); hodc (ii) lién két v6i protein F sau dung hgp RSV &
ngudi voi gia tri Kd nim trong khoang tir khoang 1 x 10° M dén khoang 1 x 107" M
nhu dugc xac dinh béng k¥ thudt cdng hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE)
hoic k§y thuat twong tu (vi du, KinExa hodc OCTET). Theo cac phuong an nhét dinh,
chudi ning bao gdm, chu yéu bao gbdm hoic gdm, trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 23 va chudi nhe bao gém, chu yéu bao gém hodc gém, trinh tu axit amin néu

trong SEQ ID NO: 25.

Theo mot phuong 4n, sang ché @& xuét khang thé hoic manh lién két khang
nguyén cua nd, chira: chudi ning bién dbi bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 7 va/hoic chudi nhe bién dbi bao gﬁ")m trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 8, trong dé khang thé hoic manh lién két khdng nguyén cua n6 lién két vai
protein F cia RSV ¢ nguoi. Theo mot phuong an khac, khang thé hodc manh lién két
khang nguyén ctia no chira chudi ning bao gdm, chui yéu bao gbm hoic gbm, trinh tur
axit amin néu trong SEQ ID NO: 23 va chudi nhe bao gom, chu yéu bao gdm hoic
gém, trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 25, trong do6 khang thé hodc manh lién
két khang nguyén cta no lién két vai protein F cia RSV ¢ ngudi. Theo mot phuong
4n, khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 tly y co it nhét mot trong cac

dic tinh sau day: (i) lién két voi protein F tién dung hop RSV & nguoi véi gid tri Kd
7
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nim trong khoang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 1072 M nhu dugc xac dinh
bang k¥ thuit cong hudéng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hoic k¥ thudt tuong
tu (vi du, KinExa hoic OCTET); hodc (ii) li€én két véi protein F sau dung hop RSV &
ngudi véi gia tri Kd nam trong khoang tir khoang 1 x 10° M dén khoang 1 x 10" M
nhu dugc xac dinh béng k¥ thuat cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE)
hoic k¥ thuat twong tu (vi du, KinExa hodc OCTET).

Theo mdt phuong an khac, sang ché dé xuit khang thé hodc manh lién két
khang nguyén cua né ma lién két voi cling epitop cta protein F ciia RSV ¢ nguoi 1a
khang thé bao gdm chudi ning néu trong SEQ ID NO: 23 va chudi nhe néu trong
SEQ ID NO: 25, trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta no cd it
nhét mot trong cac dic tinh sau day: (i) lién két v6i protein F tién dung hop RSV &
ngudi voi gia tri Kd ndm trong khoang tir khoang 1 x 10° M dén khoang 1 x 10> M
nhu dugc xac dinh béng k§ thudt cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE)
hoic ky thuat twong ty (vi dy, KinExa hodc OCTET); hodc (ii) lién két véi protein F
sau dung hgp RSV ¢ nguoi véi gid tri Kd nam trong khoang tir khoang 1 x 10° M
dén khoang 1 x 10" M nhu dugc x4c dinh bang k¥ thuat cong huéng plasmon bé mt
(vi du, BIACORE) hodc k¥ thuat twong tu (vi du, KinExa hodc OCTET). Theo mot
phuong 4n, khang thé chia it nhit 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99%
d6 dong nhét trinh tw v6i ving bién ddi chudi nang va/hodc ving bién dbi chudi nhe
¢6 SEQ ID NO: 7 va 8, mot cach twong Gng. Theo mot phuwong an khac, khang thé
hodc manh lién két khang nguyén cua né bao gém 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 hodc 30 dot bién thay
thé axit amin trong ving bién ddi chudi ning c6 SEQ ID NO: 7 va/hodc ving bién
@i chudi nhe c6 SEQ ID NO: 8. Theo cac phuong &n nhat dinh, chudi nang hoac
ving bién d6i chudi ndng khong bao gbm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
9.

Theo mdt phuong an khac, sang ché d& xuit khang thé hozc manh lién két
khang nguyén cia n6 ma phong bé chéo lién két ctia (hodc canh tranh v6i) khang thé
bao gdm chudi ning néu trong SEQ ID NO: 23 va chubi nhe néu trong SEQ D NO:
25 v6i RSV ¢ nguoi, trong do khang thé hoic manh lién két khang nguyén cta no c6

it nhAt mét trong cac dic tinh sau day: (i) lién két voi protein F tién dung hgp RSV &
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ngudi véi gia tri Kd niam trong khoang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 102 M
nhu dugc xac dinh bing k§ thuat cong huéng plasmon bé mit (vi du, BIACORE)
hoic k§ thuét twong tu (vi du, KinExa hodc OCTET); hodc (ii) lién két voi protein F
sau dung hop RSV & nguoi voi gié tri Kd ndm trong khoang tir khoang 1 x 107 M
dén khoang 1 x 10" M nhu duogc xac dinh bing k§ thuat cong huéng plasmon bé mat
(vi du, BIACORE) hoic k¥ thuét twong tu (vi du, KinExa hodc OCTET). Theo mot
phuong 4n, khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né c6 do dong nhét trinh
ty it nhét 13 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hodc 99% so v6i ving bién doi
chudi niang c6 SEQ ID NO: 7 ho#c ving bién dbi chudi nhe c¢6 SEQ ID NO: 8. Theo
mot phuong an khac, khing thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né co 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,26, 27, 28,
29 hodc 30 dot bién thay thé axit amin trong ving bién d6i chudi nang c6 SEQ ID
NO: 7 hoac vung bién dbi chudi nhe c6 SEQ ID NO: 8. Theo mot phuong én khéac,
khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né chira 1, 2 hoac 3 dot bién thay thé
axit amin trong CDR chudi nang (SEQ ID NO: 1-3) va/hodc trong CDR chudi nhe
(SEQ ID NO: 4-6). Theo cac phuong an nhit dinh, chudi ning hodc ving bién dbi
chudi ning khong bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét khang thé duoc phan 1ap hoic manh
lién két khang nguyén ma lién két v6i protein F cia RSV ¢ ngudi bao gbém: chudi
nang bao g@)m trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 7 hoac bién thé cuané c6 1én
dén 30 dot bién thay thé axit amin, va/hodc chudi nhe bao gém trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 8 c6 su thay thé 1&n dén 12 axit amin. Theo c4c phwong 4n nhét
dinh, chudi ning hoic ving bién ddi chudi ning khong bao gbm trinh tir axit amin

néu trong SEQ ID NO: 9.

Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché d& xuét khang thé dugc phén 14p hodc
manh lién két khang nguyén ma lién két vé6i protein F ciia RSV & nguoi, trong do
khang thé lién két voi protein F cia RSV & ngudi qua mot hodc nhiéu tuong tac dudi
day hodc tht ca twong tac dudi day:

1) vong CDR3 chudi nhe, thong qua cac gbc Phe 91 va Leu 92, twong tac véi
chudi bén ctia Arg 429 cua protein F cia RSV ¢ ngudi thong qua viéce tao thanh hai
lién két hydro gifta oxy thudc nhom cacbonyl ctia Phe 91 va Leu 92 trong vong CDR3
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va nito thuéc nhém guanidino cia Arg 429 cia protein F ciia RSV ¢ ngudi;

2) vong CDR2 chudi nhe, thong qua cac gbc Asp 50 va Glu 55, tao ra lién két
hydro véi Asn 426 va Lys 445 cua protein F cia RSV ¢ nguoi;

3) vong CDR3 chudi ning, thdng qua cac gbc Tyr 104 va Tyr 110, tao ra bé

mit cho twong tac van der Waals véi Ile 432 trén protein F cia RSV ¢ nguoi;

4) vong CDR3 chudi nang, qua Asn 107, tao ra lién két hydro véi Lys 433 cua

protein F cia RSV & nguoi; va

5) cac bé chudi nhe khang lai Glu 161 va Ser 182 cia monome lién ké cua

trime tién dung hogp RSV.

Theo céc khia canh nhit dinh ctia phuong én bét k¥ trong s& cac phuong 4n

trén, khang thé hoic manh lién két khang nguyén cua n6 duoc phén l4p.

Theo céc khia canh nhét dinh ctia phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n

trén, khang thé hoac manh lién két khang nguyén ctia n6 1 khang thé tai t0 hop.

Theo céc khia canh nhét dinh ctia phuong 4n bat ky trong sd cac phuong 4n
trén, khang thé hoic manh lién két khang nguyén cua n6 1a khang thé c6 chiéu dai

day du.

Theo céc khia canh nhét dinh ctia phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n
néu trén, khang thé hoic manh lién két khang nguyén cua n6 theo sang ché co thé
chira ving bién d6i ving chudi ning bao gdm: (a) chudi ning bét ky trong sb cac
chudi nang bién ddi dugc mo ta & trén va (b) peptit dan dau (vi du, peptit dan dau cb
SEQ ID NO: 10). Theo cac khia canh nhét dinh cta phuong én bat ky trong sb cac
phuong an néu trén, khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia né theo sang
ché c6 thé bao gdm ving bién dbi chudi nhe bao gom: (a) chudi nhe bét ky trong sd
c4c chudi nhe bién dbi duge mo ta & trén va (b) peptit dan dau (vi du, peptit dan dau
¢6 SEQ ID NO: 10).

Theo cac khia canh nhit dinh ctia phuong an bat ky trong sb cac phuong 4n
néu trén, khang thé hosc ménh lién két khang nguyén cta n6 theo sang ché 12 khang
thé chira chudi ning bat ky trong s6 céc chudi ning bién doi dugc mo ta ¢ trén va

ving hang dinh chudi nang & nguoi bat ky. Theo mot phuong an, khang thé hodc
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manh lién két khang nguyén cla né theo sang ché 1a cua 16p khang thé IgG, va bao
gbdm ving hing dinh chudi ning & ngudi cua IgGl, 1gG2, IgG3 hodc IgG4 & ngudi.
Theo mot phuong 4n, khang thé hodc méanh lién két khang nguyén ctia n6 theo séng
ché chtra mién hing dinh IgG1 chudi ning & ngudi, trong do mién hang dinh IgG1

dugce bdé qua qua trinh fucosyl hoa.

Theo céc khia canh nhit dinh ctia phuong én bét ky trong sd cac phwong an
néu trén, khang thé hosc manh lién két khang nguyén ctia né theo sang ché o thé bao
gbm chudi nhe bat ky trong s6 cac chudi nhe bién ddi duoc mo ta & trén va mién hing
dinh chudi nhe & ngudi. Theo mdt phuong an, khang thé hodc manh lién két khang
nguyén cua n6 theo sang ché bao gdm mién hing dinh chudi nhe kapa & nguoi hoac
bién thé clia no, trong d6 bién thé nay c6 1én dén 20, 10, 5, 3, 2, hodc 1 dot bién thay
thé axit amin duogc cai bién. Theo mot phuong an khéc, khang thé hodc manh lién két
khang nguyén cia n6 theo sang ché bao gdm mién hing dinh chudi nhe lamda & ngudi
hodc bién thé cta né, trong do bién thé nay co lén dén 20, 10, 5, 3, 2, hodc 1 dot bién
thay thé axit amin duoc cai bién. Theo mot phuong 4n, khang thé hodc manh lién két
khang nguyén ctia n6 theo sang ché bao gém mién hing dinh chudi nhe kapa & ngudi

bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 14.

Theo mét phuong &n, khang thé khang protein F ciia hRSV theo sang ché bao
¢dm céu tric tr phan dy dii c6 hai chudi nhe va hai chudi nang, trong do mi chudi
nhe bao gém: viing bién dbi bao gom SEQ ID NO: 8 va mién hang dinh chudi nhe
kapa & nguoi (SEQ ID NO: 14); va mdi chudi ning bao gdm: ving bién ddi bao gdm
SEQ ID NO: 7 va mién hang dinh IgG1 & ngudi (SEQ ID NO: 13).

Theo céc khia canh nhét dinh ctia phuong 4n bat ky trong sd cac phuong 4n
néu trén, khang thé khang protein F cia hRSV hogc manh lién két khang nguyén ctia
no theo sang ché c6 thé dugce lién hop véi it nhéat mot chét phong hodc diéu tri bénh.
Theo mot phuong an, chét tri liéu chira khang thé tht cép hodc manh cua no, tac nhin
diéu bién mién dich, hormon, chét gy doc té bao, enzym, nuclit phong xa, khang thé
thi cép lién hop voi it nhat mot tac nhan diéu bién mién dich, enzym, chit danh diu
phong xa, hormon, oligonucleotit dbi nghia, hodc chét gay doc té bao, hoic dang két
hop cua chung.

Séang ché ciing dé xuit polypeptit dugc phén ldp bao gdm trinh tu axit amin
11
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néu trong trinh tw bt ky trong s6 SEQ ID NO: 1-8, 23 hogc 25, hodc manh cta trinh
tu bat ky néu trén. Theo cac phuong 4n nhét dinh, polypeptit bao gbm trinh ti axit

amin chudi ning khong bao gdm trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.

Sang ché ciing dé xuét axit nucleic dugc phan 14p ma hoa khang thé bat ky
trong sb cac khang thé khang protein F ciia hRSV hodc manh lién két khang nguyén
theo sang ché. Theo mdt phwong 4n, sang ché dé xuit axit nucleic dugc phan 14p ma
hoa mdt polypeptit bét ky trong s cac polypeptit néu trong SEQ ID NO: 1-8, 23 hodac
25, trong d6 cac polypeptit nay co thé thy v bao gdm trinh tu dan dau. Theo cic
phuong an nhét dinh, polypeptit bao gbm trinh ty axit amin chudi ning khong bao
gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9. Sang ché ciing d& xuit cic vecto
bidu hién bao gdm axit nucleic ma hoa mét polypeptit bat ky trong sb céc polypeptit
néu trong SEQ ID NO: 1-8, 23 hodc 25 (trong d6 cac polypeptit nay co6 thé thy ¥ bao
gbm trinh ty din dau). Theo cic phuong an nhét dinh, polypeptit bao gdm trinh tu
axit amin chudi nang khong bao gbm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9. Céc
axit nucleic dugc phan lp nay va cac vecto biéu hién chtra ching cé thé dugc su
dung dé biéu hién c4c khang thé theo sang ché hoic manh lién két khang nguyén clia
né trong cac té bao chu tai td hop. Do d6, séng ché ciing d& xuét cac té bao chii bao
gdm axit nucleic dugc phan 1ap ma héa mot polypeptit bét ky trong sb cac polypeptit
néu trong SEQ ID NO: 1-8, 23 hodc 25 (trong d6 cac polypeptit nay co thé thy y bao
gdm trinh ty dan dau). Theo cac phuong an nhét dinh, polypeptit bao gbm trinh tur
axit amin chudi ning khong bao gbm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.
Theo mot phuwong én, té bao chu 1a té bao budng trimg chudt dong Trung Quéc. Theo
mdt phuong 4n, té bao chu nay la té bao nAm men, vi du té bao Pichia hoac té bao

chu Pichia pastoris.

Séang ché ciing dé xuit duoc pham chira khang thé hodc manh lién két khang
nguyén theo sang ché va chit mang hodc chit pha loAng dugc dung. Theo mét phuong
an, chét mang hodc chét pha loang dugc dung l1a L-Histidin. Theo mot khia canh cua
phuong an nay, khang thé hodc ménh lién két khang nguyén dugc bao ché trong 10
mM L-Histidin, 7% (khéi luong/thé tich) Sucroza, va 0,02% (khéi lugng/thé tich)
polysorbat-80, pH=6,0. Khang thé hodc manh lién két khang nguyén thuong c6 mat
& khoang 100 mg/mL trong dang bao ché nhu viy.
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Theo mot phuong &n, sang ché @& xuit dugc phdm chira khéng thé hoic manh
lién két khang nguyén cta n6 theo sang ché va chtra chat phong hodc didu tri bénh
khac. Theo mdt phuong an, chét phong hoic diéu tri bénh khac dugc chon tir nhoém
bao gébm: khang thé khang hRSV tht hai hodc manh lién két khang nguyén cia no.
Theo mot phuong 4n, khang thé khang hRSV thtt hai hogc manh lién két khang
nguyén theo sang ché bao gom: (i) ving bién ddi chudi nang CDR1 bao gbm trinh t
axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (i) viing bién dbi chudi nang CDR2 bao gdm
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) vung bién dbi chudi ning CDR3 bao
gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; (iv) vung bién dbi chudi nhe CDR1
bao gf‘)m trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (v) vung bién ddi chudi nhe
CDR2 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 5; va (vi) ving bién dbi
chudi nhe CDR3 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6. Theo cac
phuong an nhét dinh, chudi ning hodc ving bién dbi chudi nang khong bao gdm trinh

tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.

Séang ché ciing dé xuét binh hoic dung cu tiém chia khang thé bat ky trong s6
c4c khang thé khang protein F cia hRSV hodc manh lién két khang nguyén theo sang
ché. Theo mot phuong an, kKhéang thé khang protein F ctia hRSV hodc manh lién két
khang nguyén theo sang ché bao gdm: (i) ving bién d6i chudi nang CDR1 bao gdm
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) vung bién ddi chudi ning CDR2 bao
gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) vung bién d6i chudi nang CDR3
bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; (iv) vung bién dbi chudi nhe
CDR1 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (v) viing bién d6i chudi
nhe CDR2 bao gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 5; va (vi) vung bién ddi
chudi nhe CDR3 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6. Theo céc
phuong an nhét dinh, chudi ning hodc ving bién dbi chudi nang khdng bao gdm trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9. Theo cac phuong an nhét dinh, chudi ning bao
gbm, chu yéu bao gdm hoic gbm, trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 23 va
chudi nhe bao gom, chu yéu bao gdm hodc gbm, trinh ty axit amin néu trong SEQ D

NO: 25.

Sang ché cling dé xut phuwong phép san xudt khang thé khéng protein F cua

hRSV hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché bao gdm céc budc: nudi chy
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t8 bao chii chtra polynucleotit ma héa chudi ning va/hodc chudi nhe cia khéng thé
theo sang ché (hosc manh lién két khang nguyén cua no) trong diéu kién thich hop
dé biéu hién polynucleotit; va tuy y, thu hdi khang thé hoic manh lién két khang
nguyén tr té bao chi va/hodc mdi trudong nudi cdy. Theo mdt phuong 4n,
polynucleotit md hoa chudi nang va polynucleotit ma hoa chudi nhe trong mot vecto
duy nhit. Theo mot phuong 4an khac, polynucleotit md hoa chudi ning va
polynucleotit ma hoa chudi nhe trong cac vecto khac nhau. Theo mot phuong an,
polynucleotit ma héa chudi ning va polynucleotit ma hoa chudi nhe¢ ma hoa khang
thé hoac manh lién két khang nguyén bao gdm: (i) ving bién déi chudi nang CDRI1
bao gdm trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) ving bién ddi chudi ning
CDR2 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) ving bién ddi chudi
nang CDR3 bao gbm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; (iv) vung bién doi
chudi nhe CDR1 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:4; (v) ving bién
dbi chudi nhe CDR2 bao gdm trinh t axit amin néu trong SEQ ID NO:5; va (vi) ving
bién ddi chudi nhe CDR3 bao gém trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:6. Theo
cac phuong an nhét dinh, chudi ning hoic ving bién ddi chudi ning khong bao gom
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 9. Theo c4c phuong an nhit dinh, chudi
nang bao gbm, chu yéu bao gdm hodc gdm, trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO:
23 va chudi nhe bao gém, chu yéu bao gdm hoic gdm, trinh ti axit amin néu trong

SEQ ID NO: 25.

Sang ché ciing dé xuit phuong phap ngin ngira hodc diéu tri nhiém hRSV &
dbi tuong cin diéu tri, bao g(‘A)m budc cho ddi twgng dung mot lugng hitu hiéu cia
khang thé khang protein F ciia hRSV hodc méanh lién két khang nguyén theo sang ché,
tuy ¥ két hop voi chét phong hodc diéu tri bénh hogc quy trinh diéu tri. Theo mot
phuong én, dbi tuong duoc didu tri 12 ngudi. Theo mdt phuong 4n, chét phong hodc
diéu tri bénh con dugce chon tir nhém bao gom: khéng thé khang hRSV thr hai hodc
manh lién két khang nguyén ctia no, axit nucleic ma hoéa khang thé khang F RSV hoic
manh lién két khang nguyén, hodc thé lién hop khéng thé. Theo mot phuong an, khang
thé khang protein F ciia hRSV hodc manh lién két khang nguyén theo séng ché bao
gbm: (i) ving bién dbi chudi ning CDR1 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 1; (ii) ving bién dbi chudi nang CDR2 bao gbm trinh ty axit amin néu trong

SEQ ID NO: 2; (iii) ving bién dbi chudi nang CDR3 bao gbm trinh tw axit amin néu
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trong SEQ ID NO: 3; (iv) vung bién ddi chudi nhe CDR1 bao gém trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 4; (v) ving bién ddi chudi nhe CDR2 bao gdm trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO: 5; va (vi) viing bién déi chudi nhe CDR3 bao gbm trinh
tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 6. Theo cac phuong an nhét dinh, chudi ning
hoic vung bién dbi chudi ning khong bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 9. Theo céc phuong an nhét dinh, chudi ning bao gbm, chu yéu bao gdm hoic
gém, trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 23 va chudi nhe bao g@)m, chu yéu bao

gbm hoic gOm, trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 25.

Sang ché ciing dé xudt phuwong phap ngin ngira hodc diéu tri nhiém hRSV &
ddi tugng can didu tri, bao gdbm budc cho d6i tuong dung mot lugng hiru hiéu cua
khang thé khang protein F cia hRSV hodc manh lién két khang nguyén theo séng ché,
tuy v két hop véi chét phong hodc diéu tri bénh hodc quy trinh diéu tri. Theo mot
phuong &n, khang thé khang protein F ctia hRSV hodc manh lién két khang nguyén
theo sang ché bao gdm: (i) viing bién d6i chudi ning CDR1 bao gbm trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) vung bién dbi chudi ning CDR2 bao gdm trinh tir
axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) vung bién d6i chudi ning CDR3 bao gdm
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; (iv) vung bién ddi chudi nhe CDR1 bao
gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4; (v) vung bién ddi chudi nhe CDR2
bao gdm trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID NO: 5; va (vi) ving bién ddi chudi nhe
CDR3 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 6. Theo cac phuong 4n nhat
dinh, chudi nang hodc vung bién d6i chudi ning khong bao gbm trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 9. Theo cac phuong an nhét dinh, chudi ning bao gdm, chi
yéu bao gém hodc gém, trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 23 va chudi nhe

bao gbém, chul yéu bao gdm hoic gdm, trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 25.

Sang ché ciing 8 xuét vacxin, hogc dugc pham gy mién dich, chtra khang thé
hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché. Theo mdt phwong 4n, khang thé
khéng protein F cia hRSV hodc manh li€n két khang nguyén theo sang ché bao gom:
(i) vung bién ddi chudi nang CDR1 bao gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
1; (ii) ving bién ddi chudi ning CDR2 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 2; (iii) vung bién ddi chudi ning CDR3 bao gdm trinh ty axit amin néu trong

SEQ ID NO: 3; (iv) ving bién déi chui nhe CDRI bao gom trinh ty axit amin néu
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trong SEQ ID NO: 4; (v) viung bién dbi chudi nhe CDR2 bao gdm trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 5; va (vi) vung bién ddi chudi nhe CDR3 bao gdm trinh tv
axit amin néu trong SEQ ID NO: 6. Theo cdc phuong an nhét dinh, chudi ning hoic
ving bién dbi chudi ning khong bao gbm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:
9. Theo cac phuong an nhét dinh, chudi ning bao gbm, chu yéu bao gdm hoic gom,
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 23 va chudi nhe bao gdm, chu yéu bao gdm

hodc gém, trinh tv axit amin néu trong SEQ ID NO: 25.

Theo mdt phuong an, vacxin, hoac ché phém gay mién dich, con chira khang
nguyén dugc chon tir protein F clia RSV va protein G cua RSV va cdc ménh cua

chung.

Sang ché ciing d& xuét phuong phap phét hién sy c¢6 mit ctia RSV trong mau
(bang cach phat hién protein F hodc manh cla nd) bao gbm bude cho miu nay tiép
xic v6i khang thé hogic manh lién két khang nguyén cua n6 theo sang ché va phat
hién su ¢6 mit cua phirc hop gitta khang thé hodc manh va peptit; trong d6 budc phat
hién phtrc hop chi ra sy c6 mit cta protein F cua RSV. Theo mot phuong an, khang
thé hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché bao géni: (i) ving bién do6i chudi
ning CDR1 bao gbm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1; (ii) vung bién doi
chudi ning CDR2 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2; (iii) ving
bién dbi chudi ning CDR3 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3; (iv)
ving bién d6i chudi nhe CDR1 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 4;
(v) ving bién d6i chudi nhe CDR2 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
5 va (vi) ving bién d6i chudi nhe CDR3 bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 6. Theo cac phuong an nhét dinh, chudi ning hodc ving bién ddi chudi nang
khong bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9. Theo cac phuong an nhét
dinh, chudi ning bao gbm, chu yéu bao gdm hoic gbm, trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 23 va chudi nhe bao gdm, chi yéu bao gdm hoic gom, trinh ti axit amin

néu trong SEQ ID NO: 25.

Séang ché cling dé xuét phurong phap 1am ting hoat tinh khang hRSV cua khang

thé khang protein F ctia hRSV bao gdm cac budc: thu khang thé gbc khang protein F

ctia hRSV va lam ting chitc nang tdc dong cta khang thé gbc khang protein F cua

hRSV; trong do hoat tinh ctia khang thé khang protein F cua hRSV thu dugc cao hon
16
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so v6i khang thé gbc khang protein F cua hRSV. Nhur duoc sir dung trong ban m6 ta
nay, “khéng thé khang gbc” ding dé chi khang thé c6 ving Fc kiéu dai va/hoic su
glycosyl hoa kiéu dai (nghia 13, md hinh glycosy! hoa, do su biéu hién ctia polypeptit
trong t€ bao chi dong vat c6 va khong dugce thiét k&). Chirc ning tac dong clia khang
thé gbc c6 thé dugc 1am ting bang cach giy dot bién ving Fc ciia né hoic bang cach
lam thay d6i su glycosyl hoa cua nd, vi du bing cach tao ra khang thé duoc bd qua
qué trinh fucosyl héa (nhu dugc thao luén chi tiét hon dudi dy). Theo mdt phuong
an, chirc niang tac dong cua khang thé gbc khang protein F ciia hRSV duoc lam ting
bang cach tao ra cac dot bién trong viing Fc ctia khang thé gdc khang protein F cta
hRSV. Theo phuong an khéc, chtrc nang tac dong cua khang thé gbc khang protein F
ctia hRSV dugc lam ting bang cach loai bé cac gbc fucoza khoi khang thé, hodc biéu
hién khéng thé trong té bao chii ma dugc thiét ké di truyén dé loai bo hoat tinh ciia
enzym Xuc tac phan tng cdng fucoza vao glycoprotein.

MO t4 vin tit cac hinh vé

Céc hinh v& tir Fig.1A dén Fig.1B thé hién dudng cong lién két (tir ELISA)
cua cac khang thé RSV & ngudi D25, palivizumab, va RB1 vdi protein F tién dung
hop (A) va sau dung hop (B) RSV & nguoi.

Céc hinh vé tir Fig.2A dén Fig.2B thé hién dudng cong trung hoa doi véi cac
khang thé RSV & ngudi trong ching RSV A Long (A) va RSV B Washington (B).

Céc hinh vé tir Fig.3A dén Fig.3B thé hién ban db epitop cia RB1 bang céch
gy dot bién quét alanin protein F dung hop (A) va céc gbc duoc lap ban dd epitop
trén cu trac tinh thé F tién dung hop (B).

Céc hinh v& tir Fig.4A dén Fig.4D thé hién hiéu luc cia RB1 so v6i D25 & phoi
trén md hinh thir thach RSV A & chudt bong duogc veE dd thi dua vao n6ng do cua
khéng thé (A) va thir théch RSV B duogc vé db thi dwa vao ndng do clia khang thé (B)
hodc cac hat virut (PFU/g) c6 mit trong cdc md dugce v& dd thi dua vao liéu ciia khang
thé trong thir thach RSV A (C) va thir thach RSV B (D).

Céc hinh vé tir Fig.5A dén Fig.5D thé hién hiéu lyc ciia RB1 so v6i D25 ¢ mili
trén md hinh thir théch RSV A & chudt bong duge vé& do thi dua vao ndng do cua

khang thé (A) va thir théch RSV B duogc vé db thi dwa vao nong do clia khing thé (B)
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hoic céc hat virut (PFU/g) ¢6 mit trong cdc mo6 dugc vé dd thi dua vao lidu cua khéng

thé trong thir thach RSV A (C) va thir thach RSV B (D).

Fig.6 thé hién dudng cong lién két (tix ELISA) ciia khéng thé RBI+YTE cua

RSV & nguoi vai protein F cia RSV A ¢ nguoi.

Fig.7 thé hién cac dic tinh dugc dong hoc & khi Rhesus cia RBI-YTE
(RB1+YTE) déi v6i motavizumab c6 bo dot bién YTE.

MG ta chi tiét sang ché

Céc chit viét tat

Céc chir viét tit sau day s& dugc sir dung trong toan bd phan mo ta chi tiét va

cac vi du thuc hién cia séang cheé :

ADCC Tinh giy doc té bao phuy thudc khéng thé

CDC Tinh gay doc té bao phu thudc bd thé

CDR Ving xac dinh bd thé trong vung bién dbi globulin mién dich,
duoc x4c dinh bang cach sir dung hé théng danh s6 Kabat

CHO Budng trimg chudt dong Trung Qubc

ELISA Thir nghiém chét hép phu mién dich gin enzym

FR Vung khung khéng thé: ving bién dbi globulin mién dich ngoai
trir cac vung CDR

HRP Peroxidaza & cay cai ngua

IC50 Nbng d6 din dén su tic ché 50%

IgG Globulin mién dich G

Kabat Su sép hang globulin mién dich va hé théng d4nh sé dugc tién
phong boi Elvin A. Kabat ((1991) Sequences of Protein of
Immunological Interest, 5t Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, Md.)

mADb hodc Mab hodc MAb Khang thé don dong

Vung V Poan cua cac chudi IgG c6 thé bién dbi vé trinh tu gitta céc

18
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khang thé khac nhau. N6 kéo dai dén gdc Kabat 109 trong chudi

nhe va 113 trong chudi ning.

VH Ving bién dbi chudi ning cta globulin mién dich
VK Ving bién ddi chudi nhe kapa clia globulin mién dich
Dinh nghia

Dé sang ché c6 thé duoc hiéu d& dang hon, cac thuét ngir khoa hoc va k¥ thuat
nhét dinh dugc xac dinh cu thé dudi day. Trir khi duoc x4c dinh cu thé trong tai liéu
nay, tat ca cac thuat ngt khoa hoc va ky thuat khac duge st dung trong ban mo t4 nay
¢6 nghia thong thudng dugc hiéu béi ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc lién

quan ma sang ché nay thudc veé.

Nhu duoc sir dung trong ban mo ta nay, bao gdm céc diém yéu ciu bao ho keém
theo, dang sb it "mot" bao gbm dang s6 nhiéu trong dwong trir khi ngit canh sir dung

thé hién r6 rang theo cach khac.

"Viéc dung" va "viéc diéu tri" khi 4p dung cho dong vat, nguoi, dbi tuong thir
nghiém, té bao, md, co quan, hodc dich sinh hoc, dung dé chi viéc cho dong vat, nguoi,
dbi tuong, té bao, md, co quan, hodc dich sinh hoc tiép xuc vai duge phém ngoai sinh,
chét tri liéu, chét chan doan, hodc ché phém. Viéc xu ly té bao bao gém viée cho té
bao tiép xtic voi chét thi, cling nhu viée tiép xtc cta chét phan ung véi dich, ma dich
nay tiép xtic véi té bao. "Viéc dung" va "viéc diéu tri" ciing c6 nghia 1a viée xir ly in
vitro va ex vivo, vi du, té bao, béng chét thr, chit chéan doan, hop chét lién két, hoac

bang té bao khéc.

“Bénh RSV” ding dé chi bénh bt ky dugc gay ra, truc tiép hodc gian tiép, boi
sy nhiém virut hgp bao hd hdp (Respiratory Syncytial Virus - RSV) cling nhu bénh
hoic tinh trang bénh 1y lam cho bénh nhén d& bi nhiém RSV. Vi du vé cac bénh thudc
danh muc trudc bao gdm bénh viém phdi va viém tiéu phé quan. Bénh va tinh trang
bénh 1y thudc danh muc sau (nghia 13, cdc bénh khién bénh nhan c6 nguy co nhiém
RSV nang) bao gém bénh xo nang, bénh tim bam sinh, bénh ung thu, Gc ché mién
dich lién quan dén tudi tac, nguoi dugce ghép tang va noi chung la bt ky tinh trang
bénh ly nao gay ra tinh trang uc ché mién dich hodc suy giam chtrc ndng cua hé mién
dich suy giam nhu phac d6 cAy ghép ndi tang sau phau thuét hodc sinh non.
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"Piéu tri" hoic "viéc diéu tri" dung dé chi viéc dung chét tri liéu, nhu ché
phém chtra khang thé hoic manh lién két khang nguyén bt ky theo séng ché, bén
trong hoac bén ngoai cho débi tuong hodc bénh nhan c6 mdt hodc nhiéu triéu ching
bénh, hodc dang nghi ngo méc bénh, ma chét nay c6 hoat tinh diéu tri bénh. Thong
thuong, chat nay duge ding & lugng hiru hiéu dé giam bSt mot hodc nhiéu triéu chimg
bénh & dbi tuong hoac quﬁn thé duoc diéu tri, cho du béng cach kich thich su thodi
trién hodic tc ché su tién trién ctia (céc) triéu ching theo mirc d6 co thé do duoc 1am
sang bét ky. Luong chét tri lidu c6 hiéu qua 1am giam bat ky triéu chimg bénh cu thé
nao co thé thay dbi tuy theo céac yéu t5 nhu tinh trang bénh, do tudi, va can ning ctia
bénh nhan, va kha ning cua thubc tao ra ddp tng mong mudn ¢ dbi tugng. Viéc mot
triéu ching bénh c6 thuyén gidm hay khong cé thé dugc danh gia bang phép do 1am
sang bét ky thudong dugc bac si hodc nha cung cép dich vu chiam séc stc khoe lanh
nghé khac str dung dé danh gia mtc do nghiém trong hodc tinh trang tién trién cta
triéu chung d6. Viéc diéu tri béng khang thé khdng RSV ciing ¢ thé két hop véi cac
bién phap can thiép khac (khang thé, axit nucleic, vacxin va cac hop chit phan tir nhd)

d8 didu tri cc tic nhan gdy bénh duong hd hap khac.

"Ngin ngira" hodc "viéc ngin ngira" dung dé chi viéc dung chét phong ngira,
nhu ché pham chira khang thé hodc méanh lién két khang nguyén bét ky theo sang ché,
bén trong hodc bén ngoai cho dbi tuong hodc bénh nhan c6 nguy co bi nhiém hRSV,
dé ma chét nay c6 hoat tinh phong ngira. Viéc ngan ngira bao gbm viéc 1am gidm kha
ning hodc muc d) nghiém trong cua 1in nhim RSV tiép theo, cai thién cac triéu
chirng lién quan dén nhiém tring duong hd hép dudi (lower respiratory tract infection
- LRI) khi nhidm RSV, va kich thich mién dich dé bao vé chong lai su nhiém RSV.
Thong thudng, chit nay dugc dung voi lwong hiru hiéu dé trung hoa RSV trong phoi
va/hodc miii dé ngan nhiém trung. Lugng chét phong ngira c¢6 hiéu qua dé cai thién
triéu ching bénh cu thé bat ky 6 thé thay d6i tuy theo cac yéu t6 nhu do tudi, va can
ning cua bénh nhén, va kha ning cua chét nay dé tao ra dép mg mong mubn § doi
tuong. Viéc mot triéu ching bénh c¢6 dugc cdi thién hay khong co thé dugc dénh gia
bang phép do 1am sang bét ky thuong dugc bac si hodc nha cung cap dich vu chim
soc stc khoe lanh nghé khéc st dung dé danh gia mirc do nghiém trong hodc tinh
trang tién trién cia triéu ching d6 hodc trong mot s6 trudong hop nhét dinh sé& lam

giam nhu cau nhép vién.
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Protein F cia hRSV

Protein F cia RSV & nguoi duge tdng hop duédi dang tidn chét trime ban on
dinh (F0) dugc phan cit protein phan giai thanh cac tidu phan F1 va F2 lién két cong
hoéa tri. CAu truc nguyén ti cua trime F & dang tién dung hop dugc xac dinh d6i voi
céc thanh vién PIV5 va RSV thudc ho paramyxoviridae. Xem tai liéu McLellan ef al.,
2011, J Virol. 85:7788-7796 (RSV) va Welch et al., 2012, Proc Natl Acad Sci
109:16672-16677 (PIV). F tién dung hop c6 dudi té bao chat dau tan cung C ngin,
mién xuyén mang don, thin x0#n, va mién dAu hinh ciu. C4u tric nguyén tt cia NDV,
hPIV3, va F cia RSV ¢ dang sau dung hop cho thy su kién tai gdp nép 16n xay ra dé
chuyén F tién dung hop thanh F sau dung hop, trong d6 mét phan cia mién dau hinh
cu tai sip xép dé tao ra sau bo xo#n. Cac ciu tric ndy, cing véi dit liéu e ché peptit,
goi y md hinh cho dung hgp mang trung gian F ma, khi hoat hoa, F1/F2 tai sip xép
dé chén peptit dung hop ky nudc tir d4u tan cing N ctia F1 vao mang té bao dich tao
ra tién chét trung gian kep toc. CAu tric trong d6i mo rong nay gidi han virut vao
mang té bao va bién thé d8 tao ra sdu bo xodn 6n dinh cta ciu trac sau dung hop.
Viéc chuyén d6i tir tién dung hop ban 6n dinh, thanh chét trung gian tién kep toc,
thanh cdu dang sau dung hop 1am giam gradien nang luong bang dang sau dung hop
thé hién trang thai 6n dinh nhét, va nang lugng nay dugc giai phong trong qua trinh

tai gap nép F duoc két hop v6i qua trinh dung hop mang.

Thuét ngit protein F ciia hRSV bao gdm protein F ctia RSV ¢ ngudi cling nhur
cac manh cia ndé nhu manh trudng thanh cia no thiéu peptit tin hiéu. Theo phuong
4n cta sang ché, trinh tu axit amin cta protein F cia RSV & ngudi bao gdm trinh tu
axit amin duoc boc 10 v6i sd ndp luu Ngan hang gen AAR14266 (chung hRSV B
9320).

Khang thé khang hRSV va cac manh lién két khang nguyén cua nd

Séang ché dé xuét khang thé hodc cdc manh lién két khang nguyén cua n6 ma
lién két protein F cia RSV & nguoi, tdt hon 1 tir ca hai chiing A va chung B cua RSV,
ma lién két ca protein F tién dung hop va protein F sau dung hop, va st dung khang
thé hodc manh nhu vay. Theo mot s6 phurong 4n, khang thé khang protein F cia RSV
duoc phén 14ap. Cac khang thé dugc mo ta trong ban mé ta nay lién két véi epitop &

vi tri IV cua protein F. Theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4an theo sang ché
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dugc mo ta trong ban md ta nay, theo cdc phuong an nhét dinh, chudi ning hodc ving
bién dbi chudi niang khong bao g6n1 trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 9
va/hodc chudi nhe hozc ving bién dbi chudi nhe khong bao gom trinh tur axit amin
néu trong SEQ ID NO: 8. Theo c4c phuong an nhét dinh, chudi ning bao gbm, chii
yéu bao gdm hoic gOm, trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 23 va chudi nhe

bao gbm, chit yéu bao gbm hoic gbm, trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 25.

Theo cac phuong an dugc wu tién, khang thé khang protein F cua RSV 12 day
du & nguoi. Uu diém chinh cua khang thé don dong theo séng ché xuit phat tir thuc
té ring chung bao gbm céc trinh tw CDR3 ¢ nguoi va, theo mot s6 phuong 4n, c6 thé
hoan toan 12 khang thé don dong & ngudi. Do do, viée sir dung in vivo khang thé don
dong day di & ngudi theo sang ché dé phong bénh mién dich va liéu phép mién dich
ciia bénh RSV 1am giam dang ké vén dé vé dap tmg mién dich vat chu so voi khéang
thé dugc dung thu dong. VAan dé nay thuong gip phai khi khang thé don dong trong
phﬁn tinh trang k¥ thut cua ngué)n ghép khac loai hodc khdm dugc st dung. Khia
canh quan trong th hai cua vu diém nay 13 do an toan tiém nang ctia cic khang thé
don dong & ngudi nay dbi voi ung dung liéu phéap gen, trong d6 su biéu hién cta
protein ghép khac loai hoac kham chira trinh tu khong phai & nguoi khong thé duoc
két thuc.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, khang thé khang protein F ctia RSV
hodc manh lién két khang nguyén cua n6 dung dén chi khang thé hodc méanh lién két
khang nguyén cta n6 lién két dac hiéu véi protein F ciia RSV & nguoi. Khang thé
hodc manh lién két khang nguyén cia n6 "lién két dic hidu véi RSV & ngudi” 1a
khang thé hozc manh lién két khang nguyén cua n6 lién két véi protein F ciia RSV &
ngudi tién dung hop hodc sau dung hop véi Kd c6 gid tri la khoang 1 nM hodc 4i luc
cao hon (vi du, 1 nM-2 pM, 1 nM, 100 pM, 10 pM hoéc 2 pM), nhung khong lién két
vGi cac protein khac thiéu trinh tu protein F ctia RSV. Theo mot phuong an, khang
thé theo sang ché lién két diic hiéu véi protein F cia RSV & ngudi cling phén tng
chéo véi protein F cia RSV ¢ bo. Nhu duge st dung trong ban mo ta nay “phan ing
chéo” ding dé chi kha nang cua khang thé phan ting v6i protein twong ddng tir cac
loai khéc. Néu khang thé lién két ddc hiéu vdi protein F clia RSV ¢ nguoi ¢6 thé dugc

xac dinh bé‘mg cach st dung thir nghiém bét ky dugce biét trong linh vuc k¥ thuét. Vi
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du v& céc thir nghiém da dugc biét dén trong linh vuc k¥ thuat dé x4c dinh lién két 4i
luc bao gdm cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hodc k¥ thuét tuong tu
(vi du, KinExa hodac OCTET).

Sang ché bao gdbm khang thé khang protein F ciia hRSV va phuong phép sir
dung khang thé nay. Nhu duoc stt dung trong ban md ta nay, thuat ngit "khang thé"
dung dé chi dang bét ky cua khing thé c6 hoat tinh sinh hoc mong mudn. Do d6, né
dugc str dung theo nghia rong nhét va cu thé bao gdm, nhung khdng gi¢i han &, khang
thé don dong (bao gdm khang thé don dong c6 chiéu dai ddy di bao gdm hai chubi
nhe va hai chudi ning), khéng thé da dong, khang thé da dic hiéu (vi dy, khang thé
dic hiéu kép), khang thé dugc 1am giéng nhu cua ngudi, khang thé ddy du & nguoi,

va khang thé kham.

Sang ché bao gdbm manh lién két khang nguyén protein F khang hRSV va
phuong phap st dung manh li€n két khang nguyén nay. Nhu dugc str dung trong ban
md ta ndy, trir khi dugce chi ra theo cach khéc, "manh khang thé" hodc "manh lién két
khang nguyén" dung dé chi manh lién két khang nguyén cta khéang thé, nghia ld manh
khang thé ma gitt lai kha nang lién két dic hidu véi khang nguyén dugc lién két bang
khéng thé c6 chidu dai ddy dd, vi du, manh ma gitt lai mot hogc nhiéu ving CDR. Vi
du v& cac manh lién két khéang nguyén bao gdm, nhung khong gidi han &, cic manh
Fab, Fab', F(ab")2, va Fv; cac khang thé t6 hop kép; cac khing thé tuyén tinh; cac
phén tu khang thé chudi don, vf du, sc-Fv; va cac khang thé da dic hiéu duoc tao ra

tir cdc manh khang thé.

Sang ché bao gdbm manh Fab khang protein F ctia RSV va phuong phap sur
dung manh Fab nay. "Manh Fab" bao gdm mot chudi nhe va Cul va ving bién doi
ctia mot chudi nang. Chudi ning cua phén tir Fab khong thé tao ra lién két disulfua
v6i phan tir chudi ngng khac. "Manh Fab" ¢6 thé 14 san phdm ctia viéc phan cit papain

cta khang thé.

Sang ché bao gbm cac khang thé khang protein F cua RSV va cdc manh lién
két khang nguyén ctia n chira ving Fc va phuong phap st dung khang thé nay. Ving
"Fc" chira hai manh chudi ning bao gbm mién Cyl va Cu2 cla khang thé. Hai manh
chudi nang dwoc ndi véi nhau bang hai hoic nhiéu lién két disulfua va bing tuong

tac ky nude cua cac mién Cu3.
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Sang ché bao gdm cic manh Fab’ khéng protein F clia RSV va phuong phap
st dung cadc manh nay. "Manh Fab"' chira mot chudi nhe va ph?m hodc manh ctia mdt
chudi ning ma chira mién Vi va mién Crl va ngoai ra ving nay nam gitta mién Cyl
va mién Cu2, sao cho lién két disulfua lién chudi c6 thé dugce tao ra gifta hai chudi

ning cua hai manh Fab' dé tao ra phan tir F(ab')s.

Sang ché bao gdbm cac manh F(ab’), khang protein F ctia RSV va phwong phép
st dung cac manh nay. "Manh F(ab')," bao gdm hai chudi nhe va hai chudi ning chira
phin ving hing dinh gitta mién Cr1 va mién Cry, sao cho lién két disulfua lién chudi
dugc tao ra gifta hai chudi nang. Do d6, manh F(ab'), bao gém hai manh Fab' duoc
ndi v6i nhau bing lién két disulfua gitta hai chudi ning. "Manh F(ab')," c6 thé 12 san

pham ctia s phan cit pepsin cuia khang thé.

Séang ché bao gdbm cdc manh Fv khang protein F cia RSV va phuong phap su
dung cac manh nay. "Vung Fv" bao gbm cac ving bién d6i tir ca hai chudi ning va

chudi nhe, nhung thidu viing hang dinh.

Séang ché bao gdm cac manh scFv khéng protein F cia RSV va phuong phép
st dung cadc manh nay. Thudt ngit khang thé "Fv chudi don" hoic "scFv" dung dé chi
manh khang thé chta mién Vi va Vi cia khang thé, trong d6 cac mién ndy c6 mat
trong chudi polypeptit don. Thong thuong, polypeptit Fv con bao gbm tac nhan lién
két polypeptit gitta cac mién Vu va VL ma cho phép scFv tao ra cAu trac mong mudn
dé lien két khéng nguyén. Dé xem xét scFv, xem tai liéu Pluckthun (1994) The
PHARMACOLOGY OF MONOCLONAL ANTIBODIES, vol. 113, Rosenburg and
Moore eds. Springer-Verlag, New York, pp. 269-315. Cling xem, cong bb don sang
ché qudc té s6 WO 88/01649 va cac patent My s6 4,946,778 va 5,260,203.

Séang ché bao gdm khang thé mién khéang protein F cua RSV va phuong phép
str dung khang thé nay. "Khang thé mién" 1a manh globulin mién dich chirc nang mién
dich hoc chi chtra ving bién dbi ctia chudi nang hogc ving bién doi ca chudi nhe.
Trong mot sb trudng hop, hai hoac nhiéu ving Vu dugc lién két cong hoa tri v6i tac
nhan lién két peptit dé tao ra khang thé mién hoéa tri hai. Hai ving Vu ctia khang thé

mién héa tri hai ¢6 thé huéng dich khang nguyén gidng hoic khéc nhau.

Sang ché bao gdm céac khang thé hoa tri hai khang protein F cua RSV va
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phuong phéap st dung céc khang thé nay. "Khéang thé hoa tri hai" bao gom hai vi tri
lién két khang nguyén. Trong mot s6 truong hop, hai vi tri lién két nay c6 cung tinh
diic hidu khang nguyén. Tuy nhién, khang thé héa tri hai c6 thé la dic hidu kép (xem
dudi day).

Sang ché bao gdm khang thé t6 hop kép khang protein F ciia RSV va phuong
phép st dung n6. Nhu dugc sir dung trong ban md ta nay, thuat ngr "khang thé t0
hop kép" dimg d& chi cac manh khéng thé nhé voi hai vi tri lién két khang nguyén,
ma c4c manh bao gdm mién bién d6i chudi ning (V) ndi voi mién bién dbi chudi
nhe (V1) trong ciing chudi polypeptit (Vu-Vi hodc Vi-V). Biang cach sir dung téc
nhan lién két 1 qua ngin dé cho phép ghép cip giita hai mién trén cing chudi, cac
mién nay bi budc phai ghép cap véi mién bd thé cta chudi khac va tao ra hai vi tri
lién két khang nguyén. Khang thé t& hop kép dugc mo ta day da hon trong, vi du,
patent chau Au sb EP 404,097; cong bd don qude té s6 WO 93/11161; va Holliger et
al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448. D& xem xét cac bién thé khang
thé duoc thiét ké thuong xem tai lidu Holliger and Hudson (2005) Nat. Biotechnol.
23:1126-1136.

Théng thuong, khang thé hodc manh lién két khang nguyén theo sang ché duoc
cai bién theo mot vai cach gitt lai it nhit 10% hoat tinh lién két cua n6 (khi so véi
khang thé géc) khi hoat tinh nay dugc biéu hién trén co s& phan tir. T6t hon 13, khang
thé hodic manh lién két khang nguyén theo sang ché giit lai it nhét 14 20%, 50%, 70%,
80%, 90%, 95% hodc 100% hodc nhidu 4i lyc lién két protein F cia RSV 1a khang
thé gdc. Cling duge dy dinh rang khang thé hodc manh lién két khang nguyén theo
sang ché c6 thé c6 dot bién thay thé axit amin bao toan hodc khdng bao toan (dé cap
dén duéi dang "céc bién thé bao toan" hodc "céc bién thé bao toan chirc ning" cla

khang thé) khong thay ddi ddng ké hoat tinh sinh hoc ctia né.

Séang ché bao gdm khéng thé khang protein F cia hRSV duoc phén l1ap va cac
manh lién két khang nguyén ctia né va phuong phip su dung khang thé nay. Khang
thé "dugc phan 14p” hodc cadc manh lién két khang nguyén cia no it nhit mot phan
khong chtra cac phén tir sinh hoc khac tir cac t€ bao hodc ching nudi chy té bao trong
d6 chung dugc tao ra. Céc phan tir sinh hoc nay bao gbm axit nucleic, protein, lipit,
hydrat cacbon, hodc nguyén li€u khac nhu manh té bao va mdi truong phat trién.
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Khang thé duoc phan 1ap hoic ménh lién két khang nguyén c6 thé con it nhit mot
phan khong chira cac thanh phén ciia hé théng biéu hién nhu cc phan tr sinh hoc tir
té bao chu hodc cia mdi truong phat trién ching. Thong thudng, thuat nglt "duge
phén 14p" khong dugce du dinh dé dé cap dén sy khong c6 mit hoan toan ctia cdc phan
tr sinh hoc nay hodc dén su khong cé mat cia nude, dém, hodc mubi hodc dén céc

thanh phﬁn cua dang bao ché dugc ma bao gém khang thé hoac manh.

Sang ché bao gdm cac khang thé don dong khang protein F cia hRSV va cic
manh lién két khang nguyén ctia né ciing nhu cc thanh phin khang thé don dong
chira nhiéu khang thé don dong dugc phan 1ap. Thuét ngit "khang thé don dong", nhu
dugc sir dung trong ban md ta nay, dung d8 chi tap hop khéang thé tuong dong dang
ké, nghia la, cac phan tir khéng thé chira tap hop gidng hét vé trinh ty axit amin ngoai
trir cac dot bién c6 thé xuét hién trong ty nhién ma cé thé c6 mat véi luong nho.
Nguoc lai, cac dang bao ché khang thé (da dong) thong thudng thuong bao gdm vo
s6 cac khang thé khac nhau c6 trinh ty axit amin khac nhau trong mién bién ddi ctia
ching, cu thé cac CDR ciia chiing thudng dic hiéu dbi véi cac epitope khic nhau.
Chét cai bién "don dong" chi ra dic tinh cua khang thé thu dugc tir tip hop khang thé
trong ddng dang ké, va khong duoc phan tich khi yéu cAu san xuét khang thé bing
phuong phép cu thé bat ky. Vi dy, khang thé don dong duoc st dung theo sang ché
cing c¢6 thé dugc thuc hién bang phuong phap ADN t4i t6 hop (xem, vi du, patent M§
s6 4,816,567).

N6i chung, don vi ciu tric khang thé co ban (hodc “chidu dai day du™) chira
tetrame. Mdi tetrame bao gdm hai cip chudi polypeptit twong dong, mdi cip c6 mot
chudi "nhe" (khoang 25 kDa) va mdt chudi "ning" (khoang 50-70 kDa). Phén dau tan
amino ctia mdi chudi bao gdm viing hodc mién bién d6i ndm trong khoang tir khoang
100 dén 110 hodc nhidu axit amin hon chiu trach nhiém chinh dé nhan dién khéng
nguyén. Phin dAu tin carboxy cia chudi ning c6 thé x4c dinh ving hodc mién hing
dinh chiu trach nhiém chinh cho chtrc nang tdc dong. Thong thuong, chudi nhe &
nguoi duge phan loai 1a chudi nhe kapa va lamda. Hon thé nita, chudi ning & nguoi
thuong duoc phan loai 1a mu, delta, gama, alpha, hodc epsilon, va xac dinh 16p khang
thé ctia khang thé 1a IgM, IgD, IgG, IgA, va IgE, mot cach twong (mg. Trong chudi

nhe va chudi ning, viing bién doi va ving hing dinh duoc lién ket bang vang "J" chira
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khoang 12 axit amin hodc nhiéu hon, vé6i chudi ning ciing bao gdm ving "D" bang
nhiu hon khoang 10 axit amin. Thudng xem, tai liéu Fundamental Immunology Ch.
7 (Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y. (1989). Theo ngit canh vé khang thé hoac
manh lién két khang nguyén cta nd, thult ngi mién va ving c6 thé dugc st dung

thay thé cho nhau, néu thich hop.

Ving bién d6i cia mdi cip chudi nhe/chudi ning tao ra vi tri lién két khang
thé. Do d6, néi chung, khéng thé nguyén ven c6 hai vi tri lién két. Ngoai trir khing
thé hai chirc hodc khang thé dic hidu kép, thi hai vi tri lién két, n6i chung, 14 giong

nhau.

Théng thudng, cdc midn bién ddi cua ca chudi nang va chudi nhe bao gdm ba
ving siéu bién dbi, ciing duoc goi la vung x4c dinh bd thé (complementarity
determining regions - CDR), dugc dinh vi trong viing khung dugc béo toan tuong db6i
(framework region - FR). Cac CDR nay thudng duogc sdp hang bang ving khung, ¢
thé lién két voi epitope dédc hiéu. No6i chung, tir d4u tan cing N dén dau tan cung C,
ca mién bién ddi chudi nhe va chudi ning bao gém FR1, CDRI1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3 va FR4. Viéc gan céc axit amin dbi véi mi mién, néi chung, phu hgp vdi céc
dinh nghia vé trinh tu protein quan tdm trong mién dich hoc (Sequences of Proteins
of Immunological Interest), Kabat, et al.; National Institutes of Health, Bethesda, Md.;
5t ed.; NIH Publ. No. 91-3242 (1991); Kabat, 1978, Adv. Prot. Chem. 32:1-75; Kabat,
etal., 1977, J. Biol. Chem. 252:6609-6616; Chothia et al., 1987, J Mol. Biol. 196:901-
917 ho#c Chothia et al., 1989, Nature 342:878-883.

Nhu duoc st dung trong ban mé ta nay, thuat ngit "ving siéu bién d6i" dung
dé chi cac gde axit amin cuia khéng thé hozic méanh lién két khang nguyén cia né ma
chiu trach nhiém lién két khang nguyén. Vung siéu bién dbi chira cac gde axit amin
tir "ving xé4c dinh b thé" hodc "CDR" (nghia la, CDRL1, CDRL2 va CDRL3 trong
mién bién déi chudi nhe vA CDRH1, CDRH2 va CDRH3 trong mién bién doi chudi
ning). Xem tai liéu Kabat er al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md.
(xé4c dinh cac ving CDR cua khang thé bé‘mg trinh ty); cling xem Chothia and Lesk,
1987, J. Mol. Biol. 196: 901-917 (xéc dinh céc ving CDR ctia khang thé bing cau
tric). Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, thuat ngir cac gbc "khung" hosc "FR"
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ding dé chi cac goc mién bien doi khac cac gbc ving siéu bien doi duge xdc dinh
trong ban mo ta nay la cac goc CDR.

Anlt

"Phan tir axit nucleic dugc phan 1ap" hodc “polynucleotit dugc phan lap” dung
dé chi ADN hoic ARN ctia hé gen, mARN, cADN, hodc ngudn gde tong hop hodc
mot sb td hop cia ching ma khong lién quan dén tAt c4 hoac mét phan cia
polynucleotit trong d6 polynucleotit dugc phan 1ap dugc tim thdy trong tu nhién, hodc
dugc lién két véi polynucleotit ma n6 khong dugce lién két trong ty nhién. Déi véi
muc dich cua viéc boc 10 nay, nén duoc hiéu 1a "phén tr axit nucleic chira" trinh tu
nucleotit cu thé khong bao gdm nhiém sic thé nguyén ven. Céc phan tir axit nucleic
duoc phan 1ap "chira" céc trinh tu axit nucleic dugc chi rd ¢b thé bao gdm, ngoai cac
trinh tu cu thé, ma hoéa trinh tu 1én dén muoi hodc tham chi 1én dén hai muoi hoic
nhiéu protein khic hogc cac phén hoic cdc méanh cia ching, hodc co thé bao gom céc
trinh tw didu hoa dugoe lién két theo cach c6 didu khién ma kiém soét su biéu hién cua
vung mé héa cta céc trinh tu axit nucleic dugce trich dan, va/hoic co thé bao gém cac

trinh tu vecto.

Cum tir "trinh ty kiém soat" dung dé chi trinh tw ADN cin thiét dé biéu hién
trinh tr ma hoa dugc lién két theo cach c6 diéu khién trong sinh vat chi cu thé. Céc
trinh tu kiém so4t thich hop dbi v&i sinh vét chua c6 nhan dién hinh, vi du, bao gém
gen khoi du, tity v 12 trinh tur chi huy, va vi trf lién két ribosom. Cac t€ bao sinh vt
6 nhan dién hinh da duoc biét d8 st dung gen khéi dau, tin hiéu polyadenyl hoa, va

gen tang cuong.

Axit nucleic hodc polynucleotit "duoc lién két theo cach c6 diéu khién" khi né
dugc dat trong mdi lién hé chtc ning véi trinh ty axit nucleic khac. Vi du, ADN déi
v6i trinh tu ban diu hodc trinh tu dan dau tiét dugc lién két theo cach c6 diéu khién
v6i ADN dbi véi polypeptit néu n6 duoc biéu hién dudi dang tién protein tham gia
vao qua trinh bai tiét polypeptit; gen khoi dAu hoic gen tiang cudng duoc lién két theo
cach c6 didu khién véi trinh ty ma héa néu né tic dong dén sy phién ma cta trinh ty;
hodc vi tri lién két ribosom dugc lién két theo cach 6 diéu khién vi trinh tr ma hoa
néu no6 dugc dinh vi dé hd trg cho su dich ma. Néi chung, nhung khong phai ludn
luon, "dugc lién két theo cach c6 diéu khién" ding dé chi céc trinh tw ADN dugc lién
két 12 lién k& nhau, va, trong truong hop cla trinh tu dAn dau tiét, 1a lién ké va trong
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pha doc. Tuy nhién, gen tdng cuong khong nhét thiét phai lién ké nhau. Viéc lién két
dugc thuc hién béng cach ndi & céac vi tri gidi han thuan tién. Néu céc vi tri nhu vay
khong ton tai, thé thich nghi oligonucleotit tdng hop hodc céc tc nhén lién két duoc

st dung theo thuc tién thong thuong.

Nhu dugc sir dung trong ban mé ta nay, cac cach dién dat "té bao", "dong té
bao" va "chling nudi cy té bao" dugc st dung thay thé cho nhau va tit ca cac ky hiéu
nhu vay bao gbm thé hé sau. Do do, cac tir "thé bién nap" va "céc té bao duoc bién
nap" bao gbm dbi tugng té bao so cip va nuodi chy bit ngudn tir d6 ma khong lién
quan dén s6 14n chuyén. Ciing can hiéu ring khong phai tht ca thé hé sau s& c6 ham
lugng AND tuong ddng chinh xéc, do cac dot bién c6 tinh toan hodc khong c6 tinh
toan. Bao gom ca thé hé sau dot bién ma c6 ciing chitc ndng hodc hoat tinh sinh hoc
nhu duoc sang loc trong té bao dugc bién nap ban dau. Cac ky hiéu riéng r& dugce du
dinh, no s& rd rang tir ngit canh nay.

Nhu duge st dung trong ban md ta nay, "trinh tu dong mam" ding dé chi trinh
tir ciia trinh tr AND globulin mién dich khong duge sép xép lai. Ngudn thich hop bt
k¥ cua trinh tu globulin mién dich khong dwoc sip xép lai c6 thé dugc st dung. Trinh
tu dong mam cua ngudi co thé thu dugc, vi du, tr co s& dir liéu dong maim
JOINSOLVER trén trang web cua Vién Qubc gia vé& Viém khép va Bénh Co xuong
va Da (National Institute of Arthritis va Musculoskeletal va Skin Diseases) thudc Vién
Y té Quéc gia Hoa Ky (United States National Institutes of Health). Trinh ty dong
mam ctia chudt nhit ¢6 thé thu duogc, vi du, nhu duge mo ta trong Giudicelli et al.,

2005, Nucleic Acid Res. 33:D256-D261.
Céc dic tinh vat Iy va chitc nang ctiia khang thé khang protein F ciia RSV dugc néu
lam vi du

Sang ché dé xuét khang thé khang protein F cia hRSV va cdc manh lién két
khang nguyén cta né cé déc tinh cAu trac va chic niing duge chi rd, va phuong phap
sir dung cua khéang thé hodc cac manh lién két khang nguyén clia no trong viéc didu
tri hodc ngan ngira bénh/tinh trang bénh 1y lién quan dén nhiém RSV.

“Khang thé khang protein F ciia RSV hodc manh lién két khang nguyén cta

n6 theo sang ché” bao gdm: khang thé bat ky hoic manh lién két khang nguyén cua
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n6 dugc thao ludn trong ban mé ta nay (vi du, RB1) hodc bién thé cta né (vi du, bién
thé trinh tw hodc bién thé chuc ning); khang thé bt ky hozc manh lién két khang
nguyén chra mot hodc nhiéu bd CDR bét ky dugc néu trong bang 7; khéng thé bt
ky hosic manh lién két khang nguyén ma lién két v6i cung epitop trong protein F cua
RSV & ngudi 12 khang thé dugc thao luan trong ban mé ta nay (vi du, RB1); va khang
thé bit ky hodc manh lién két khang nguyén ma phong bé chéo (mot phan hoac day
du) hogic dugc phong bé chéo (mdt phin hodc diy du) bang khéng thé dugce thao luén
trong ban mo ta nay (vi du, RB1) dé lién két RSV.

Khang thé phong bé chéo va cac manh lién két khang nguyén cta n6 ¢ thé
duogc xac dinh dua trén kha nang ctia chung dé canh tranh chéo véi khang thé theo
séng ché trong cac thir nghiém lién két chuin (vi du, BIACore, ELISA, dém té bao
theo dong). Vi du, cac thir nghiém ELISA chuén c6 thé duge str dung trong d6 protein
protein F cia RSV téi t6 hop dugc ¢ dinh trén dia, mdt trong cac khang thé duoc
danh d4u huynh quang va kha ning ctia khang thé khong dwoc danh dau dé canh tranh
t4t lién két cua khang thé duoc danh dAu duoc danh gia. Ngoai ra hodc theo cach khéc,
phén tich BIAcore c6 thé dugc sir dung dé danh gia kha ning cua khang thé dé canh
tranh chéo. Kha ning cua khang thé thir nghiém d8 rc ché lién két ciia khang thé khac
(vi du, khang thé D25) dbi voi protein F ctia RSV chimg minh rang khang thé thu
nghiém c6 thé canh tranh véi khéng thé khac (vi du, D25) dé lién két v6i protein F
ciia RSV va do d6, c6 thé, trong mot sd trudng hop, lién két v6i cung epitop trén

protein F ciia RSV 1a khang thé D25 véi epitop chong lap.

Nhu duge néu ¢ trén, khang thé va manh cua né lién két v6i cling epitop 1a
khang thé bat ky trong s6 khang thé khang protein F ctia RSV hodc cac manh lién két
khang nguyén cta n6 theo sang ché ciing tao ra mot phan cua sang ché. Hon nita, theo
cac phuong an nhét dinh, khang thé lién két v6i epitop ma chdng lip véi epitop dugc
lién két bang khang thé bét ky trong sb cac khang thé khang protein F ctia RSV theo
sang ché ciing tao ra mot phén cia sdng ché. C6 nhiéu phuong phap c6 sin dé 1ap ban
d khang thé epitop trén khang nguyén huéng dich, bao gbm: khéi phd H/D-Ex, tinh
thé hoc tia X, phén tich pepscan va gy dot bién dinh hudng diém. Vi du, HDX (Trao
d6i hydro doteri - Hydrogen Deuterium Exchange) két hop v6i phéan giai protein va

khéi phd ¢6 thé duoc s dung dé xac dinh epitop cua khang thé trén khang nguyén
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dic hiéu Y. HDX-MS dua trén phép do chinh xac va so sdnh mirc do két hop doteri
bang khang nguyén khi dugc u riéng trong D>O va véi sy ¢6 mat cia khang thé clia
no6 & cac khoang thoi gian khéac nhau. Doteri dugce trao dbi v6i hydro trén khung amit
cda protein & cic vung tiép xuc, trong khi cac ving cua khang nguyén duoc lién két
v6i khang thé s& dugc bao vé va s& co it hodc khdng co su trao d6i sau khi phan tich

bing LC-MS/MS cac manh phén giai protein.

Vi du vé chubi globulin mién dich cta khdng thé khéang protein F ciia RSV
theo sang ché ciing nhuw CDR cua ching gdm, nhung khong gidi han & céc chudi duoc
boc 1 trong bang 7 (SEQ ID NO: 1-8, 23 va 25). Sang ché bao gdm polypeptit bAt
ky bao gdm, chu yéu bao gbm hoic gdm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO: 1-

8, 23, va 25, va nucleotit tai t6 hop ma héa cac polypeptit nhu vay.

Pham vi cta sang ché bao gbm khang thé khang protein F ciia hRSV dugc
phén ldp va cidc manh lién két khang nguyén cua no, bao gdm bién thé cua chudi
globulin mién dich dugc néu trong ban mo ta nay, vi dy, trinh tu bét ky trong sd cac
trinh tw SEQ ID NO: 7, 8; trong d6 bién thé c6 mot hode nhiéu dc tinh sau déy: (i)
lién két véi protein F tién dung hop RSV & ngudi véi gia tri Kd ndm trong khoang tr
khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 10> M nhu dugc xéac dinh bang k§ thuit cong
huéng plasmon bé mat (vi du, BIACORE) hodc ky thuét tuong tw (vi dy, KinExa
hoac OCTET); hoac (ii) lién két v6i protein F sau dung hop RSV & nguoi véi gid tri
Kd nim trong khoang tir khoang 1 x 10 M dén khoang 1 x 10" M nhu duoc xéac
dinh bing k¥ thuat cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hodc k¥ thuat
twong tu (vi dy, KinExa hodac OCTET). Theo cac phuong an nhét dinh, chudi ning
hodc ving bién ddi chudi ning khong bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID

NO: 9.

Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché dé xuét khang thé hoic manh lién két
khang nguyén cua no li€n két protein F cua hRSV ¢ ngudi va co mién Vi va mién Vi
c6 do ddng nhét trinh tw it nht 12 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% hogc 99%
so véi SEQ ID NO: 8 (Vi) va 7 (Vm); trong d6 bién thé c6 kha nang lién két va dac
tinh mong mudn, vi du, (i) lién két voi protein F tién dung hgp RSV & ngudi voi gid
tri Kd ndm trong khoang tir khoang 1 x 10° M dén khoang 1 x 10712 M nhu dugc xéic
dinh bing k¥ thuat cong hudng plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hogc k§ thuat
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twong tu (vi du, KinExa hodc OCTET); hodc (ii) lién két véi protein F sau dung hop
RSV & nguoi voi gié tri Kd ndm trong khoang tir khoang 1 x 10° M dén khoang 1 x
10" M nhu dugc xac dinh bing k§ thudt cong hudng plasmon bé mat (vi dy,
BIACORE) hoic k¥ thuét twong tu (vi du, KinExa hodc OCTET). Theo céc phuong
4n nhét dinh, chudi ning hoic ving bién ddi chudi ning khong bao gbm trinh tur axit

amin néu trong SEQ ID NO: 9.

"Céc bién thé duge cai bién bao toan" hoac "su thay thé bao toan" ding dé chi
cac dot bién thay thé axit amin trong protein bang céc axit amin khac c6 cc dic diém
twong tu (vi du, dién tich, kich thude chudi bén, tinh ky nudc/tinh va nudc, cAu dang
mach chinh va tinh cing, v.v.), sao cho su thay dbi c6 thé thuong xuyén dugc tao ra
ma khong lam thay dbi hoat tinh sinh hoc cua protein. ngudi c6 hidu biét trung binh
vé linh vuc lién quan nhén ra rang, n6i chung, mot axit amin thay thé duy nhét trong
cac vung khong thiét yéu ctia polypeptit v& co ban khong 1am thay ddi hoat tinh sinh
hoc (xem, vi du, Watson et al. (1987) Molecular Biology of the Gene, The
Benjamin/Cummings Pub. Co., p. 224 (4th Ed.)). Ngoai ra, cac dot bién thay thé cua
cac axit amin twong tw vé mit céu trac hodc chtc ning it ¢6 kha nang phé vd hoat
tinh sinh hoc. Cac dot bién thay thé bao toan dugc néu lam vi du dugc néu trong bang

1.

Bang 1. Dot bién thay thé axit amin bao toan dwgc néu lam vi du

Gbc ban dau Dot bién thay thé bao toan
Ala (A) Gly; Ser

Arg (R) Lys; His

Asn (N) Gln; His

Asp (D) Glu; Asn

Cys (C) Ser; Ala

Gln (Q) Asn

Glu (E) Asp; Gln

Gly (G) Ala

His (H) Asn; Gln

Ile (I) Leu; Val

Leu (L) Ile; Val

Lys (K) Arg; His

Met (M) Leu; Ile; Tyr
Phe (F) Tyr; Met; Leu
Pro (P) Ala

Ser (S) Thr
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Gdc ban dau Dot bién thay thé bao toan
Thr (T) Ser

Trp (W) Tyr; Phe

Tyr (Y) Trp; Phe

Val (V) Ile; Leu

Cac bién thé bao toan chirc ning ciia khang thé theo sang ché cling dugc du
tinh boi sang ché. "Cac bién thé bao toan chtrc ning" nhu dugc st dung trong ban md
ta nay, dung dé chi khang thé hodc manh trong d6 mot hodc nhiéu géc axit amin dugc
thay d6i ma khong lam thay ddi dic tinh mong mudn, 4i luc va/hoic tinh dic hiéu cia
khang nguyén. Céac bién thé nhu vay gébm, nhung khong gidi han 6, su thay thé axit
amin bang mot axit amin c6 cac dic tinh twong tu, nhu dot bién thay thé axit amin
bao toan trong bang 1. Cling dé cap dén 1a polypeptit dugce phan lap bao gdm cac
mién Vi ciia khang thé khang protein F ciia hRSV theo séng ché (vi du, SEQ ID NO:
8), va polypeptit dugc phén 14p bao gbm céc mién VH (vi du, SEQ ID NO: 7) cuia
khang thé khang hRSV theo sang ché ¢61én dén 0, 1,2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 dot bién thay thé
axit amin hodc nhiéu hon, ma c6 thé xuét hién riéng trong ving khung hodc mot hodc
nhidu dot bién thay thé axit amin c6 thé dugc dinh vi trong mot hodc nhiéu CDR.
Theo cac phuong an nhét dinh, chudi ning hodc ving bién dbi chudi nang khong bao

gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 9.

Theo mot phuong &n khac, sang ché d& xut khang thé hoic manh lién két
khang nguyén ctiia né ma lién két protein F cia hRSV va c6 cac mién VL va cac mién
Vi ¢6 d6 ddng nhét trinh tu it nhit 12 99% 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85%, 80%
hodc 75% so véi mdt hoac nhidu mién Vi hodc mién Vu duge md ta trong ban mo ta
nay, va co su lién két dic hiéu voi protein F cia hRSV. Theo mot phuong an khéc,
khang thé lién két hodc manh lién két khang nguyén cia né theo sang ché bao gdbm
cac mién Vi va Vi (c6 va khong c¢6 trinh tu tin hiéu) c6 1én dén0,1,2,3,4,5,6,7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30
dot bién thay thé axit amin hodc nhidu hon, c¢6 thé xuit hién riéng trong vung khung
hodc mot hodc nhiéu axit amin thay thé c6 thé duoc dinh vi trong mot hodc nhiéu dot
bién thay thé axit amin c6 thé duoc dinh vi trong mot hodc nhiéu CDR, va c6 lién két
dic hiéu voi protein F cia hRSV. Theo cic phuong an nhét dinh, chudi ning hodc

vung bién dbi chudi nang khong bao gbm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
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9.
Polynucleotit va polypeptit

Sang ché con bao gbm polynucleotit ma hoa bét ky trong sb polypeptit hodc
chubi globulin mién dich cta khang thé khéng protein F cua hRSV va cac manh lién
két khang nguyén cua né theo sang ché. Theo mot phwong 4n, polynucleotit duge
phén 14p ma hoéa khang thé hodc manh lién két khang nguyén cia n6 bao gbm it nhét
mot midn bién ddi globulin midn dich chudi nhe (Vi) truéng thanh theo sang ché
va/hodc it nhét mot mién bién d6i globulin mién dich chudi ning (V) trudng thanh
theo sang ché. Theo mét sé phuong an, polynucleotit dugc phén 14p ma hoa ca chudi
nhe va chudi ning trén mdt phan tir polynucleotit duy nhét, va theo cic phuong 4n
khac, chudi nhe va chudi ning dugc ma hoa trén cac phéan tir polynucleotit riéng ré.
Theo mdt phwong 4n khac, polynucleotit con ma hoéa trinh tu tin hiéu. Vi du, sang ché
bao gdm polynucleotit ma hoa axit amin dugc md ta trong SEQ ID NO: 1-8, 23 va
25, ciing nhu polynucleotit ma lai vao d6 va, ngoai ra, polypeptit bét ky duoc mi hoa
b&i polynucleotit lai nhu vdy. Theo mot phuong an, sang ché bao gdm trinh tu axit
nucleic bao gdm, chi yéu bao gdm hodc gébm c6 SEQ ID NO: 15 (chudi nang bién
d6i) hoac SEQ ID NO: 16 (chudi nhe bién d6i). Theo cac phwong én nhét dinh, viéc
t6i wu hoa codon c6 thé duge st dung dé ting cudong dic tinh cua axit nucleic, vi du,
bidu hién trong té bao chu nhét dinh. Theo mdt phuong an, sang ché bao gom trinh tu
axit nucleic bao gom, chll yéu bao gdm hoic gdm c6 SEQ ID NO: 17 (chudi ning
bién dbi duoc toi wu héa codon) hodc SEQ ID NO: 18 (chuSi nhe bién dbi duoc toi
uu héa codon). Theo cac phuong an nhét dinh, trinh tu din dau c6 thé dugc sir dung.
Theo mdt phuong 4n, sang ché bao gdm trinh tu axit nucleic bao gbm, chil yéu bao
gdm hodc gdm c6 SEQ ID NO: 19 (trinh ty d&n du va chudi nang) hode SEQ ID NO:
20 (trinh tw din du va chudi nhe) dugc lién két véi chudi nang hogc chudi nhe dé tao

ra SEQ ID NO: 21 hodc SEQ ID NO: 22, mdt cach tuong ung.

N6i chung, polynucleotit lai trong diéu kién nghiém ngat thap, trung binh hodc
cao, va ma hoa khang thé hodc cdc manh lién két khang nguyén cua n6 ma duy tri
kha ning dé lién két v6i protein F cia hRSV. Phan tir polynucleotit thir nhét "c6 thé
lai" v6i phan tir polynucleotit thit hai khi dang chudi don cta phén tir polynucleotit
thir nhit c6 thé gén v6i phan tir polynucleotit thr hai trong cac diéu kién thich hop vé
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nhiét d6 va cudng do ion cua dung dich (xem Sambrook, et al., néu trén). Céac diéu
kién v& nhiét d6 va cudng do ion xéac dinh "tinh nghiém ngat" ctia quy trinh lai. biéu
kién lai c6 tinh nghiém ngét thip dién hinh 14 55°C, 5X SSC, 0,1% SDS va khong c6
formamit; hodc 30% formamit, 5X SSC, 0,5% SDS & nhiét do 42°C. Diéu kién lai c6
tinh nghiém ngét trung binh dién hinh 12 40% formamit, véi 5X hodc 6X SSC va 0,1%
SDS & nhiét do 42°C. Diéu kién lai c6 tinh nghiém ngit cao la 50% formamit, 5X
hodc 6X SSC & nhiét dd 42°C hodc, tuy y, ¢ nhiét do cao hon (vi dy, 57°C, 59°C,
60°C, 62°C, 63°C, 65°C hoic 68°C). N6i chung, SSC 14 0,15M NaCl va 0,015M Na-
xitrat. Quy trinh lai yéu cAu ring hai polynucleotit chira c4c trinh tu b6 thé, mic du,
thy thudc vao tinh nghiém ngat cta quy trinh lai, su ghép cdp khong khdp gifta cac
bazo 1a ¢6 thé. Tinh nghiém ngat thich hop dbi véi polynucleotit lai tuy thudc vao
chiéu dai ctia polynucleotit va mirc do b sung, cac bién dbi da biét rd trong linh vuc
k¥ thut nay. Mirc do tuong tu hodc tuong ddng gifta hai trinh tw nucleotit cang 16n,
thi tinh nghiém ngat ma ¢ diéu kién d6 axit nucleic ¢6 thé lai cang cao. Déi v6i thé
lai ¢6 chidu dai 16n hon 100 nucleotit, rit ra dugc phuong trinh tinh todn nhiét do
noéng chay (xem Sambrook et al., & trén, 9,50-9,51). Pébi vé6i viec lai voi polynucleotit
ngin hon, vi du, oligonucleotit, vi tri ghép cdp khong khép trd nén quan trong hon,
va chiéu dai cua oligonucleotit xac dinh tinh déc hiéu cta nd (xem Sambrook, et al.,

& trén, 11.7-11.8).

Theo mot phuong 4n, sang ché bao gém polynucleotit dugc phan 14p ma hoa
mién bién dbi chudi ning khéng thé (Vu) hodc manh lién két khang nguyén cia no
bao gdbm CDR-H1 (SEQ ID NO: 1), CDR-H2 (SEQ ID NO: 2) va CDR-H3 (SEQID
NO: 3).

Theo mét phuong an, sang ché bao gdm polynucleotit dugc phén 14p ma héa
mién bién di chudi nhe khang thé (Vi) hodc manh lién két khang nguyén clia n6 bao
gdm CDR-L1 (SEQ ID NO: 4), CDR-L2 (SEQ ID NO: 5) va CDR-L3 (SEQ ID NO:
6).

Theo mot phuong 4n, sang ché bao gébm polynucleotit dugc phén ldp ma hoa
mién bién dbi chudi ning globulin mién dich (Vi) cia SEQ ID NO: 7 hogc chudi

ning cua SEQ ID NO: 23.

Theo mot phuong 4n, sang ché bao gdm polynucleotit dugc phan 14p ma hoa
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mién bién ddi chudi nang globulin mi&n dich (V1) ctia SEQ ID NO: 8 hozc chudi nhe

néu trong SEQ ID NO: 25.

Sang ché ciing dé xuht vecto, vi du, vecto biéu hién, nhu plasmit, chia
polynucleotit dugc phan 14p theo sang ché, trong d6 polynucleotit dugc lién két theo
cach c6 didu khién v6i cc trinh tu kiém soat ma duge nhan dién bing té bao chu khi
té bao chii duge chuyén nhiém bang vecto. Sang ché ciing dé xuét cac té bao chii chira
vecto theo sang ché va phuong phép san xuit khang thé hosic manh lién két khang
nguyén ctia né hodc polypeptit dugce bdc 10 trong ban md ta nay bao gdm budc nudi
cdy té bao chii mang vecto bidu hién hodc axit nucleic ma héa chudi globulin mién
dich cua khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 trong moi truong nudi
cdy, va phan tach khang nguyén hodc manh lién két khang nguyén ciia n6 tir té bao

chi hodc méi truong nudi cay.

Ciing dugc dé xudt trong sang ché 1a cac polypeptit, vi du, globulin mién dich
polypeptit, bao gOm trinh ty axit amin c6 do ddng nhét trinh tyr it nhét 1a khoang 75%,
80%, tbt hon nira la it nhat khoang 90% va t&t hon nhit 14 it nhat khoang 95% (vi du,
95%. 96%, 97%, 98%, 99%, 100%) so v6i trinh tw axit amin cta khang thé dugc dé
xuét trong ban mo ta nay khi su so sanh duoc thuc hién bang thuat toan BLAST, trong
d6 cac thong sb cua thuat toan duoc chon dé tao ra su bét cap lon nhat gifra c4c trinh
tu twong Gng theo toan bd chiéu dai cua céc trinh ty tham chiéu twong Ung (vi du
ngudng mong doi: 10; kich ¢ tir: 3; su bét ciip toi da trong pham vi truy vén: 0; ma
tran BLOSUM 62; gid tri khoang tréng: c6 mit 11, mé rong 1; su diéu chinh diém

ma tran thanh phan diéu kién).

D6 ddng nhét trinh tu ding dé chi mirc do ma céc axit amin ctia hai polypeptit

1a giéng nhau tai c4c vi tri twong dwong khi hai trinh tu dugc sip hang toi wu.

Viéc tham chiu dudi ddy dé cap dén cac thuét toan BLAST thuong duoc st
dung dé phan tich trinh ty: BLAST ALGORITHMS: Altschul et al. (2005) FEBS J.
272(20): 5101-5109; Altschul, S.F., etal., (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410; Gish, W.,
et al., (1993) Nature Genet. 3:266-272; Madden, T.L., et al., (1996) Meth. Enzymol.
266:131-141; Altschul, S.F., et al., (1997) Nucleic Acid Res. 25:3389-3402; Zhang,
J., etal., (1997) Genome Res. 7:649-656; Wootton, J.C., et al., (1993) Comput. Chem.

17:149-163; Hancock, J.M. et al, (1994) Comput. Appl. Biosci. 10:67-70;
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ALIGNMENT SCORING SYSTEMS: Dayhoff, M.O., et al., "A model of
evolutionary change in proteins." trong Atlas of Protein Sequence va Structure, (1978)
vol. 5, suppl. 3. M.O. Dayhoff (ed.), pp. 345-352, Natl. Biomed. Res. Found.,
Washington, DC; Schwartz, RM., et al, "Matrices for detecting distant
relationships." trong Atlas of Protein Sequence and Structure, (1978) vol. 5, suppl.
3." M.O. Dayhoff (ed.), pp. 353-358, Natl. Biomed. Res. Found., Washington, DC;
Altschul, S.F., (1991) J. Mol. Biol. 219:555-565; States, D.J., et al., (1991) Methods
3:66-70; Henikoff, S., et al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915-10919;
Altschul, S.F,, et al., (1993) J. Mol. Evol. 36:290-300; ALIGNMENT STATISTICS:
Karlin, S, et al., (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268; Karlin, S., et al.,
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877; Dembo, A., et al., (1994) Ann. Prob.
22:2022-2039; va Altschul, S.F. "Evaluating the statistical significance of multiple
distinct local alignments." trong Theoretical and Computational Methods in Genome
Research (S. Suhai, ed.), (1997) pp. 1-14, Plenum, New York.
Ai lyc lién két

Biang cach vi du, va khong han ché, khang thé va manh lién két khang nguyén
dwgc boc 16 trong ban mé ta nay co thé lién két protein F tién dung hop RSV & ngudi
hodc protein F sau dung hop véi gia tri KD it nhét 12 khoang 1 x 10 M (nghia 13, gia
tri KD bang 1 x 10° M hodc thip hon) nhu dugc xac dinh bang k¥ thuét cong hudng
plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hodc k¥ thuét tuong tu (vi du, KinExa hoac
OCTET). Theo mdt phuong an, khang thé va manh lién két khang nguyén dugc boc
16 trong ban mo ta co thé lién két protein F tién dung hop RSV & nguoi hodc protein
F sau dung hop v6i gi4 tri Kp it nhét 1 tir khoang 1 x 10° M dén khoang 1 x 1012 M
nhu dwoc x4c dinh bing k§ thudt cong huéng plasmon bé mit (vi du, BIACORE)
hodc k§ thuat twong tw (vi du, KinExa hogc OCTET). Theo mot phuong &n, khang
thé va manh lién két khang nguyén dugc bdc 10 trong ban mo ta nay co thé lién két
protein F tién dung hop RSV & ngudi hodc protein F sau dung hop voi gia tri KD ¢
khoang 1 x 10® M dén khoang 1 x 107> M nhu dugc xac dinh bang k§ thuét cong
huong plasmon bé mit (vi duy, BIACORE) hodc k¥ thudt twong tu (vi dy, KinExa
hoac OCTET). Theo mot phwong én, khang thé va manh lién két khang nguyén duogc

boc 10 trong ban md ta nay co thé lién két protein F tién dung hop RSV & ngudi hodc
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protein F sau dung hop véi gia tri Kp it nhét khoang 100 pM (nghia 13, gi4 tri Kp 12
khoang 100 pM hodc thip hon) nhu duge xac dinh biang BIACORE hoic ky thuét
twong tu. Theo mot phuong an, khang thé va manh lién két khang nguyén dugc boc
16 trong ban mé ta nay c¢6 thé lién két protein F tién dung hop RSV & ngudi hoge
protein F sau dung hop véi gia tri Kp it nhét khoang 10 pM (nghia 13, gia tri KD
khoang 10 pm thip hon) nhu duge x4c dinh bang BIACORE hoic k¥ thuat twong tu.
Theo mdt phuong an, khang thé va manh lién két khang nguyén theo sdng ché co thé
lién két véi protein F tién dung hop RSV & ngudi hodc protein F sau dung hop véi
Kp khoang 1 pM dén khoang 100 pM nhu dugc xac dinh bang BIACORE hoic k¥
thuat tuong tu.

Phuong phép tao ra khang thé va cac manh lién két khang nguyén ctia né

Sang ché dé xuét phuong phap tao ra khéng thé khang protein F cua hRSV
hoic manh lién két khang nguyén cua né theo sang ché bao gbm budc nudi cay dong
té bao ma biéu hién khang thé hodc manh trong didu kién thuén loi dbi véi su biéu
hién nay va, tuy y, phan lap khang thé hodc manh tir cac té bao va/hodc mdi trudng

sinh trudng (vi du, moi truong nudi cay te bao).

Khang thé khang protein F cia hRSV dugc bdc 16 trong ban m6 ta nay cling
6 thé duge tao ra tai td hop (vi du, trong hé théng biéu hién E. coli/T7, hé théng biéu
hién té bao dong vat c6 vii hodc hé théng bidu hién sinh vat cé nhan dién hinh bac
thip). Theo phwong 4n ndy, axit nucleic ma héa phan tir globulin mién dich khang thé
theo sang ché (vi du, Vi hodc Vi) ¢6 thé duogc chén vao plasmit dya trén pET va dugc
biu hién trong hé thong E. coli/T7. Vi dy, sang ché bao gdm cac phwong phap biéu
hién khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 hodc chudi globulin mién
dich cua né trong té bao chu (vi du, t& bao cha vi khuin nhu E.coli nhw BL21 hodc
BL21DE3) bao gdm budc biéu hién T7 ARN polymeaza trong té bao ciing bao gdm
polynucleotit ma héa chudi globulin mién dich ma duge lién két theo cach c6 diéu
khién véi gen khéi dau T7. Vi du, theo phuong 4n cla séng ché, té bao chu vi khuén,
nhu E. coli, bao gdm polynucleotit ma hoa gen T7 ARN polymeaza dugc lién két theo
cach c6 didu khién véi gen khoi dAu lac va sy biéu hién cua polymeaza va chudi nay
duoc kich thich bing viéc a té bao chi véi IPTG (isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside).
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C6 nhiéu phuong phap dé tao ra khang thé tai t6 hop duoc biét trong linh vuc
k¥ thuat. Mot vi du vé phuwong phap san xudt tai t6 hop khang thé dugc boc 19 trong
patent My 6 4,816,567.

Su bién nap c6 thé bang phuong phép bat ky da biét dé dua polynucleotit vao
té bao chu. Phuong phép dua polynucleotit khéac loai vao cac té bao dong vat c6 vi
d3 biét trong linh vuc k¥ thuét va bao gbm su chuyén nhiém qua trung gian dextran,
su két tua canxi phosphat, su chuyén nhiém qua trung gian polybren, sy dung hop té
bao nguyén sinh, su mé& 16 bang dién, su bao nang (céc) polynucleotit trong liposorn,
tiém bang ban gen va vi tiém truc tiép ADN vao nhan. Ngoai ra, phén tr axit nucleic
¢6 thé duoc dua vao cac té bao dong vat c6 vi bang vecto virut. Phuong phép bién
nap cac té bao da biét trong linh vuc k§ thuat. Xem, vi du, patent My 6 4,399,216;
4,912,040; 4,740,461 va 4,959,455.

Do d6, sang ché bao gbm phuong phép tai td hop dé tao ra khang thé khang
hRSV hodc manh lién két khang nguyén cta né theo sang ché, hoic chudi globulin
mién dich cta no, bao gém bugc dua polynucleotit ma héa mot hoac nhiéu chudi
globulin mién dich ctia khéng thé hogc manh (vi du, chudi globulin mién dich ning
va/hodc nhe); nudi cay té bao chu (vi du, CHO hod#c Pichia hodc Pichia pastoris)
trong didu kién thuan loi d6i v6i sw bidu hién nhu vy va, ty ¥, phan 1ap khang thé
hodc méanh hogc chudi tir té bao chu va/hodc mdi trudong trong do té bao chu dugc

phat trién.

Khéng thé khang protein F ctia hRSV ciing c6 thé duoc tdng hop bang phwrong
phap bat ky dugc néu trong patent My s6 6,331,415.

Céc té bao chu sinh vt c6 nhan dién hinh va sinh vét khong c6 nhan dién hinh,
bao gdm céc té bao dong vAt ¢ vii 1a vt chit dé bidu hién khang thé hodc manh hodc
chudi globulin mién dich dugc bdc 10 trong ban mo ta da duge biét trong linh vurc k¥
thuat va bao gdbm nhidu dong té bao bit dong c6 sin tir Bao tang gibng chuin Hoa Ky
(American Type Culture Collection - ATCC). Chung bao gbm, khong ké nhirng cai
khac, cac té bao budng trimg chudt d6ng Trung Quéc (Chinese hamster ovary - CHO),
NSO, céc té bao SP2, cac té bao HeLa, cac té bao than chudt dong con (baby hamster
kidney - BHK), cac té bao than khi (COS), cac té bio caxinom té bao gan & nguvi (v

du, Hep G2), céc té bao A549, céc té bao 3T3, cac té bao HEK-293 va mot s6 dong
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té bao khac. Céc té bao chu dong vat c6 va bao gdm cac té bao ngudi, chudt nhit,
chudt céng, cho, khi, lon, dé, bo, ngua va chudt déng. Dong t& bao tham chiéu cu thé
dugc chon qua sy xac dinh cac dong té bao c6 mirc d6 biéu hién cao. Céc dong té bao
khac ¢6 thé duge st dung 1a cac dong té bao con tring, nhu cac t€ bao S9, cac té bao
dong vat ludng cu, cac té bao vi khuén, cac té bao thyuc vat va céc té bao ndm. Cac té
bao nédm bao gém nidm men va céc té bao ndm soi bao gbém, vi du, Pichia pastoris,
Pichia finlandica, Pichia trehalophila, Pichia koclamae, Pichia membranaefaciens,
Pichia minuta (Ogataea minuta, Pichia lindneri), Pichia opuntiae, Pichia
thermotolerans, Pichia salictaria, Pichia guercuum, Pichia pijperi, Pichia stiplis,
Pichia methanolica, Pichia sp., Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces sp.,
Hansenula polymorpha, Kluyveromyces sp., Kluyveromyces lactis, Candida albicans,
Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Ti richoderma reesei,
Chrysosporium lucknowense, Fusarium sp., Fusarium graminum, Fusarium
venenatum, Physcomitrella patens va Neurospora crassa. Pichia sp., Saccharomyces
sp. bét ky, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces sp. bat ky, Candida albicans,
Aspergillus sp. bét ky, Trichoderma reesei, Chrysosporium lucknowense, Fusarium
sp. bat ky, Yarrowia lipolytica, va Neurospora crassa. Khi cac vecto biéu hién tai to
hop ma hoéa chudi ning hodc phan hozc manh lién két khang nguyén cua né, chudi
nhe va/hodc manh lién két khang nguyén cua n6 dugc dua vao cac té bao chu dong
vat ¢6 v, khang thé dugc tao ra bang cach nudi cly cac té bao chi trong khoang thoi
gian du dé cho phép biéu hién khang thé hoic manh hodc chudi trong cac té bao chi

hoic tiét vao moi trudng nudi cay trong d6 cac té bao chu dugc phat trién.

Khéang thé va cc manh lién két khang nguyén cua né va chudi globulin mién
dich c6 thé duoc thu hdi tir mdi trudng nudi cAy bang cach sir dung cac phuong phap
tinh ché protein chuin. Hon nita, sy biéu hién cua khang thé va cac manh lién két
khang hguyén ctia n6 va chudi globulin mién dich theo sdng ché (hoic cac gbe khic
tir d6) tur su san xudt cac dong té bao co thé duoc tang cudng bang cach st dung mot
sb k¥ thuat da biét. Vi du, hé thong biéu hién gen glutamin synthetaza (hé théng GS)
la phuong phap tiép can phd bién dé tang cuong su biéu hién dudi céc didu kién nhat
dinh. Hé thdng GS dugc thao luén trong toan bd hodc mot phé‘xn lién quan dén patent
chau Au sé 0 216 846, 0 256 055, va 0 323 997 va don sing ché chau Au s6

89303964.4. Do d6, trong phuong an theo sang ché, cac té bao chit dong vat c6 v (vi
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du, CHO) thiéu gen glutamin synthetaza va dugc phat trién v6i su c6 mit cia
glutamin trong moi trudong trong dé, tuy nhién, polynucleotit ma héa chudi globulin
mién dich chira gen glutamin synthetaza ma bd sung su thiéu ctia gen trong té bao

chu.

Séang ché dé xuét cac phwrong phép tinh ché khang thé khang hRSV hodc manh
lién két khang nguyén cua n6 theo sang ché bao gdm viéc dua mau chira khang thé
hodc manh vao méi truong tinh ché (vi du, mdi truong trao ddi cation, mdi trudng
trao dbi anion, moi trudng trao d6i ky nudc, moi truong tinh ché 4i luc (vi du, protein
A, protein G, protein A/G, protein L)) va thu thap khang thé hodc manh duoc tinh ché
tr sy phin doan qua dong chay cuia mau ma khong lién két voi mdi trudong; hodc, loai
b6 sy phan doan qua dong chay va phén giai khang thé hogc manh duoc lién két tr
mdi trudng va thu thip nude giai hép. Trong phuong 4n theo sang ché, miu duogc ap
dung cho moéi trudng trong cdt. Trong phuong an theo sang ché, phuong phép tinh
ché duoc thuc hién theo biéu hién t4i td hop cia khang thé hodc manh trong € bao
cht, vi du, trong dé té bao chu dugc phan giai dau tién va, tiy ¥, dich tan duoc tinh

ché ctia nguyén liéu khong thé hoa tan truée khi tinh ché trén moi trudng.

No6i chung, glycoprotein dugc tao ra trong dong té bao cu thé hoic dong vat
chuyén gen s& c6 md hinh glycosyl hoa la dac trung d6i véi glycoprotein duge tao ra
trong dong t€ bao hodc dong vét chuyén gen. Do d6, md hinh glycosyl hoa cu thé ctia
khang thé s& tuy thudc vao dong té bao cu thé hodc dong vat chuyén gen dugc su
dung dé san xuét khang thé. Tuy nhién, tit ca khéng thé dugc ma hoa boi phan tr axit
nucleic dugc dé cap dén trong ban mo ta nay, hoac bao gém trinh tu axit amin dugc
d& cap dén trong ban md ta nay, bao gdm séng ché, khong phu thudc vao mé hinh
glycosyl héa khang thé ¢6 thé c6. Tuong tu, theo cac phuong 4n cu thé, khang thé v6i
mo hinh glycosyl héa chi chira N-glycan khong duge fucosyl hoa cé thé 1a vu diém,
b1 vi cac khang thé nay dugc thé hién thuong dé biéu hién hiéu luc tiém nang hon
cac ban dbi chidu duge fucosyl hoa cia chung ca in vitro va in vivo (xem Vi du,
Shinkawa et al., J. Biol. Chem. 278: 3466-3473 (2003); cac patent M§ $b 6,946,292
va 7,214,775). Céc khang thé nay v6i N-glycan khong fucosyl hoa khong c6 kha nang
gay mién dich boi vi cAu trac hydrat cacbon cta chung la thanh phan thong thuong

cua tdp hop ma tdn tai trong IgG huyét thanh ngudi.
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Sang ché bao gdm khang thé dac hiéu kép va hai chirc va méanh lién két khéng
nguyén c6 tinh déc hiéu lién két dbi v6i protein F cia hRSV va khang nguyén khac
nhu, vi dy, protein G hRSV, va phuong phap st dung n6. Khang thé dac hiéu kép
hodic hai chirc 1a khang thé lai nhan tao c6 hai cip chudi ndng/chudi nhe khac nhau
va hai vi tri lién két khac nhau. Khang thé dic hiéu kép co thé duoc tao ra béng nhiéu
phuong phép bao gdm dung hop khéi lai hodc lién két cdc méanh Fab'. Xem, vi dy,
Songsivilai, et al., (1990) Clin. Exp. Immunol. 79: 315-321, Kostelny, et al., (1992) J
Immunol. 148:1547- 1553. Ngoai ra, khang thé dac hiéu kép c6 thé duoc tao ra la
"khang thé t& hop kép" (Holliger, et al., (1993) PNAS USA 90:6444-6448) hodc 1a
"Janusins" (Traunecker, et al., (1991) EMBO J. 10:3655-3659 va Traunecker, e/ al.,
(1992) Int. J. Cancer Suppl. 7:51-52).

Séang ché con bao gbdm manh lién két khang nguyén protein F khang hRSV cua
khang thé khang hRSV dugc boc 16 trong ban mo ta nay. Cdc manh khang thé bao
gdm cac manh F(ab)2, c6 thé dugc tao ra bang cach phan cit enzym cua IgG, vi du,
bang pepsin. Cac manh Fab co6 thé duoc tao ra bang, vi du, su khir F(ab) bang

dithiothreitol hodc mercaptoetylamin.

Céc gobulin mién dich c6 thé duoc gan cho cac 16p khac nhau tiy thudc vao
trinh ty axit amin cia mién hdng dinh ciia c4c chudi ndng cua ching. Co it nhét niam
16p gobulin mién dich chinh: IgA, IgD, IgE, 1gG va IgM, va nhiéu 16p trong s6 chung
¢6 thé con duoc chia thanh cac 16p phu (16p khang thé), vi du IgGl, IgGZ, 1gG3 va
TeG4; IgAl va IgA2. Séng ché bao gdm khang thé va manh lién két khang nguyén
cua lop bat ky trong s6 céac ‘l(’rp hodc cac 16p phu cua khang thé.

Theo mot phuong an, khang thé hodc ménh lién két khang nguyén bao gbm
vung h?mg dinh chudi ning, vi du, ving héng dinh ¢ nguoi, nhu vung hing dinh chudi
ning & nguoi y1, y2, y3, hodc y4 hodc bién thé ctia n6. Theo mot phuong an khac,
khang thé hoic manh lién két khang nguyén bao gbm ving hang dinh chudi nhe, vi
du vung hﬁng dinh chudi nhe & ngudi, nhu lamda hodc kapa vung chudi nhe & nguoi
hodc bién thé cia né. Bang cach vi du, va khong han ché ving hing dinh chudi nang
& ngudi c6 thé 12 y4 va ving hing dinh chui nhe & ngudi ¢6 thé 1a kapa. Theo phuong
an thay thé, ving Fc ctia khédng thé 12 y4 véi dot bién Ser228Pro (Schuurman, J et. al,
2001, Mol. Immunol. 38: 1-8).
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Theo mdt phuong an, khang thé hogc manh lién két khang nguyén bao gbm

ving hing dinh chudi ning cia typ phu IgG1.

Theo mdt s6 phuong 4n, céc mién hing dinh khac nhau ¢6 thé phu thudc vao
cac vung Vi va Vu thu dugce tir CDR dugc @& cap dén trong ban mo ta. Vi du, néu
muc dich st dung cu thé ctia khang thé (hodc manh) theo séng ché dé goi cho chirc
nang tac dong thay dbi, vang hing dinh chudi nang khac IgG1 & nguoi c6 thé duge

st dung, hoac thé lai IgG1/1gG4 c6 thé dugc sir dung.

Mic db khang thé IgG1 & ngudi tao ra thoi gian ban thai kéo dai va cho chire
ning tac dong, nhu sy hoat hoa bd sung va tinh gay doc té€ bao phu thudc khéng thé,
céc hoat dong nay c¢6 thé khong mong mudn dbi voi tit ca viéc st dung ciia khang
thé. Trong cac trudng hop nay, ving hang dinh IgG4 & ngudi, vi du, c6 thé duoc st
dung. Sang ché bao gém khéng thé khang protein F ciia hRSV va cac manh lién két
khang nguyén ctia n6 chira mién hang dinh IgG4, vi dy, chét dbi khang, khang thé va
manh dugc lam giéng ngudi khang protein F ctia hRSV, va phuong phap st dung
chung. Theo mot phuong an, mién hang dinh IgG4 ¢6 thé khac vung hang dinh 1gG4
¢ nguoi ty nhién (s6 ndp luu Swiss-Prot P01861.1) & vi tri twong tng voi vi tri 228
trong hé théng EU va vj tri 241 trong hé théng KABAT, & d6 Ser108 tu nhién dugc
thay thé bang Pro, dé ngan ngtra lién két disulfua lién chudi tiém ning gitta Cys106
va Cys109 (twong tmg v6i cac vi tri Cys 226 va Cys 229 trong hé théng EU va céc vi
tri Cys 239 va Cys 242 trong hé¢ théng KABAT) ma ¢6 thé can trd sy tao thanh lién
két disulfua lién chudi thich hgp. Xem Angal et al. (1993) Mol. Imunol. 30:105. Trong
céc truomg hop khac, ¢6 thé duoc st dung mién hang dinh IgG1 cai bién duoc cai

bién dé 1am tang thoi gian ban thai hodc lam giam chirc nang tac dong.
Thiét ké khang thé

Khang thé theo sang ché c6 thé duoc dot bién khung dé cai thién cac dic tinh
cua khang thé. M6t su cai bién khung nhu vay lién quan dén viéc dot bién mét hoic
nhiéu gdc trong viing khung, hodc tham chi trong mét hodc nhiéu ving CDR, dé loai
bo céc epitop té bao T theo d6 1am giam tinh gdy mién dich tiém nang cta khang thé.
Phuong phéap tiép can nay cling dugc dé cap dén dudi dang "su khir tao mién dich"

(“deimmunization”) va dugc md ta chi tiét hon trong patent My 6 7,125,689,
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Theo cac phuong an cu thé, s& mong mudn dé thay d6i axit amin nhét dinh
chita cac chudi bén duoc 10 ra véi géc axit amin khéac dé tao ra do dn dinh héa hoc
cao hon cua khang thé cudi cing, dé tranh su tach nhom amit hodc sw dong phan hoa.
Su tach nhém amit cia asparagin c6 thé xay ra trén cac trinh tu NG, DG, NG, NS,
NA., NT, QG hodc QS va két qué 12 tao thanh gdc axit isoaspartic ma dua nit that vao
chudi polypeptit va 1am giam dd 6n dinh cta no (tac dung cia axit isoaspartic). Su
dbng phan hoa co thé x4y ra & cac trinh tu DG, DS, DA hodc DT. Theo cdc phuong
4n nhét dinh, khang thé theo séng ché khong bao gém su tach nhom amit hodc vi tri

hién twong dong phan asparagin.

Vi du, gdc asparagin (Asn) c6 thé duoc thay dbi thanh Gln hoic Ala dé 1am
giam tiém ning dé tao thanh isoaspartat & trinh tir Asn-Gly bét ky, cu thé trong CDR.
Véan dé tuong ty co thé x4y ra & trinh tu Asp-Gly. Reissner and Aswad (2003) Cell.
Mol. Life Sci. 60:1281. Sy tao thanh isoaspartat co thé suy giam hodc hiy bo hoan
toan lién két ctia khang thé véi khang nguyén dich cta chiing. Xem, Presta (2005) J.
Allergy Clin. Immunol. 116:731 at 734. Theo mot phuong én, asparagin dugc chuyén
thanh glutamin (Gln). Cling ¢6 thé mong doi dé thay ddi axit amin lién ké véi
asparagin (Asn) hoac gbc glutamin (Gln) dé lam giam kha ning xay ra sy taich nhom
amit, ma x4y ra & ty 1€ cao hon khi axit amin nho xuét hién 1ién k& véi asparagin hodc
glutamin. Xem, Bischoff & Kolbe (1994) J. Chromatog. 662:261. Ngoai ra, cic gbe
methionin bat ky (thong thudng Met duge tiép xtic dung moi) trong cac CDR co thé
dugc thay ddi thanh Lys, Leu, Ala, hodc Phe hodc axit amin khac dé 1am giam kha
niang methionin luu huynh s& oxy hoa, ma cé thé 1am giam ai lyc lién két khang
nguyén va cling gop phan vao tinh khong d6ng nhét phan tir trong dang bao ché khang
thé cudi cung. Id. Ngoai ra, dé ngan ngira hodc gidm thiéu lién két peptit Asn-Pro c6
tiém nang dé phan cit, c6 thé mong doi dé thay dbi su két hop Asn-Pro bét ky dugc
tim thiy trong CDR thanh Gln-Pro, Ala-Pro, hodc Asn-Ala. Khang thé voi cac thay
thé nhu vay duoc sang loc sau do d& dam bao ring cac dot bién thay thé khong lam
giam 4i luc hodc tinh dac hiéu cua khang thé ddi vai protein F ciia hRSV, hodc hoat

tinh sinh hoc mong muén khac dén muc khong thé chap nhan.
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Béng 2. Céc bién thé CDR 6n dinh dugc néu lam vi du

Gdc CDR Trinh ty bién thé 6n dinh
Asn-Gly GIn-Gly, Ala-Gly, hodc Asn-Ala
IN-G) (Q-G), (A-G), hoac (N-A)
Asp-Gly Glu-Gly, Ala-Gly hodc Asp-Ala
(D-G) (E-G), (A-G), hodc (D-A)

Met (thuong dugc tiép xuc dung moi) | Lys, Leu, Ala, hodc Phe

M) X), (L), (A), hodc (F)

Asn Gln hodc Ala

(N) (Q) hodc (A)

Asn-Pro Gln-Pro, Ala-Pro, hoac Asn-Ala
(N-P) (Q-P), (A-P), hodc (N-A)

Thiét ké khang thé cta ving Fc

Khang thé va cdc méanh lién két khang nguyén cua nd duge bdc 16 trong ban
mo ta (vi du, RB1) cling co thé duoc thiét ké dé bao gom cac cai bién trong ving Fe,
thuong dé thay thé mot hodc nhiéu dic tinh cla khang thé, nhu thoi gian ban thai
trong huyét thanh, su ¢ dinh bd thé, lién két thu thé Fc, va/hodc chitc ning tac dong
(vi dy, tinh gay doc té bao phu thudc khang nguyén). Hon thé nira, khang thé va cac
manh lién két khang nguyén cua né dugce boc 19 trong ban md ta (vi du, RB1) co thé
duogc cai bién vé& mit hoa hoc (vi du, mdt hodc nhiéu géc héa hoc ¢6 thé duoc gén Vo1
khang thé) hodc dugc cai bién dé thay dbi su glycosyl hoa ciia nd, mot lan nita dé
thay d6i mot hodc nhiéu dic tinh cia khang thé hoic méanh. MBbi trong sb cac phuong
4n nay dugc mo ta trong chi tiét hon dudi day. Viéc danh s6 céc gbe tir trong ving Fe

14 viéc danh sb theo chi s6 EU ctia Kabat.

Khéng thé va cc méanh lién két khang nguyén cua n6 dugc boc 19 trong ban
mo ta nay (vi du, RB1) cling bao gbm khang thé va manh v6i cac vang Fc dugce céi
bién (hoac dugc phong bé) dé tao ra chirc ning tac dong dugc thay ddi. Xem, vi du,
patent My s 5,624,821; W02003/086310; WO2005/120571; W02006/0057702.
Céc cai bién nhu vay c6 thé duge st dung dé tang cuong hodc tc ché céc phan tng
khac nhau cua hé mién dich, véi cac tc dong co 1oi co thé trong chan doan va ligu
phap. Céc thay dbi ctia ving Fc bao gdm cac thay doi axit amin (dot bién thay thé,
dot bién khuyét va dot bién xen), su glycosyl hoa hodc khir glycosyl hoa, va bd sung
nhidu ving Fe. Céc thay dbi dbi véi Fe ciing ¢6 thé thay doi thdi gian bén thai cia
khang thé trong khéang thé didu tri, c6 thé dung lidu it thuong xuyén va do do6 lam tang
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su thudn tién va 1am giam viéc st dung nguyén liéu. Xem Presta, 2005, J. Allergy

Clin. Immunol. 116:731 at 734-35.

Theo mét phuong 4n cta sang ché, ving ban 18 ciia CH1 dugc céi bién sao cho
s6 gbe xystein trong ving ban 1& duge 1am ting hodc 1am giam. Phuong phép tiép c4n
nay con duge mo ta trong patent My s6 5,677,425. S6 gbc xystein trong ving ban 1
ctia CH1 dugc thay ddi, vi du, dé hd trg su lap rap chudi nhe va chudi nang hoac dé

lam tang hodc lam giam do 4n dinh cua khang thé.

Theo mot phuong an khéc, khang thé hodc manh lién két khang nguyén theo
sang ché (vi du, RB1) duoc cai bién dé lam tang thoi gian ban thai sinh hoc cia no.
Céac phuong phép tiép can khac nhau 1a c6 thé. Vi du, mot hodc nhidu dot bién dudi
day co thé duoc dua vao: T252L, T254S, T256F, nhu dugc mo ta trong patent My sd
6,277.375. Theo cach khac, d& 1am tang thoi gian ban thai sinh hoc, khang thé ¢6 thé
dugc thay ddi trong vung CHI hoac CL dé chira epitop lién két thu thé tan dung tir
hai vong cua mién CH2 cua ving Fe cua IgG, nhu duge mo ta trong patent My 36
5,869,046 va 6,121,022. Theo mot phuong an, dot bién M252Y/S254T/T256E (YTE)
duoc dua vao. Xem, vi du, Oganesyan et al., Mol. Immunol. 2009, 46:1750.

Theo cdc phuong an khac, ving Fc dugc thay dbi bang cach thay thé it nhét
mdt nhém axit amin bang gdc axit amin khéc nhau dé thay ddi (cac) chirc ning tac
dong cﬁa khang thé hoic manh lién két khang nguyén. Vi du, mot hodc nhiéu axit
amin dugc chon tir cac géc axit amin 234, 235, 236, 237,297, 318,320 va 322 ¢6 thé
dugc thay thé bing gbc axit amin khac nhau sao cho khang thé c6 ai luc thay doi dbi
v6i phdi tir tac dong va gitt lai kha nang lién két khang nguyén ciia khang thé goc.
Phéi tir tac dong ma 4i luc duge thay dbi c6 thé, vi du, 1a thu thé Fe hodc thanh phan
C1 cta b thé. Phuong phap tiép can nay dugc mo ta chi tiét hon trong céc patent My

s6 5,624,821 va 5,648,260.

Theo mot vi du khac, mot hodc nhiéu axit amin dugc chon tlr cac géc axit amin
329, 331 va 322 c6 thé duoc thay thé bang gbe axit amin khac nhau sao cho khang
thé ¢6 lién két C1q bién déi va/hodc tinh gay doc té bao phu thudce bo thé (complement
dependent cytotoxicity - CDC) dugc lam giam hogc huy b6. Phuong phap tiép cin
nay dugc mo ta chi tiét hon trong patent M§ s6 6,194,551,

46

46/117



43675

Theo vi du khac, mdt hodc nhiéu géc axit amin trong cac vi tri axit amin 231
va 239 dugc thay dbi dé theo d6 thay ddi kha ning ciia khang thé dé cb dinh bo thé.
Phuong phép tiép can ndy con duge md ta trong cong b6 don sang ché qudc té s6 WO

94/29351.

Theo mot vi du khac nita, vung Fc dugc cai bién dé 1am giam kha ning cua
khang thé hoic manh lién két khang nguyén theo sang ché (vi du, RB1) dé diéu tiét
tinh gdy doc té bao phu thudc khéang thé (antibody dependent cellular cytotoxicity -
ADCC) va/hodc 1am gidm 4i luc ctia khéng thé hoac manh déi véi thu thé Fey bang
céch cai bién mot hoic nhiéu axit amin & cac vi tri dudi day: 238, 239, 243, 248, 249,
252,254,255, 256, 258, 264, 265, 267, 268, 269, 270, 272, 276, 278, 280, 283, 285,
286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 301, 303, 305, 307, 309, 312, 315, 320,
322,324, 326, 327, 329, 330, 331, 333, 334, 335, 337, 338, 340, 360, 373, 376, 378,
382, 388, 389, 398, 414, 416, 419, 430, 434, 435, 437, 438 hodc 439. Phuong phap
tiép can nay con dugc md ta trong cong b don sang ché qudc té s6 WO 00/42072.
Hon nita, céc vi tri lién két trén IgG1 & ngudi ddi véi FeyR1, FeyRIL FeyRIII va FeRn
duoc 1ap ban dd va céc bién thé c6 lign két dugc cai thién duge mo ta (xem Shields

et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:6591-6604).

Theo mot phuong &n cla sang ché, ving Fc duge cai bién dé 1am giam kha
nang cua khang thé theo sang éhé (vidu,RB1) dé diéu tiét chirc nang tac dong va/hodc
lam tang céac déc tinh chéng viém bang cach cai bién cac gbc 243 va 264. Theo mdt
phuong an, ving Fc cua khang thé hodc manh dugc cai bién bang cach thay ddi cac
gbc & cac vi tri 243 va 264 thanh alanin. Theo mdt phuong an, vang Fe duoc cai bién
dé 1am giam kha nang ctia khang thé hodc manh dé diéu tiét chirc nang tic dong
va/hodc dé lam ting dic tinh chéng viém bang cich cai bién céac gbc 243, 264, 267

va 328.
T#ng cudng chirc nang tac dong

Theo mdt s6 phuong an, ving Fe cua khang thé khang hRSV dugce cai bién dé
lam ting kha nang cua khang thé hodc manh lién két khang nguyén dé diéu tiét chiic

ning tdc dong va/hoac lam ting li€n két cta ching véi céac thu thé Fcgama (FcyRs).

Thuét ngir "chirc ning tdc dong" nhu duge st dung trong ban mo ta nay dung
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dé chi mot hodc nhidu dap tmg duge diéu tiét hoat tinh gy doc té bao trung gian té
bao phu thudc khéng thé (antibody dependent cellular cytotoxicity - ADCC), hoat
tinh gdy doc té bao phu thudc bd thé (complement dependent cytotoxicity - CDC), sur
thuc bao qua trung gian Fc hodc su thuc bao té bao phu thudc khang thé (antibody
dependent cellular phagocytosis - ADCP) va khang thé tudn hoan thong qua thu thé
FcRn.

Tuong tac gilta vung hing dinh cua protein lién két khang nguyén va céc thy
thé Fc khac nhau (FcR) bao gdm FcgamaRI (CD64), FcgamaRII (CD32) va
FcgamaRIIl (CD16) dugc tin la dé diéu tiét chirc nang tac dong, nhu ADCC va CDC,
cia protein lién két khang nguyén. Thu thé Fc ciing quan trong dé lién két chéo khang

thé, ¢6 thé 1a quan trong d6i v6i mién dich chong khoi u.

Chirc nang tac dong co thé dwoc xac dinh theo mot s6 cach bao gom vi du
thong qua lién két cua FcyRIII véi cac té bao giét tu nhién hodc thong qua FeyRI voi
bach cdu don nhan/dai thuc bao dé xac dinh chtrc nang tac ddng ADCC. Vi dy, protein
lién két khang nguyén theo sang ché c6 thé duoc danh gia dbi véi chirc ning tac dong
ADCC trong thir nghiém té bao giét tu nhién. Vi du vé céc thir nghiém nhu vay c6
thé duoc tim thdy trong tai liéu Shields ez al., 2001 J. Biol. Chem., Vol. 276, p 6591-
6604; Chappel et al., 1993 J. Biol. Chem. 268: 25124-25131; Lazar et al., 2006, Proc
Natl Acad Sci USA 103:4005-4010.

Cic dac tinh ADCC hodc CDC ctia khang thé theo sang ché, hogc dac tinh lién

két chéo cua chiing, c6 thé dugc tang cuong theo mdt sd cach.

Vang hang dinh IgG1 & ngudi chira cac dot bién cu thé hodc su glycosyl hoa
duoc thay dbi trén gbe Asn297 dugc thé hién dé ting cudng lien két véi cc thy the
Fc. Trong mdt ) truomg hop, cac dot bién nay cling dugc thé hién dé taing cudng
ADCC va CDC (Lazar et al., Proc Natl Acad Sci USA 2006, 103 :4005-4010; Shields
et al., T Biol Chem 2001, 276:6591-6604; Nechansky et al., Mol Immunol 2007,
44:1815-1817). | |

Theo mot phuong &n cia sang ché, cac dot bién nhu vay trong mot hodc nhiéu
vi tri duoc chon tir 239, 332 va 330 (IgG1), hodc cac vi tri trong duong trong cac 1op
khang thé IgG khac. Vi du vé cdc dot bién thich hop 1a S239D va I332E va A330L.
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Theo mdt phurong an, protein lién két khang nguyén theo sang ché & day dugc mo ta
dugc dot bién & cac vi trf 239 va 332, vi du S239D va I332E hodc theo phuong 4n
khéc né duoc dot bién & ba hodc nhiéu vi tri duge chon tir 239 va 332 va 330, vi du

$239D va I332E va A330L. (dénh sb theo chi s6 EU).

Theo phuong 4n thay thé cua sang ché, sang ché d& xuét khang thé bao gbm
vung héng dinh chudi ning véi profin glycosyl héa dugc thay dbi sao cho protein lién
két khang nguyén c6 chirc ning tac dong duge tang cuong. Vi du, trong d6 khang thé
nay c6 ADCC dugc tang cudng hodc CDC dugc tang cuong hodc trong dé no co ca
chue ning tac dong ADCC va CDC duoc tang cuong. Vi du vé cac hé phuong phap
thich hop dé san xuét protein lién két khang nguyén véi profin glycosyl héa dugc
thay d6i dugc mo ta trong cac Cong b6 don sang ché qudc té s6 W02003011878 va
W02006014679 va don sang ché chau Au sb EP1229125.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuét khang thé “khong dugc fucosyl hoa”
hodc “dugc bd qua qua trinh fucosyl hoa”. Khang thé khong duoc fucosyl hoa mang
chu trtic 18i tri-manosyl cia N-glycan loai phirc hgp ctia Fe ma khong ¢6 nhom fucoza.
Céc khang thé duoc thiét ké glyco nay thiéu nhom fucoza 151 tr Fc N-glycan c6 thé
¢6 ADCC manh hon cé4c twong duong dugc bo qua qué trinh fucosyl hoa do su tang

cuong kha nang lién két FeyRIIIa.

Séang ché ciing dé xudt phuong phép san xut khang thé theo sang ché bao gém
cac budc: a) nudi ciy té bao chu tai tb hop chua vecto biéu hién chira axit nucleic
duoc phéan 1ap nhu dugc md ta trong ban md ta nay, trong d6 t& bao chu tai t6 hop
khong chira alpha-1,6-fucosyltransferaza; vab) thu hdi protein lién két khang nguyén.
Té bao chii tai t6 hop binh thudng cé thé khong chira gen ma hoa alpha-1.6-
fucosyltransferaza (vi du, cac té bao chi nAm men nhu Pichia sp.) hodc c6 thé duogc
cai bién di truyén dé bat hoat alpha-1,6-fucosyltransferaza. Cac té bao chu tai to hop
duoc cai bién di truyén dé bt hoat gen FUT8 ma hoa alpha-1,6-fucosyltransferaza
c6 s¥n. Xem, vi du, hé théng cong nghé POTELLIGENT™ c6 san tir BioWa, Inc.
(Princeton, N.J.) trong d6 cac té bao CHOK 1SV thiéu ban sao chirc nang cua gen
FUTS8 tao ra khang thé don dong c6 hoat tinh gdy doc trung gian té bao phu thudc
khang thé dugc ting cuong (antibody dependent cellular cytotoxicity - ADCC) dugc
tang 1én so voi khang thé don dong dong nhét dugc tao ra trong té bao v6i gen FUT8
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chttc nang. Céac khia canh cta hé théng cong nghé POTELLIGENT™ dugc md ta
trong cac patent My sb 7,214,775; 6,946,292; va cac Don sang ché qubc té sd
WO00061739 va WO00231240. Nguoi ¢6 hidu biét trung binh v& linh vuc lién quan
ciing s& nhan ra c4c hé théng thich hop khéc.

S& rd rang do6i véi ngudi ¢6 hicu biét trung binh vé linh vuc lién quan rang cac
cai bién nhu vay khong chi dugc st dung mot minh ma con c6 thé duge str dung két

hop véi cac cai bien khac dé tang cudng thém chic néng tac dong.
San xuat cac khang thé c6 sy glycosyl héa dugc cai bién

Theo mdt phuong an khéc nira, khéng thé hodc manh lién két khang nguyén
theo sang ché (vi du, RB1) bao gébm md hinh glycosyl héa cu thé. Vi du, khang thé
hodc manh duge bd qua qua trinh fucosyl hoa hodc duoc bé qua qua trinh glycosyl
hoa c6 thé duge tao ra (nghia 13, khéang thé thiéu fucoza hoic su glycosyl hoa, mot
cach tuwong tmg). Mo hinh glycosyl héa cua khang thé hodc manh c6 thé duoc thay
d8i dé, vi du, 1am tang tinh &i luc hogc 4i tinh ctia khéng thé hogc manh déi voi khang
nguyén protein F cia hRSV. Céc cai bién nhu véy c6 thé dugce hoan thanh bang cach,
vi du, thay d6i mot hogc nhiéu vi tr glycosyl héa trong trinh ty khéng thé hodc manh.
Vi du, mot hodc nhidu dot bién thay thé axit amin c6 thé dwoc tao ra ma dan dén su
loai béd mdt hodc nhiéu vi tri glycosyl héa khung ving bién dbi dé theo d6 han ché su
glycosyl hoa & vi tri nay. Su glycosyl hoa nhu vay co6 thé 1am tang 4i luc hogc 4i tinh
ctia khang thé hodc manh dbi v6i khang nguyén. Xem, vi dy, patent My 565,714,350
va 6,350,861.

Khéng thé va manh lién két khang nguyén duoc boc 1 trong ban md ta nay (vi
du, RB1) c6 thé con bao gdém khang thé va manh lién két khang nguyén duoc tao ra
trong céac té bao chu sinh vét c6 nhan dién hinh bac thép, cu thé cac té bao chu ndm
nhu nAm men va ndm soi duoc thiét ké di truyén dé san xuét glycoprotein ma c6 mo
hinh glycosyl hoa cua dong vat c6 vi hodc gidng ngudi (xem vi dy, Choi et al, (2003)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100: 5022-5027; Hamilton et al., (2003) Science 301:
1244-1246; Hamilton et al., (2006) Science 313: 1441-1443; Nett et al., (2011) Yeas!
28(3):237-52; Hamilton et al., (2007) Curr Opin Biotechnol. Oct;18(5):387-92). Céc
té bao chii duoc cai bién di truyén ndy c6 khéa nang dé kiém soét profin glycosyl hoa

cua glycoprotein dugc tao ra trong cac té bao sao cho ché pham chira glycoprotein c6
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thé duoc san xuét trong d6 cAu tric N-glycan cu thé chiém wu thé (xem, vi du, patent
My s6 7,029,872 va patent My sb 7,449,308). Cac té bao chu duge céi bién di truyén
nay dugce st dung dé san xuét khang thé ma c6 ciu tric N-glycan cu thé chiém wu thé

(Xem vi du, Li ef al., (2006) Nat. Biotechnol. 24: 210-215).

Theo cac phuong 4n cu thé, khang thé va cac manh lién két khang nguyén ctia
n6 dugce boc 10 trong ban mo ta nay (vi du, RB1) con bao gdm khéng thé va cdc manh
lién két khang nguyén cua né duge san xudt trong cac té bao chii sinh vét c6 nhan
dién hinh béc thip va bao gdm thé lai dugc fucosyl hoa va khong duoc fucosyl hoa
va phirc hgp N-glycan, bao gdm cac loai dugc chia doi va nhidu anten, bao gdm
nhung khong gidi han & N-glycan nhu GleNAc(1-4)Man3GleNAc2; Gal(l-
4)GlcNAc(1-4)Man3GlcNAc2; NANA(1-4)Gal(1-4)GleNAc(1-4)Man3GleNAC2.

Theo cac phuong an cu thé, khang thé va cac manh lién két khang nguyén
clia n6 duge dé cap dén trong ban mo ta nay (vi du, RB1) ¢6 thé bao gém khang thé
hodic méanh c6 it nhat mét thé lai N-glycan dugc chon tir nhém bao gdm
GlcNAcManSGleNAc2; GalGleNAcManSGleNAc2; va
NANAGalGleNAcMan5GleNAc2. Theo cac khia canh cu thé, thé lai N-glycan 1a

cac loai N-glycan chiém wu thé trong ché pham.

Theo cac phuong 4n cy thé, khang thé va cac manh lién két khang nguyén
ctia n6 duge dé cap dén trong ban mo ta nay (vi du, RB1) chira khang thé va manh
¢6 it nhat médt phirc hop N-glycan duge chon tir nhém bao gbm:
GlcNAcMan3GleNAc2; GalGleNAcMan3GIcNAc2;
NANAGalGleNAcMan3GleNAc2; GIeNAc2Man3GleNAc2;
GalGleNAc2Man3GleNAc2; Gal2GlcNAc2Man3GIeNAc2;
NANAGal2GlecNAc2Man3GlecNAc2; va NANA2Gal2GlcNAc2Man3GlecNAc2.
Theo céc khia canh cu thé, phirc hgp N-glycan 1a cac loai N-glycan chiém wu thé
trong ché phdm. Theo céc khia canh khac, phtrc hop N-glycan la cac loai N-glycan
cu thé ma chira khoang 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 97%, 98%,
99%, hodc 100% ctia phirc hgp N-glycan trong ché pham. Theo mot phuong 4n,
khang thé va manh lién két khang nguyén cua nd dugc d& cap dén trong ban mo ta
ndy chira phttc hop N-glycan, trong do it nhit 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
97%, 98%, 99%, hodc 100% phtrc hgp N-glycan chia chu tric
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NANA,Gal,GleNAc;MansGleNAc, trong d6 cau tric nhu vay duoc bé qua qua
trinh fucosyl héa. CAu tric nhu vay co thé dugc tao ra, vi du, trong céc té bao chu

Pichia pastoris dugc thiét ké.

Theo cac phuong an cu thé, N-glycan dugc bo qua qua trinh fucosyl héa. Noi
chung, fucoza trong al,3-lién két véi GleNAc ¢ dau khir clia N-glycan, al,6-lién két
véi GleNAc & ddu khir ctia N-glycan, al,2-lién két véi Gal & dau khong khir ciia N-
glycan, al,3-lién két v6i GlecNac & dau khong khir ctia N-glycan, hodc al,4-lién két

v6i GleNAc & dau khong khir cia N-glycan.

Do do6, theo céac khia canh cu thé cta ché pham glycoprotein & trén, dang
glycogen trong al,3-lién két hodc al,6-lién két fucoza dé tao ra dang glycogen dugc
chon tir nhom bao gdm MansGleNAca(Fuc), GleNAcMansGleNAca(Fuc),
Man3;GleNAca(Fuc), GleNAcMan;GleNAc(Fuc), GlcNAc:MansGleNAca(Fuce),
GalGlecNAc:MansGleNAca(Fuc), GaloGleNAcaMansGleNAca(Fuce),
NANAGal,GleNAc;MansGleNAca(Fuc), va
NANA,Gal,GlcNAcMansGleNAca(Fuc); trong al,3-lién két hoac al,4-lién két
fucoza dé tao ra dang glycogen dugc chon tir nhém bao gdm
GlcNAc(Fuc)MansGlecNAc,, GleNAc(Fuc)MansGleNAcy, GlcNAco(Fuci-
»)Man3GIcNAc, GalGleNAca(Fuci2)Man3GleNAc, Gal,GlcNAcy(Fuci-
2»)Man;GlcNAc,, NANAGal,GleNAca(Fuci2)MansGleNAc, va
NANA,Gal,GIcNAcy(Fuci2)MansGleNAcy; hodc trong al,2-lién két fucoza dé tao
ra dang glycogen dugc chon tir nhoém bao gdm Gal(Fuc)GleNAc;Man3GleNAca,
Gala(Fucl-2)GleNAcaMan3GleNAc, NANAGalz(Fuci-2)GleNAc:MansGleNAC,
va NANA»Galy(Fuci-2)GleNAcaMan3GleNAc.

Theo céc khia canh khéc, khang thé hodc cac manh lién két khang nguyén cua
n6 bao gdbm manoza N-glycan cao, gbm, nhung khong giéi han &, MansGIcNAc),
MansGlcNAcs, MansGlcNAc,, MansGleNAcz, MansGleNAc,, hodc N-glycan ma
bao gdm céu tric MansGlcNAc, N-glycan.

Theo céc khia canh khac & trén, phirc hop N-glycan con bao gbm cac loai dugce

chia d6i va nhiéu anten duogc fucosyl hoa va khong duogc fucosyl hoa.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, cac thut nglr "N-glycan" va "dang
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glycogen" dugc str dung thay thé cho nhau va diing dé chi oligosacarit dugc lién két
N, vi du, mdt oligosacarit duoc gin boi asparagin-N-axetylglucosamin lién két véi
nhom asparagin cua polypeptit. Glycoprotein dugc lién két N chira nhém N-
axetylglucosamin duogc lién két v6i amit nito cila nhém asparagin trong protein.
DPudng chiém uu thé dugc tim thdy trong glycoprotein la glucoza, galactoza, manoza,
fucoza, N-axetylgalactosamin (GalNAc), N-axetylglucosamin (GIcNAc) va axit
sialic (vi du, axit N-axetyl-neuraminic (NANA)). Viéc xir Iy nhom dudng xay ra cung
dich ma trong khoang ER va tiép tuc sau dich ma trong bd mdy Golgi dbi véi

glycoprotein dugc lién két N.

N-glycan c6 15i pentasacarit thong thuong cia Man3GIcNAc, ("Man" dung dé
chi manoza; "Glc" dung dé chi glucoza; va "NAc" dung dé chi N-axetyl; GlcNAc
ding dé chi N-axetylglucosamin). Thong thuong, chu triic N-glycan dugc thé hién
bing du khong khir & bén tréi va diu khir & bén phai. Dau khir ciia N-glycan 14 dau
gén voi gbc Asn bao gdm Vi tri glycosyl hoa trén protein. N-glycan khac nhau lién
quan dén sb lwong cac nhanh (anten) chtra duong ngoai vi (vi du, GlcNAc, galactoza,

fucoza va axit sialic) ma duge bo sung vao cau tric 16i Man3GlcNAc, ("Man3") cling
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duoc dé cap dén dudi dang "16i trimanoza", "13i pentasacarit” hogc "16i paucimanoza”.

N-glycan dugc phan loai theo thanh phan phan nhanh ctia chung (vi du, manoza, phirc
hop hodc thé lai cao). N-glycan loai "manoza cao" ¢6 nam hodc nhiéu nhém manoza.
N-glycan loai "phttc hop" thong thudng cd it nhit mot GleNAc gén vé6i nhanh 1,3
manoza va it nhit mot GleNAc dugc gén v4i nhanh 1,6 manoza cta 151 "trimanoza".
Phitc hgp N-glycan cling c6 th8 c6 cac gbc galactoza ("Gal") hodc N-
axetylgalactosamin ("GalNAc") tuy y dugc cai bién bing axit sialic hodc dan xudt (vi
du, "NANA" hodc "NeuAc", tai d6 "Neu" dung dé chi axit neuraminic va "Ac" dung
dé chi axetyl). Phirc hgp N-glycan ciing c6 thé c6 cac dot bién thay thé trong chudi
chita GlcNAc "chia d6i" va 16i fucoza ("Fuc"). Phitc hop N-glycan ciing ¢o6 thé c6
nhiéu anten trén "15i trimanoza" thudng dugc dé cap dén dudi dang "glycan nhiéu
anten". N-glycan "thé lai" ¢6 it nhit mot GleNAc trén dau tin cing cua nhanh 1,3
manoza cia 15i trimanoza va khong hodc nhiéu manoza trén nhanh 1,6 manoza cta

161 trimanoza. N-glycan khac nhau cling dugc dé cap dén dudi dang "dang glycogen".
Péi vé6i phitc hop N-glycan, céc thuat ngtt "G-2", "G-1", "G0", "G1", "G2",
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"Al", va "A2" c6 nghia sau day. "G-2" dung dé chi cAu triuc N-glycan ma c6 thé duoc
dac trung 1a Man3GlcNAcy; thudt ngit "G-1" dung dé chi cAu trac N-glycan ma c6 thé
dugc dic trung 1a GleNAcMan3GleNAc2; thuét nglt "G0" dung dé chi ciu tric N-
glycan ma c6 thé dugc dac trung 12 GIcNAcMansGleNAc,; thuat nglt "G1" dung aé
chi cAu trac N-glycan ma c6 thé dugc dic trung 12 GalGlcNAc:Man3;GleNAc; thudt
nglt "G2" dung dé chi cdu tric N-glycan ma co thé duge dic trung Ia
GabGleNAc:MansGleNAcy; thuat ngit "A1" ding dé chi cdu tric N-glycan ma c6 thé
dugc dic trung 1d NANAGal2GleNAc2Man3GleNAc2; va, thuét nglt "A2" dung dé
chi cAdu tric N-glycan ma ¢6 thé  dwgc dic trung 12
NANA,Gal,GleNAc;ManzGleNAc,. Trir khi dugc chi ra theo cach khéc, cac thuét
nglt G-2", "G-1", "G0", "G1", "G2", "A1", va "A2" dung dé chi cac loai N-glycan ma
thiéu fucoza gan v6i nhom GlcNAc & dau khir cua N-glycan. Khi thuét ngir nay bao
gbm "F", "F" chi ra rang céac loai N-glycan chira nhém fucoza trén nhém GlcNAc &
du khir ciia N-glycan. Vi dy, tAt ca GOF, G1F, G2F, A1F, va A2F chi rarang N-glycan
con bao gdm nhém fucoza gén véi nhom GlcNAc & dau khtr cia N-glycan. Sinh vAt
¢6 nhan dién hinh béc thdp nhu ndm men va nam soi thong thuong khong tao ra N-

glycan ma tao ra fucoza.

Péi voi N-glycan nhiéu anten, thuat ngit "N-glycan nhiéu anten" ding dé chi
N-glycan con chira gbc GleNAc trén gbc manoza bao gdm déu khong khir cia nhanh
1,6 hoic nhanh 1,3 cua N-glycan hodc nhom GlcNAc trén mdi trong s6 cac géc
manoza chira dau khong khir cia nhanh 1,6 va nhanh 1,3 ctia N-glycan. Do dé, N-
glycan nhiéu anten c6 thé duoc dic trung boi cac cong thic GlecNAcq-
»Man3GlecNAc, Galg.4GleNAce-yMan3GleNAcs, hode NANA(1-4)Galg-4)GleNAce-
»MansGleNAc,. Thudt ngit "1-4" ding dé chi céc gbc 1, 2, 3, hogc 4.

Péi voi N-glycan dugc chia doi, thudt ngir "N-glycan duge chia doi" dung dé
chi N-glycan, trong do gbc GleNAc dugce lién két v6i gbc manoza & dau khtr ctia N-
glycan. N-glycan dugc chia doéi co thé duoc dic trung bai cong thic
GlecNAcsMan3GleNAc; trong &6 mdi nhém manoza dugc lién két & déu khong khir
cta né véi gbe GleNAc. Nguoc lai, khi N-glycan nhiéu anten dugc dic trung la
GleNAc;MansGleNAcs, cong thire chi ra ring hai gbc GleNAc duoc lién két vai goc

manoza & dau khéng khir cia mot trong hai nhanh cia N-glycan va mot gbc GIcNAc
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duoc lién két voi gbe manoza & d4u khong khir cia nhanh khac cua N-glycan.
Daic tinh vat ly ciia khang thé

Khéng thé va cac méanh lién két khang nguyén ctia né duge bdc 19 trong ban
mo ta (vi dy, RB1) con ¢6 thé bao gdbm mat hodc nhiéu vi tri glycosyl héa trong ving
bién ddi globulin mién dich chudi nhe hoic chudi ning. Cac vi tri glycosyl hoéa nhét
dinh c6 thé din dén tinh gdy mién dich gizm cta khang thé hoic méanh hodc sy thay
d6i pK ctia khang thé do lién két khang nguyén thay d6i (Marshall et al., 1972, Annu
Rev Biochem 41:673-702; Gala va Morrison, 2004, J Immunol 172:5489-94; Wallick
et al., 1988, J Exp Med 168:1099-109; Spiro, 2002, Glycobiology 12:43R-56R;
Parekh et al., 1985, Nature 316:452-7; Mimura et al., 2000, Mol Immunol 37:697-
706). Su glycosyl hoa duoc biét xay ra & motip chira trinh ty N-X-S/T.

MB3i khang thé hoac manh lién két khang nguyén (vi dy, RB1) s& ¢6 diém dang
dién (pl) duy nhét, thuong ndm trong khoang pH tir 6 dén 9,5. pl dbi v6i khang thé
IgG1 thuong nam trong khoang pH tir 7 dén 9,5 va pl ddi véi khang thé IgG4 thuong
nam trong khoang pH tir 6 dén 8.

MJdi khang thé hodac manh lién két khang nguyén (vi du, RB1) s& c6 nhiét do
néng chay dic trung, voi nhiét do nong chay cao hon chi ra dd 4n dinh in vivo téng
thé cao hon (Krishnamurthy R and Manning MC (2002) Curr Pharm Biotechnol
3:361-71). N6i chung, TM1 (nhiét do khong gip nép ban du) c6 thé cao hon 60°C,
cao hon 65°C, hodc cao hon 70°C. Piém noéng chay cua khang thé hoac manh c6 thé
duoc xac dinh bang cach st dung phan tich nhiét quét vi sai (Chen et al., (2003)
Pharm Res 20:1952-60; Ghirlando et al,, (1999) Immunol Lett 68:47-52) hodc quang
phd ludng séc tron (Murray et al., (2002) J. Chromatogr Sci 40:343-9).

Theo phuong an khac, khang thé va cac manh lién két khang nguyén cua no
(vi dy, RB1) dugc chon 1a khong phan huy nhanh. Su phén huy cua khang thé hoac
manh ¢6 thé dugce xac dinh béng cach str dung dién di mao quan (CE) va MALDI-
MS (Alexander AJ and Hughes DE (1995) 4nal Chem 67:3626-32).

Theo phuong an khéc, khang thé (vi du, RB1) va cac manh lién két khang
nguyén cta nd dugc chon co tac dung két tu tdi thiéu, co thé dAn dén su kich hoat dap

tmg mién dich khong mong mubn va/hoic dugce thay dbi hoic dic tinh dugc dong
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hoc khong mong mubn. Thong thuong, khang thé va ménh c6 thé chép nhan duoc
béng cach tip hop 25% hodc it hon, 20% hodc it hon, 15% hoac it hon, 10% hoic it
hon, hodc 5% hodc it hon. Viéc két tu ¢6 thé dwgc x4c dinh bang nhiéu k§ thuat, bao
gbm k¥ thuat sdc ky cot loai trr kich thuGe (size-exclusion column - SEC), sdc ky
16ng hiéu ning cao (high performance liquid chromatography - HPLC), va su tan xa

anh sang.
Thé lién hop khang thé

Khéng thé khang protein F cia hRSV va cdc méanh lién két khang nguyén cua
né duoc boc 10 trong ban mo ta (vi dy, RB1) cling ¢ thé duoc lién hop véi gbe hoa
hoc. Gbc hoa hoc c6 thé 13, khong ké dén nhitng gdc khac, polyme, nuclit phong xa
hoac yéu té gay doc té bao. Theo cac phuong 4n cu thé, gbc hoa hoc 1a polyme lam
tang thoi gian ban thai ctia khang thé hodc manh trong co thé ddi twong. Cac polyme
thich hop gdm, nhung khong gidi han &, polyme wra nuréc bao gdm nhung khong gi6i
han & polyetylen glycol (PEG) (vi du, PEG ¢6 khdi lugng phan tir bing 2 kDa, 5 kDa,
10 kDa, 12 kDa, 20 kDa, 30 kDa hodc 40 kDa), dextran va monometoxypolyetylen
glycol (mPEG). Lee, et al., (1999) (Bioconj. Chem. 10:973-981) boc 16 khang thé
chudi don duoc lién hgp PEG. Wen, et al., (2001) (Bioconj. Chem. 12:545-553) boc
10 khang thé lién hop v6i PEG dugc gén v6i chét tao chelat luyén kim phéng xa (axit

dietylentriaminpentaaxetic (DTPA)).

Khang thé va cac manh lién két khang nguyén cua n6 dugc boc 19 trong ban
mb ta (vi du, RB1) ciing c6 thé dugc lién hop v6i cac nhan nhu *Te, 90y, 1]y, 32p,
14C, 125 3, 1Y, 11C, 150, BN, 8F, 338, 51Cr, 5To, 226Ra, ©Co, ¥Fe, 'S, '’Eu, 67CU.
207C, 21 AL, 212Pb, 7S¢, 19Pd, 2Th va K, 17Gd, *Mn, 52Tr va *Fe.

Khang thé va manh lién két khang nguyén dugc boc 16 trong ban mo ta (vi dy,
RB1) ciing c6 thé duoc PEGyl hoa, vi du dé 1am tang thoi gian béan thai sinh hoc (vi
du, trong huyét thanh) ciia né. i v6i khéng thé hoic manh PEGyl hoa, khéng thé
hozic manh, thuong dugce phan tmg v6i dang phén tmg cua polyetylen glycol (PEG),
nhu este phan ing hodc dAn xuét aldehyt cua PEG, trong diéu kién trong d6 mot hoac
nhiéu nhém PEG tré nén gan véi khéng thé hoac manh khéang thé. Theo cac phuong
4n cu thé, phan tmg PEGyl hoa dugc thye hién thong qua phan tng axyl héa hodc

phan ung alkyl héa véi phan tt PEG phéan tng (hodc polyme tan trong nudc phan
56

56/117



43675 57/117

ting tuong tu). Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit "polyetylen glycol”
dugc du dinh dé bao gém dang bat ky ctia PEG dugc st dung dé tao dan XUAt cac
protein khic, nhu mono (Ci-Cio) alkoxy- hodc aryloxy-polyetylen glycol hodc
polyetylen glycol-maleimit. Theo cdc phuong an nhit dinh, khang thé hoic manh
dugc PEGyl hoéa 1a khang thé hoic manh duogc b qua qua trinh glycosyl héa. Cac
phuong phép dé PEGyl héa protein dugc biét trong linh vurc k¥ thuét va c6 thé duoc
ap dung ddi v6i khang thé theo sang ché. Xem, vi du, cac don séang ché chau Au s6

EP 0 154 316 va EP 0 401 384.

Khang thé va manh lién két khang nguyén dugc bdc 10 trong ban md ta nay (vi
du, RB1) cling c6 thé duoc lién hop véi nhan huynh quang hodc nhan phat quang héa
hoc, bao gdm céc gdc tir huynh quang nhu chelat dAt hiém, floresxein va din xuét cia
n6, rhodamin va din xuit cta no, isothioxyanat, phycoerythrin, phycoxyanin,
alophycoxyanin, o-phthaladehyt, florescamin, 152Ey, dansyl, umbeliferon, luciferin,
nhin luminal, nhan isoluminal, nhan este acridini thom, nhan imidazol, nhan mudi
acridimi, nhén este oxalat, nhan aequorin, 2,3-dihydrophtalazindion, biotin/avidin,

nhan quay va cac gbc tu do n dinh.

Khang thé va cac manh lién két khang nguyén cua nd theo sang ché (vi du,
RB1) ciing ¢6 thé dugc lién hop vdi yéu t6 gay doc té bao nhu chat doc diptheria,
chudi Pseudomonas aeruginosa exotoxin A, chudi ricin A, chudi abrin A, chudi
modeccin A, alpha-sarcin, protein va hop chét va protein Aleurites fordii (vi du, axit
béo), protein dianthin, protein Phytoiacca americana PAPI, PAPII, va PAP-S, chét rc
ché momordica charantia, curcin, crotin, chét trc ché saponaria officinalis, mitogellin,

restrictocin, phenomyxin, va enomyxin.

Phuong phép da biét bt ky trong Iinh vuc ky thuat dé lién hop khang thé va
c4c manh lién két khang nguyén cua no theo sdng ché (vi du, RB1) véi cac gbc khac
nhau c6 thé duoc st dung, bao gdbm céc phuong phap duge mo ta béi Hunter et al.,
1962, Nature 144:945; David et al., 1974, Biochemistry 13:1014; Pain et al., 1981, J.
Immunol. Meth. 40:219; va Nygren, 1982, Histochem. and Cytochem. 30:407. Cac
phuong phéap lién hop khang thé va manh 1a thong thudng va da biét rd trong linh vuc
k¥ thuat nay.

Ung dung phong ngira va diéu tri bénh ctia khang thé khdng hRSV
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Sang ché ciing dé xuét cac phuong phép ngin ngira, diéu tri hodc cai thién
tridu chimg nhidm RSV & céc dbi twgng, bao gdm ddi tuong 13 ngudi, can ngén ngira,
didu tri, hodic cai thién bing khéng thé d& phén I8p hodc cac manh lién két khéng
nguyén ctia n6 duge bdc 1§ trong ban md ta (vi du, RB1). Theo mot phuong an cua
sang ché, d6i trong bi nhiém RSV. Theo mdt phwong 4n cuia sing ché, dbi tuong nhur

véy ¢6 nguy co nhiém RSV.

Theo phuong an cu thé, dong vét c6 vu, t6t hon 12 nguoi, dugc ding ché pham
phong, diéu tri hodc dugc phém chtra mot hodc nhiéu khang thé theo séng ché hoic
cidc manh cia ching dé diéu tri, ngan ngira hodc cai thién mot hodc nhiéu triéu ching
lién quan dén nhidm RSV & lugng hitu hiéu dé 1am gidm d9 chuén RSV. Theo phuong
4n nay, lugng hiru hiéu cia khang thé hogc manh khang thé 1am giam do chuan RSV
trong phéi dugc xac dinh, vi dy, béng néng d6 cua RSV trong cac mau dom hodc rira
tir phdi tir ddng vat c6 va. Theo phwong 4n khac, dong vét c6 vi, t5t hon 1a con ngudi,
duoc ding ché phim phong, diéu tri hodc dugc pham chira mdt hodc nhiéu khang thé
theo sang ché hodc cac manh cta ching dé didu tri, ngdn ngira hodc cai thién céc triéu
ching lién quan dén nhiém RSV & lugng hitu hiéu dé trung hoa RSV va/hodc phong

bé nhiém RSV & dong vat c6 vi.

Khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cua nd ciing co thé
duoc sir dung theo céch tri liéu mién dich d6i v6i bénh RSV & ca ngudi va dong vat
khac. Thuat ngit, “tri liéu mién dich” hodc “liéu phéap mién dich” nhu duoc st dung
trong ban mo ta nay lién hop voi khang thé don dong hodc manh lién két khang
nguyén cua nd theo sang ché dung dé chi ca viéc dung dé phong bénh ciing nhu didu
tri va ca su tao mién dich thu dong bang cic san phim polypeptit dugc tinh ché dang
ké, cling nhu liéu phap gen bang cach chuyén trinh tir polynucleotit ma hoa san pham
hodc mot phﬁn ctia n6. Sy tao mién dich thu dong bao gﬁ“)m viéc chuyén mién dich thé
dich chu dong hodc cung cip khang thé cho dbi twong can didu tri. Do do, theo cac
phuong an nhét dinh cia sang ché, sing ché dé xuét cac phuong phap chuyén mién
dich thé dich chu dong va phuong phap cung cip khang thé RSV hodc manh lién két
khang nguyén cia nd, nhu khang thé IgG, cho bénh nhan c6 nguy co nhiém RSV. Do
d6, khang thé don dong hodc manh lién két khang nguyén cia n6 co thé duoc dung

dbi twong c6 nguy co cao dé lam giam kha ning va/hodc mirc d6 nghiém trong cua
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bénh RSV hodc dugc dung cho cac dbi tuong dé ching minh su nhiém RSV hoat héa.

Sang ché ciing dé xuat phwong phép diéu bién hodc didu tri it nhit mot bénh
¢6 lién quan dén RSV & ngudi trudng thanh hodc ¢ tré em, trong té bao, md, co quan,
dong vat, hodc bénh nhén gbm, nhung khong gi¢i han @, nhim tring dudmg ho hip
duéi, viem phdi, viém khi-phé quan, viém tiéu phé quan, viém phé quan, va bénh
nhiém trung hodc cac 61 loan viém c6 lién quan bét ky, nhu khong bi giéi han 6 it
nhét mot trong sb, hodc it nhat mot bénh viém lién quan dén, hdi chimg dap tmg viém
toan than, hoi chimg nhidm khuén, bénh nhim khun gram dwong, bénh nhiém khuan
gram am, bénh nhiém khuén 4m chiing nuéi cdy, bénh nhiém khudn do ndm, s6t giam
bach céu trung tinh, nhiém khuan niéu, mang nio cau-huyét, hoi chirg suy ho hép &
nguoi trudng thanh, viém mii di tng, viém mii quanh nam, bénh hen, phan vé toan
than, phan Gng ting cdm thu thé, bénh phdi tic nghén man tinh (chronic obstructive
pulmonary disease - COPD), bénh viém phdi khu trt ting cam, u hat do sinh vt ni
bao, tinh nhay cdm voi thudc, chimg suy mon, bénh xo nang, bénh phdi man tinh so
sinh; it nhat mot bénh nhiém trung trong té bao, mo, co quan, dong vat hodc bénh
nhan, gdbm, nhung khong gidi han 6, it nhét mot: sy nhiém trung vi khuin man tinh
hodc cip tinh, qué trinh nhiém trung hodc ky sinh man tinh va cip tinh, bao gbm
nhiém tring vi khuén, virut va nam, nhiém tring HIV, bénh than kinh HIV, chimg
viém mang ndo, viém gan (A, B hodc C, hodc twong ty), bénh viém khop nhiém khuén,
viém mang bung, viém phéi, viém nép thanh quan, E. coli 0157:h7, h6i ching uré
huyét tan méu, ban xuét huyét giam tidu clu tan huyét khoi, bénh st rét, sbt xuat
huyét dengue, bénh Leismania, bénh phong, hdi ching sbc doc, viem co lién chu,
hoai ttr khi, bénh lao do mycobacterium, mycobacterium avium phuc tap, viém phéi
do nhiém trung bao tir, bénh viém vung chau, viém tinh hoan, viém mao tinh hoan,
nhiém khuin, bénh lyme, bénh ciim A, virut Epstein-Barr, hoi chimg thuc bao mau
lién quan dén virut, viém ndo do virut, chiing viém mang néo vo trung, va cac bénh
twong ty. Phuong phap nay co thé tuy y bao gdm viéc dung luong hiru hiéu cua ché
phim hoic dugc pham chtra it nhét mot khang thé RSV hodc manh khang nguyén cua
né véi té bao, md, co quan, dong vat hodc bénh nhén can diéu chinh, diéu tri hoic tri
ligu.

Theo mot phuong an, ché phim phong, didu tri hodc dugc phdm chtra khang
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thé theo sang ché hodc cac manh cua chiing dugc dung cho dong vat cé v, t6t hon 1a
con nguoi, dé diéu tri, ngan ngtra hodc cai thién mot hodc nhiéu triéu ching lién quan
dén nhiém RSV. Theo mot phuong én khéc, ché pham phong, didu tri hodc duoc phim
chira khang thé theo séng ché hodc cac manh cia chiung dugc dung cho con ngudi
mic bénh xo nang, loan san phéi phé quan, bénh tim bam sinh, suy gidm mién dich
bam sinh hodc suy giam mién dich mic phai, hodc cho ngudi vira ciy ghép (vi du,
ty xuong, phdi, hodc chy ghép té bao gbc tao mau (HSCT)) dé diéu tri, ngan ngira

hodc cai thién mdt hodc nhiéu céc triéu chting lién quan dén nhiém RSV.

Theo mdt phuong an khéc, ché pham phong, diéu tri hodc dugc pham chira
khéng thé theo sang ché hodc cac manh cua ching dugce dung cho tré em, tt hon 12
tré sinh non hodc tré c6 nguy co nhap vién do nhiém RSV dé diéu tri, ngan nglra hoac
cai thién mot hodc nhiéu céc triéu chimg lién quan dén nhiém RSV. Theo phuong 4n
khac, ché pham phong, didu tri hodc dugc pham chira khang thé theo sang ché hoic
cac manh cua ching dugce dung cho ngudi cao tudi hodc ngudi trong nha (vi dy, vién

dudng 140 hodc trung tdm thu hoi chirc nang) hodc ca nhan mac suy giam mién dich.

Ul tién st dung cac khang thé trc ché in vivo c6 tiém ning va/hoic 4i luc cao
va/hoic khang thé trung hoa hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 ma lién két dac
hiéu mién dich v6i khang nguyén RSV, dbi véi ca viée ngan nglra nhiém RSV va tri
liéu nhiém RSV. Ciing wu tién st dung polynucléotit ma hoa khang thé e ché in vivo
¢6 tim nang va/hodc i luc cao va/hodc khang thé trung hoa hodc ménh lién két
khang nguyén ciia né ma lién két dic hiéu mién dich v6i khang nguyén RSV, d6i voi
c4 sy ngdn nglra nhiém RSV va tri liéu nhiém RSV. Khéng thé hodc cac manh ctia n6
s& tot hon 1a 6 4i luc d6i véi glycoprotein F cua RSV va/hodc manh cua glycoprotein
F.

Khang thé va d6i twong tuong duong vé chtrc ning (nhu manh lién két khang
nguyén cia no) theo sang ché nhan dién epitop trong protein F ciia RSV. Khéang thé
hodc dbi twong twong duong vé chirc ning cia né nhan dién dic hiéu epitop nay c6
thé dugc két hop véi khéng thé dac hidu RSV ma lién két voi epitop khac nhau da
dugc biét, nhu palivizumab, D25, AM14, AM16 va AM23. Bang céch két hop khang
thé hoac dbi tuong tuong duong vé chirc nang theo sang ché ma nhén dién dic hiéu
epitop nay bang khang thé dic hiéu RSV da biét, hai hodc nhidu epitop khéc nhau ctia
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RSV dugc nhéan dién trong cung liéu phap. Cach nay, dap Umg gay mién dich manh
hon déi véi RSV va/hodc tinh dic hiéu khang thé cao hon khang lai RSV ¢6 thé dat
dén. Bing dap tng gy mién dich manh hon va tinh déc hiéu cao hon khang lai RSV,
su két hop nhu vay ¢6 thé din dén viéc dilu tri va/hodc ngin nglra hiéu qua hon rdi

loan lién quan dén RSV.

Mdt hodc nhiéu khang thé theo séng ché hodc cac manh cua ching lién két dac
hiéu mién dich véi mot hodc nhidu khang nguyén RSV c6 thé dugc str dung cuc bod
hodc hé théng trong co thé khi phong bénh. Khang thé theo sang ché hoic cac manh
cua chung cling c6 thé duge st dung két hop véi khang thé don dong hodc khang thé
kham, hodc véi lymphokin hodc yéu t§ sinh truong tao mau (nhu, vi dy, IL-2, IL-3,
IL-7, va IL-15), ma, vi dy, thich hop dé 1am tang ) luong hodc hoat tinh cia céac té
bao tac dong tuong tac véi khang th8. Khang thé theo sing ché hoic cac manh cia
ching cling ¢6 thé duoc sir dung thuén lgi két hop vé6i khang thé don dong hoic khang
thé kham khac, hodc voi lymphokin hodc yéu td sinh truéng tao méu (nhu, vi dy, IL-
2, 1L-3 va IL-7), ma, vi dy, thich hop dé lam tang dap ung mién dich. Khang thé theo
sang ché hodc cac manh cia chung cling ¢ thé dugc st dung thuén loi két hop véi
mot hodc nhidu thude duge st dung dé diéu tri nhiém RSV nhu, vi du chét khang

virut.

Khang thé theo sang ché hoic méanh c6 thé dugc sir dung két hop v6i mot hodc
nhiéu thudc sau day: NIH-351 (Gemini Technologies), vacxin RSV tai 6 hop
(Aviron), RSVf-2 (Intracel), F-50042 (Pierre Fabre), T-786 (Trimeris), VP-36676
(ViroPharma), RFI-641 (American Home Products), VP-14637 (ViroPharma), PFP-
1 va PFP-2 (American Home Products), vacxin RSV (Avant Immunotherapeutics),

va F-50077 (Pierre Fabre).

Khang thé hodc manh lién két khang nguyén cua n6 theo sang ché c6 thé duoc
str dung mdt minh hodc két hop v6i cac phuong phap diéu tri khac (vi du, liéu phap
hormon, liéu phap mién dich, va céc chét chéng viém). N6i chung, vu tién st dung
cac san phdm c6 ngudn gdc loai hodc phan tng loai (trong trudong hop khang thé)
cung loai véi san phdm ctia bénh nhan. Do do, theo phuong an dugc uu tién, khang
thé ngudi hodc khang thé duge lam gidng nhu cia ngudi, dAn xuét cia cac méanh, cac
chét turong tu, hodc axit nucleic, dugc dung cho bénh nhén l1a nguoi dé diéu tri hoac
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phong bénh.

“Poi twong” co6 thé 1a dong vat c6 va nhu ngudi, chd, meo, ngua, bo, chudt
nhit, chuodt cong, khi (vi du, khi du cho, vi du, Macaca fascicularis) hoac tho. Theo

cac phuong an dugc uu tién theo sang ché, d6i tuong 12 nguoi.

Theo cac phuong 4n cu thé, khang thé hoic cac manh lién két khang nguyén
cda né dugc boc 10 trong ban mo ta nay (vi du, RB1) co thé dugc st dung mot minh,

hozc két hop véi liéu phap khang virut.

Theo cac phuong an cu thé, khang thé hodc cac ménh lién két khang nguyén
cia nd duogc boc 16 trong ban md ta ndy (vi du, RB1) co6 thé duoc str dung mot minh,

hodc két hop v6i khang thé don dong RSV khac.

Theo c4c phuong an cu thé, khang thé hodc cdc manh lién két khang nguyén
cia né duogc boc 16 trong ban md ta nady (vi du, RB1) ¢c6 thé dugc st dung mot minh,

hodic két hop véi vacxin RSV khac.

Thuat ngit “két hop véi” dung d8 chi cac thanh phan dugc dung trong phuong
phép theo sang ché (vi dy, khang thé khang hRSV hodc manh lién két khang nguyén
cia no (vi du, RB1) cung véi, vi du, palivizumab) c6 thé duoc bao ché thanh mot ché
phim don dé phan phéi ddng thoi hodc duge bao ché riéng ré& thanh hai hodc nhiéu
ché phim (vi du, bd kit). M8i thanh phin ¢6 thé dugc ding cho déi tugng & thoi diém
khéc nhau khi thanh phan con lai dugc ding; vi dy, mdi 1an dung c6 thé khong dong
thoi (vi dy, riéng ré hodc tuan tu) & mot s6 khoang thoi gian trong mot khoang thoi
gian nhit dinh. Ngoai ra, cac thanh phén riéng & c6 thé dugc dung cho dbi tuong

theo ciing mot duong dung hodc theo duong dung khéc nhau.
Ung dung trong chén doan va thir nghiém

Khéng thé khang protein F ctia hRSV va cdc manh lién két khang nguyén cua
n6 dugce boc 10 trong ban mo ta (vi du, RB1) ¢ thé duoc st dung lam chét tinh ché
bang 4i luc. Trong qua trinh nay, khang thé khéang protein F ctia hRSV va cac manh
lién két khang nguyén ciia né dugc giit ¢b dinh trén pha rén nhu Sephadex®, thuy
tinh hodc nhyua agaroza hodc gidy loc, bang cach st dung cdc phuong phap da biét
trong linh vuc k¥ thuat. Khang thé hodac manh duoc ¢d dinh dugc tiép xtc voi mau
chtra protein F ctia hRSV (hodc manh cua nd) duoc tinh ché, va sau d6 chit hd tro
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dugc rira bang dung mdi thich hgp ma s& loai bo dang ké tAt ca nguyén liéu trong mau
ngoai trir protein F ctia hRSV, dugc lién két v4i khang thé hodc manh duoc ¢b dinh.
Cubi ciing, cht hd trg dugc rira bing dung mdi rira gidi protein F ctia hRSV lién két

(vi du, protein A). Khang thé va manh duoc cb dinh tao ra mot phan cla sang ché.

Sang ché con dé xuit khang nguyén @8 tao ra khang thé thir cdp 1a hiru ich vi
du dé thuc hién thAm tach Western va céc thir nghiém mién dich khéac dugc théo ludn
trong badn mo ta. Cu thé, cac polypeptit duge boc 16 chira ving bién d6i va/hoic trinh
t CDR cuia khang thé didu tri dugc boc 16 trong ban m ta (vi du, RB1) va ¢6 thé
duge st dung dé tao ra khang thé khang idiotyp dé sir dung trong phat hién d3c hiéu
su ¢6 mat cua khang thé, vi du, trong nglt canh diéu tri.

Khang thé khang protein F cua hRSV va cic manh lién két khang nguyén cua
n6 ciing c6 thé hitu ich trong cac thir nghiém chén doén ddi véi protein F ctia hRSV,
vi du, phat hién sy biéu hién cta né trong cac té bao, mo, hoic huyét thanh cu thé.
Céac phuong phéap chén doén nhu vay c6 thé hiru ich trong cac chin doéan bénh khac
nhau.

Séang ché bao gdm cac thir nghiém ELISA (tht nghiém chét hap phu mién dich
gin enzym) két hop viéc st dung khéang thé khang protein F cia hRSV hodc manh
lién két khang nguyén cia n6 dugc boc 10 trong ban mo ta (vi dy, RB1).

Vi dy, phuong phap nhu vay bao gdm céc budc sau:

(a) phu co chét (vi dy, bé mit 15 cta tAm vi chudn, vi du, tAm nhua) véi khéng
thé khang protein F ctia hRSV hodc manh lién két khang nguyén cua no;

(b) 4p dung mau dugc kiém tra su c6 mit cla protein F ctia RSV d6i voi co
chét;

(c) rira tAm, sao cho nguyén liéu khong lién két trong mau dugc loai bo;

(d) 4p dung khéng thé dwoc danh ddu c6 thé phat hién (vi dy, khang thé gin
enzym) cling dic hiéu d6i v4i khang nguyén protein F ctia RSV,

(e) rira co chét, sao cho khang thé dugce danh dAu khong lién két duoc loai bo;

(f) néu khang thé duoc danh diu 12 enzym dugce gan, ap dung hoa chét duoc
chuyén hoa boi enzym thanh tin hiéu huynh quang; va
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(g) phéat hién sy c6 mét cua khang thé dugc danh dau.

Viéc phat hién danh dau lién quan dén co chat chi ra sy ¢6 mét cia protein F
cia hRSV.

Theo phuong 4n khac, khang thé dugc danh diu hodc manh lién két khang
nguyén cia nd dugce danh d4u bang peroxidaza phan tng v&i ABTS (vi du, axit 2,2"-
azino-bis(3-etylbenzthiazolin-6-sulphonic)) hodc 3,3°,5,5 >-Tetrametylbenzidin dé tao
ra su thay dbi mau sic phat hién dugc. Theo cach khac, khang thé dugc danh dau
hodc manh dugce danh diu béng déng vi phéng xa cé thé phat hién duoc (vi du, SH)

¢6 thé duoc phét hién bang thiét bi dém nhép nhay véi sy c6 mit cua chét nhip nhay.

Khang thé khang protein F ciia hRSV hogc manh lién két khéng nguyén cia
n6 theo sang ché (vi du, RB1) c6 thé duoc sir dung trong tham tach Western hodc quy
trinh thdm tach protein mién dich. Quy trinh nhu véy tao ra phén ciia sang ché va bao

gom vi du:

(1) tay ¥ chuyén protein tir mau duoc kiém tra v6i su 6 mit cia protein F cua
hRSV (vi du, tir tach dién di PAGE hogc SDS-PAGE cua protein trong mau) trén
mang hodc co chét rin khac bing cach st dung phuong phéap da biét trong linh vuc
k¥ thuat nay (vi du, thim tach nira kho hodc thadm tach bé); tiép xtc mang hodc co
chit rin khac dugc kiém tra sy c6 mit cua protein F ciia hRSV duogc lién két hoac
manh ciia né v6i khang thé khang hRSV hodc manh lién két khang nguyén cta no

theo sang ché.

Mang nhu vay ¢o thé 1a dang ctia mang dua trén nitroxenluloza hodc vinyl (vi
du, polyvinyliden florua (PVDF)) ma protein dugc kiém tra v6i su c6 mit cia hRSV
trén do trong gel PAGE khong bién tinh (dién di gel polyacrylamit) hodc gel SDS-
PAGE (dién di gel natri dodexyl sulfat polyacrylamit) dugc chuyén dbi (vi du, tach
dién di sau d6 trong gel). Trudce khi tiép xic mang véi khéng thé khang hRSV hoic
manh, mang nay tuy y dugc phong bé, vi du, bang sita kho khdng béo hodc chét tuong

tu d8 1ién két cac vi tri lién két protein khong déc hiéu trén mang.
(2) rira mang mot hodc nhidu 14n d& loai bo khang thé khang protein F cla
hRSV hoiic manh khong lién két va cac chét khong lién két khac; va
(3) phat hién khang thé khang protein F cua hRSV hodc méanh dugc lién két.
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Phét hién khéng thé hodc manh dugc lién két chi ra rang protein hRSV ¢6 mit
trén mang hodc co chit va trong mau. Phét hién khéng thé hodc méanh duoc lién két
6 thé lién két khang thé hodc manh véi khang thé thtt cAp (khang thé khang globulin
midn dich) duoc danh ddu c6 thé phét hién dugc va, sau d6, phét hién sy c6 mat cia

khang thé thw cép.

Khang thé khang protein F cia hRSV va cic manh lién két khang nguyén cua
n6 dugce boc 16 trong ban mo ta nay (vi du, RB1) ciing ¢ thé dugc st dung ddi véi
hoa md mién dich. Phuong phap nhu vy tao thanh mot phan ciia sdng ché va bao

gdm cac budc, vi du:

(1) cho té bao dugc kiém tra su c6 mit cua protein F ciia hRSV tiép xic véi
khéng thé khang protein F ctia hRSV hogc manh lién két khang nguyén clia no theo

sang ché; va
(2) phét hién khang thé hoic manh trén hodc trong té bao.

Néu chinh khang thé hodc manh dugc danh déu c6 thé phat hién dugc, nd ¢
thé dugc phat hién true tiép. Theo céch khac, phat hién khang thé hogc ménh 6 thé

duoc lién két bai khang thé thir cp duge danh ddu c6 thé phat hién dugc.
Dugc phim va céch dung

P4 didu ché duoc phim va ché pham vo trung chtra khang thé khang protein
F ctia hRSV va manh lién két khang nguyén theo séng ché (vi du, RB1), khang thé
ho#ic manh lién két khang nguyén cua né dugc tron 14n v6i chit mang hoic ta duge
dugc dung. Xem, vi du, Remington's Pharmaceutical Sciences va U.S. Pharmacopeia:

National Formulary, Mack Publishing Company, Easton, PA (1984).

Dang bao ché chtra chét tri liéu va chét chan doan c6 thé duoc didu ché bang
cach tron voi chét mang, ta dugc, hodc chit 1am 6n dinh ¢c6 thé chép nhén & dang, vi
du, bot duoc lam kho lanh, bdt nhio, dung dich chira nudc hodc huyén phu (xem, vi
du, Hardman, et al. (2001) Goodman and Gilman’s The Pharmacological Basis of
Therapeutics, McGraw-Hill, New York, NY; Gennaro (2000) Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, Lippincott, Williams, va Wilkins, New York, NY;
Avis, et al. (eds.) (1993) Pharmaceutical Dosage: Parenterally Medications, Marcel
Dekker, NY: Lieberman, et al. (eds.) (1990) Pharmaceutical Dosage: Tables, Marcel
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Dekker, NY; Lieberman, et al. (eds.) (1990) Pharmaceutical Dosage: Disperse
Systems, Marcel Dekker, NY; Weiner va Kotkoskie (2000) Excipient Toxicity and
Safety, Marcel Dekker, Inc., New York, NY). Theo mot phuong 4n, khang thé hoic
manh lién két khang nguyén cua né theo sang ché duoc pha logng dén ndng do thich
hop trong dung dich dém histidin ¢6 d6 pH=5-7, ¢ 1-20 mM va NaCl hodc sucroza
(vi du, 2-15 % (khéi lugng/thé tich)) tuy ¥ dugc b sung ddi véi lyc truong. Céc chét
bd sung, nhu polysorbat 20 hodc polysorbat 80, nam trong khoang ttr 0,01 dén 0,10%
(khdi luong/thé tich) c6 thé duge bd sung dé tang cuong do n dinh. Dang bao ché
tieu biu 1a 10 mM L-Histidin, 7% (khdi lwgng/thé tich) Sucroza, va 0,02% (khdi
luong/thé tich) polysorbat-80, do pH=6,0.

Tinh dc va hiéu qua tri liéu ctia khang thé hodc manh lién két khang nguyén
ciia n6 theo sang ché, dugc ding mot minh hogc két hop v6i mot chat tri liéu khic,
¢6 thé dugc xéac dinh bang cic quy trinh duge chuén trong méi truong nudi cly té bao
hodc dong vat thir nghiém, vi du, d8 xac dinh LDso (liéu gay chét dén 50% quan thé)
va ED50 (lidu didu tri hiéu qua trong 50% quén thé). Ty 1& lidu giita doc t6 va hiéu
qua tri liéu 1a chi s6 diéu tri (LDso/ EDso). Dit liéu thu dugce tir cac thir nghiém nudi
cy té bao va nghién ctru dong vat nay co thé duge str dung trong viéc bao ché khoang
lidu lugng dé str dung & nguoi. Liéu luong ctia cac hop chit nhu vay tt hon 1a nim
trong khoang cua ndng d6 tudn hoan ma bao gdm ED50 véi it hodc khong c6 tinh
doc. Liéu luong nay c6 thé thay ddi trong khoang nay tuy thudc vao dang lidu lugng

dugc str dung va dudong dung.

Céach thlrc dung c6 thé thay ddi. Puong dung bao gbm dudng miéng, truc trang,
qua niém mac, rudt, ngoai duong tiéu hoa; trong co, dudi da, trong da, trong tiy, noi
tuy mac, trong tim that truc tiép, trong tinh mach, trong mang bung, trong mili, trong
mét, hit, bom, khu trd, da, qua da, hodc trong dong mach. Cach thirc dung lidu duge

wu tién 1 trong co, trong tinh mach va trong mii.

Theo céc phuong 4n cu thé, khang thé khang protein F clia hRSV hodc cac
manh lién két khang nguyén cta n6 theo sang ché (vi du, RB1) c6 thé dugc dung bang
duong xam lan nhu bang cich tiém. Theo cac phwong dn khéac cua sang ché, khang
thé khang protein F ciia hRSV hogc manh lién két khang nguyén clia no, hoge duge
phim ctia n6, duge dung trong tinh mach, dudi da, trong co, trong dong mach, trong
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khdi u, hodc bing cach hit, phan phdi sol khi. Viéc dung bang duong khéng xam ian
(vi du, miéng; vi du, trong vién tron, vién nang hogc vién nén) cling nam trong pham

vi ciia sang ché.

Sang ché dé xut binh (vi du, lo nho bing nhwa hogc thiy tinh, vi du, c6 nip
hodc cdt séc ky, kim 15 rdng hodc bom tiém xi lanh) chira khdng thé hodc manh lién
két khang nguyén bét ky theo sang ché (vi dy, RB1) hodc dugc pham chira chung.
Séang ché ciling dé xuit dung cu tiém chira khang thé hodc manh lién két khang nguyén
bét ky theo sdng ché (vi dy, RB1) hodc dugc pham chira chung. Dung cu tiém la thiét
bi dua chit vao co thé bénh nhan qua dudng ngoai dudng tiéu hoa , vi du, trong co,
duéi da hoic trong tinh mach. Vi du, dung cu tiém cé thé 1a bom tiém (vi du, duoc
lam day trudc bang duoc pham, nhu dung cu tiém tu dong) ma, vi dy, bao gbm xi
lanh hodc dng dé giir chét long duoc tiém (vi du, khang thé hodc manh hodc dugc
pham chira né), kim d8 néi da va/hogic mach mau dé tiém chét 16ng; va 6ng bom dé
diy chét 16ng ra khoi xi lanh va qua 16 kim. Theo phuong 4n cua sang ché, dung cu
tiém chira khang thé hoic manh lién két khang nguyén ctia né theo séng ché hoic
duoc phém chira n6 1a dung cu tiém trong tinh mach (intravenous - IV). Thiét bi nhu
vay chura khang thé hodc manh hoic dugc phém chtta n6 trong canun hodc dui/kim
¢6 thé duoc gin véi bng ma cé thé duge gin voi tai hode thi chira dé giit chat long
(vidy, nudce mubi; hodc dung dich ringer dugc lactat hoa chira NaCl, natri lactat, KCl,
CaCl, va tuy y chira glucoza) dugc dwa vao co thé bénh nhan qua canun hogc dui/kim.
Khang thé hoic méanh hodc dugc pham chtta né c6 thé, theo phuong 4n cla sang ché,
dugc dua vao thiét bi mot khi dui va canun duge chén vao tinh mach cua d6i tuong
va dui dugc loai bo khoi canun dugc chen. Thiét bi IV ¢6 thé, vi du, duoc chén vao
tinh mach ngoai vi (vi du, trong tay hodc canh tay); tinh mach chu trén hodc tinh mach
chu duéi, hodc trong tim nhi phai cta tim (vi du, IV trung tAm); hodc vao dudi xuong
don, trong 0, hodc tinh mach dui va, vi du, hudéng dén tim cho dén khi tién dén tinh
mach chu trén hodc tm nhi phai (vi du, duong tinh mach trung tdm). Theo phuong
an cua sang ché, dung cu tiém 1a dung cu tiém tu dong; thiét bi tiém tia hoic bom
truyén bén ngoai. Dung cu tiém tia st dung tia hep ap sut cao cla chat 1éng thaim
nhap bidu bi dé dua vao khang thé hodc manh hoic duge phém chtra n6 vao co thé
bénh nhan. Bom truyén bén ngoai 12 dung cu y té ma phéan phoi khang thé hodc manh

hodc dugc phém chira né vao co thé bénh nhan & lugng duge kiém soat. Bom truyén
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bén ngoai co thé duge cip ngudn bang dién hodc bang co. Cac bom khac nhau hoat
dong theo nhidu cach khac nhau, vi du, bom tiém giir chit long trong ti chira cua
bom tiém, va pit-tong di chuyén kiém so4t sy phan phdi chat long, bom dan hdi giit
chét 1éng trong vat chira c6 thé kéo cing, va 4p sut tir thanh dan hdi ctia bong béng
dan su phan phdi dich 16ng. Trong bom nhu dong, bd con lan chum xudng chiéu dai
cta dng, ddy chit 16ng ra. Trong bom nhiéu kénh, chét 16ng c6 thé duge phan phdi tr
nhidu tai chira v6i nhiéu tde do.

Dugc pham dugc bdc 10 trong ban md ta nay cling c6 thé duoc dung véi dung
cu tiém dudi da khong dung kim tiém; nhu cac thiét bi duge boc 16 trong patent M¥
s6 6,620,135; 6,096,002; 5,399,163; 5,383,851; 5,312,335; 5,064,413; 4,941,830;
4,790,824 hoac 4,596,556. Cac thiét bi khong dung kim tiém nay chira duoc phém
cing 12 mdt phan ctia sang ché. Duoc phdm duge boc 16 trong ban md ta ciing c6 thé
dugce ding bing cach truyén. Vi du vé manh chy va mo dun da biét dé dung duge
pham bao gbm ménh cdy va mo dun dugc bdc 19 trong: patent My s6 4,487,603, boc
16 borh Vi truyén 6 thé céy dugc dé phan tan thube voi toe do duoge kiém soat; patent
My sb 4,447,233, boc 10 bom truyén thudc dé phan phdi thudc & toc do truyén chinh
xac; patent M§ sb 4,447,224, boc 10 thiét bi truyén 6 thé céy dong c6 thé bién dbi dé
phén phéi thude lién tuc; patent My sb 4,439,196, boc 16 hé phan phoi thude tham
thiu c¢6 khoang nhiéu budng. Nhidu ménh cdy, hé thng phan phéi khac, va mo dun
duoc biét déi véi ngudi ¢ hidu biét trong linh vuc k¥ thuat va nhiéu manh cly, hé

théng phan phéi chira dugc pham theo sdng ché nam trong pham vi clia sang ché.

Phac dd diéu tri thy thudc vao nhiéu yéu td, bao gdm cudng do vong tuan hoan
huyét thanh hodc mo cua khang thé diéu tri hodc manh lién két khang nguyén, muc
d6 cua céc tridu ching, tinh giy mién dich cua khang thé phong bénh/tri liéu, va kha
nang tiép cén clia cic té bao dich trong chét nén sinh hoc. Tét hon 13, phac do diéu tri
phan phdi da khang thé hodc manh diéu tri dé anh huéng dén viéc cai thién tinh trang
bénh dich, trong khi dong thoi giam thiéu tac dung phu khong mong mudn. Ngoai ra,
lugng sinh hoc dugc phén phdi phu thude mot phan vao khang thé phong bénh/iri liéu
cu thé va mic d6 nghiém trong cua tinh trang bénh dugc diéu tri. Huéng dan chon
lidu thich hop cua khang thé hodc manh diéu tri 1a sén co6 (xem, vi du, Wawrzynczak,

(1996) Antibody Therapy, Bios Scientific Pub. Ltd, Oxfordshire, UK; Kresina (ed.)
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(1991) Monoclonal Antibodies, Cytokines and Arthritis, Marcel Dekker, New York,
NY: Bach (ed.) (1993) Monoclonal Antibodies and Peptit Therapy in Autoimmune
Diseases, Marcel Dekker, New York, NY; Baert, et al., 2003, New Engl. J. Med
348:601-608; Milgrom et al., 1999, New Engl. J. Med. 341:1966-1973; Slamon ef al.,
2001, New Engl. J. Med. 344:783-792; Beniaminovitz ef al., 2000, New Engl. J. Med.
342:613-619; Ghosh et al., 2003, New Engl. J. Med. 348:24-32; Lipsky et al., 2000,
New Engl. J. Med. 343:1594-1602).

Xac dinh cua lidu thich hop duoc thuc hién bdi bac si lam sang, vi du, béng
cach sur dung céc thong s6 hoac yéu té da biét hodc bi nghi ngd trong linh vuc k§
thuat nay dé ngan ngira hogc didu tri. No6i chung, lidu nay bt dau véi luong ma it hon
lidu téi wru va né duge lam tang bing luong ting nho sau d6 cho dén khi tac dung (61
vu hodc mong mudn dat dugc lién quan dén tac dung phu bét ky giam. Phép do chén
doén quan trong bao gém phép xé4c dinh cac triéu chimg, vi dy, viém hodc mic
xytokin gy viém dugc tao ra. No6i chung, ¢ thé mong doi rang tinh sinh hoc s& duoc
st dung c6 duoc tir cing loai 14 dong vat dugc hudng dich dé diéu tri, theo d6 giam
thiéu dap ing mién dich bét ky d6i vei chét thir. Trong trudng hop dbi twong 1a nguoi,
vi du, khang thé dugc lam gidng nhu ctia ngudi va khang thé & nguoi day da co thé

dugc mong doi.

Khang thé hoic cac manh lién két khang nguyén cta n6 duge boc 10 trong bin
md ta (vi dy, RB1) ¢6 thé dugc cung cap bang viéc truyén lién tuc, hoidc bang lidu
dugce dung, vi dy, hang ngay, 1-7 14n mdi tun, hang tudn, hai tun, héng thang, hai
thang, hang quy, ntra ndm, hang ndm v.v. Cac lidu co thé duoc cung cép, vi du, trong
tinh mach, duéi da, khu tri, miéng, miii, tryc trang, trong co, trong nao, trong xuong
sdng, hodc bang cach hit. Lugng hang tuln tong cong thuong it nhét 12 0,05 pg/kg thé
trong, thong thudng hon it nhét 12 0,2 pg/kg, 0,5 pg/ke, 1 pg/kg, 10 pg/kg, 100 pe/ke,
0,25 mg/kg, 1,0 mg/kg, 2,0 mg/kg, 5,0 mg/ml, 10 mg/kg, 25 mg/kg, 50 mg/kg hoac
nhiéu hon (xem, vi du, Yang, et al., 2003, New Engl. J. Med. 349:427-434; Herold, et
al., 2002, New Engl. J. Med. 346:1692-1698; Liu, et al., 1999, J. Neurol. Neurosurg.
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Psych. 67:451-456; Portielji, et al., 2003, Cancer Immunol. Immunother. 52:151-144).

Céc liéu nay ciing c6 thé duoc cung cip dé dat duoc ndng d6 ndng @ dich dinh trude

cta khang thé khang hRSV trong huyét thanh cta dbi twong, nhu 0,1, 0,3, 1, 3, 10,
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30, 100, 300 pg/ml hodc cao hon. Theo cac phwong 4n khac, khang thé khang hRSV
theo sang ché dugc dung, vi du, dudi da hodc trong tinh mach, hang tudn, hai tudn,
"mdi 4 tuln", h:?mg thang, hai thang, hodc co ban hang quy véi luong 10, 20, 50, 80,
100, 200, 500, 1000 hodc 2500 mg/déi tuong.

Nhu duge st dung trong ban md ta nay, thuat ngit "lugng hitu hiéu" dung dé
chi lvong khang hRSV hoédc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo séng ché (vi du,
RB1) ma, khi duoc ding mot minh hogc két hop véi chét tri liéu/chét phong bénh bo
sung vao té bao, md, hodc dbi turong, c6 hidu qua dé trung hoa RSV va/hodc ngan
ngtra hodc gy ra su cdi thién ¢ thé x4c dinh dugc trong mot hodc nhiéu triéu ching
ciia bénh hodc tinh trang bénh lién quan dén nhiém RSV. Liéu hiéu qua con dé cép
dén lugng khang thé hoiic manh du dé dan dén it nhat viéc ngin ngira hodc cai thién
mot phan céc triéu ching. Khi duoc ap dung d6i v6i hoat chit riéng 1& duge ding mot
minh, liéu hitu hiéu dé cép dén thanh ph?m moOt minh. Khi dugc ap dung cho hdn hop,
lidu hiru hiéu dé& cap dén luong két hop ctia hoat chit ma dan dén tac dung phong
bénh hoac diéu tri, khi dugce dung két hop, 1an lugt hodc déng thoi. Theo cac phuong
4n nht dinh, lvgng hitu hiéu 13 lwong ma tao ra ndng d6 huyét thanh huéng dich 1am
sang bang 10 pg/mL - 30 pg/mL trong 5 thang. Theo mot phuong an, luong hiru hiéu
12 liéu cho ngudi ma tao ra dich Ctrough bang 10 pg/ml - 30 pg/ml d6i voi tinh hiéu
qua, nhu dugc xac dinh trong mo hinh chut bong tién 1am sang tiéu chuén.

Kit

Sang ché dé cap dén kit bao gdbm mot hodc nhidu thanh phin gdm, nhung
khong gidi han ¢, khang thé khang protein F ctia hRSV hodc manh lién két k‘némg
nguyén, nhu dugc thao ludn trong ban mo ta nay (vi du, RB1) lién két voi mot hoac
nhiéu thanh phan bd sung gébm, nhung khong gidi han & chit mang dugc dung va/hodc
chét phong bénh/tri liéu, nhu dugc thao luan trong ban mo ta nay. Khéang thé hoac
manh va/hoic chét phong bénh/tri liéu c6 thé duge bao ché 1a ché phdm tinh khiét

hoac két hop voi chit mang duoc dung, trong duoc pham.

Theo mot phuong an, kit bao gbdm khang thé khang protein F cua hRSV hoac
manh lién két khang nguyén cta n6 theo sang ché (vi du, RB1) ho#c duge pham chira
né trong mot vat chira (vi du, trong binh nho bang nhya hodc thuy tinh vo tring) va

duoc phém chtta né va/hodc chit phong bénh/tri liéu trong vat chira khéac (vi du, trong
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binh nhé bang nhya hogc thiy tinh vo tring).

Theo phuong 4n khéc, kit bao gbm dang két hop theo sang ché, bao gém khang
thé khang protein F cia hRSV hodc manh lién két khang nguyén cua né theo séng
ché (vi duy, RB1) cung véi chét mang dugc dung, tuy y két hop v&i mot hodc nhiéu
chét phong bénh/tri liéu dugc bao ché cung nhau, tuy y, trong dugc pham, trong vét

chira don, pho bién.

Néu kit bao gdbm dugc phim dé dung ngoai duong tiéu héa cho dbi tuong, kit
bao g@)m dung cu dé xac dinh viéc dung nay. Vi duy, bd kit c6 thé bao gém mot hodc

nhidu kim duéi da hodc cac dung cu tiém khac nhu duoc thao ludn ¢ trén.

Kit c6 thd bao gbm to huéng dan sir dung bao gom thong tin lién quan dén
dugc pham va dang lidu trong kit. N6i chung, thong tin nay hd tro bénh nhan va bac
sT khi str dung duoc phim va dang liu dung kém theo mdt cach hiéu qua va an toan.
Vi du, thong tin sau day lién quan dén su két hop theo sang ché c6 thé duogc cung cip
trong t& huong dan str dung: dugce dong hoc, duge luc hoc, nghién ctru 1am sang, cac
thong b hiéu luc, chi dinh va cach sur dung, chéng chi dinh, canh bao, bién phap
phong ngra, phan tng phu, qua lidu, liéu luong va cach dung thich hop, cach cung
cép, diéu kién bao quén thich hop, tai liu tham khao, thong tin nha san xuét/nha phén

phdi va thong tin bang sang ché.
Kit phét hién va kit phong bénh/tri liéu

Dé thuén tién, khang thé khang hRSV hodc manh lién két khang nguyén cua
n6 theo sang ché (vi du, RB1) c6 thé duoc cung cip trong kit, nghia 1a, td hop chit
thir duoc déng g6i & lugng dinh trude cling v6i hudng dan dé thuc hién thir nghiém
chin doan hodc phat hién. Trong truong hgp khang thé hoic manh dugc danh déu
bang enzym, kit s& bao gdm co chat va ddng yéu t theo yéu cAu cua enzym (vi duy,
tidn cht co chat cung cAp nhém mang mau hodc nhém huynh quang c6 thé phét hién
duoc). Ngoai ra, cac phu gia khac ¢6 thé duge bao gdm nhu chét 1am 6n dinh, dung
dich dém (vi du, dung dich dém phong bé hodc dung dich dém phén giai) va céac chét
tuong tu. Luong tuong dbi ctia cac chét thir khac nhau c6 thé rAt khac nhau dé cung
cép ndng do trong dung dich chét thir gitp t6i uru hoa dang ké dd nhay cia thir nghiém.

Cu thé, chét thir ¢6 thé duoc cung cép & dang bot kho, thuong dugc dong kho, bao

71

71117



43675

gbm ta dugc khi hoa tan s& tao ra dung dich chét thir c6 ndng do thich hop.

Séng ché cling dé xuét cht thir chdn doan hoiic phét hién va kit bao gém mot
ho#c nhidu chét thir dé st dung trong nhiéu thir nghiém phét hién, bao gbm vi du, thir
nghiém mién dich nhu ELISA (loai kep hodc dang canh tranh). Céac thanh phﬁn cua
kit ¢6 thé dugce gan sin vao gia thé rén hodc co thé dugc dén Ién bé mit cla gia thé
rén khi st dung kit. Theo mot sb phuong an theo sang ché, thiét bi tao tin hiéu c6 thé
duge lién két trude véi khang thé hodc manh theo sang ché hodc co thé yéu cau su
két hop v6i mot hodc nhidu thanh phan, vi du, dung dich dém, thé lién hop khéng thé-
enzym, cO chét enzym, hoic cac chét tuong tu, trude khi st dung. Kit ciing c6 thé
bao gdm céc chét thir bd sung, vi du, phong bé cac chét thir dé 1am giam lién két
khéng déc hiéu voi bé mat pha rén, chét thir rira, co chét enzym, va cac chét trong tu.
Bé mat pha rn c6 thé & dang 6ng, hat, tAm vi chudn do, vi cau, hoic nguyén liéu khéc
thich hop @& cb dinh protein, peptit, hodc polypeptit. Theo cac khia canh cu thé,
enzym xuc tac cho sy hinh thanh san phém phat quang hoéa hoc hodc tao sdc t hoac
khir co chét phat quang hoa hoc hodc co chét sinh mau 12 thanh phan ctia phuong
phép tao tin hiéu. Cac enzym nhu viy da biét trong linh vuc k¥ thuét. Kit ¢6 thé bao
¢dm bat ky chét bit gitr va chét thir phat hién nao dugc mo ta trong ban mo ta. Tuy ¥,
kit nay cling co thé bao gdm céc huéng dAn dé thuc hién cac phuong phap theo sang

ché.

Ngoai ra, sang ché ciing dé xudt kit bao gdbm khéng thé khang protein F cua
hRSV hoic ménh lién két khang nguyén cta né duge bao géi trong vét chira, nhu Io
nhé hodc chai, va con bao gém nhan duogc gén hodc duogc bao goi cung v§i vat chira,
nhin nay mé ta ham luong ciia vét chira va cung cép cac chi dan va/hodc huéng din
lién quan dén viéc st dung ham lugng clia vat chtra dé ngin ngira/diéu tri mot hoac

nhiéu tinh trang bénh nhu dugc mé ta trong ban md ta.

Theo mot khia canh, kit dé ngan ngua hodc diéu tri bénh/tinh trang bénh ly
lién quan dén nhiém RSV va bao gdm khéng thé khang protein F ciia hRSV hoic
manh lién két khang nguyén cua nd va con bao gdm chét phong bénh/tri liu hodc
vacxin. Kit c6 thé ty ¥ con bao gdm bom tiém ding ngoai duong tiéu hoa, vi du,
ding trong tinh mach. Theo mdt khia canh khac, kit bao gdm khéng thé khang protein
F cua hRSV hodc manh lién két khdng nguyén ctia n6 va nhan dugc gin v6i hoic
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dugc bao goi véi vat chita mo ta viée s dung khang thé hodac manh véi vacxin hoic
chét phong bénh/tri liéu. Theo mot khia canh khac, kit bao gém vacxin hodc ca chat
phong bénh/tri li¢u va nhan duoc gin v6i hodc duge bao goi véi vét chira md ta viée
stir dung vacxin hodc ca chét phong bénb/tri liéu v6i khéng thé khang protein F cla
hRSV hodc manh. Theo cac phuong an nhat dinh, khang thé khang protein F cla
hRSV va vacxin hodc chét phong bénh/tri liéu trong cac 1o nho riéng r€ hodc dugc

két hop trong cing dugc pham.

POi véi phong bénh hodc didu trj két hop, vise ding dong thdi hai chat phong
bénh/tri liéu khong yéu cau cac chit d6 phai duge dung ciing mot lic hodc theo cung
mot dudong, mién 1a c6 sy trang 13p vé khoang giai doan thoi gian ma céc chét phat
huy tdc dung phong bénh/tri liéu ctia chiing. Viéc dung ddng thoi hodc tuan tu duoce
du tinh, cling nhu viéc dung vao cac ngay hodc cac tuén khac nhau.

Kit phong bénh/tri li¢u va phat hién dugc bde 10 trong ban mo ta cling co thé
dugc chudn bi bao gdm it nhat mot khang thé, peptit, manh lién két khang nguyén,
hogc polynucleotit dugc bdc 1 trong ban m6 ta nay va hudng din st dung ché phim
1a chét phan tng phét hién hodc chét phong bénh/tri liéu. Vat chira dé sir dung trong
céc kit nh vay c6 thé thudng bao gdm it nhét mot lo nho, dng nghiém, binh thét co,
chai, bom tiém hodic vt chira thich hop khac, trong thé dit mot hodc nhiéu ché pham
phat hién va/hodc (cac) ché phim ph(‘)ng/diéu tri, va tot hon 1a dugc phan bo phi hop.
Trong truomg hop chét phong bénh/tri liéu thtr hai cling dugc cung cp, kit cling ¢
thé chira vat chira riéng biét thir hai dé c6 thé dit ché pham phat hién thir hai va/hodc
ché pham phong bénh/tri ligu. Theo cach khc, nhiéu hop cht c6 thé duge diéu ché
trong mot dugce pham duy nhéat, va c6 thé duoc dong goi trong mot phwong tién chira
duy nhét, nhu 1o nho, binh thét ¢6, bom tiém, chai, hodc vét chira duy nhét thich hop
khac. Kit dugc bdc 16 trong ban md ta ciing thuong bao gdm phuong tién dé chua
(c4c) 1o nho duge bao quan kin dé ban thuong mai, nhu, vi du, hop nhua dang tiém
hogc duc thdi dé chira (cac) lo nhd mong mubn. Trong trudng hop nhan phéng xa,
sinh mau, chat huynh quang, hodc loai nhan c6 thé phat hién khac hodc phuong tién
phat hién duoc bao gdm trong kit, chit danh diu c6 thé duoc cung cp trong cung VAt
chira 1 chinh ché phim phat hién hodc ché phdm phong bénh/tr liéu, hoge c6 thé

thay vao d6 duogc dat trong vat chira riéng biét thir hai ma ché pham thir hai nay c6
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thé dugc dit vao va dugce chia lugng thich hop. Theo cach khac, chét thir va nhén
phét hién co6 thé dugc chuén bi trong mdt phuong tién chira duy nhat va trong hau hét
céac truomg hop, kit cling s€ thudong bao gdm phuong tién dé chira (cac) lo nho & noi

kin dé ban thuong mai va/hodc dong goéi va phan phéi thuén tién.

Thiét bi hodc dung cu dé thuc hién phuong phap phat hién hodc giam sat dugc
mo ta trong ban md ta cling dugc dé xut. Dung cu nay c6 thé bao gbm budng hoic
bng ma mau c6 thé dugc dua vao, hé thong xir 1y chét 16ng ty ¥ bao gdm van hodc
bom dé huong dong chdy mau qua thiét bi, thy ¥ dén bo loc dé phan tach huyét twong
hodic huyét thanh tir méu, tron budng dé bd sung cht bét gitt hodc chét phan mg phat
hién, va tity ¥ thiét bi phat hién dé phat hién lugng nhan c6 thé phat hién duoc lién
két voi chit bét git phirc chét mién dich. Dong chay mau c6 thé thu dong (vi dy, boi
mao mach, thiy tinh, hodc cac luc khac ma khong yéu cAu van hanh thém bing tay
ctia thiét bi mot khi mau dugc ap dung) hodc chi dong (vi du, bang cach tac dung luc
duoc tao ra nho bom co hoc, bom thdm thAu dién tt, luc ly tAm, hodc &p suit khéng

khi ting), hoac bing su két hop cua cac lyc chii dong va thu dong.

Theo cac phuong an khéc, sang ché ciing dé xuat by xir 1y, bd nhd co thé doc
clia may tinh, va thudng dugc bao quan trén by nhé co thé doc ctia mdy tinh va thich
hop dé dugc thyc hién trén bd xir 1y dé thuc hién phuong phép bét ky trong sb cac
phuong phap dugc mo ta trong ban md ta. Vi du v& cac hé thong mdy tinh thich hop,
moi truong, va/hodc cAu hinh bao gdm may tinh c4 nhan, may chu, thiét bi cam tay
hoic laptop, hé thdng da xir Iy, hé théng dya trén bd vi xr Iy, hop dat & trén, thiét bi
dién tir sir dung chuong trinh, mang lu6i PC, may tinh mini, may tinh lon, moi truong
dién toan phan tan ma bao gbm hé théng hogc dung cu bét ky trong sb cac hé théng

hodc thiét bi néu trén, hodc hé théng bét ky khac da biét trong linh vuc k¥ thuat nay.
Phuong phép chung

Céc phuong phap chuén trong sinh hoc phan tr dugc md ta Sambrook, Fritsch
and Maniatis (1982, 1989 2" Edition, and 2001 3™ Edition) Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY;
Sambrook va Russell (2001) Molecular Cloning, 3 ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Wu (1993) Recombinant DNA, Vol. 217,

Academic Press, San Diego, CA). Cac phuong phap chuén ciing xuit hién trong
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Ausbel et al. (2001) Current Protocols in Molecular Biology, Vols.1-4, John Wiley
va Sons, Inc. New York, NY, md ta sy tdch dong trong té bao vi khuan va su gy dot
bién ADN (Vol. 1), tich dong trong céc t€ bao dong vat c6 v va nidm men (Vol. 2),

thé lién hop glyco va su biéu hién protein (Vol. 3), va tin sinh hoc (Vol. 4).

Phuong phép tinh ché protein bao gdm phuong phap két tua mién dich, sic ky,
dién di, ly tdm, va két tinh duge mo ta (Coligan, et al. (2000) Current Protocols in
Protein Science, Vol. 1, John Wiley and Sons, Inc., New York). Su phén tich héa hoc,
cai bién hoa hoc, cai bién sau dich m, san xuét protein dung hop, glycosyl héa céc
protein dugc md ta (xem, vi du, Coligan, et al. (2000) Current Protocols in Protein
Science, Vol. 2, John Wiley and Sons, Inc., New York; Ausubel, et al. (2001) Current
Protocols in Molecular Biology, Vol. 3, John Wiley and Sons, Inc., NY, NY, pp.
16.0.5-16.22.17; Sigma-Aldrich, Co. (2001) Products for Life Science Research, St.
Louis, MO; pp. 45-89; Amersham Pharmacia Biotech (2001) BioDirectory,
Piscataway, N.J., pp. 384-391). San xuét, tinh ché, va su phan manh cta cac khang
thé da dong va don dong dwgc md ta (Coligan, et al. (2001) Current Protocols in
Immunology, Vol. 1, John Wiley and Sons, Inc., New York; Harlow and Lane (1999)
Using Antibodies, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY;
Harlow and Lane, ¢ trén). Cac k¥ thuat chudn dé x4c dinh céc tuong tac phéi tir/thy
thé 1a sdn c6 (xem, vi du, Coligan, et al. (2001) Current Protocols in Immunology,

Vol. 4, John Wiley, Inc., New York).

Khang thé chudi don va khang thé t6 hop kép duge mo ta (xem, vi du, Malecki
et al., 2002, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:213-218; Conrath et al., 2001, J. Biol.
Chem. 276:7346-7350; Desmyter et al., 2001, J. Biol. Chem. 276:26285-26290;
Hudson and Kortt, 1999, J. Immunol. Methods 231:177-189; va patent My s6
4,946,778). Khang thé hai chirc duoc dé xuit (xem, vi du, Mack, et al. (1995) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 92:7021-7025; Carter (2001) J. Immunol. Methods 248:7-15;
Volkel, e al. (2001) Protein Engineering 14:815-823; Segal, et al. (2001) J. Immunol.
Methods 248:1-6; Brennan, et al. (1985) Science 229:81-83; Raso, et al. (1997) J.
Biol. Chem. 272:27623; Morrison (1985) Science 229:1202-1207, Traunecker, ef al.
(1991) EMBO J. 10:3655-3659; va cac patent MY sb 5,932,448, 5,532,210, va
6,129,914).
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Khéng thé dic hiéu kép cling dugc dé xuét (xem, vi du, Azzoni et al. (1998) J.
Immunol. 161:3493; Kita et al. (1999) J. Immunol. 162:6901; Merchant et al. (2000)
J. Biol. Chem. 74:9115; Pandey et al. (2000) J. Biol. Chem. 275:38633; Zheng et al.
(2001) J. Biol Chem. 276:12999; Propst et al. (2000) J. Immunol. 165:2214; Long
(1999) Ann. Rev. Immunol. 17:875).

Khang thé c6 thé dugc lién hop, vi dy, véi cac phén tir duge chét nho, enzym,
liposom, polyetylen glycol (PEG). Khang thé hitu ich d& didu tri, chan dodn, kit hodc
cac muc dich khac, va bao g6m cac khang thé duoc ghép cap, vi du, voi chit nhudm,
cac déng vi phong xa, enzym, hodc kim loai, vi du, vang keo (xem, vi du, Le Doussal
et al. (1991) J. Immunol. 146:169-175; Gibellini et al. (1998) J. Immunol. 160:3891-
3898; Hsing and Bishop (1999) J. Immunol. 162:2804-2811; Everts ef al. (2002) J.
Immunol. 168:883-889).

Céc phuong phéap dong chay té bao, bao gdm phan loai té bao hoat h6a huynh
quang (florescence activated cell sorting - FACS), 1a san c6 (xem, vi dy, Owens, et
al. (1994) Flow Cytometry Principles for Clinical Laboratory Practice, John Wiley
and Sons, Hoboken, NJ; Givan (2001) Flow Cytometry, 2" ed.; Wiley-Liss, Hoboken,
NJ; Shapiro (2003) Practical Flow Cytometry, John Wiley and Sons, Hoboken, NJ).
Chét phan tmg huynh quang thich hop d8 cai bién axit nucleic, bao gdm céc doan mdi
va doan do axit nucleic, polypeptit, va khang thé, dé st dung vi du, lam chét phan
tng chin doan, 12 s&n c6 (Molecular Probes (2003) Catalogue, Molecular Probes,

Inc., Eugene, OR; Sigma-Aldrich (2003) Catalogue, St. Louis, MO).

Céac phuong phap chuén trong nghién ctru md hoc cia hé mién dich dugc md
ta (xem, vi du, Muller-Harmelink (ed.) (1986) Human Thymus. Histopathology va
Pathology, Springer Verlag, New York, NY; Hiatt, e al. (2000) Color Atlas of
Histology, Lippincott, Williams, va Wilkins, Phila, PA; Louis, et al. (2002) Basic
Histology: Text va Atlas, McGraw-Hill, New York, NY).

Cac goi phén mém va co sé dit liéu dé x4c dinh, vi dy, manh khang nguyén,
trinh ty dAn dAu, su gap nép protein, mién chtrc nang, vi tri glycosyl hoa, va sép xép
trinh tu, 13 san c6 (xem, vi du, GenBank, Vector NTI® Suite (Informax, Inc, Bethesda,
MD); GCG Wisconsin Package (Accelrys, Inc., San Diego, CA); DeCypher®

(TimeLogic Corp., Crystal Bay, Nevada); Menne, et al. (2000) Bioinformatic 16: 74 1-
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742; Menne, et al. (2000) Bioinformatics Applications Note 16:741-742; Wren, et al.
(2002) Comput. Methods Programs Biomed. 68:177-181; von Heijne (1983) Eur. J.
Biochem. 133:17-21; von Heijne (1986) Nucleic Acids Res. 14:4683-4690).

Vi du thuc hién sing ché
Vi du 1: X4c dinh khang thé trung hoa RSV ddy du & nguoi

Pé x4c dinh khang thé trung hoa HRSV manh, huyét thanh dwgc 1dy tr nguoi
hién ting duéi sy ddng y c6 hidu biét va duge thir nghiém vé kha ning trung hoa virut
HRSV in vitro. Dbi v6i thir nghiém trung hoa, cac mAu huyét thanh trude tién duogc
pha loang lién tuc va sau d6 dugc u véi 600 pfu cia ching hRSV-A biéu hién protein
huynh quang mau xanh 14 cdy dugc tang cuong (RSV-GFP). RSV-GFP duoc tron theo
£y 18 1:1 véi cac dung dich pha loang huyét thanh v6i tdng thé tich 200 pl mdi 16 trong
cac dia day chit U 96 15 & nhiét do 37°C trong 1 gid. Sau do, 100 pl hdn hop trén mdi
15 duge chuyén sang cc dia cdy té bao HEp-2 (15.000 té bao mdi 16). Céc dia nay
duoc quét trén acumen® Cellista (TTP LabTech, Cambridge, MA) va dit liéu dugc
xuit dudi dang sd su kién GFP va tbng cudong do huynh quang trén mdi 16. C4c gia
tri NT50 dugc tinh todn bang cach st dung GraphPad Prism 6 (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, CA) bang cach lam phu hop dudng cong bdn thong s6. PO chuén lién
két ELISA véi protein F cia RSV tién dung hop va protein F ctia RSV sau dung hop
dugc thuc hién nhu duéi ddy. Céac dia Nunc C96 Maxisorp® Nunc-Immuno™
(Thermo Scientific, Inc.) dugc phi 50 pl mdi 16 chtra hRSV F tién dung hop (Xem
MecLellan et al., 2013, Science 342:592) hodc protein F sau dung hop (protein F sau
dung hop LZF21 bao gdm ving ngoai bao F kiéu dai ma khong c6 peptit dung hop
(Xem McLellen et al., 2011, J. Virol 85:7788)) & 1 pg/ml trong PBS & nhiét do 4°C
qua dém. Céac dia dugc rua bang PBS/Tween 20 va sau d6 dugc phong bé bang 3%
sita khong béo trong PBS. Sau dé, 50 pl mAu huyét thanh dugc pha loang lan luot
dwoc bd sung vao mdi 15 va dugc 0 & nhiét d6 trong phong trong 90 phut. Cac dia
duoc roa va IgG & ngudi khang dé duge lién hop HRP (SouthernBiotech,
Birmingham, AL) dugc bd sung vao véi ty 1€ pha loang 1:2.000. Mot gio sau, céc dia
dugc rira va phat trién bang dung dich SuperBlu Turbo TMB (ViroLabs, Inc., Sterling,
VA). S6 doc OD450nm thu duge bang cach su dung may dém nhiéu nhan Wallac
1420 VICTOR2™ (Perkin Elmer, Waltham, MA). Cac gia tri EC50 dugc tinh toan
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bing cach str dung GraphPad Prism 6 bang cach 1am phu hgp duong cong bbn thong
6. Nhom nho nguoi hién tang chirg minh sy trung hoa HRSV cao va do chuén lién
két bi thu hdi dé thu dugc thé tich méau 16n hon cho viée tao PBMC. Viéc chuan bi
PBMC duogc thuc hién bdi nha cung c?ip thuong mai va PBMC da mua duoc bao quan

bang nito 16ng cho dén khi st dung tiép.

PBMC tir mot dbi twong duge chirmg minh d chuén trung hoa tbt va ciing co
d6 chuén cao nhét trong thir nghiém lién két ELISA véi protein F sau dung hop cling
nhu mot trong sb cac chét két dinh cao cép véi protein F tién dung hop (dit liéu khong
dugc thé hién). Do do, PBMC ciia nguoi hién ting duoc lua chon dé phan lap céc té

bao B ghi nh¢ dac hiéu F sau dung hop bang cach phan loai FACS.

Protein F sau dung hop trime dugc biotinyl hoa (LZF21) duge didu ché bang
cach biotinyl héa LZF21 (McLellen et al., 2011, J. Virol 85:7788) bang cach str dung
kit biotinyl hoa E-Z Link™ Sulfo-NHS-LC (Life Technologies, Grand Island, NY)
theo hudng dan cuia nha san xuit. Protein LZF21 bao gdm viing ngoai bao protein F
kidu dai ma khéng c6 peptit dung hop (McLellen et al., 2011, J. Virol 85:7788). Khéi
lai 4D7 & chudt ddc hiéu protein F dung hop (4D7 la khéi lai & chudt nhit ma duge
tao ra bf?mg cach tao mién dich chudt nhét Balb/c bé‘mg virut RSV A2). Chudt nhat
Balb/c dugc tao mién dich hai lan, trong mang bung, béng virut RSV A2 va dugc tang
cuong ba ngay trude khi dung hop, bang cach sir dung 20 pg RSV A2 duge tinh ché
(Advanced Biotechnologies, Inc., Columbia, MD), bang céach tiém trong tinh mach.
L4 lach duoc thu va céc té bao 1a lach duoc dung hop véi cac té bao u tuy SP2/0 bang
cach sur dung polyetylen glycol. Cac té bao duoc bd sung vao moi truong D (StemCell
Technologies Inc., Vancouver, BC), duoc dit trong 245 mm x 245 mm dia petri vuodng
va dugc 0 & nhiét do 37°C, 5% CO; trong 2 tuan. Cac khuén lac riéng 1é duoc léy ra
bang cach st dung ClonePix (Genetix), dugc chuyén vao dia 96 16 va dugc & nhu trén
trong 1 tudn. Dich ndi bé mit sau d6 dugc sang loc dbi véi hoat tinh khang RSV bing
ELISA khéang lai RSV A2 duoc tinh ché. Cac dong vo tinh duong tinh, bao gbm 4D7,
duge mé rong va con dugce tach dong phu bang cach han ché pha loang. Dong v tinh
phu dugc sang loc nhu dugc mo ta ¢ trén va 4D7-8 duoc x4c dinh va dugc st dung
dé t61 wu héa sy nhudm LZF21-biotin ddi véi céc t bao B ghi nhé bing FACS (dir

liéu khong duge thé hién). Thong qua céac thir nghiém t6i wu hoéa nay, duoc xac dinh
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12 1,5 pg/ml LZF21-biotin 1a ndng do tét nhat d nhudm céc t€ bao B ghi nh¢ F dac
hiéu sau dung hop. Tinh dic hiéu cta phan tng nhudm duge chimng minh béng cach
st dung khéi lai chudt khong thich hop lam déi chimg am va canh tranh lién két voi

sur du 100-1000X ctia LZF21 khong dugc danh déu.

Cac té bao B ghi nhé dic hiéu khang nguyén duoc md ta la CD3
CD19*1gG*LZF21*. Cac té bao ndy dugc phan loai vao cac dia 96 16 (mot té bao/i)
chita phéi tir CD40 bidu hién dong té bao HEK293 (dwoc thyc hién bang céch si
dung cac ky thuat sinh hoc phén tir chuén) va IL-21 (Sino Biological Inc., North
Wales, PA). Ngoai 30 miu dugc phan loai, dich ndi bé mat tir 6 15 dugc chimg minh
lién két véi protein F sau dung hop trong thir nghiém ELISA (dugc thye hién nhu
duge md ta & trén). Cdc mau nay cling dugce lién két v6i protein F tién dung hop (dit
lidu khong duoc thé hién). Sau mau ndy sau d6 dugc kiém tra trong thir nghiém trung
hoa, nhu duge md ta & trén, ma khong pha lodng. Su ¢6 mét cia hoat tinh trung hoa
duogc xac dinh dua trén sy giam cua su kién GFP. Trong sau mAu, hai trong sé ching
(RB1 va RB11 dugc thiét k&) thé hién su trung hoa hoan toan chiing HRSV-A (Xem
bang 3).
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Béang 3
ELISA 450nm Su trung hoa
WellID IgG Fsaudunghop F tién dung hop GFP Déi tuong# % Trung hoa

A8 0,641 1,743 1,222 783
A9 1,743 1,915 1,754 689
All 1,81 1,905 1,555 500
B1 1,82 1,925 1,910 0 100%
Bl1l 1,851 1,748 1,900 1 100%
B12 1,801 1,838 1,679 548

Déi chimg 0,037 0,038 0,044 596

Chiét ARN va RT-PCT d6i v6i mdi truomg nudi cdy té bao B ghi nhg duoc phan loai

mot lan

Phéan 1:
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ARN tir dia 96 15 tir dich tan RB1 hit ducc chiét bang cach st dung RINeasy®
Micro Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA) theo hudng dan cua nha san xuit. Nong do
ARN duge x4c dinh bing NanoDrop™ 2000C (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington, DE) dudi UV 260 nm. ARN dugc chiét tir 16 RB1 duoc st dung lam
khuon trong k¥ thuét khuéch dai RT-PCR ciia gen chudi ning va chudi nhe ctia khang
thé béng cach str dung trinh ty doan mdi béng cach st dung trinh tu dan dau (xudi)

va dau C' cta IgG JH, ving hing dinh Kapa hoic ving hing dinh Lamda (nguoc).

Kit RT-PCR mét bude (OneStep RT-PCR kit) (Qiagen Inc, Valencia, CA) dugc
st dung theo hudng din cta nha san xuit dé khuéch dai trinh tu khang thé. Didu kién
ctia PCR nhu sau day: 50°C trong 30 phut, 95°C trong 15 phut, [94°C trong 30 gidy,
55°C trong 30 gidy, 72°C trong 1 phut] x 40, 72°C trong 10 phut, va gilt ¢ nhiét do
4°C.

San phim RT-PCR dugc st dung tryc tiép 1am khudn d6i v6i PCR 1ong ghép.

Phan 2: PCR 16ng ghép

Céc san phdm RT-PCR duge st dung lam khuon trong PCR 10ng ghép dé
khuéch dai ving bién ddi khang thé bang pfx50 ADN polymeaza (Invitrogen, danh
muc sb: 12355-012). Thiét k& dbi véi cac doan mdi PCR 1ong ghép 1a dua trén trinh
tu dong mim cua ving khung lam viéc 1 cia ving bién ddi chudi ning va chudi nhe
IgG & nguoi.

1 pl san phém RT-PCR duogc tron véi 2,5 pl 10X dém PCR, 2,5 ul 10X PCRX
chét tang cuong (Invitrogen), 0,5 ul dNTP hén hop, 0,5 pl t4p hop moi xubi (mod mdi
10 uM), 0,5 pl mdi nguoc (10 uM), 0,5 ul pfx50 ADN polymeaza va 17 pl nude. Pidu
kién ctia PCR 1dng ghép la: 2 phut ¢ nhiét do 94°C, 10 chu ky ¢ nhiét do 94°C trong
30 gidy, 50°C trong 30 gidy, 68°C trong 1 phut, sau do 1a 30 chu ky & nhiét do 94°C
trong 30 gidy, 60°C trong 30 gidy, 68°C trong 1 phut, sau do6 7 phut kéo dai ¢ nhiét
6 68°C, sau d6 gitt & nhiét do 4°C dé bao quan ngan han.

San phdm RB1 PCR 1dng ghép cta céc san pham PCR duoc khuéch dai VH
va VK hodc VH va VL dugc st dung 1am khuon trong PCR 1ap véi lién két dac hiéu
dé gin moi khang thé gen chudi nhe va chudi ning cung nhau dé hd trg su tach dong

truyén budc ké tiép.
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Phén 3. PCR lap va tach dong truyén

pfx50 ADN polymeaza (Invitrogen) dugc sit dung trong phéan tng nay. Moi
xudi va ngugc dugce thiét k& d& hd tro su tach dong truyén cla cic san phim PCR lap
thanh vecto tach dong. 1 pl san pham PCR 16ng ghép chudi ning, 1 pl sén phim PCR
16ng ghép chudi nhe va 1 pl chét lién két duoc tron véi Spl 10x dém PCR, 5 pul 10x
chét tang cuong PCRX, 1 pl NTP hdn hop, 1 ul mdi xudi (10 pM), 1 pl moi nguoc
(10 pM), 1 pl pfx50 ADN polymeaza va 33 ul nudc.

Céc diéu kién PCR nhu sau day: 94°C trong 2 phut, [94°C trong 30 gidy, 60°C
trong 30 gidy, 68°C trong 2 phut] x 10, [94°C trong 30 gidy, 65°C trong 30 giay, 68°C
trong 2 phut] x 30, 68°C trong 7 pht, gilt & nhiét do 4°C.

Céc san pham PCR 1ap duoc tinh ché trén gel agaroza d8 tach dong truyén (san
phim RB1 VH+VK PCR lip xung quanh 1,2 kb duoc thu). San phim RB1 VH+VK
PCR lap duoc tach dong thanh vecto pMab11Exp2 (vdi trinh tu din ddu OmpA dé
bidu hién chudi nhe, véi trinh tu din diu PelB dé biéu hién chudi nang) bang viéc 4p
dung viéc tach dong truyén. Kit tach dong HD® truyén (Clontech Laboratories, Inc.,
Mountain View, CA) dugc st dung va theo hudng dan ctia nha san xuét. Thé bién nap

duoc léy ra va duoc giri t6i GeneWiz, Inc. (South Plainfield, NIJ) dé giai trinh tu.

Céc két qua gidi trinh ty dwugc phén tich bang Sequencher (Gene Codes
Corporation, Ann Arbor, MI). ’

Nucleotit va trinh tw axit amin ctia RB1 dugc md ta trong bang 7 (trinh ty axit
amin cua chudi ning bién dbi va chudi nhe bién dbi cia RB1 duoc phén 1ap ¢ bénh
nhan dugc thé hién béng SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 8, mot cach tuong tmg). Do
thiét két cua cac mdi nguoc Jh c6 sy thay dbi nucleotit, isoleuxin c6 mat trong trinh
tu tu nhién & vi tri 125 duoc thay ddi thanh threonin trong cac protein dugc biéu hién
(chudi ning bién ddi RB1 tao thanh duge thé hién bang SEQ ID NO: 7). Trinh ty axit
amin cua gen mién bién dbi chudi nhe va chudi ning ctia khang thé RB1 duoc gti t6i
GenScript USA, Inc. (Piscataway, NJ) 8 t8i wu héa codon va bién d6i IgG1 & nguoi
va su biéu hién va san xudt tam thoi CHO. ADN dugc téng hop dugc tach dong phu
thanh vecto pTTS dbi véi sy biéu hién té bao CHO-3E7. Plasmit tdi t6 hop ma héa

chudi ning va chudi nhe ctia mdi khang thé dugc chuyén nhiém dong thoi tam thoi
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vao mdi truong nudi ciy té bao CHO-3E7. Dich nbi bé mit ctia moi trudng nudi chy
té bao dugc thu vao ngay 6 dugc st dung dé tinh ché qua cot Protein A. IgG1 & nguoi
RB1 da tinh ché duoc st dung trong thit nghiém trung hoa va cac thi nghiém xac dinh

dac tinh khac nhu duge mo ta trong vi du 2.
Vi du 2: X4c dinh dic tinh ctia khéng thé khang hRSV

RB1 duogc lién két véi ca protein F tién dung hop va protein F sau dung hop
trong thtr nghiém ELISA nhu duoc mo ta trong vi du 1 v6i ECso ndm trong khoang
tir 1 @én 10 ng/ml, trong d6 khang thé D25 (Xem Kwakkenbos et al., 2010, Nature
Medicine 16:123-128) duoc lién két wu tién v6i F tién dung hop. Xem cac hinh v& tir
Fig.1A dén Fig.1B.

mAb ID F tién dung hop (EC50 ng/ml) F sau dung hop (EC50 ng/ml)
D25 8,939 >10.000

palivizumab | 17,37 10,5

RB1 7,053 14,08

S trung hoa déi véi RB1, RB 11, va mdt sb khang thé tiéu chuan dugc bao
cdo trong tai liéu tham khao (D25, palivizumab, chiéu dai ddy du [khang thé D25
dugec tao ra trong nha dya trén trinh tw dugc cong bd va SYNAGIS® (palivizumab)
duoc mua tr Myoderm, Norristown, PA]) dugc so sanh trong chung RSV A Long
(ATCC s6 VR-26™ ) va RSV B Washington chung 18537 ching (ATCC s6 VR-
1580™). Cac mau thir nghiém dugc pha lodng 1An luot ba lan trong EMEM c¢6 b
sung 2% FBS dugc bt hoat boi nhiét, dbi voi mudi mot diém pha loang. Céc mau
dugc pha loang 14n luot sau d6 duge tron voi thé tich bang nhau cia EMEM c6 b
sung 2% FBS dugc bét hoat béi nhiét chira 100 pfu/1d cua cac chung RSV A hodc B.
Sau khi 4 & nhiét do 37°C trong 1 gids, 100 pl € bao HEp-2 & ndng do 1,5x10° té
bao/ml duge chuyén vao dia 96 15 chira hdn hop virut/khang thé. Vao 3 ngay sau khi
nhiém, céc té bao dugc rira mot lan b%mg PBS va sau d6 duge cd dinh trong 80%
axeton trong 10 phut & nhiét do trong phong. Hon hop chira mAbs chudt nhit dic
hiéu RSV F (mAb143-F3-B138) va RSV N (34C9) (thu dugc trong nha) duoc bd
sung vao cac dia va dugc U trong 1 gio ¢ nhiét do trong phong. Cac dia dugc rua bang
PBS/0,05% Tween 20 va IgG khang chudt nhit & ngua dugc biotinyl héa dugc bd

sung vao cic dia va duge U trong 1 git ¢ nhiét dd trong phong. Céc dia duoc rira bing
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PBS/0,05% Tween. Streptavidin nhudm tia hdng ngoai dugc st dung d€ phat hién tin
hidu dic hidu RSV va hai 13n nhudm té bao dbi véi sw tiéu chuan héa thir nghiém
duoc bd sung vao dia 96 16 va dugc u trong 1 gid trong béng t1. Sau 1 gio 0, céc dia
duoc rira, dugc 1am kho trong khong khi trong 20 phut trong bong t6i va duge doc
trén hé théng hinh anh ty dong Licor Aerius® (Licor Aerius® Automated Imaging
System) st dung laze kénh 700 dé tiéu chudn héa té bao va laze kénh 800 dé phit
hién tin hiéu cu thé RSV. Ty 1¢ 800/700 va sy tiéu chudn héa theo phan tram dugc
tinh toan va cac gia tri IC50 dugc xac dinh bang su phi hop dudng cong bbn théng

s6 trong GraphPad.
RB1 c6 thé trung hoa céc ching RSV-A va RSV-B véi hiéu lyc bang nhau
(IC50 bang 1-5 ng/ml). RB1 ciing chimg minh sy trung hoa khang RSV cao hon so
v6i cac khang thé tiéu chudn. Xem céc hinh v& tir Fig.2A dén Fig.2B va Bang 4.
Bang 4: Hi¢u luc lién két va trung hoa ctia RB1 so v&i khang thé tiéu chuén

LiénkétF Lién kétF
tién dung  sau dung Hoat tinh trung hoa, IC50 (ng/mL)

hop hop
RSV A/Long RSV B/washington

RBI1 + + 3 1,7
D25 + - 3,6 25,9
AM22 + - 50 172,8
131-2A, chudt +/- + 1046 >10.000
nhat
(Millipore)
4D7 (Merck), +/- + 2408 >10.000
chudt nhat
palivizumab + + 211,5 166
MPES8 + - 106,6 46
101F, chudt nhat + + 67 43,6
AM14 + - 3,2 1,9

Vide xdc dinh 4 luc déi véi lién két ciia RB1 ddi voi protein F tién dung hop
va sau dung hop: Hoat dong lién két dong hoc cta khang thé RB1 khéang protein F

cia RSV & nguoi (thue hién nhu duge md ta trong vi du 1) duoc xac dinh bing cong
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huéng plasmon bé mit bang cach sit dung hé théng Biacore T200 (Biacore, GE
Healthcare, Piscataway, NJ). Xap xi 5000 RU cua IgG khang chudt nhit, GE
Healthcare Catalog Number BR-1008-38, hodc xap xi 13.000 RU cta IgG Fe gama
chu6t nhit khang dé, manh cuy thé, Jackson ImmunoResearch Catalog Number 112-
006-071, duge cb dinh nhd hoa hoc lién két amin trén chip cam tng Series S CMS,
catalog s6 BR-1005-30.

Biéu dd cam bién lién két phép trir nén (Background subtraction binding
sensorgram) duogc st dung dé phan tich hing sb téc d6 lién két (ka) va phan ly (ka),
va hing s6 phan ly can bang Kp. Bo dit liéu tao thanh dugc lam ph hop véi mo hinh
lién két Langmuir (Langmuir Binding Model) 1:1 bing céch st dung phan mém dénh
gia Biacore T200 (phién ban 2.0). Bang 5 tom tét 4i luc cua khang thé khang protein
F ciia RSV 6 nguoi dang tién dung hop va sau dung hop cua protein F ctia RSV.

Bang 5: Xéc dinh 4i lwc déi voi RB1 voi RSV F tién dung hop va F sau dung hop

bing céch str dung BIAcore

Protein K% (M-1S-1) K& (S-1) KD (nM)

F tién dunghop | 4,4x10° 1,4x10* 0,031
F sau dung hop 2,2x10° 9x10 0,41

RB1 la chit két dinh rét tiém ning cia protein F tién dung hop véi Kd bing
~31 pM. Kd d6i véi lién két sau dung hop 1a cudng do thdp hon & 0,41 nM. Kd dbi
véi D25 nhu duoc bao cdo trong Cong bb don sang ché qudc té s6 W02014121021
A1 bing 57 pM. Ngoai ra, khang thé RB1 tn tai 1au hon trén F tién dung hop so véi
sau dung hgp nuhw da thdy véi tbc do giam cham hon 1a 1,4 x 10 so véi protein F

sau dung hop.
Vi du 3: Lap ban dd epitop ctia khang thé RB1

Epitop lién két cua RB1 trén protein F dung hop duoc 14p ban dd bang cach
thue hién thir nghiém gdy dot bién quét alanin. Viéc 1p ban do epitop dugc thuc hién
bang cach gy dot bién bang sung ban gen & Integral Molecular nhu duge mo .
(Davidson and Doranz, 2014, Immunology 143(1): 13-20). Dé xay dung thu vién giy
dot bién bing sung bin gen, vecto biéu hién protein F cia RSV dugc gy dot bién dé
tao ra thu vién dong vo tinh, mdi vecto thé hién dot bién diém riéng ré& va tich tu bao

gdm tht ca cac gde tir trong protein. Thu vién duge xay dung bing cach st dung
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phuong phéap gy dot bién quét alanin, cung cAp mot phuong phap duge kiém soat
nhidu hon d& x4c dinh cac dong gép chudi bén clia ting gbc. Bang céch sir dung céc
giao thirc rd-bdt ban tu dong, mdi plasmit dot bién duge tach dong riéng 1€, duge giai
trinh tu, 1ap lai nho va dugc sép xép theo ddy & dinh dang vi dia 384 16 cho céc thir
nghiém chuyén nhiém duoc 13p lai, biéu hién va cac thir nghiém lién két khang thé o
céc té bao cua nguoi. Thu vién dot bién quét alanin dugc sang loc khéang lai RB1 dé
lam mét lién két khang thé. Hai gbc arginin-429 va isoleuxin-432 duoc xac dinh 1a
rit quan trong dbi véi lién két RB1. Xem dudi day va Fig.3A. RB1 duong nhu 1a
mAb vi tri IV (nhu 101F) va khang thé lién két vi tri IV trong tai liéu da dugc bao

céo 1a lién két ca F tién dung hop va sau dung hop.

Tinh phan img lién két (% WT)
Dot bién RB1 MAb RB1 Fab D25 MAb
R429A 33,1 (27) 5,1(4) 385,0 (13)
1432A 36,7 (39) 3.6 (7) 327,8 (161)

Chung t6i con dugc tao két tinh dong thoi RB1 Fab véi protein F tién dung
hop dé hiéu hon vé epitop lién két. Dt liéu nhiéu xa dugc thu tr cac tinh thé & 3,4-
3,5A°. Khang thé RBI1 lién két v6i protein F tién dung hop thong qua céc tuong tac
v6i vong CDR cuia ca chudi nang va chudi nhe. Vong CDR3 chudi nhe tuong tac véi
chudi bén cia Arg 429 thong qua viéc tao thanh hai lién két hydro gifta oxy thudc
nhém cacbonyl ciia Phe 91 va Leu 92 va nito thudc nhém guanidino cia Arg 429.
Ngoai ra trén chudi nhe, Asp 50 va Glu 55 trén vong CDR2 duoc dinh vi dé tao ra
lien két hydro v6i Asn 426 va Lys 445 ciia RSV. Tuong tac rong hon duge thue hién
théng qua vong CDR3 cua chudi nang cua RB1, v6i Tyr 104 va Tyr 110 tao ra bé mit
cho trong tac van der Waals v6i Ile 432 trén RSV. Lys 433 cia RSV tao ra lién két
hydro v6&i Asn 107 cta vong CDR3. Tu chu trac tinh thé, chudi nhe cua RB1 ciing
sip xép chéng lai Glu 161 va Ser 182 hodic monome lién ké cta trime RSV tien dung

hop.

Epitop lién két duge xac dinh dbi véi RB1 dugce béo toan & mirc cao trong 36
céc trinh tu protein F tir 944 dén 946 dugc bao céo trong tai liéu. Didu nay goi ¥ rang
su khang lai cac khang thé v6i ving nay sé& dugc mong doi la thap.

Vi du 4: Hoat tinh khang RSV cua khéang thé RSV trong mo hinh dong vét

Khang thé RB1 dugc so sanh véi D25 va palivizumab vé kha ning bao vé trong
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md hinh thtr thach chudt bong. Nghién ctru nay bao gbm palivizumab, cc khang thé
D25 va RB1 dugc dua ra & 2,5 mg/k va dugce pha loing lan luot tir 10 l4n dén 0,25
mg/mk. Trong m6 hinh cua liéu phap mién dich thu dong, chudt bong 1a RB1, D25
hodc palivizumab nhét dinh & ndng d6 khac nhau & d0 va dugc thir thach bang 10°
pfu chira RSV mét ngdy sau d6. Do chuén mili va phoi ciia virut RSV duge thir théch
bdn ngay sau khi thir thach va duoc sir dung dé xac dinh virut chay nho thir nghiém

mang bam.

Chudt bong: ft nhat nim con chudt bong (Sigmodon hispidus), 3-7 tuln tudi
c6 thé trong trung binh xAp xi 100 gam thu dugc tir phong thi nghiém SAGE (SAGE
Lab) (Boyertown, PA). Thirc an cho dong vat gam nhim thong thudng va nudce duge

cung cap tuy ¥.

Chét thir khéang thé: Palivizumab 100 mg dugc lam dong kho (Myoderm,
Norristown, PA) dugce bao ché trong nudc & 100 mg/ml. Céc khang thé khac duge

bidu hién va duoc tinh ché trong nha.

Dang bao ché cua céc chét thir khang thé: Dung dich dém bao ché 13 dic hiéu
dbi v6i mbi khang thé dé 1am n dinh protein va ngén ngira su két tha. Dang bao ché
1a nhu sau: RB1 va D25 dugc pha lodng trong 1x Nudc mudi Pém Phosphat, do
pH=7,2. Palivizumab dugc bao ché theo d& nghi cuia nha san xuét bang cich hoa tan
trong H2O chung cht ma s& dém hiéu qua protein trong 25 mM histidin va 1,3 mM

glyxin c6 do pH=6,0.
Dang bao ché dung dich theo lidu dung, cach dung, va phan tich:

Niam con vat duge can ngau nhién dé xac dinh khéi lugng trung binh cla cac
tap hop duge s dung. Céac dang bao ché duoc chuin bi khodng mot gio trude khi
dung cho con vét. Dung dich gdc ctia khéng thé dong lanh dugc 1am tan bang trén da
uGt trong mot 14n tan bang. Mdi khang thé duoc pha lodng dén ndng do lidu thich hop
dugc phan phdi cho timg nhém. Vao ngay 0 (bét dau nghién ctru) cac con vat duoc
chi dinh ngdu nhién vao mdi nhom dugc gdy mé nhe bang thudc gy mé 1-4%
isofluran va tiém 0,1 ml vao co tir d4u bén phai trong co bang 6ng tiém va kim tiém
26G. Céc con vat dugc hdi phuc sau tac dung cua thubc gdy mé trong hai phut.

Khoang 24 gid sau (+/- 2 gi®), chudt bong dugc gdy mé bang 1-4% isofluran, dan
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mau qua ddm 161 sau hdc mat va sau d6 ngay 1ap tirc duge dua qua 16 mili voi 0,1 ml
chira 1x10>° pfu cta virut kiéu dai Washington RSV A2 hodc RSV B trong mdi trudng
Williams E. Bdn ngay sau khi 1, cdc con vat bi cho chét tro tt bang cach hit CO; va
phéi (thity trai) va xwong xoan trong miii duge loai b6 va duoc lam ddng nhét trong
10 thé tich dung dich mudi cin bang Hanks (Lonza) chita dung dich dém Sucroza
Phosphat Glutamin (SPG) trén da uét. Cac mAu duge 1am trong bang cach ly tAm &
2000 vong/phut trong 10 phut, chia phin miu, dong lanh nhanh, va bao quan dong
lanh ngay 14p tirc & nhiét d§ -70°C cho dén khi duoc thir nghiém trong thir nghiém

mang bam.

Nhur dwrge mo ta trén céc hinh vé tir Fig.4A dén Fig.4D va cac hinh vé tir Fig.5A
dén Fig.5D, RB1 ¢6 thé dat dugc sw giam 2-3 log v& hiéu gid virut dbi v6i ca RSV A
va RSV B trong phdi va mii & lidu 2,5 mpk lidu twong tu nhu D25 nhung t6t hon

s . ~ e

palivizumab ma khong the tac dong hiu gia virut trong mu1.
Vi du 5: Thiét ké Fc cia RB1

Thu thé Fe méi tao ra d6i véi IgG (FcRn) duge xac dinh dac diém tot trong
viéc chuyén mién dich thé dich thu dong tir me sang thai nhi. Ngoai ra, trong subt
cudc doi, FeRn bao vé IgG khoi sy phan huy, theo do6 giai thich thoi gian ban thai kéo
dai cua 16p nay cia khang thé trong huyét thanh. Xem, vi du, Israel et al., 1996,
Immunology 89:573-8. FcRn lién két v6i phan Fe cua IgG ¢ vi tri khac biét voi vi tri
lién két cua FcyRs ¢b dién hodc thanh phan Clq cua b thé. Céu truc dong tinh thé
FeRn—Fe chi ra ring FcRn lién két v6i vimg ban 1& CH2-CH3 ctia khang thé IgG.
Pic diém riéng biét cua con dudng IgG-FcRn bét budc phu thudc vao do pH. Lién
két IgG-FcRn thu dugc bing d pH c6 tinh axit (6,0) trong lysosom, trong khi su
phan ly xay ra & do pH trung tinh (7,4) ctia mdi truong ngoai bao. Sy axit hoa (do
pH=6,0— 6,5) trong lysosom lam cho lién két ctia FcRn véi ving Fe cta IgG bang 4i
lwc micromol thip va bao vé n6 khoi su di héa. IgG lién két FcRn dugc bao vé sau
d6 dugc dua 1én b mit té bao va giai phong vao moi truong ngoai bao. Qua trinh nay
bao vé khang thé bang cach lam giam su tiép xtic clia chiing v6i su phan hiy ngoai

bao.

Khéng thé RB1 dugc thiét ké Fe trong ndi luc dé cai thién thoi gian ban thai.

RB1+YTE 14 din xuét cia RB1 vai dot bién ba (M252Y/S254T/T256E (YTE)) dugc
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dua vao phan Fc cia RB1. Bo dot bién YTE nay cai thién khang thé lién két v6i céc
thu thé Fc méi dan dén thoi gian ban thai dai hon & ngudi. Xem, vi du, Dall'Acqua ef
al., 2006, J Biol Chem. 281:23514-24. Céc dot bién trong 3 axit amin (YTE:
M252Y/S254T/T256E) ndm trong ving Fc clia motavizumab dan dén su tang gip 10
14n trong lién két FcRn in vitro & do pH=6,0 d6i v6i c & ngudi va khi két qué 1a dan
dén su ting gip 4 14n thoi gian ban thai trong huyét thanh in vitro & khi. Xem Robbie
et al., 2013, Antimicrob Agents Chemother. 57:6147-53.

Céc trinh tu axit amin cia mién bién ddi chudi nhe va chudi ning cta khang
th8 RB1+YTE dugc giri dén GenScript USA, Inc. (Piscataway, NJ) cho viéc td1 wu
hoéa codon va chuyén héa IgG1 & nguoi va su biéu hién va san xuét tam thoi CHO.

Nucleotit va trinh tu axit amin cia RB1+YTE dirgc md ta trong bang 7.

Cac ADN d tdng hop dugce tach dong phu thanh vecto pTTS dbi véi su biéu
hién té bao CHO-3E7. Plasmit t4i tb hop ma héa chudi ning va chudi nhe cta mdi
khang thé dugc chuyén nhiém ddng thoi tam thoi vao moi tfu&rng nudi céy.té’ bao
CHO-3E7. Dich ndi bé mt ctia mdi truong nudi cy té bao dugc thu vao ngay 6 dugc
sir dung dé tinh ché thong qua cot Protein A. IgG1 & ngudi RB1+YTE dugc tinh ché

duoc sir dung trong thtt nghiém trung hoa va céc thir nghiém xac dinh déic tinh khéc.
Vi du 6: X4c dinh dic tinh cia RBI+YTE

RB-1+YTE lién két vdi protein F trong thi nghiém ELISA duge thuc hién nhu
dugc mo ta trong vi du 1 vai EC50 nam trong khoang tir 1,97 dén 2,457 ng/ml. Xem
Fig.6. Su trung hoa ddi voi RB1+YTE, va khang thé tiéu chuén dugc bio cdo trong
tai liéu (Motavizumab, MedImmune, Gaithersburg, MD; xem Cong b don sang ché
Mg s US20110158985) duoc thuc hién trong nha dua trén trinh ty duge cong bo,
duoc so v6i ching RSV A Long (ATCC s6 VR-26™) va ching RSV B Washington
ching 18537 (ATCC s6 VR-1580™). C4c mau kiém tra dugc pha lodng 1an lugt ba
l4n trong EMEM duoc bd sung 2% FBS bj bét hoat bi nhiét, déi véi mudi mot diém
pha lodng. Cac mau duoc pha lodng 1an luot sau d6 duoc tron béng thé tich béng nhau
ctia EMEM c6 bd sung 2% FBS bi bat hoat b&i nhiét chira 100 pfu/1d chira cac ching
RSV A hoidc B. Sau khi u & nhiét d6 37°C trong 1 gi¢, 100 ui chira cac té bao HEp-2
& ndng do 1,5x105 té bao/ml dugc chuyén vao dia 96 18 chira hdn hop virut/khang the.

3 ngay sau nhiém trung, cac té bao dugc rira mot 1an béng PBS va sau d6 duoc cd
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dinh trong 80% axeton trong 10 phut & nhiét do trong phong. Hon hop chira RSV F
(mAb143-F3-B138) va RSV N (34C9) mAbs ¢ chudt nhit dac hidu (mAb143-F3-
B138 va 34C9 1 khang thé trong nha thu dwgc bing cach tao mién dich chudt nhat
véi khang nguyén tuong ung va sy c¢b dinh cua cac té bao B bang cach sir dung k§
thuat lai) duoc bd sung vao cac dia va dugc  trong 1 gio & nhiét do trong phong. Céc
dia duoc rira bang PBS/0,05% Tween 20 va IgG khang chudt nhit & ngwa duoc biotyl
héa duge bd sung vao cic dia va dugce U trong 1 gio ¢ nhiét do trong phong. Céc dia
dugc rira bang PBS/0,05% Tween. Streptavidin nhudm tia héng ngoai duge st dung
dé phat hién tin hidu dic hiéu RSV va sy 1an nhudm hai té bao ddi véi sy tiéu chuén
héa thir nghiém duoc bd sung vao dia 96 16 va duge  trong 1 gio trong bong t6i. Sau
1 gidr 1, cac dia ndy dugc rira, dugc lam kho trong khong khi trong 20 phit trong bong
tdi va duge doc trén Hé théng hinh anh ty dong Licor Aerius® (Licor Aerius®
Automated Imaging System) bang cach st dung laze kénh 700 dbi vai su tiéu chuén
hoa té bao va laze kénh 800 dé phat hién tin hiéu dic hiéu RSV. Ty 1& 800/700 va su
tiéu chudn hoa theo phén tram duoc tinh toan va céc gia tri IC50 dugc xac dinh bang

su phu hgp dudng cong bén thong sb trong GraphPad.

RB-1+YTE c6 thé trung hoa cac ching RSV-A va RSV-B véi hiéu luc bang
nhau (IC50 bang 5-10 ng/ml). Xem bang 6.

Bang 6: Xac dinh sy trung hoa va i luc d6i véi RB1+YTE v6i RSV F tién dung
hop va F sau dung hop

89/117

Mab Trung hoa Hing s6 dong hoc Hing s6 dong hoc

ICso In vitro | (F tién dung hop) (F sau dung hop)

(ng/ml)

RSV |RSV | Ku(M-1s-1) | Kee (s-1) | Kb Kg(M-1s-1) | K (s-1) | Kp

A B (nM) (nVh)
RB-1 |3 1,7 4,4x108 1,4x10* 10,031 |2,2x10° 9x10 0,41
RB-1+ | 3,6 3,49 | 3,2x10° 2,3x10* 0,071 | 1,4x10° 7x10* 0,48
YTE

Viée dua vao cac dot bién YTE trong phin Fc cia RB1 khong thay doi higu
luc cta khang thé in vitro dé trung hoa cac chung RSV A va B. Hiéu luc trung hoa in
vitro dbi véi RSV A 13 3 va 3,6 ng/ml ddi véi RB1 va RB1+YTE, mot cach tuong
tmg. Hiéu luc dbi vé6i sy trung hoa in vitro doi véi RSV B 1a 1,7 va 3,49 ng/m dbi véi

RB1 va RB1+YTE, mdt cach tuong ung. Hing s6 dong hoc duge xac dinh bing
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Biocore twong tu di véi RB1 vaRB1+YTE goiy rang viéc dua vao YTE trong ving
Fc cta khang thé khong 1am thay ddi cac dac tinh lién két khang nguyén cua no.

Nghién ciru duge dong hoc khong GLP (Thuc hanh phong thi nghiém tbt -
Good Laboratory Practice) dugc thuc hién 6 New Iberia Research Center (UL
Lafayette, LA). Tam con khi Rhesus duc chua qua thir nghiém sinh hoc duoc chon
ngAu nhién va duoc chi dinh vao mot trong hai nhém nghién ciru (n=4 cho méi nhom).
Mdi con vat dung lidu don trong tinh mach (i.v.) chta RBI+YTE) hodc
Motavizumab-YTE véi luong 10 mg/kg. Cac mau méu dugc rat trude khi ding lidu
vao ngay 0, & thoi didm 0,5, 1, 3, 8 gio sau khi ding lidu, va ¢ thoi diém 1, 2,3, 5,7
va 10 ngay sau khi dung lidu. Céac thir nghiém mién dich dua vao ECL duoc st dung
dé dinh lugng ca RB1+YTE (nguoi x [RSV] mAb (RB1-YTE) IgG1 / Kapa (CE)) va
Motavizumab_YTE (dugc lam gidng ngudi x[RSV] mAb IgG1 / Kapa ) trong huyét

thanh cua khi Rhesus.

Thir nghiém st dung chudt nhit chudi kapa khang IgG & nguoi duge biotinyl
hoa (BD Biosciences, San Jose, CA) 1a chét phan Ung bat gilt va Fc ctia chut khang
IgG & nguoi sulfoTAG la chét thir phat hién (SouthernBiotech Birmingham, AL).
Gi6i han dinh luong thip hon (Lower Limit of Quantification - LLOQ) cua thu
nghiém duogc xac dinh 12 1,37 ng/ml v6i su pha lodng dugc yéu cau tbi thiéu

(Minimum Required Dilution - MRD) Ia 20.

Duoc dong hoc ciia RBI+YTE va Motavizumab-YTE dugc dénh gié 1én dén
10 ngay & khi dudi ngin Rhesus dugc dung lidu trong tinh mach & 10 mg/kg bang
cach st dung thir nghiém mién dich tuong tu dé dinh luong RB1+YTE va
Motavizumab-YTE. Ddi véi mdi con vat, md hinh khong khoanh ving dugc lam phu
hop véi di liéu ndng do trong huyét thanh ctia mdi con vat bang cach sir dung Phoenix
Winnonlin 6.3 (Certara, NJ) dé uGe tinh dién tich duéi duong cong (AUCO-10 ngay).
AUCO0-10 ngay dugc tinh trung binh qua 4 con vt d6i v6i mdi nhom diéu tri va duge
bao cdo 1a + do léch chudn trung binh. Pbéi v6i RBI+YTE, AUCO0-10 ngay =
1159+116 pg/mL*ngay va ddi voi Motavizumab-YTE, AUCO0-10 ngay = 1381+63.0
ng/mlL*ngay

RBI1+YTE (duoc miéu ta la RB1-YTE trong chu thich trén hinh vE) va

Motavizumab-YTE thé hién profin ndng dd huyét thanh twong tu va dugc dong hoc
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& khi dudi ngin Rhesus. Xem Fig. 7. RB1+YTE PK trong NHP ciing dugc phat hién
c6 thé so sanh dugc véi motavizumab-YTE PK & khi dau ché duge bao cdo trong tai

liéu. Xem Dall'Acqua et al., 2006, J Biol Chem, 281:23514-24.

TAt c4 céc tai liéu tham khao dugc trich dAn trong ban md ta nay dugc dua day
bang cach vién din & cung mirc do nhu thé mdi cong bé riéng 1é, muc nhap co s& dix
liéu (vi du, c4c trinh tu ngén hang gen (Genbank) hodc muc nhép GenelD), don sang
ché, hoic bﬁng séng ché, dugc chira cu thé va riéng r& dugc dua vao day béng cach
vién dAn. Phin trinh bay dugc dua vao bang cach vién dan dugc du dinh boi cht don,
theo 37 CF.R. §1.57(b)(1), lién quan dén mdi va moi cong bd don riéng 1é, muc nhip
co s& dit liéu (vi du cac trinh tw ngan hang gen (Genbank) hodc muc nhép GenelD),
don sang ché, hodc bang sang ché, mdi trong sb céc tai liéu nay dugc x4c dinh 13 rang
theo 37 C.F.R. §1.57(b)(2), ngay ca khi trich dan nay khong lién ngay véi phén trinh
bay riéng dua vao bing cach vién din. Viéc bao gdm céc phan trinh bay riéng dua
vao bang cach vién dan, néu c6, ndm trong ban mo ta khong lam anh hudng dén phan
trinh bay chung dua vao bang cach vién din theo bét ky cach nao. Viéc trich dan cac
tai liéu tham khéo trong ban md t4 nay khong nhim muc dich thira nhan ring tai liéu
tham khao 1a tinh trang k§ thuat thich hop, cling nhu khong cAu thanh bét ky sy thira

nhan nao vé ndi dung hodc ngay clia cac cong bo hodc tai liéu nay.

Sang ché khong bi gi6i han pham vi ¢ cic phwong 4n cu thé dugc mo ta trong
ban mo ta. That vy, nhiéu cai bién khéc nhau cia sang ché ngodi cac ndi dung dugce
md ta trong ban mo ta nay s€ tré nén rd rang dbi voi ngudi 6 hidu biét trung binh vé
linh vuc lién quan tr mo t& néu trén va cac hinh v& kém theo. Céc cai bién nhu vay

duoc du dinh 12 ndm trong pham vi cuia cac diém yéu cau bao ho bd sung.
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Bang 7: Thong tin trinh tu

SEQ ID|M& ta TRINH TU

NO:

1 RB1 H - CDR1 DSAMS

2 RB1 H - CDR2 FIKSKTYGGTKEYAASVKG

3 RB1 H - CDR3 GAPYGGNSDYYYGLDV

4 RB1 L - CDR1 RTSQDVRGALA

5 RB1 L - CDR2 DASSLET

6 RB1 L - CDR3 QQFLDFPFT

7 RB1 VH EVQLVESGGGLVRPGRSLRLSCTVSGFSFDDSAMSWVROAP

GKGLEWISFIKSKTYGGTKEYAASVKGRFTISRDDSKNIAY
LOMNSLKTEDTAVYYCTRGAPYGGNSDYYYGLDVWGQGTTV

TVSS
8 RB1 VL (duoc phan lap & DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSQDVRGALAWYQQKPG
bénh nhan) KAPKLLIFDASSLETGVPSRFSGSGSGTVFTLTISSLQPED
FAAYYCQQFLDFPFTFGQGTRLEIKRT
9 RB1 VH (dugc phan lap & EVOLVESGGGLVRPGRSLRLSCTVSGFSFDDSAMSWVRQAP
bénh nhan) GKGLEWISFIKSKTYGGTKEYAASVKGRFTISRDDSKNIAY
LOMNSLKTEDTAVYYCTRGAPYGGNSDYYYGLDVWGQGTTV
IVSS
10 Trinh tu dan dau MGWSCIILFLVATATGVHS
11 RB1 VH + doan dan dau MGWSCIILFLVATATGVHSEVQLVESGGGLVRPGRSLRLSC

TVSGFSFDDSAMSWVRQAPGKGLEWISFIKSKTYGGTKEYA
ASVKGRFTISRDDSKNIAYLOMNSLKTEDTAVYYCTRGAPY
GGNSDYYYGLDVWGQGTTVTVSS

12 RB1 VL + doan dan dau MGWSCIILFLVATATGVHSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTIT
CRTSQODVRGALAWYQQKPGKAPKLLIFDASSLETGVPSRFES
GSGSGTVFTLTISSLQPEDFAAYYCQQFLDFPFTFGQGTRL

ETKRT
13 vung hdng dinh chudi ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
nang- NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI
IgGl CNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV

FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFE
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

GK
14 Ving hing dinh chudi nhe | VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKY
kapa DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKV
YACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
15 Axit nucleic m& héa RBI GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACGGCC
VH AGGGCGGTCCCTGAGACTCTCCTGCACAGTTTCTGGATTCA

GCTTTGACGACTCTGCTATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCA
GGGAAGGGGCTGGAATGGATAAGTTTCATTAAAAGTARAAAC
TTATGGTGGGACAAAAGAATACGCCGCGTCTGTGARAAGGCA
GGTTCACCATCTCAAGAGATGATTCCAAAAACATCGCCTAT
CTGCAAATGAACAGCCTGAARACCGAGGACACAGCCGTGTA
TTATTGTACTAGAGGGGCGCCTTACGGCGGTAACTCCGATT
ACTACTACGGTTTGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTC

ACTGTCTCCTCA
16 Axit nucleic m& hdéa RBIL GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATC
VL TGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGACARGTCAGG

ACGTTAGAGGTGCTTTAGCCTGGTATCAACAGAAACCAGGS
' AAAGCTCCTAAACTCCTGATCTTTGATGCCTCCAGTTTGGA
GACTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGA
CAGTTTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGAT
TTTGCAGCTTATTACTGTCAGCAGTTTCTTGATTTCCCTTT
CACCTTCGGCCAGGGGACACGACTGGAAATCAAACGTACG

17 Axit nucleic m& hdéa RBI1 GAGGTGCAGCTGGTCGAGAGCGGGGGGGGGCTGGTGCGGCC
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VH (codon duocc tdi uu
hoéa)

TGGCAGGTCTCTGAGACTGAGCTGCACCGTGAGCGGCTTCT
CCTTTGACGATTCTGCCATGAGCTGGGTGCGGCAGGCTCCA
GGCAAGGGACTGGAGTGGATCTCCTTCATCAAGTCTAAGAC
CTACGGCGGCACAAAGGAGTACGCCGCTTCCGTGAAGGGCC
GGTTTACCATCAGCAGGGACGATTCCAAGAACATCGCCTAT
CTGCAGATGAACAGCCTGAAGACCGAGGACACAGCCGTGTA
CTATTGCACAAGAGGAGCTCCTTACGGAGGCAACAGCGACT
ACTATTACGGACTGGACGTGTGGGGACAGGGAACCACAGTG
ACCGTGAGCTCC

18

Axit nucleic md hdéa RB1
VL (codon duoc tdi uu
hda)

GACATTCAGATGACTCAGTCCCCTTCAAGTCTGAGCGCCTC
CGTGGGCGACAGAGTGACCATCACATGCCGGACCAGCCAGG
ATGTGCGGGGCGCCCTGGCTTGGTACCAGCAGAAGCCAGGC
AAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTTTGACGCTAGCTCCCTGGA
GACCGGCGTGCCCTCCAGGTTTTCTGGCAGCGGCTCC
GGCACAGTGTTCACCCTGACAATCTCTAGCCTGCAGCCTGA
GGACTTTGCCGCTTACTATTGCCAGCAGTTCCTGGATTTCC
CCTTCACCTTCGGCCARAGGCACACGGCTGGAGATCAAGAGG
ACC

19

Axit nucleic m& hdéa Trinh
ty didn didu chudi ning

ATGGGTTGGTCCTGTATTATCCTGTTCCTGGTCGCCACTGC
TACTGGGGTCCACTCA

20

Axit nucleic md& hdéa Trinh
tu din didu chudi nhe

ATGGGCTGGTCCTGTATTATCCTGTTCCTGGTGGCAACCGC
AACTGGTGTGCATAGC

21

Axit nucleic m& hda vung
hing dinh chudi ning-
IgGl

GCCTCTACAAAGGGCCCTAGCGTGTTCCCACTGGCTCCCTC
TTCCAAGTCTACCAGCGGAGGAACAGCCGCTCTGGGATGTC
TGGTGAAGGATTACTTCCCAGAGCCCGTGACCGTGTCCTGG
AACTCTGGCGCCCTGACCAGCGGAGTGCACACATTTCCAGC
TGTGCTGCAGTCCTCTGGCCTGTATTCCCTGAGCTCCGTGG
TGACCGTGCCCTCTAGCTCCCTGGGCACCCAGACATACATC
TGTAACGTGAATCACAAGCCAAGCAATACAAAGGTGGACAA
GAAGGTCGAGCCCAAGTCCTGTGATAAGACCCACACATGCC
CCCCTTGTCCTGCTCCAGAGCTGCTGGGAGGACCTAGCGTG
TTCCTGTTTCCACCCAAGCCTAAGGACACCCTGATGATCTC
TAGGACCCCCGAGGTGACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCC
ACGAGGATCCTGAGGTGAAGTTTAACTGGTACGTCGATGGC
GTGGAGGTGCACAATGCCAAGACAAAGCCCAGAGAGGAGCA
GTATAACTCCACCTACCGGGTGGTGTCTGTGCTGACAGTGC
TGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAG
GTGTCCAATAAGGCCCTGCCCGCTCCTATCGAGAAGACCAT
CTCTAAGGCCAAGGGCCAGCCTAGGGAGCCACAGGTGTATA
CACTGCCTCCATCCAGAGACGAGCTGACCAAGAACCAGGTG
TCTCTGACATGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCTTCTGATAT
CGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGCCAGCCAGAGAACAATT
ATAAGACCACACCCCCTGTGCTGGACAGCGATGGCTCCTTC
TTTCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGATAAGTCCCGGTGGCA
GCAGGGCAACGTGTTCAGCTGTTCTGTGATGCACGAAGCCC
TGCACAATCACTACACTCAGARAGAGCCTGTCCCTGTCACCT
GGTAAA

22

Axit nucleic m& hda vung
hing dinh chudi nhe kapa

GTGGCCGCTCCCTCCGTGTTTATCTTCCCCCCTTCTGACGA
GCAGCTGAAGTCTGGCACAGCTAGCGTGGTGTGCCTGCTGA
ACAATTTCTACCCTCGGGAG
GCCAAGGTGCAGTGGRAGGTGGATAACGCTCTGCAGTCTGG
CAATAGCCAGGAGTCCGTGACCGAGCAGGACTCTAAGGATA
GCACATATTCCCTGTCCTCTACCCTGACACTGTCTAAGGCC
GATTACGAGAAGCACAAGGTGTATGCTTGTGAAGTCACCCA
CCAGGGGCTGAGTTCACCAGTCACCAAGTCATTCAATCGGG
GCGAGTGC

23

Chudi ning RB1+YTE

EVQOLVESGGGLVRPGRSLRLSCTVSGFSFDDSAMSWVRQAP
GKGLEWISFIKSKTYGGTKEYAASVKGRFTISRDDSKNIAY
LOMNSLKTEDTAVYYCTRGAPYGGNSDYYYGLDVWGQGTTV
TVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
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OTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELT
KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

24

Axit nucleic md héa chudi
ndng RB1+YTE (codon dugc
£81i wu hoa)

GAGGTGCAGCTGGTGGAATCCGGCGGCGGACTGGTCAGACC
TGGCAGATCCCTGAGGCTCAGCTGTACCGTGAGCGGCTTCA
GCTTCGACGACTCCGCCATGAGCTGGGTGAGACAGGCCCCT
GGCAAGGGCCTGGAGTGGATCAGCTTCATCAAGAGCAARAC
CTATGGCGGAACCAAGGAATACGCCGCCTCCGTGAAGGGCA
GGTTCACCATTTCCAGGGACGACAGCAAGAACATCGCTTAC
CTCCAGATGAACTCCCTCAAGACCGAGGATACCGCCGTGTA
TTATTGCACCAGAGGCGCCCCCTACGGCGGCAATTCCGACT
ATTACTACGGCCTGGATGTCTGGGGCCAAGGCACAACAGTG
ACCGTGAGCTCCGCTAGCACCAAGGGACCCAGCGTGTTCCC
CCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACAAGCGGAGGAACAGCCG
CCCTCGGCTGTCTGGTGAAAGACTACTTCCCCGAGCCTGTG
ACAGTCAGCTGGAATAGCGGCGCTCTGACCAGCGGCGTCCA
CACCTTTCCCGCTGTCCTGCAGAGCTCCGGCCTGTACAGCC
TGTCCTCCGTGGTCACAGTGCCCTCCTCCAGCCTGGGCACA
CAAACCTACATCTGTAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACAC
CAAGGTGGACAAGAAGGTCGAACCCAAATCCTGTGACAAGA
CCCACACATGCCCCCCCTGCCCCGCCCCTGAGCTGCTG
GGCGGCCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCTCCCAAGCCCAAGGA
TACCCTGTATATCACCAGAGAACCCGAGGTGACCTGTGTGG
TGGTCGACGTCAGCCACGAAGATCCTGAGGTCAAGTTCAAC
TGGTATGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAACGCCAAAACCAA
GCCCAGGGAGGAACAGTATAACAGCACCTACAGGGTGGTGT
CCGTCCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGAAAG
GAGTACAAATGTAAGGTCAGCAACAAAGCCCTGCCCGCTCC
TATCGARAAAGACCATCTCCAAGGCCARAGGCCAGCCCAGAG
AACCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCTAGCAGAGACGAGCTG
ACCAAAAACCAGGTCTCCCTGACCTGCCTGGTGAAAGGCTT
CTACCCCAGCGATATCGCCGTGGAATGGGAAAGCAACGGCC
AGCCTGAGAACAACTACAAGACCACCCCTCCCGTGCTCGAC
AGCGATGGCAGCTTCTTTCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGA
CAAGAGCAGGTGGCAACAAGGCAACGTGTTCTCCTGCTCCG
TGATGCACGAGGCTCTGCACARACCACTATACCCAGAAGTCC
CTGAGCCTCAGCCCCGGAAAATGA

25

Chudi nhe RBL+YTE

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSQDVRGALAWYQQOKPG
KAPKLLIFDASSLETGVPSRFSGSGSGTVFTLTISSLQPED
FAAYYCQQFLDFPFTFGQGTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDE
QLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC

26

Axit nucleic md héa chudi
nhe RB1+YTE

GACATTCAGATGACTCAGTCCCCTTCAAGTCTGAGCGCCTC
CGTGGGCGACAGAGTGACCATCACATGCCGGACCAGCCAGG
ATGTGCGGGGCGCCCTGGCTTGGTACCAGCAGAAGCCAGGC
AAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTTTGACGCTAGCTCCCTGGA
GACCGGCGTGCCCTCCAGGTTTTCTGGCAGCGGCTCCGGCA
CAGTGTTCACCCTGACRATCTCTAGCCTGCAGCCTGAGGAC
TTTGCCGCTTACTATTGCCAGCAGTTCCTGGATTTCCCCTT
CACCTTCGGCCAAGGCACACGGCTGGAGATCAAGAGGACCG
TGGCCGCTCCCTCCGTGTTTATCTTCCCCCCTTCTGACGAG
CAGCTGAAGTCTGGCACAGCTAGCGTGGTGTGCCTGCTGAA
CAATTTCTACCCTCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGG
ATAACGCTCTGCAGTCTGGCAATAGCCAGGAGTCCGTGACC
GAGCAGGACTCTAAGGATAGCACATATTCCCTGTCCTCTAC
CCTGACACTGTCTAAGGCCGATTACGAGAAGCACAAGGTGT
ATGCTTGTGAAGTCACCCACCAGGGGCTGAGTTCACCAGTC
ACCAAGTCATTCAATCGGGGCGAGTGC
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YEU CAU BAO HQ
1. Khang thé dugc phan 1ap hodc manh lién két khang nguyén ctia né lién két v6i
protein F cia RSV ¢ nguoi, trong d6 khang thé hoic manh lién két khang nguyén nay
bao gbm ving bién ddi chudi nang CDRI bao gOm trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO:1, ving bién ddi chudi ning CDR2 bao gdm trinh ti axit amin néu trong SEQ
ID NO:2, ving bién dbi chudi ngng CDR3 bao gdm trinh tur axit amin néu trong SEQ
ID NO:3, ving bién ddi chudi nhe CDR1 bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO:4, ving bién ddi chudi nhe CDR2 bao gdm trinh tw axit amin néu trong SEQ
ID NO:5, va ving bién d6i chudi nhe CDR3 bao gdm trinh tu axit amin néu trong

SEQ ID NO:6.

2. Khang thé dugc phéan 1ap hodc manh lién két khang nguyén cta n6 theo diém 1,
trong d6 khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 lién két voi protein F
tién dung hop RSV & ngudi co gia tri KD nam trong khoang tr khoang tir khoang 1
x 10° M dén khoang 1 x 10" M nhu dugc x4c dinh bang k§ thuét cong hudng
plasmon bé mit (vi du, BIACORE) hozc k¥ thuat twong tu (vi du, KinExa hodc
OCTET).

3. Khang thé dugc phan 14p hodc manh lién két khang nguyén cta n6 theo diém 1
hodc 2, trong d6 khang thé nay bao gdm ving bién ddi chudi ning bao gdm trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 7 va vung bién ddi chudi nhe bao gbém trinh tu axit

amin néu trong SEQ ID NO: 8.

4. Khang thé dugc phan 1ap hogc méanh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém 3, 1a
khéng thé ¢6 chidu dai ddy du c6 hai chudi nhe va hai chudi néng, trong d6 méi chudi
nhe bao gdm: ving bién ddi bao gdm SEQ ID NO: 8 va chudi nhe kapa & ngudi (SEQ
ID NO: 14); va mdi chudi ning bao gbm: ving bién dbi bao gdm SEQ ID NO: 7 va
ving hing dinh IgG1 & ngudi (SEQ ID NO: 13).

5. Khang thé dugc phén 1ap theo diém 3, trong d6 khang thé nay bao gém chudi néng
bao g@)m trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 23 va chudi nhe bao gém trinh tw
axit amin néu trong SEQ ID NO: 25.

6. Khang thé dugc phan 14p theo diém 4, trong d6 trinh ty axit amin cta chudi ning

bao gom trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 23 va trinh ty axit amin ctia chudi
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nhe bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 25.

7. Khang thé dugc phén lap hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 theo diém bt

ky trong sb cac diém tr 1 dén 6 12 khang thé IgG.

8. Khang thé dwoc phén 1ap hodc manh lién két khang nguyén cuia n6 theo diém bét
ky trong sb cac diém tr 1 dén 7, 14 khang thé, trong d6 khang thé nay dugc tao ra

trong té bao CHO.

9. Polypeptit dugc phan l4p bao gbm trinh tv axit amin néu trong trinh tu bat ky trong

s6 SEQ ID NO: 7 hoic 8.

10. Polypeptit dugc phén lap theo diém 9, trong dé polypeptit nay bao gdm trinh tur
axit amin néu trong trinh tu bat ky trong s6 SEQ ID NO: 23 hoic 25.

11. Axit nucleic dugc phén 13p ma hoa polypeptit bét ky trong s6 cac polypeptit theo
diém 9 hodc 10.
12. Vecto biéu hién chra axit nucleic dugc phan 14p theo diém 11.

13. Té bao chu chira khang thé, manh lién két khang nguyén cta no, polypeptit,

polynucleotit hodc vecto bidu hién theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 12.

14. Té bao chi theo diém 13, 12 t& bao Pichia hodc té bao budng trimg chudt dong

Trung Quéc.

15. Ché phdm chira khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia né theo diém bt

k¥ trong s6 cac diém tir 1 dn 8 va chéit mang hodc chit pha loang dugc dung.

16. Ché pham theo diém 15, trong do6 ché pham nay con chtra khang thé hoac manh
lién két khang nguyén ctiia n6 khang lai tic nhan gy bénh duong ho hép duoc chon
tir nhom bao gdm virut ctim, virut cy bao & nguoi (human cytomegalovirus - hCMV),
virut gdy viém phéi cho nguoi (human metapneumovirus - hMPV), virut ai cim 4}
ngudi (human parainfluenza - hPIV), rhinovirut & ngudi (human rhinovirus - hRV),
virut viém phé)i do mycoplasma, virut phé ciu khuén, adenovirut, bocavirut, virut rudt

non, norovirut hoac BK virut.

17. Ché phdm theo diém 16, trong d6 tac nhin gy bénh duong ho hép 1a virut ctim,
hCMV, hMPV, hPIV, norovirut, hodc BK virut.

18. Phuong phéap san xuét khang thé hoic manh lién két khang nguyén bao gdm cac
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budc:

a) nudi cy té bao chu chira polynucleotit ma hoéa chudi ning va/hoic chudi
nhe cua khang thé hodc manh lién két khang nguyén bét ky trong sb cac khang thé
hoic manh lién két khang nguyén cta no theo diém bat ky trong s6 cac diém tir | dén

8 trong céc diéu kién thich hop dé biéu hién polynucleotit; va

b) tuy v, thu hdi khang thé hoic manh lién két khang nguyén cta no tir té bao
chit va/hodc moi truong nudi ciy.
19. Ché phdm gdy mién dich chira khang thé hodc manh lién két khang nguyén cta
n6 theo diém bat ky trong s6 cac didm tr 1 dén 8 va khang nguyén dugc chon tir

protein F ctia RSV va protein G ctia RSV va céc manh cua no.

20. Phuwong phap phat hién sy c6 mit cua protein F tién dung hop RSV & ngudi hodc
ménh ctia n6 trong mau bao gdm cac budc: cho mau nay tiép xdc voi khing thé hoac
manh lién két khéng nguyén ciia né theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 8 va
phat hién sy c6 mit cta phirc hop gitta khang thé hogc manh lién két khang nguyén
cta nd va peptit; trong d6 bude phat hién phirc hop chi ra sy ¢6 mat cia protein F tién

dung hgp RSV.
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<210> 1
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1

Asp Ser Ala Met Ser

1 5
<210> 2

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Phe Ile Lys Ser Lys Thr Tyr Gly Gly Thr Lys Glu Tyr Ala Ala Ser
1 5 10 15

vVal Lys Gly

<210> 3
<211> 16



<212> PRT
<213> Homo

<400> 3

Gly Ala Pro
1

<210> 4
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo
<400> 4

Arg Thr Ser
1

<210> 5
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo
<400> 5

Asp Ala Ser
1

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

<213> Homo

<400> 6

Gln Gln Phe
1

<210> 7
<211> 127
<212> PRT
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sapiens

Tyr Gly Gly Asn Ser Asp Tyr Tyr Tyr Gly Leu Asp Val
5 10 15

sapiens

Gln Asp Val Arg Gly Ala Leu Ala
5 10

sapiens

Ser Leu Glu Thr
5

sapliens

Leu Asp Phe Pro Phe Thr
5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Chudi ning RB1 cé su thay thé axit amin

<400> 7

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

2
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Ser

Ser

65

Ala

Tyr

Gly

Leu

Met
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Val
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Cys

Leu
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<212>
<213>

<400>

Arg

Ser

35

Ile

Lys

Leu

Thr

Asp
115

109
PRT
Homo

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp

35

Phe Asp Ala

50

Leu

20

Trp

Lys

Gly

Gln

Arg

100

Val

Ser

Val

Ser

Arg

Met

85

Gly

Trp

sapiens

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Thr

Ile

Gln

Ser

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Ala

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Thr

Gln

Thr

55

Thr

Ser

Pro

Gln

Ser

Cys

Lys

Glu
55

Val

Ala

40

Tyr

Ile

Leu

Tyr

Gly
120

Pro

Arg

Pro

40

Thr

43675

Ser

25

Pro

Gly

Ser

Lys

Gly

105

Thr

Ser

Thr
25

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Gly

Arg

Thr

90

Gly

Thr

Ser
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Ser

Lys

Val

Phe

Lys

Thr

Asp
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Glu
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Val
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Ala

Pro

Ser

Gly
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Asp

Asp

Ser

Thr

Ser
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Ser
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Glu

Ser

Thr
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Val
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Ala
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Gly

Ala

Ile

Gly
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Trp

Lys
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Gln

Arg
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Val

Val
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Gly

Trp

Val Phe Thr
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Tyr Tyr Cys

Thr Arg Leu

Glu

Cys
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Lys

Phe

70

Asn

Ala

Gly

Ser

Thr

Gln

Thr

55

Thr

Ser

Pro

Gln

Gly

Val

Ala

40

Tyr

Ile

Leu

Tyr

Gly
120
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Leu

Gln

Glu
105

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Ser

Lys

Gly

105

Thr

Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

Gln
90

Ile

Gly
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Gly

Gly

Gly

Arg

Thr

90

Gly

Thr
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Phe Leu Asp Phe Pro Phe
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Thr

Asp

75

Glu

Asn

Val

Val

Ser
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Asp

Asp

Ser

Ile
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Glu

Ser

Thr

Asp

Val
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Pro
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Glu
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Tyr
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Ala
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Tyr
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

19
PRT

Trinh ty nhan tao

Trinh tu doan dan dau

10
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Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1

Val His Ser

Trinh ty nhdn tao

<210> 11
<211> 146
<212> PRT
<213>

<220>

<223> Axit
<400> 11

Met Gly Trp

1

Val

Pro

Asp

Glu

65

Tyr

Lys

His

Gly

Asp

Trp

Ala

Asn

Ser

Arg

35

Ser

Ile

Ala

Ile

5

10

amin VH RB1 dugc thé bing doan d&n dau

Ser

Glu

20

Ser

Ala

Ser

Ser

Ala
100

Cys

Val

Leu

Met

Phe

vVal

85

Tyr

Ile

Gln

Arg

Ser

Ile

70

Lys

Leu

Ile

Leu

Leu

Trp

55

Lys

Gly

Gln

Leu

Val

Ser

40

Val

Ser

Arg

Met

Phe

Glu

25

Cys

Arg
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Phe
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105

Leu
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Ser

Thr

Gln
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Ser

Val
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Tyr
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Pro
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Thr

Gly
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Val
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Ser

Thr
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Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

Val

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

sapiens

Lys

Gly

20

Pro
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Leu
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Trp

Leu
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Pro

Lys
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Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

vVal

Thr

125

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Val

Pro

110

Phe

vVal

Phe

Pro

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg
175

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu
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Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

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

<400>

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

14
105
PRT
Homo

14

Val Ala Ala

1

Lys Ser Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

sapiens

Pro

Thr

Ser

Ala

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

43675

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Val Phe Ile Phe

Ser Val Val Cys

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Val

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320

Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu

10

15

Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro

8
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43675

20 25

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn
35 40
Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser
50 55
Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala
65 70 75
Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly
85 90

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

100 105
<210> 15
<211> 381
<212> ADN
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> RBl cé su thay thé axit amin
<400> 15
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacggc
60
tcctgcacag tttctggatt cagctttgac gactctgcta
120
ccagggaagg ggctggaatg gataagtttc attaaaagta
180
gaatacgccg cgtctgtgaa aggcaggttc accatctcaa
240
gcctatctgc aaatgaacag cctgaaaacc gaggacacag
300
ggggcgcctt acggcggtaa ctccgattac tactacggtt
360
accacggtca ctgtctccte a
381

30

Ala Leu

45

Lys
60

Asp

Asp Tyr

Leu Ser

cagggcggtc

tgagctgggt

aaacttatgg

gagatgattc

ccgtgtatta

tggacgtctg

Gln

Ser

Glu

Ser

Ser Gly

Thr

Tyr

His
80

Lys

Pro Val

95

cctgagactc

ccgccaggcet

tgggacaaaa

caaaaacatc

ttgtactaga

gggccaaggg
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Homo sapiens

tgacccagtc

ggacaagtca

ctaaactcct

gcagtggatc

cagcttatta

tggaaatcaa

tccatcctcc

ggacgttaga

gatctttgat

tgggacagtt

ctgtcagcag

acgtacg

Trinh tu nhdn tao

43675

ctgtctgcat
ggtgctttag
gcctccagtt
ttcactctca

tttcttgatt

Codon VH RB1 dugc tdi uu hoa

gaggtgcage tggtcgagag c©ggggggggyg ctggtgeggce

<210> 16
<211> 327
<212> ADN
<213>
<400> 16
gacatccaga
60
atcacttgcc
120
gggaaagctc
180
aggttcagcg
240
gaagattttg
300
gggacacgac
327

<210> 17
<211> 381
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 17
60
agctgcaccg
120
ccaggcaagg
180
gagtacgccg
240
gcctatctgce
300
ggagctcctt
360

tgagcggctt

gactggagtg

cttccgtgaa

agatgaacag

acggaggcaa

ctcctttgac

gatctccttc

gggccggttt

cctgaagacc

cagcgactac

gattctgcca

atcaagtcta

accatcagca

gaggacacag

tattacggac

10

ctgtaggaga

cctggtatca

tggagactgg

ccatcagcag

tccctttcac

ctggcaggtc

tgagctgggt

agacctacgg

gggacgattc

ccgtgtacta

tggacgtgtg

cagagtcacc

acagaaacca

ggtcccatca

cctgcagcct

cttcggccag

tctgagactg

gcggcaggcet

cggcacaaag

caagaacatc

ttgcacaaga

gggacaggga
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accacagtga ccgtgagctc c

tgactcagtc

ggaccagcca

ccaagctgct

gcagcggctc

ccgcttacta

tggagatcaa

Trinh tu nhédn tao

cccttcaagt ctgagcgcecct

ggatgtgcgg ggcgcectgg

gatctttgac gctagctccc

cggcacagtg ttcaccctga

ttgccagcag ttcctggatt

gaggacc

Trinh tuy nhén tao

43675

Codon VL RB1 dugc téi uu héa

Trinh tu chudi ning doan din dau

ccgtgggcga

cttggtacca

tggagaccgg

caatctctag

tcceccttecac

cagagtgacc

gcagaagcca

cgtgccctcce

cctgcagcct

cttcggccaa

atgggttggt cctgtattat cctgttcctg gtcgccactg ctactggggt ccactca

381

<210> 18
<211> 327
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 18
gacattcaga
60
atcacatgcc
120
ggcaaggccc
180
aggttttctg
240
gaggactttg
300
ggcacacggc
327

<210> 19
<211> 57
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 19
57

<210> 20
<211> 57
<212> DNA
<213>
<220>
<223>

Trinh tu nhén tao

Trinh tu chudi nhe doan din dau

11
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atgggctggt cctgtattat cctgttcctg

<400> 20
57

<210> 21
<211> 990
<212> ADN
<213>
<400> 21
gcctctacaa
60
ggaacagccg
120
tggaactctg
180
ggcctgtatt
240
tacatctgta
300
aagtcctgtg
360
cctagcgtgt
420
gaggtgacat
480
tacgtcgatg
540
tccacctacc
600
gagtacaagt
660
aaggccaagg
720
ctgaccaaga
780
gccgtggagt
840

Homo sapiens

agggccctag

ctctgggatg

gcgccctgac

ccctgagcetce

acgtgaatca

ataagaccca

tcctgtttcce

gcgtggtggt

gcgtggaggt

gggtggtgtc

gcaaggtgtc

gccagcctag

accaggtgtc

gggagagcaa

cgtgttccca

tctggtgaag

cagcggagtg

cgtggtgacc

caagccaagc

cacatgcccc

acccaagcct

ggacgtgagc

gcacaatgcc

tgtgctgaca

caataaggcc

ggagccacag

tctgacatgt

tggccagcca

43675

gtggcaaccg caactggtgt gcatagc

ctggctccct

gattacttcc

cacacatttc

gtgccctcta

aatacaaagg

ccttgtcctg

aaggacaccc

cacgaggatc

aagacaaagc

gtgctgcacc

ctgcccgcetce

gtgtatacac

ctggtgaagg

gagaacaatt

12

cttccaagtc

cagagcccgt

cagctgtgct

gctccctggg

tggacaagaa

ctccagagct

tgatgatctc

ctgaggtgaa

ccagagagga

aggactggct

ctatcgagaa

tgcctccatce

gcttctaccc

ataagaccac

taccagcgga

gaccgtgtcc

gcagtcctct

cacccagaca

ggtcgagccc

gctgggagga

taggaccccc

gtttaactgg

gcagtataac

gaacggcaag

gaccatctct

cagagacgag

ttctgatatc

accccctgtg



ctggacagcg
900
cagcagggca
960
cagaagagcc
990

<210> 22
<211> 315
<212> ADN
<213>
<400> 22
gtggccgctc
60
gctagcgtgg
120
gtggataacg
180
gatagcacat
240
aaggtgtatg
300
aatcggggcyg
315

43675

atggctcctt ctttctgtac agcaagctga ccgtggataa gtcccggtgg

acgtgttcag ctgttctgtg atgcacgaag ccctgcacaa tcactacact

tgtccctgtc

Homo sapiens

cctccgtgtt

tgtgcctgcet

ctctgcagtc

attccctgtce

cttgtgaagt

agtgc

acctggtaaa

tatcttcccc ccttectgacg

gaacaatttc taccctcggg

tggcaatagc caggagtccg

ctctaccctg acactgtcta

cacccaccag gggctgagtt

13

agcagctgaa

aggccaaggt

tgaccgagca

aggccgatta

caccagtcac

gtctggcaca

gcagtggaag

ggactctaag

cgagaagcac

caagtcattc
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