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Linh vwc k§ thuit dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén linh vuc y hoc. Sang ché d& xuét polypeptit mién than
hemagglutinin (HA) cim A, axit nucleic ma hoa cho polypeptit nay, dugc phdm c6 chira

ching, va phuong phép stt dung ching.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Virut cim 12 céc tc nhan gy bénh chinh & ngudi, gdy ra bénh ho hép (thuong
goi 1a "cam" hodc "bénh cum") ma c6 muc d6 nghiém trong thay doi tir sy 1ay nhidém
can 1am sang dén viém phdi so cdp do virut ma c¢6 thé dan dén tr vong. Tac dong lam
sang ctia sy nhiém ciim khac nhau tiy theo ddc luc ctia chiing virut cum va tinh trang
phoi nhiém, tién s, 6 tubi va mién dich cta vat chi. Mdi ndm, trén thé giéi udc tinh
c6 khoang 1 ty ngudi nhiém virut ctim, giy ra 3-5 triéu ca bénh nghiém trong va uéc
tinh ¢6 tir 300.000 dén 500.000 ca ti vong lién quan dén bénh ctim. Khéi ctia sy nhiém
bénh nay c6 thé duoc quy cho virut cim A mang céc kiéu phu hemagglutinin H1 hozc
H3, v6i sy dong gép nhd hon tr virut Cim B, va do d6 céc dai dién cia ching thuong
dugc bao gdm trong vic xin mia. Cong tac gay mién dich hién nay dua trén sy nhan
dang sém cac virut cim dang luu hanh d cho phép san xuét kip thoi vic xin cim mua
hiéu qua. Ngoai nhitng kho khin ¢d hitu trong viéc du dodn cic chiing sé& 1 ching trdi
trong subt mua t6i, tinh khéng virut va su lan tranh mién dich cling c6 vai tro trong su
thét bai cua cac véc xin hién nay dé ngin ngira ty 16 mic bénh va ty 1& tr vong. Ngoai
ra, kha ning xay ra dich bénh gdy ra béi ching virut doc luc cao bat ngudn tir 6 chira
bénh dong vat va duoc tai sip xép dé lam ting sy lay lan tir ngudi sang nguoi, van gy

ra sy de doa dang ke va thuc su cho y té toan cau.

Virut ciim la virut ARN ¢6 v6 boc thudc ho Orthomyxoviridae. B gen ctia chung
chira tam doan ARN s¢i don ma héa cho 11 protein khac nhau, mot nucleoprotein (NP),
ba protein polymeraza (PA, PB1, va PB2), hai protein nén (M1 va M2), ba protein phi
ciu trac (NS1, NS2, va PB1-F2), va hai glycoprotein vo ngoai: hemagglutinin (HA) va

neuraminidaza (NA).
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Virut cim A duoc phan bd rong rai trong tw nhién va co thé gay nhiém cho nhiéu
loai chim va dong vat ¢6 via. Céc virut cim duoc phan loai dua trén su khac nhau vé chu
trac khang nguyén ctia cac protein HA va NA, véi cac t6 hop khac nhau ctia chiing dai
dién cac kiéu phu virut cim doc nhat va duoc tiép tuc phan loai thanh céc chung virut
ctim cu thé. Mic du tét ca cac kiéu phu da biét ¢6 thé dugc tim thdy & chim, céc kiéu
phu ctia virut cim A hién dang luu hanh 6 ngudi la HIN1 va H3N2. Phén tich phat sinh
loai cua virut cim A da ching minh sy chia nhd cia hemagglutinin thanh hai nhom
chinh, goi 1a cac nhom phat sinh loai: khong ké nhitng céi khac cac kiéu phu H1, H2,
HS5 va H9 trong nhoém phat sinh loai 1 (virut nhém 1) va khong ké nhitng ci khac cac
kiéu phu H3, H4 va H7 trong nhém pht sinh loai 2 (virut nhom 2).

Chung virut cam typ B gdy bénh cim lanh tinh ¢ nguoi. Su bién d6i khang
nguyén trong HA trong chiing virut cim typ B nho hon sy bién dbi quan st dugc trong
chung virut cim A. Hai dong khéc biét v& mat di truyén va vé mit khang nguyén cla
virut cim B luyu hanh ¢ ngudi, dugc dai dién bai cac dong B/Yamagata/16/88 (con dugc
dé cép dén duéi dang B/Yamagata) va B/Victoria/2/87 (B/Victoria). Mac du phd gay
bénh do virut cim B thudng nhe hon bénh do virut cim A giy ra, nhung van thuong

quan sat duge ca bénh trdm trong can phai nam vién do nhi€ém virut cim B.

Biét ring cac khang thé trung hoa virut cim chu yéu la nhim khéang lai
hemagglutinin (HA). Hemagglutinin hodc HAla glycoprotein dang trime ma dugc neo
giit trong mang virut va c6 chirc nang kép: n6 chiu trach nhiém li€n két voi axit sialic
thu thé mang té bao va, sau khi hip thy, n lam trung gian cho sy dung hop clia mang
virut va hat co quan ndi bao dan dén sy giai phong ctia ARN virut vao bao tuong cia té
bao dich. HA gdm mién dau 16n va mién than nhé hon. Mién than dugc neo giit vao
mang virut thong qua trinh tu mién xuyén mang dau C. Protein dugc phan cit sau dich
mi dé thu duoc hai polypeptit HA, HA1 va HA2 (trinh ty diy du dugc dé cap dén dudi
dang HAO) (Hinh 1A). Vung d4u xa mang chu yéu cé ngudn gbe tir HA1 va viing than
gin mang chu yéu tir HA2. Sy phan cét cta phén tir tién than HA HAO can thiét dé hoat
héa kha nang 1ay nhiém virut, va sy phan b ctia proteaza hoat héa trong vat chi 1a mot
trong cac yéu t6 quyét dinh cua kha ning gy bénh cua virut cm. HA cta virut dong
vat ¢6 va va virut chim khéng gay bénh dugc phan cit ngoai bao, ma han ché sy lay lan

ctia ching ¢ vat chu dén mo noi ma proteaza thich hgp duoc bat gip. Mit khac, HA ctia
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virut gdy bénh dugc phéan cit ndi bao bing proteaza c6 mat & khip noi va do d6 c6 kha

nang lay nhiém c4c loai té bao khac nhau va giy ra su 1ay nhiém toan than.

Ly do ma vic xin cam mua phai dugc thay ddi hang nim la do su bién dbi 16n
cta virut. Trong protein HA su bién dbi nay dugc biéu 16 cu thé trong mién dau trong
d6 su dich chuyén va tréi dat khang nguyén din dén s lugng 16n cia céc bién thé khac
nhau. Vi ddy ciing 1a ving tr6i mién dich, hiu hét khang thé trung hoa dugc dinh hudéng
khang lai ving nay va hoat dong bang cach giy can tré su lién két véi thy thé. Dang két
hop cta tinh troi mién dich va sy thay ddi 16n ciia mién dau giai thich tai sao su lay
nhi®m béi ching cu thé khong din dén su mién dich ddi vé6i cac chiing khéc: cac khang
thé duoc tao ra boi lan lay nhiém th& nhat chi nhan dién sb lugng ching gigi han co

quan hé gan giii véi virut cua sy lay nhiém so cap.

Gan day, polypeptit than hemagglutinin ctm, thiéu mién ddu hinh ciu
hemagglutinin cim hoan chinh hozc phan dang ké cia né, da duge mo ta va da duge st
dung dé tao ra dap ing mién dich dbi v6i mot hodc nhiéu epitop bao toan ciia polypeptit
mién than. Nguoi ta tin rdng epitop cua polypeptit than it gdy mién dich hon cac ving
gay mién dich & mic d6 cao cia mién dau hinh cu, va su khong c6 mdt cua mién dau
hinh cu trong polypeptit than c6 thé cho phép dap tiing mién dich chdng lai mot hodc
nhiéu epitop ctia polypeptit than phat trién (Steel et al., 2010). Do d6 Steel va cong su
da tao ra polypeptit than HA cim bing cach lam khuyét gdc axit amin tir 53 dén 276 tir
mién HA1 cua cac chung A/Puerto Rico/8/1934 (HIN1) va A/Hong Kong/1968 (H3N2)
va thay thé trinh tw d& dugc 1am khuyét bing trinh tu ndi linh hoat ngdn GGGG. Chung
ngira cho chudt bang ciu trac HK68 ctia H3 khong tao ra khang huyét thanh ma phan
ung chéo véi cac HA nhom 1. Ngoai ra, nhu thé hién trong WO2013/079473, polypeptit
than khong 6n dinh va khong tudn theo cdu hinh dung nhu da xac minh béi su thiéu lién

két ctia khang thé ma da duoc chimg t6 14 lién két véi epitop bao toan trong ving than.

Bommakanti va cdng su (2010) d& mo ta polypeptit than HA2 c6 chira cac gbe

axit amin 330-501 (HA2), ciu nbi ¢6 7 axit amin (GSAGSAG), cac gbc axit amin 16-

55 cua HA1, cdu ndi ¢6 6 axit amin GSAGSA, sau d6 1a cac géc 290-321 caa HA1, v6i

cac dot bién V297T, I300E, Y302T va C305T & HA1. Thiét ké nay dua trén trinh tw HA

cua H3 (A/Hong Kong/1968). Polypeptit chi tao ra sy bao vé chéo khang lai mot chung

virut cam khac trong kiéu phu H3 (A/Phil/2/82 nhung khéong khéng lai kiéu phu H1
3
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(A/PR/8/34). Trong bai bao gan diy hon clia Bommakanti va cong su (2012), polypeptit
than dua trén HA tor HIN1 A/Puerto Rico/8/1934 (HIHAOHA6) dugc md ta. Trong
polypeptit nay, dang twong duong cua cac gbc axit amin tir 48 dén 288 da duogc lam
khuyét va cac dot bién 1297T, V300T, 1302N, C305S, F392D, F395T, va L402D da
duoc tao ra. Ca hai polypeptit than H3 va H1 duogc biéu hién & E. coli va do d6 thiéu

glycan ma 14 mot phan ca protein HA ¢6 trong tw nhién.

Gan day hon, Lu va cong sur (2014) cling 4 md ta cac polypeptit than hoa tan c6
ngudn gde tir HA ciia HINT A/California/05/2009. Trong thiét ké cudi cing, céc goc
axit amin tir 52 dén 277 duoc 1am khuyét (trinh tur dan dau ciing khong c6 mat) va hai
dot bién duogc dua vao trong vong B cla protein, tirc 1a F392D, va L402D. Thém nira,
polypeptit chira mién trime hoa & dAu C (foldon). Ngoai ra, hai cdu disulfua lién monome
duogc dua vao, mot & khu vuc cua mién foldon trime, va mdt & vi tri 416 va 417 (tuc la
G416C va F417C trong danh s6 H3). Polypeptit dugc san xuét trong hé théng khong
chira té bao dua trén E. coli, (va do d6 thiéu glycan ma 1a mot phén cia protein HA c6
trong tw nhién) va dugc thu hdi & dang bién tinh, ma can phai téi cudn gap trude khi st
dung. Protein da dugc tai cudn gap khong thé lién két khang thé trung hoa rong (bnAb)
CR6261 ma lién két v6i epitop gbc c¢6 céu hinh duge bao toan. Khong c6 dir liéu mién

dich hoc hodc bao vé nao tur thir thach ciim duoc thé hién.

Trong bai bao khac Mallajosyula va cong su (2014) cling d& mo ta polypeptit
than HA cum. Trong thiét ké nay, dua trén HA tir HIN1 A/Puerto Rico/8/1934, khong
chi phan 16n cta trinh tw HA1 dwoc lam khuyét (gbc tir 48 dén 289, danh s6 H3), ma
con phin 16n cia céc trinh ty dAu N va dau C ciia HA2 (1dn luot céc gbe tir 323 dén 369
va tir 443 dén cudi). Polypeptit chtra mién trime hoa foldon & dau C va ciing dugc san
xuét & E. coli, do d6 thiéu glycan c6 trong tu nhién trén HA virut. Polypeptit duoc ching
minh 1a lién két cdc bnAb CR6261, F10 va FI6v3, va bao vé chudt nhét khoi thir thach
virut cam gy chét (1LD90 ctia HIN1 A/Puerto Rico/8/1934). Cac polypeptit tuwong
duong c6 ngudn gbc tr HA cia HIN1 A/New Caledonia/20/1999 va HINI
A/California/04/2009 ciing c6 thé bao vé mot phan. Polypeptit c6 ngudn gde tir H5N1
A/Viet Nam/1203/2004 chi mang lai sy bao v¢ han ché & mau thtr thach nay. Ngoai ra,
mAu tht thach duoc st dung 14 nhe véi lidu lwong twong d6i thap dugc st dung (1-2

LD90).



48118 5/323

Cubi cing, Yassine va cong su (2015) ciing d& mo ta su phat trién cta polypeptit
than HA dd dugc lam 6n dinh c6 ngudn gbéc tr HA cia HINI A/New
Caledonia/20/1999. Trong thiét ké nay, phan 16n cua trinh tw HA1 (gdc tir 43 dén 313,
danh sb H3) va trinh tw HA2 (gbc tir 504 dén cubi) da dugc lam khuyét. Ngoai ra, thiét
ké nay chira hai dot bién 1am 6n dinh (K380M va E432L) trong HA2 va dugc dung hop
di truyén vao tiéu don vi ferritin cia H. pylori dé tao ra hat nano tu lap rap thé hién
polypeptit than HA da duogc lam 6n dinh. Polypeptit than HA da dugc lam 6n dinh c6
vé khong hoa tan hodc c6 chiic niang khong dugc dung hop vao tiéu don vi ferritin.
Polypeptit than Ha-ferritin d lip vao vao hat nano dugc thir nghiém trong md hinh thir
thach virut cim H5N1 2004 VN kiéu phu khac loai (25 x LDso va 1.000 x TCIDso lan
luot & chudt nhét va chdn swong) va c6 thé bao vé chudt nhat khoi bi chét trong khi do
su bao v¢ chi mot phén dugc quan sat théy & chdn suong. Khong rd 1a bao nhiéu dép

tng ferritin dugc gdy cam Gng ¢ nguoi va nhicu lan dung s€ c6 tdc dung nhu thé nao.

Do d6 van ¢6 nhu ciu v& véc xin “van nang” an toan va hitu hiéu ma kich thich
Su san xuét ctia dap ing khéng thé trung hoa rong, manh mé va mang lai su bao vé chéng
lai t6 hop rong clia cac chiing virut cim hién nay va trong twong lai (ca theo mua va giy
dich), cu thé 14 vic xin ma tao ra su bao vé chdng lai mdt hodc nhiéu kiéu phu virut cim
A & trong nhom phat sinh loai 1 va/hodc nhom phat sinh loai 2, dé ngan ngira va/hoic

diéu tri hiéu qua bénh cim.
Ban chit ky thuit cia sang ché

Sang ché dé xuét polypeptit méi c6 ngudn gdc tir hemaggluinin (HA) cim,
polypeptit nay c6 chira mién than HA cum va thiéu ving dau c¢6 hinh cau, trong ban mo
ta nay duoc dé cdp dén dudi dang polypeptit than hemagglutinin (HA) ctim. Polypeptit
nay gay ra dép ing mién dich chéng lai HA khi dugc dung cho dbi twong, cu thé 1a dbi
tuong 12 ngudi. Polypeptit theo sang ché trinh dién epitop bao toan cia gbc gan mang
cua phan tod HA cho hé mién dich khi khdng c6 mit epitop troi ma c6 mit trong mién
dau xa mang. Do d6, mdt phén cua trinh tu bac mot cua protein HAO, tuc 1a phén tao
nén mién dau da duoc lam khuyét, va trinh tu axit amin con lai dugc ndi lai, truc tiép
hoic, theo mdt s6 phuong 4n, bang cach dwa vao trinh tu nbi linh hoat ngin (‘cau ndi')

de khoi phuc tinh lién tuc cua chudi axit amin. Trinh tu axit amin thu dugc duoc cai bién
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thém bang cach dua vao céc cai bién cy thé ma lam on dinh cau tric 3 chi€u ty nhién

cta phan con lai ciia phéan tir HA.

Theo khia canh tht nhét, sang ché dé cap dén polypeptit than hemagglutinin (HA)
ctim A nhém 1 ¢6 chira mién HA1 va mién HA2, polypeptit nay c6 chia trinh tu axit
amin ma c6 chira, khi so vé6i trinh tw axit amin cta polypeptit HA chiéu dai day dua c6

chtra mién HA1 va mién HA2:
(1) su 1am khuyét ciia ving dau trong mién HA;

(ii)  su cai bién ctia vung trime hoa trong mién HA2, tot hon 1a sy cai bién

trong xodn C,
(ili)  itnhat1a 2 gbe xystein (c6 kha ning) tao thanh cdu disulphua ndi monome;

(iv) it nhat 1a 2 gdc xystein (c6 kha ning) tao thanh ciu disulphua lién

monome;

trong do6 axit amin twong Ung véi axit amin tai vi tri 392 1a P, R hoac Y, t6t hon 1a P
hodc R, va axit amin twong Gng véi axit amin tai vi tri 434 1a Q, va trong d6 viéc danh
sb clia cac vi tri axit amin duogc dya trén viéc danh s6 H3 nhu duoc st dung trong Winter

et al. (1981).

Theo cac phuwong 4n nhit dinh, séng ché @& cap dén polypeptit than
hemagglutinin (HA) cum A nhém 1 ¢6 chia mién HAI va mién HA2, trong d6
polypeptit thAn HA nay c6 chira trinh ty axit amin ma c6 chira, khi so v6i trinh ty axit

amin cua polypeptit HA chiéu dai diy du (HAO) c6 chira mién HA1 va mién HA2:

(i) su lam khuyét ctia ving dau trong mién HA1, sy lam khuyét nay c6 chira it
nhét 13 trinh tu axit amin tir axit amin twong Gng vGi axit amin tai vi tri 53 dén va bao

gOm axit amin twong ung véi axit amin tai vi tri 302;

(i) sy cai bién cia ving trime hoa trong mién HA2, t6t hon 14 su cai bién cua
ving trime héa trong xoén C, viing trime héa nay ¢6 chura trinh tu axit amin tir axit amin
twong ung voi axit amin tai vi tri 405 dén va bao gdm axit amin twong tng vé6i axit amin
tai vitri 419;

(iii) xystein tai vi tri axit amin twong Ung véi vi tri 310 va Xystein tai vi tri twong
ung véi vi tri 422 (c6 kha ndng) tao thanh cu disulphua ngi monome;

6
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(iv) xystein tai vi tri twong ung véi vi tri 397 két hop véi xystein tai vi tri twong
ung vai vi tri 405; hodc xystein tai vi tri tuong g vai vi tri 396 két hop vé6i xystein tai
vi tri twong Gng véi vi tri 408; hodc xystein tai vi tri tuong ung vai vi tri 399 két hop voi

xystein tai vi tri 405;

trong d6 axit amin tai vi trf twong ng v6i vi tri 392 1a P, R hodc Y, t6t hon 1a P hodc R,
va trong d6 axit amin tai vi tri trong tmg vé6i vi tri 434 12 Q; va trong d6 viéc danh sb
cua cac vi tri axit amin dugc dua trén viéc danh s6 H3 nhu duge st dung trong Winter

et al. (1981).

Theo sang ché da bt ngd chimg minh dwogc rang polypeptit than HA ciim m&i
theo sang ché c6 thé duoc biéu hién & mirc d6 cao, chi yéu la dang trime trong dich ndi
mdi truong nudi cdy té bao, c6 nhiét dd nong chay ting 1én ma din dén do 6n dinh 16n
hon. Ngoai ra, polypeptit than HA theo sang ché bat chude gbc cia HA chidu dai day
di bang cach trinh dién 6n dinh epitop cua bnAb lién két gbc HA, ching han nhu
CR9114 va/hodc CR6261.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét phéan tir axit nucleic ma hoa cho polypeptit
than HA cim.

Theo khia canh khac nita, sing ché d€ xuat vecto, cu the 1a vecto adenovirut tai

t6 hop, c6 chira axit nucleic ma héa cho polypeptit than HA ctiim.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuat phuong phap gdy cam ting dap tng mién
dich chéng lai HA cum & d6i tuong can chung, phuong phap nay c6 chira budc ding
cho ddi twong polypeptit than HA cum, phan tir axit nucleic, va/hodc vecto theo sang

r
A

ché.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuit dugc phdm c6 chira polypeptit than HA

cum, phéan tr axit nucleic va/hodc vecto theo sang che, va chat mang duoc dung.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét polypeptit than HA ctim, phan tir axit
nucleic ma hoa cho polypeptit thin HA cum nay, va/hodc vecto ¢ chira phan tir axit
nucleic nay dé str dung 1am thudce, cu thé 1a dé sir dung lam véc xin dé ngan ngira va/hodc
diéu tri bénh hodc tinh trang bénh gay ra bsi chling virut ciim A tir nhém phét sinh loai

1 va/hodc 2 va/hodc chung virut cim B.

Mo ta van tat cac hinh vé
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HINH 1. A. So @b téng quan cua polypeptit theo sang ché; B. Su loai b6 ving dau
cia HA dan dén polypeptit than theo sang ché (mini-HA); C. Hinh v& ba

chiu cua polypeptit dua trén than theo sang ché.
HINH 2. Hinh v& dang so dd cua céu tric ban dau dua trén A/Brisbane 5367.
HINH 3. Hinh v€ dang so dd cua céu tric ban dau dua trén A/Brisbane 5369.

HINH 4. Hinh v& dang so d6 ctia mot phuong 4n ciia polypeptit theo sang ché, thé
hién dot bién méi cla axit amin tai vi tri 392 trong vong B thanh P hoac
R, dot bién cua axit amin tai vi tri 434 thanh Q va dot bién tai vi trf 442

thanh A, va con chita dot bién cla axit amin tai vi tri 404 thanh Q.

HINH 5. Mtrc do biéu hién va ham luong trime ctia mot vai polypeptit theo sang
ché (méau xam) va thiét ké ban ddu (mau den). A: Mitic d6 biéu hién protein
nhu x4c dinh bang OCTET (CR9114); B va C: Ham lugng trime nhu xéc
dinh bing AlphaLISA (cac gia tri dugc biéu dién theo % twong quan v&i
polypeptit UFV160656 ma dugc dat la 100%; gié tri d6i véi polypeptit
5367 la gié tri uéc luong dua trén thdm tach Western). Thi nghiém duoc
thuc hién nhiéu 1an va cac dit liéu nay la dai dién cho céac gia tri quan sat

duge. Dot bién lam én dinh dugc thé hién trong cac 6 bén tréi.

HINH 6. Céc phén doan ria giai Sic Ky Ai Luc dugc gom lai dugc tach bang Séc
Ky Loai Trur Kich Thudc; khdi két tu, trime va monome duoc chi ra ((5 A
va O B). Phan tich SEC-MALS ctia phan doan trime da gom lai chi ra ring
polypeptit theo sang ché rét tinh khiét va dong nhét trong khdi lugng mol
(O Q).

HINH 7. Bién dang SEC cua polypeptit than dang trime theo sng ché va manh Fab.
Phén chdng 1én nhau thé hién cac biéu do sic ky ctia polypeptit (mau den),
manh Fab (nét dit) va ciia mau chta ca hai (mau xam). Két qua ddi véi
polypeptit 160656 duoc thé hién. Cac dinh chdng 1én nhau trong 6 A chi
ra rang Fab dung lam d6i chimg am khong lién két véi polypeptit, trong
khi do6 polypeptit da dugce u trude vé1 Fab6261 (O B) va Fab9114 (O C)
thé hién sy dich chuyén dinh (thoi gian luu giam) chi ra sy tao thanh phirc
hop (mdt trime dugc lién két boi ba manh Fab).

8
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HINH 8.  Hinh biéu din dang so dd ciia sy loai bé mién dau HA (HA1). Trong thiét
ké ban d4u, mién ddu duoc loai b va hai ddu HA1 dugc ndi bang "GGGG-
cau nbi" nhén tao (6 bén trai). Trong polypeptit theo sang ché cac dau dugc
nbi truc tiép (vi tri cat khac) hodc bang trinh ty cdu nbi twong dong bat

nguon tr mién dau.

HINHY9.  Muc do biéu hién, su lién két khang thé va ham lugng trime ctia polypeptit
theo sang ché, nhu xac dinh bang AlphaLISA. A: mirc do biéu hién, B: su
lién két CR9114 va C: ham luong trime. Cac thiét ké bao gdm céc chd ct
thay ddi dugc t6 mau xam (6 bén trdi), cac thiét ké bao gdm cac cau ndi
thay di duge t6 mau xam nhat. T4t ca dir liéu dugc chuin hoa dbi véi

thiét ké tham chiéu UFV160360 (mau den).

Hinh 10. Murc d6 biéu hién va su trime hoa ctia polypeptit theo sang ché. Mirc do
biéu hién duoc xac dinh bing OCTET (6 A) va ham luong trime bang
Alphal.ISA (6 B). Dit liéu dugc chuin hoa dbi vai polypeptit tham chiéu
UFV150850.

HINH 11.  Mirc do biéu hién, ham lwong trime va su lién két CR9114 d chuin hoa.
Dich ndi bé mit mdi truong nudi cdy duge phan tich bing AlphaLISA.
Chu trc tham chiéu UFV160097 chira doan lap heptad gidng GCN4 va
dugc chi ra bang mau den trong khi d6 polypeptit chira doan 13p heptad
thay ddi duoc to mau xam. Mirc do lién két CR9114 dwgc chuin hoa bang

muc do biéu hién da duogc xac dinh.

HINH 12.  Su biéu hién va su lién két khang thé véi bién thé polypeptit v6i cac dang
cét cut ddu C thay ddi. A: Tham tach Western str dung khang thé don mién
dic hiéu HA. Hau hét tit ca cac mAu thé hién bang rd rang trén chiéu cao
trime ma twong tu voi ca hai polypeptit tham chiéu (UFV5367 va
UFV5369). B: Su lién két ciia polypeptit v6i khang thé trung hoa rong
CR9114 nhu x4c dinh bang OCTET, dugc thé hién 14 cac gia tri Kpa tuong
ddi cua polypeptit so v&i thiét ké tham chiéu UFV5367 va UFV5369.

HINH 13.  Mirc d6 bidu hién, ham luong trime va su lién két CR9114 da chuén héa.

Dich ndi bé mit moi truong nudi cdy dugc phan tich bing Alphal.ISA.
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CAu trc tham chiéu UFV160090 duoc chi ra bang mau den trong khi d6
polypeptit chira cac xystein dd dugc dua vao tai cdc vi tri thay ddi dugc to
mau xdm. Ham luong trime va muc do lién két CR9114 dwoc chuin héa

dua trén mrc d6 biéu hién da duoc xac dinh.

HINH 14:  Viéc danh sb cac vi tri axit amin trong H1 A/California/07/09 va trong
UFV160664, theo danh s6 H3 ctia Winter et al.(1981).

HINH 15: D6 chuén khang thé dac hiéu HA H1 A/Brisbane/59/07 FL sau khi gay
mién dich chudt nhit bang polypeptit theo sdng ché. Duong nét dut chi ra
LLOQ (Lower Limit of Quantification - Giéi Han Duéi Cua Sy Dinh

Luong), dudng ndm ngang cho moi nhom chi trung vi ciia nhom.

HINH 16: O trén: Ti 1é séng sot trong khoang thoi gian theo ddi sau khi thtr thach
HIN1 A/Brisbane/59/07 cia chudt nhit dugc gdy mién dich bing
polypeptit theo sang ché. O dudi: Khéi luong co thé tuwong dbi trong
khoang thoi gian theo doi sau khi thir thach HIN1 A/Brisbane/59/07 cua
chudt nhit dugce gay mién dich bang polypeptit theo sang ché. Su thay ddi
khéi lwong co thé tuong dbi dugc biéu dién twong quan véi Ngay 0. Su
giam khéi luong co thé tich lily trong khoang thoi gian theo ddi dugc xac
dinh bing cach tinh Dién Tich Duéi Pudng Cong (AUC). Cdt sai s6 chi
ra khoang tin cdy 95%.

HINH 17: O trén: Ti 1& sdng sét trong khoang thoi gian theo di sau khi thir thach
HIN1 A/Puerto Rico/8/34 cua chudt nhit duoc gdy mién dich béng
polypeptit theo sang ché. O duéi: Khéi luong co thé twong dbi trong
khoang thoi gian theo ddi sau khi thir thach HIN1 A/Puerto Rico/8/34 cua
chudt nhit dugce gay mién dich bang polypeptit theo sang ché. Su thay ddi
khdi luong co thé tuong déi duge biéu dién twong quan véi Ngay 0. Su
giam khéi hrong co thé tich lily trong khoang thoi gian theo ddi dugc xéac
dinh bang céch tinh Dién Tich Dudi DPudng Cong (AUC). Cot sai sd chi
ra khoang tin cady 95%.

HINH 18: D6 chuin khang thé dic hiéu HA H1 A/California/07/09 FL sau khi géy
mién dich chdn suong bang polypeptit theo sang ché. Su so sanh thong ké
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cta cac lidu lwong khac nhau cua polypeptit theo sang ché va SOC véi
nhém chi dung ta duge st dung ANOVA bi thiéu véi kiém dinh t hau
kiém, bat dau & lidu lugng cao nhét va su diéu chinh Bonferroni dbi véi
nhidu phép so sanh. Puong nét dit chi ra ULLOQ (Uper Limit of
Quantification - Giéi Han Trén Cda Su Pinh Luong) va LLOQ. Puong

ndm ngang cho moi nhém chi trung vi cia nhom.

HINH 19: Db chuin khéng thé dic hiéu gbc HA H1 A/California/07/09 FL sau khi
gdy mién dich chdn suong bang polypeptit theo sang ché. Su so sanh théng
ké ctia cac lidu lwong khac nhau ciia polypeptit theo sang ché va SOC véi
nhém chi dung t4 dugc st dung ANOVA bi thiéu véi kiém dinh t hau
kiém, bat dau & liéu luong cao nhét va su diéu chinh Bonferroni d6i vai
nhiéu phép so sanh. Pudng nim ngang cho mdi nhém chi trung vi cia

nhom.

HINH 20: D chuén tai luong virut phoi khi két thuc khoang thoi gian theo doi (ngay
4 sau khi tht thach) sau khi gdy mién dich chdn suong bang polypeptit
theo sang ché sau do 1a thir thach bang HIN1 A/NL/602/09. Pudong nim
ngang cho mdi nhém chi trung vi ciia nhém, céc ki hiéu rdng chi mau &

Gid6i Han Phat Hién (Limit Of Detection - LOD).

HINH 21:  Su sdng s6t trong khoang thoi gian theo d&i 5 ngay cia chén swong duoc
gdy mién dich bing polypeptit theo sang ché, H5 FL HA (ddi chimg thir
thach duong) va chi c6 ta dugc (d6i chimg thir thach am), sau d6 1a thi

thach bang H5N1 A/Indonesia/05/05.

HINH 22: Sy giam khéi luong co thé tich lily (AUC) ctia cac con vat riéng 1é, thu
duoc tir phép do khéi lugng co thé hang ngay lién tuc trong khoang thoi
gian theo ddi (tir ngay 0 dén ngay 5), twong quan véi khoi lwong co thé
vao ngay 0 sau khi gdy mién dich chon suong bang polypeptit theo sang
ché sau d6 14 thir thach bang H5N1 A/Indonesia/05/05. Puong nim ngang

cho moi nhém chi trung vi cia nhoém.

HINH 23: D6 chuén tai luong virut phdi vao ngay chét hodc khi két thuc khoang thoi
gian theo ddi (ngay 5 sau khi thir thach) sau khi gay mién dich chén suwong

11
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bing polypeptit theo sing ché sau d6 1a thir thach bang H5N1
A/Indonesia/05/05. Duong nim ngang cho mdi nhém chi trung vi clia
nhém, cac ki hiéu rong chi mau & Gigi Han Phat Hién (Limit Of Detection

-1LOD).

HINH 24:  Tai luong virut hong tich liiy (AUC), thu dugc tir dich phét hong hang
ngay lién tuc trong khoang thoi gian theo doi (tr ngay 0 dén ngay 5), tuong
quan v6i khdi lugng co thé vao ngay 0 sau khi gdy mién dich chdn swong
bang polypeptit theo sang ché sau d6 la thir thach bang H5N1
A/Indonesia/05/05. Duong nim ngang cho mdi nhém chi trung vi cla

nhom.

HINH 25: D6 chudn khang thé dic hiéu HA H1 A/California/07/09 FL sau khi gay
mién dich chudt nhit bing polypeptit theo sang ché. Puong nét dut chi ra
LLOQ (Lower Limit of Quantification - Giéi Han Du6i Cua Sy Dinh
Luong), cac ky hiéu réng thé hién mau trén LLOQ, dudng nam ngang cho

moi nhom chi trung vi cua nhém.

Hinh 26: D6 chudn khang thé ddc hiéu gbc HA H1 A/California/07/09 FL sau khi
gdy mién dich chudt nhét bang polypeptit theo séng ché. Puong nét dut
chi ra LLOQ (Lower Limit of Quantification - Giéi Han Du6i Cua Su
Dinh Luong), cac ky hiéu rdng thé hién miu trén LLOQ, dudng nim

ngang cho moi nhém chi trung vi ciia nhoém.

Hinh 27: Té bao T san xuét [FN-y trong mdi triéu té bao lach ciia chudt nhit da duoc
gy mién dich, sau khi kich thich in vitro bang peptit UFV160664. Duong
nét dat chi ra LLOQ (Lower Limit of Quantification - Giéi Han Duéi Cua
Su Pinh Luong), cac ky hiéu rong thé hién mau trén LLOQ, dudng nam
ngang cho mdi nhém chi trung vi ctia nhom.

HINH 28:  Su xéc dinh dic diém in vitro cua dich nbi bé mat méi truong nudi ciy cia
polypeptit than dang trime duogc biéu hién EXPI-CHO c6 ngudn gbc tir
cac ching cim Nhom 1 khéc nhau trong d6 cac dot bién cia cdu truc

UFV160664 dugc chuyén.

12
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A. Mitc do biéu hién protein nhu x4c dinh bang OCTET (khang-His2); B.
Bién dang SEC, dinh trime va monome lan luot duoc chi ra bang ‘T' va
‘M'; C. Pudng cong lién két ctia polypeptit véi mAb CR9114 va MD3606
nhu x4c dinh bing AlphaLISA. Céac dot bién cta polypeptit than dang
trime theo sang ché trong ching A/California/07/09) c6 thé chuyén duoc
dén cac khung Nhom 1 khac; mini-HA dang trime dugc biéu hién va su
lién két cua khang thé dac hiéu gbc CR9114 va MD3606 da mién dugc

quan sat.
MO ta chi tiét sang ché
Dinh nghia
Dinh nghia cac thuat ngit dugc st dung trong ban mo ta dugc dua ra nhu sau.

Axit amin theo sang ché c6 thé 13 axit amin bét ky trong s6 hai muoi axit amin
¢6 trong tu nhién (hay axit amin ‘ti€u chuin') hodc bién thé cia chiing, vi du nhu D-
prolin (chit ddng phan déi anh D ctia prolin), hodc bién thé bit ky ma khong duge tim
thiy trong tu nhién & protein, vi du nhu norloxin. Axit amin tiéu chuén c6 thé dugc chia
thanh mot sé nhom dua trén cac dic tinh cta chiing. Cac yéu tb quan trong la dédc tinh
tich dién, wa nude hodc ky nude, cac nhom chire va kich thude. Cac dac tinh nay 1a quan
trong ddi voi ciu triic protein va trong tac protein—protein. Mot s axit amin c6 cac dic
tinh ddc biét nhu xystein, c6 thé tao thanh lién két disulfua cong hoa tri (hodc ciu
disulfua) v6i cac gde xystein khéc, prolin c6 thé tao thanh vong thanh khung polypeptit,
va glyxin linh ddng hon cac axit amin khic. Bang 12 thé hién cac chir viét tat va dac

tinh cua cac axit amin ti€u chuan.

Thuét ngit "dugc bao gdm" hoic "bao gém" nhu dugc diing trong ban mo ta nay

dugc cho 1a s& kém theo cum tir "nhung khong gidi han ¢" & phia sau.

Nhu dugc st dung & ddy, thuat ngit "nhiém" chi sy x4m 14n boi, su nhan lén
va/hoac su ¢ mat cla virut trong t€ bao hoac dbi tugng. Theo mot phuong an, sy nhiém
12 sw nhiém "hoat déng", tirc 13, su nhiém ma trong d6 virut dang sao chép trong té bao
hodc dbi tuong. Sy nhiém nay dugc dic trung béi sy phat tan cua virut sang té bao, md
va/hodc co quan khéc, tu té bao, mo va/hoic co quan bi nhiém virut ban dau. Su nhiém

cling ¢6 thé 1a sy nhiém tiém an, tic 13, sy nhiém ma trong d6 virut khong sao chép.
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Theo mot sO phuong an, su nhiém chi trang thai bénh ly bat ngudn tir sy ¢6 mit cua
virut trong t€ bao hodc doi twgng, hodc do sy xadm lan cua virut vao t€ bao hodc doi

tuong.

Virut cim thuong dugc phan loai thanh céc kiéu phu virut cam: chi A, B va C.
Thuat ngit "kiéu phu virut cim" nhu dugc ding trong ban mé ta nay ding dé chi bién
thé virut cim A ma dic trung & su két hop ctia cac protein bé mit virut hemagglutinin
(H) va neuramidaza (N). Theo sang ché kiéu phu virut cim c6 thé dugc thé hién bing
) lwong H cda chung, chéng han nhu vi du "virut cim c6 chira HA thudc kiéu phu H3",
"virut ciim thudc kiéu phu H3" hodc "ciim H3", hodc béng dang két hop cua 36 lugng H
va sb Iwong N, ching han nhu vi du "kiéu phu virut cim H3N2" hodc "H3N2". Thuét
ngit "kiéu phu" dic biét bao gOm tat ca cic "ching" cu thé, trong mdi kiéu phy, ma
thuong bat ngudn tir cac dot bién va thé hién cac bién dang giy bénh khac nhau, bao
gdm céc thé phan 1ap tu nhién ciing nhu 1a cac thé dot bién do con ngudi tao ra hodc thé
tai hop va dang tuong tu. C4c ching nay co thé con dugc goi 1a cac "thé phan 1ap" khac
nhau cta kiéu phu virut. Theo dé, nhu duge dung trong ban md ta nay, cic thuét ngir
"ching" va "thé phan 14p" c6 thé dugc ding thay thé 1An nhau. Danh phép hién nay déi
véi cac chung virut cim hodc cac thé phan 1ap duoc tir ngudi bao gbm typ (chi) virut,
tirc 1a A, B hodc C, vi tri dia 1y 1an d4u tién phan 1ap dugc, sé ching va ndm phén 1ap
duoc, thudng voi viée mo ta khang nguyén cia HA va NA dugc dua ra trong ngodc don,
vi du A/Moscow/10/00 (H3N2). Cac chung khong giy bénh cho nguoi cling bao gdm

vét cha ¢6 ngudn gbce trong danh phap nay.

Kiéu phu cta virut cim A ¢6 thé con duoc phan loai bing cach vién dan dén
nhém phat sinh loai cia chiing. Phan tich phat sinh loai dd chirng minh viéc chia nho
cac hemagglutinin thanh hai nhém chinh: khdng ké nhitng cdi khdc céc kiéu phu H1,
H2, H5 va H9 trong nhom phat sinh loai 1 (virut cim "nhém 1") va khéng ké nhitng cdi
khdc cac kiéu phu H3, H4, H7 va H10 trong nhém phat sinh loai 2 (virut cim "nh6m
2").

Nhu dung trong ban mé ta nay, thuat ngtt “bénh virut cim" hoac “cim” dung de
chi tinh trang bénh ly bat nguén ttr su ¢6 mat cia virut cm, vi du nhu virut cim A hodc

B, ¢ dbi tuong. Nhu dung trong ban mo ta nay, cac thuat ngit "bénh" va "rbi loan" duoc
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stt dung thay thé 13n nhau. Theo phwong 4n cu thé, thuat ngit nay dung dé chi tinh trang

dau yéu hé hap gay ra bdi sy lay nhiém virut cim cua doi tuong.

Nhu dung trong ban md ta nay, thudt ngt "axit nucleic" hodc "phin tir axit
nucleic” dugc du dinh bao gém phéan t& ADN (vi du nhu, cADN hodc ADN hé gen) va
phan to ARN (vi du nhu, mARN) va chét twong tu cuia ADN hodc ARN dugc tao ra
béng cach st dung chét tuong tu nucleotit. Axit nucleic co thé 1a soi don hodc soi déi.
Céc phan tir axit nucleic ¢ thé duoc cai bién vé mit hoa hoc hodc hoa sinh hoc hoic ¢6
thé chtra cac bazo nucleotit khong c¢6 trong tu nhién hodc d4n xuét bazo nucleotit, nhu
duoc hidu d& dang boi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc. Céc cai bién nay
bao gém, vi du, danh dAu, metyl hda, thay thé mot hoac nhiéu nucleotit c6 trong tu nhién
bang chét tuong tu, cai bién bén trong nucleotit nhu c4c lién két khong tich dién (vi du,
metyl phosphonat, phosphotrieste, phosphoramidat, carbamat, v.v.), cdc lién két tich
dién (vi du, phosphorothioat, phosphorodithioat, v.v.), céc gbc nhod ra (vi du, céc
polypeptit), cac chit xen gitra (vi duy, acridin, psoralen, v.v.), cac chét cang hoa, cac chat
alkyl hoa, va cac lién két dugc cai bién (vi du, axit nucleic alpha anomeric, v.v.). Viéc
@& cap dén trinh tu axit nucleic bao ham trinh tu bd sung clia né trir khi duge qui dinh
khac. Do d6, dé cap dén phén tr axit nucleic c6 trinh tu cu thé can dugc hiéu 1a bao ham
soi bd sung ctia né, véi trinh ty bd sung ctia né. Céc soi bd sung ciing hiru dung, vi du,

trong liéu phép didu tri di nghia, doan do lai héa va doan mdi trong PCR.

Nhu dung trong ban md ta nay, viéc danh sb cua axit amin trong HA duoc dua
trén viéc danh sé H3, nhu dugc mo ta boi Winter et al. (1981). Do d6 viéc dénh sb cua
cac géc axit amin hoac cac vi tri axit amin dung dé chi viéc danh ) trong H3 HA chiéu
dai ddy da (cu thé 13, viéc danh sb ctia cac vi tri axit amin trong A/Aichi/2/68), nhu dugc
md ta béi va duoc thé hién trén Hinh 2 trong Winter et al. (1981). Viéc dénh s cu thé
1a dung dé chi viéc danh s6 cia cac vi tri axit amin trong SEQ ID NO: 15. Vi duy nhu,
cach dién dat ‘axit amin tai vi tri 392" hodc "axit amin twong rng v6i axit amin tai vi tri
392" (ma duoc sir dung thay thé 13n nhau trong toan bo don nay) dung dé chi gbe axit
amin ma nim & vi tri 392 theo su danh s6 H3 cua Winter et al. (1981). Luu ¥ rang, vi
trong polypeptit theo sang ché mot phan ctia mién HA1 (mién d4u) da dugc lam khuyét,
viéc danh sb, nhu dung trong ban mo ta nay, khong nhét thiét dung dé chi vi trf thuc su

clia axit amin trong polypeptit than HA theo sdng ché. Nguoi ¢6 trinh do trung binh
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trong linh vuc ciing hiéu ring axit amin twong duong trong céc chung va/hodc cac kiéu
phu virut cim khéc, ching han nhu trong HA HI, va trong polypeptit than theo sang
ché, c6 thé duoc xac dinh bing su sdp xép thing hang trinh tu (nhu dugc thé hién vi du

nhu trén Hinh 14).

"Polypeptit" chi polyme gém cic axit amin dugc lién két v6i nhau bang lién két
amit ma ngudi c6 hiu biét trung binh trong linh vue di biét. Nhu duge sit dung & day,
thuat ngft nay c6 thé chi mot chudi polypeptit dugc lién két bang cac lién két amit cong
héa tri. Thuat ngit nay ciing c¢6 thé chi nhidu chudi polypeptit dugc lién két bang cac
mdi twong tac khong cong hoa tri nhu lién két ion, lién két hydro, lién két Van der Waals
va lién két ky nuéc. Chuyén gia trong linh vic nay s& nhén ra rang thut ngit ndy bao
gdm cac polypeptit di duoc cai bién, vi du bang qua trinh x1r Iy sau dich ma nhu sy phan
cét peptit tin hiéu, su tao ra lién két disulfua, qué trinh glycosyl héa (vi du, glycosyl héa
lién két v6i N va glycosyl hoa lién két véi O), su phan cit bang proteaza va sy cai bién

lipit (vi du qué trinh palmitoyl hoa S).

“Polypeptit than HA" dung dé chi polypeptit c6 ngudn gdc tir HA ma khong chira
mién dau cua hemagglutinin (HA) c6 trong tw nhién (hodc kiéu dai). Nhu dung trong

ban md ta nay, thuat ngit "kiéu dai" dung dé chi HA tir virut cim ma luu hanh ty nhién.
M0 ta cac phuong an thuc hién sang ché

Virut ciim ¢6 tac dong dang ké dén strc khoe cong ddng toan cau, giy ra hang
tri€u ca bénh trAm trong mdi nam, hang nghin ca tr vong, va thiét hai dang ké vé kinh
té. Céc véc xin ciim ba thanh phin hodc bbn thanh phan hién nay gay ra ra dép tng
khang thé trung hoa hiéu nghiém ddi véi cac ching véc xin va cac thé phan lap c6 quan
hé gan giii, nhung hiém khi mé& rong dén cac chiing phén tan hon trong kiéu phu hodc
dén céc kiéu phu khac. Ngoai ra, viéc chon loc ching lam véc xin thich hop gip phai
nhiéu thach thtc va thuong dan dén su phong ngtra chua duogc ti wu. Ngoai ra, viéc du
doén kiéu phu cua virut gy dich tiép theo, bao gdm khi va noi né s& phét sinh, hién nay

van la diéu khong thé.

Hemagglutinin (HA) 1a glycoprotein v6 chinh tir virut cim ma la dich chinh cua
khang thé trung hoa. Hemagglutinin c¢6 hai chitc ning chinh trong qua trinh x4m nhap

ctia virut. Thir nhit, hemagglutinin 1am trung gian cho sy bam dinh cta virut 1én bé mit
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cta té bao dich thong qua tuong tic v6i thu thé axit sialic. Thir hai, sau qua trinh nhap
bao cua virut, tiép theo hemagglutinin khoi dong qua trinh dung hop ctia mang virut va
mang endosom dé giai phong bod gen ctia n6 vao té bao chét cua té bao dich. HA c6 chita
mién ngoai bao 16n c¢6 ~500 axit amin ma dugc phan cit bang enzym co ngudn gde tir
vat chi dé tao ra 2 polypeptit (HA1 va HA2) ma van dugc lién két bang lién két disulfua.
Phén 16n ciia manh dau N (mién HA1, 320-330 axit amin) ta thanh "mién dau" hinh ciu
xa mang ma chira vi trf lién két thu thé va hau hét cac thé quyét dinh dugc nhan dién
bang khang thé trung hoa virut. Phan d4u C nho hon (mién HA2, ~180 axit amin) tao
thanh céu trac gidng thin ma neo giit mién hinh ciu vao mang té bao hoic virut. Do
tuong dong trinh tu gitta cdc kiéu phu nhé hon trong polypeptit HA1 (d0 tuong dong
34% - 59% giita cac kiéu phu) so véi trong polypeptit HA2 (dd tuwong dong 51%- 80%).
Ving dugc bao toan nhét 1a trinh tu xung quanh vi tri phan cit proteaza, cu thé 1a 23
axit amin du N HA2, ma duoc bio toan gifta tit ca cac kiéu phu virut cim A (Lorieau
et al., 2010). Mot phan cia viing nay duge boc 16 dudi dang vong trén bé mit trong phan
tr HA tién than (HAO), nhung tr& nén khong thé xdm nhdp dugc khi HAO duge cit
thanh HA1 va HA2.

Hau hét khang thé trung hoa lién két v6i cac vong ma bao xung quanh vi tri lién
két thu thé va bang cach do gdy trd ngai dbi vai su lién két va gin thu thé. Do cac vong
nay c6 tinh bién dbi cao, hdu hét khang thé huéng dich cac viing nay 1a ddc hiéu ching,
diéu nay giai thich tai sao vic xin hién nay kich thich hé mién dich gi6i han, dic hiéu
ching nay. Tuy nhién, gin ddy, khang thé don dong ngudi ddy di chong lai
hemagglutinin virut cim véi hiéu lyc trung hoa chéo rong duoc tao ra, chang han nhu
vi du nhu CR6261. Phan tich chirc ning va ciu tric da phat hién ra ring cac khang thé
nay gdy trd ngai cho quy trinh dung hop mang va dugc dinh huéng chéng lai epitop bao
toan cao trong mién than cua protein HA cim nhém 1 (Throsby et al., 2008; Ekiert et
al. 2009, WO 2008/028946). Véi viéc xac dinh CR9114 (nhu dugc mo ta trong
W02013/007770) ma phan tng chéo v&i nhiéu phan tr HA nhém 1 va 2, rd rang ring
hé mién dich ngudi c6 thé tao ra khang thé trung hoa rt rong chdng lai virut cam. Tuy
nhién, v6i nhu cdu vé ké hoach ching ngira hang nam cac khéng thé nay dudong nhu
khéng dugc tao ra, hodc chi dén mirc do rit thap, sau khi 1y nhiém hodc ching ngira

bang virut cim (mua) thudc cac kiéu phu H1 va/hodc H3.
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Theo sang ché polypeptit than HA méi duoc dé xuit ma bit chuéc epitop dic
hiéu cta khang thé CR6261 (c6 chira viing bién ddi chudi ning néu trong SEQ ID NO:
11 va viing bién ddi chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 12) va/hodc khang thé CR9114
(¢6 chira viing bién ddi chudi nang néu trong SEQ ID NO: 9 va ving bién ddi chudi nhe
néu trong SEQ ID NO: 10). Polypeptit theo sang ché c6 thé dugc str dung dé gay tao ra
khang thé trung hoa virut ctim, t6t hon 12 khang thé trung hoa chéo khi duge dung in
vivo, mOt minh, hoac két hop véi viéc diéu tri phong ngtra va/hodc tri liéu khéac. Trong
"khang thé trung hoa chéo", khing thé ¢6 kha ning lam trung hoa it nhét 12 hai, t6t hon
1 it nhAt 1a ba, bdn, hodc ndm typ virut cim A khac nhau tir nhém phét sinh loai 1, hogdc
it nhAt 1 hai, t6t hon 12 it nhét 12 ba, bén, hoic nim typ virut cim A khéc nhau tir nhém
phat sinh loai 2, hodc it nhét 13 hai typ virut cim B khéc nhau, hodc khang thé ma ¢c6
kha nang trung hoa it nhit 1 mot virut cim nhém 1, va it nhét 12 mot virut cim nhém 2

va/hodc it nhat 1a trén virut cum B.

Polypeptit than HA cim trinh dién 6n dinh epitop ctia cac khang thé nay da dugc
mo ta trude day trong WO2013/079473. it nhét 1a mot s6 trong s6 cac polypeptit than
HA nay c6 kha ning trinh dién 6n dinh epitop ctia CR6261 va/hodc CR9114 va dugc
thé hién 1a gay mién dich & chudt nhét. Céac polypeptit HA mién than khac, c6 kha ning
trinh dién 6n dinh epitop cua CR6261 va/hoic CR9114 dugc md ta trong
W02014/191435, W02016/005480 va WO2016/005482.

Polypeptit than HA theo sang ché, c¢6 chua cac cai bién mai, thé hién muc do
bidu hién tang 1én & té bao dong vat c6 vu, xu hudng trime hoa tang 1én (vi du nhu nhu
do duoc bé‘mg Alphal.LISA) va/hodc muc do 6n dinh nhiét ting 1én (vi du nhu nhu do
dugc bang, Phép Po Huynh Quang/Po Nhiét Luong Quét Bong Hoc (DSF/DSC)), khi
so v6i polypeptit than HA da dugc mo ta trude ddy. Ngoai ra, ai lyc cua tat ca cac bnAb
dugc thtr nghiém v6i polypeptit theo sang ché nhé hon 1nM (do duogc bing Octet va
ELISA), ma tuong tw véi 4i luc cia cac khang thé véi HA chiéu dai ddy du. Diéu nay
cho thdy rd rang ring polypeptit bit chudc than cia HA chiéu dai day du, tu nhién.
Ngoai ra polypeptit thain HA méi khong doi hoi bat ky cau ndi nhén tao, dudi, hai mién
trime héa dau N hoic C nao.

Do d6, sang ché d& xuit polypeptit than hemagglutinin (HA) cim A nhom 1 ¢6
chtta mién HA1 va mién HA2, polypeptit nay c6 chira trinh tu axit amin ma cé chua,
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khi so véi trinh tw axit amin cta polypeptit HA chiéu dai day da (HAO) c6 chtra mién
HA1 va mién HA2:

(1) su 1am khuyét ctia ving dau trong mién HAL;

(i)  su cai bién cua ving trime hoa trong mién HA2, t&t hon 1a su cai bién

trong xoén C,

(iii) it nhét1a 2 gbc xystein tao thanh cau disulphua ndi monome;

(iv) it nhit1a 2 gbc xystein tao thanh cau disulphua lién monome;

trong d6 axit amin twong Gng véi axit amin tai vi tri 392 1a P, R hodc Y, tot hon
1a P hodc R, va axit amin twong Gng voi axit amin tai vi tri 434 1a Q, va trong do viéc
danh sd cua céc vi tri axit amin duoc dua trén viéc danh sé H3 theo Winter et al. (1981).

Do d6 sang ché dé xuat polypeptit than HA (tirc 1a polypeptit HA khong c6 dau),
c6 chura:

su cai bién cua vung trime hoa trong mién HA?2, tt hon 1a su cai bién trong x04n
C,

it nhét 1a 2 gbc xystein tao thanh ciu disulphua noi monome;

it nhét 1a 2 gbc xystein tao thanh cau disulphua lién monome;

trong d6 axit amin twong Gng v6i axit amin tai vi tri 392 1a P, R hoac Y, t6t hon
1a P hodc R, va axit amin tuong tng vdi axit amin tai vi tri 434 1a Q, va trong do viéc
danh sb cua cac vi trf axit amin dugc dya trén viéc danh s6 H3 nhu dugc st dung trong
Winter et al. (1981).

Theo cac phuong 4n nhét dinh, sang ché dé xudt polypeptit than hemagglutinin
(HA) cim A nhém 1 ¢6 chita mién HA1 va mién HA2, trong d6 polypeptit than HA nay
¢6 chira trinh tu axit amin ma c6 chira, khi so véi trinh tu axit amin cia polypeptit HA
chidu dai ddy du (HAO) c¢6 chira mién HA1 va mién HA2 c6 chita mién HA1 va mién
HA2:

) su 1am khuyét cua ving dau trong mién HA1, sy lam khuyét nay c6 chira

it nhét 14 trinh tu axit amin tir axit amin tai vi tri 53 dén va bao gdm axit

amin tai vi tri 302;
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(ii)  sw cai bién cua ving trime hoa trong mién HA2, tot hon 1a su cai bién
trong ving trime hoa trong xoan C, ving nay c6 chira trinh ty axit amin
tlr axit amin twong (ng v§i axit amin tai vi tri tai vi tri 405 dén va bao gom

axit amin tuong Gng vi axit amin tai vi tri tai vi tri 419;
(iii) xystein tai vi tri 310 va xystein tai vi tri 422;

(iv)  xystein tai vi tri 397 két hop vai xystein tai vi tri 405; hodc xystein tai vi
tri 396 két hop v6i xystein tai vi tri 408; hodc xystein tai vi tri 399 két hop

v6i Xystein tai vi tri 405;

trong d6 axit amin twong Gng véi axit amin tai vi tri 392 1a P, R hoac Y, tot hon
12 P hoac R, va trong d6 axit amin twong (g voi axit amin tai vi tri 434 1a Q; trong do
viéc danh s6 ctia cac vi tri axit amin dugc dua trén viéc danh s6 H3 theo Winter et al.

(1981).

Theo cac phuong 4n nhét dinh, sédng ché d& xuit polypeptit than hemagglutinin
(HA) cim A nhom 1 c¢6 chtra:

(1) su lam khuyét cua ving déu trong mién HA1, su lam khuyét nay c6 chira
it nhat 1a trinh ty axit amin tr axit amin tai vi tri 53 dén va bao g?)m axit

amin tai vi tri 302;

(i)  su cai bién cta ving trime héa trong mién HA2, t6t hon 1a su cai bién
trong vung trime hoa trong xo04n C, viing nay c6 chira trinh tu axit amin
tir axit amin tai vi tri 405 dén va bao gém axit amin tai vi tri 419;
(ii1)  dot bién cta axit amin tai cac vi tri 310 va 422 thanh C;
(iv)  dot bién cua axit amin tai vi tri 397 thanh C va dot bién cua axit amin tai
vi tri 405 thanh C; hodc dot bién cua axit amin tai vi tri 396 thanh C va
dot bién cua axit amin tai vi tri 408 thanh C; hoac dot bién cua axit amin
tai vi tri 399 thanh C va doét bién clia axit amin tai vi tri 405 thanh C;
trong d6 polypeptit con chura it nhét 12 mot dot bién trong vong B, vong B nay c6 chia
trinh tu axit amin tir axit amin tai vi tri 385 dén va bao gém axit amin tai vi tri 404, trong

do it nhat 1a mot dot bién trong vong B nay la dot bién cia axit amin tai vi tri 392 thanh
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P, R ho#c Y, t6t hon 1a thanh P hodc R; va trong d6 polypeptit ¢ chira dt bién cua axit
amin tai vi tri 434 thanh Q;

trong d6 viéc danh s0 ctia céc vi tri axit amin dugc dya trén viée danh s6 H3 nhu duoc

str dung trong Winter et al. (1981).

Theo sang ché, da bat ngd phat hién ra rang polypeptit than HA ¢6 gbc axit amin
Y. P hoic R, t&t hon 1a P hodc R, tai vi trf 392, vi du nhu bang cach dwa vao dot bién
cla axit amin tai vi tri 392 trong vong B thanh Y, P hodc R, tot hon 1a thanh P hoic R;
két hop v6i vi tri axit amin Q tai vi tri 434, vi du nhu bé“mg cach dua vao dot bién cua
axit amin tai vi tri 434 thanh Q, thé hién mirc d6 biéu hién ting, xu huéng trime héa
tang va/hodc do 6n dinh tang, so vé6i polypeptit than HA da dugc md ta trude day. Ngoai
ra, polypeptit than HA theo sang ché c6 kha ning gay ra dap tng mién dich chéng lai

virut cam.

Nhu da biét dbi v6i ngudi co trinh do trung binh trong linh vuc, hemagglutinin
ctm chidu dai ddy du (HAO) thuong c6 chira mién HA1 va mién HA2. Mién than dugc
tao thanh boi hai doan cua mién HA1 va hiu hét hodc tit ca cla mién HA2. Hai doan
ctia mién HA1 duoc tach riéng, trong trinh ty bac mat, béng mién dau hinh cdu. Nhu
duoc mo ta trong ban md ta nay, polypeptit than HA theo sang ché c6 chira trinh tr axit
amin ma c6 chira mot vai cai bién trong mién HA1 va/hodc mién HA2, khi so véi trinh
tw axit amin cta polypeptit HA chiéu dai ddy du, kiéu dai (HAO), cu thé 1a trinh ty axit

amin cua HA nhém 1.

Do d6, it nhat 1a mdt phan ctia dau troi mién dich va bién ddi cao trong mién HA1
ctia polypeptit HA ctm, phan nay c6 chira it nhét 12 trinh tu axit amin bat dau véi axit
amin tai vi tri 53 dén va bao gém axit amin tai vi tri 302, da dugc lam khuyét tur protein
HA chiéu dai ddy du (HAO) dé tao ra polypeptit than, con goi 1a "mini-HA" (Hinh 1A,
thiét k& thu hai). Cac phén con lai cia mién HA1 duoc lién két, truc tiép hodc thong qua
cau ndi c6 tir 1 dén 10 axit amin. Do d6, vi du nhu, khi trinh tu axit amin tir axit amin
tai vi tri 53 dén va bao gbm axit amin tai vi tri 302 dugc lam khuyét, axit amin tai vi tri
52 duoc lién két véi axit amin tai vi tri 303, truc tiép, hodc thong qua sy thay thé cua
ving ddu da duoc lam khuyét bing cAu ndi c6 tir 1 dén 10 axit amin. Su 1am khuyét ctia
trinh tu axit amin tir axit amin tai vi tri 53 dén va bao gém axit amin tai vi tri 302 la su

lam khuyét t6i thidu trong mién HA1 (Hinh 1A, thiét ké thir hai). Theo sang ché, ngoai
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ra phén 16n hon ciia mién HA1 ¢6 thé dugc lam khuyét, vi du nhu trinh tu axit amin bat
d4u voi axit amin tai vi trf 46 dén va bao gém axit amin tai vi tri 308, nhu dugc thé hién
trén Hinh 1A, thiét ké thi ba.

Theo cac phuong an nhét dinh, sy lam khuyét trong mién HA1 c6 chira trinh tu
axit amin tr axit amin tai vi tri 46 dén va bao gém axit amin tai vi tri 306.

Theo cac phuong an nhét dinh, su lam khuyét trong mién HA1 c6 chua trinh tu
axit amin tir axit amin tai vi tri 47 dén va bao gém axit amin tai vi tri 306.

Theo cac phuong an nhét dinh, sy lam khuyét trong mién HA1 c6 chta trinh tu
axit amin tir axit amin tai vi tri 48 dén va bao gém axit amin tai vi tri 306.

Theo cac phuong an nhét dinh, sy 1am khuyét trong mién HA1 c6 chita trinh tu
axit amin tr axit amin tai vi tri 49 dén va bao gém axit amin tai vi tri 306.

Theo cac phuong an nhét dinh, sy lam khuyét trong mién HA1 c6 chta trinh tu
axit amin tr axit amin tai vi tri 50 dén va bao gém axit amin tai vi tri 306.

Theo cac phuong an nhét dinh, sy lam khuyét trong mién HA1 ¢6 chua trinh tu
axit amin tir axit amin tai vi tri 51 dén va bao gém axit amin tai vi tri 306.

Theo cac phuong an nhét dinh, su lam khuyét trong mién HA1 c6 chtra trinh tu
axit amin tir axit amin tai vi tri 52 dén va bao gff)m axit amin tai vi tri 306.

Theo cac phuong an nhét dinh, su lam khuyét trong mién HA1 c6 chta trinh tu
axit amin tir axit amin tai vi tri 53 dén va bao gém axit amin tai vi tri 306.

Theo cac phuong an nhét dinh, sy lam khuyét trong mién HA1 c6 chua trinh tu
axit amin tur axit amin tai vi tri 53 dén va bao g@)m axit amin tai vi tri 305.

Theo céc phuong 4n nhat dinh, sy lam khuyét trong mién HA1 c6 chta trinh tu
axit amin tir axit amin tai vi tri 48 dén va bao gém axit amin tai vi tri 304.

Theo céc phuong an nhét dinh, sy lam khuyét trong mién HA1 c6 chira trinh tu
axit amin tir axit amin tai vi tri 48 dén va bao gém axit amin tai vi tri 305.

Theo c4c phuong an nhit dinh, sy lam khuyét trong mién HA1 ¢6 chta trinh tu

axit amin tir axit amin tai vi tri 46 dén va bao gom axit amin tai vi tri 302.
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Theo cac phuong an nhit dinh, su lam khuyét trong mién HA1 cé chira trinh tur
axit amin tir axit amin tai vi tri 46 dén va bao gém axit amin tai vi tri 308.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, sy lam khuyét trong mién HA1 ¢6 chira trinh tu
axit amin tlr axit amin tai vi tri 47 dén va bao gém axit amin tai vi tri 308.

Theo cac phuong an nhat dinh, su lam khuyét trong mién HA1 c6 chira trinh tu
axit amin tir axit amin tai vi tri 48 dén va bao gém axit amin tai vi tri 308.

Theo cac phuong an nhét dinh, sy 1am khuyét trong mién HA1 c6 chira trinh tur
axit amin tlr axit amin tai vi tri 49 dén va bao gém axit amin tai vi tri 308.

Theo céc phuong an nhét dinh, sy lam khuyét trong mién HA1 c6 chira trinh tu
axit amin tir axit amin tai vi trf 50 dén va bao gém axit amin tai vi tri 308.

Theo cac phwong an nhat dinh, sy lam khuyét trong mién HA1 c6 chira trinh tu
axit amin tir axit amin tai vi tri 51 dén va bao g6m axit amin tai vi tri 308.

Theo cac phuong an nhat dinh, sy 1am khuyét trong mién HA1 c6 chira trinh tu
axit amin tlr axit amin tai vi tri 52 dén va bao gém axit amin tai vi tri 308.

Theo cac phuong an nhét dinh, su lam khuyét trong mién HA1 c6 chira trinh tu
axit amin tlr axit amin tai vi tri 53 dén va bao g@)m axit amin tai vi tri 308.

Theo phwong an duge wu tién, sy 1am khuyét trong mién HA1 ¢6 chira it nhit 1a
trinh tu axit amin tir axit amin tai vi tri 47 dén va bao g@)m axit amin tai vi tri 306.

Theo phuong an dugc uu tién, su lam khuyét trong mién HA1 gdm c6 trinh tu
axit amin tir axit amin tai vi tri 47 dén va bao gdm axit amin tai vi tri 306.

Theo mét s phuong 4n, su lam khuyét trong mién HA1 da duoc thay thé bang
trinh tu két ndi c6 tir 1 dén 10 axit amin.

Ngoai ra, polypeptit than HA theo sang ché ¢ chira sy cai bién ciia ving trime
hoa trong mién HA2, t6t hon 13 su cai bién trong xodn C, dé cai thién su trime hoa cua
polypeptit than HA sau khi lam khuyét viing dau. Theo séng ché, sy cai bién nay trong
mién HA?2 13 su cai bién ma 1am ting cudng su trime hda cuia polypeptit than HA.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, sy cai bién niy c6 chira sy dua vao clia mién trime

hoa khac loai trong xoan C. Thuong hiéu rang xoan C c6 chira trinh ty axit amin tur axit
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amin tai vi tri 405 dén va bao gém axit amin tai vi tri 434 (danh ) H3). Theo phuong
an duoc uu tién, mién trime hoa khéc loai nay dugc dua vao tai vi tri twong ing v6i trinh
tu axit amin tir axit amin tai vi tri 405 dén va bao gém axit amin tai vi tri 419 (Hinh 1A).
Do d6, theo cdc phuong an nhét dinh, trinh tu axit amin ban dau (kiéu dai) trong mién
HAZ2 tir vi tri 405 1én dén vi tri 419 da dugc thay thé bang trinh tu trime héa khéc loai

¢6 cing chiéu dai, tire 14 ¢6 s lugng axit amin gidng nhau.
Theo cac phuong an nhét dinh, mién trime hoa khéc loai 14 trinh tw GCN4.

Theo cac phuong an dugc wu tién nhét dinh, trinh tu trime héa khéc loai ¢6 chira

trinh tu axit amin dugc chon tr nhoém gém co:
RMKQIEDKIEEIESK (SEQ ID NO: 18);
RIKQIEDKIEEIESK (SEQ ID NO: 19);
RMEALEKKVDDIEKK (SEQ ID NO: 20);
RIEALEKKVDDIEKK (SEQ ID NO: 21);
RMENLEKKVDDIEEK (SEQ ID NO: 22); va
RIENLEKKVDDIEEK (SEQ ID NO: 23).

Theo mot sO0 phuwong an, it nhat 14 mot trong sO cac axit amin cua trinh tu trime

hoéa khac loai da duoc dot bién thanh C, gdy ra su tao thanh ctia ciu xystein lién monome.

Theo cac phuong an dugc uu tién nhét dinh, trinh tu trime hoéa khac loai do d6

¢O chura trinh tu axit amin dugc chon tir nhom gém co:
CMKQIEDKIEEIESK (SEQ ID NO: 24);
CIKQIEDKIEEIESK (SEQ ID NO: 25);
CMEALEKKVDDIEKK (SEQ ID NO: 26);
CIEALEKKVDDIEKK (SEQ ID NO: 27);
RMECLEKKVDDIEKK (SEQ ID NO: 28); va
RIECLEKKVDDIEKK (SEQ ID NO: 29).

Theo phuong 4n dugc uu tién, trinh tu trime hoa khac loai c6 chira trinh ty axit

amin CMKQIEDKIEEIESK (SEQ ID NO: 24).
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Theo cac phuong an nhét dinh, su cai bién c6 chira sy toi vu hoa cua trinh tu doan
1ap heptad trong xoan C, tbt hon 12 trong ving trime héa c6 chua trinh ty axit amin tir
axit amin tai vi tri 405 dén va bao gém axit amin tai vi tri 419. Poan lap heptad, duogc
biéu thi 14 [abedefg],, thuong co céc gbc ki nuéce tai a va d, va céac gbc phan cuc/tich
dién tai e va g. Cac mo tip nay la co s6 dbi véi cac cau trac cudn duge cudn xo0dn nhiéu
nhat, ma 1a md tip ciu tric trong protein trong do xo4n alpha dugc cudn x04n v6i nhau

nhu soi diy thirng (cac dime va trime la cic dang phé bién nhat) (Ciani et al., 2010).

Su cai bién khac 13, polypeptit than HA theo sang ché ¢6 chira it nhat 1a hai goc
xystein (c6 kha nang) tao thanh ciu xystein (hoic disulphua) ndi monome. Ciu xystein
da duoc thiét ké c6 thé duoc dua vao bang cch gay dot bién it nhét 1a mot gbc (néu gde
kia da 13 xystein), nhung thuong 1 bing cach gay dot bién hai gdc ma & gan vé mit
khong gian thanh xystein, ma tw dong hodc bang su oxy hoa hoat tinh tao thanh lién két
cOng hoa tri gitta cac nguyén tir luu huynh cuia cac gbc nay. Theo phuong én dugc wu
tién, polypeptit c6 chira xystein tai vi tri 310 va xystein tai vi tri 422, gay ra sy tao thanh
clia cau xystein ndi monome. Theo céc phuong an nhét dinh, polypeptit c6 chira dot bién
cla axit amin tai cac vi tri 310 va 422 thanh C, tao ra cau xystein ndi monome. Do d6
cac gbe xystein nay tao thanh cdu xystein (hoic disulphua) ndi monome ma lam 6n dinh

protein (xem Hinh 4).

Ngoai ra, dé thu duogc polypeptit thin HA dang trime 6n dinh, polypeptit theo
sang ché c6 chwa it nhét 1a hai gdc xystein tao thanh cau xystein lién monome (lién
protome). Do d6, theo cac phuong an nhét dinh, polypeptit c6 chtra xystein tai vi tri 397
két hop v&i xystein tai vi tri 405; hodc xystein tai vi tri 396 két hop véi xystein tai vi tri

408; hodc xystein tai vi tri 399 két hop v6i xystein tai vi tri 405.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, polypeptit c6 chira dot bién cua axit amin tai vi
tri 397 thanh C va dot bién cua axit amin tai vi tri 405 thanh C; hodc dot bién cua axit
amin tai vi tri 396 thanh C va dot bién ciia axit amin tai vi tri 408 thanh C; hodc dot bién
clia axit amin tai vi tri 399 thanh C va dot bién cta axit amin tai vi tri 405 thanh C, tao
ra cdu xystein lién monome gifta xystein tai vi tri 397 ctia monome thir nhit va xystein
tai vi tri 405 ctia monome thtt hai; hodc gitra xystein tai vi tri 396 cua monome thi nhét

va xystein tai vi tri 408 ctia monome thi hai; hodc giita xystein tai vi tri 399 cua monome
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thi nhat va xystein tai vi tri 405 ciia monome thir hai. Luu 'y ré‘mg, theo mot sb phuong

an, axit amin tai vi tri 405 va 408 nam trong trinh tu trime hoa khac loai.

Theo phuong 4n dugc wu tién, polypeptit c6 chira xystein tai vi tri 397 va xystein
tai vi tri 405, tao ra cau xystein lién monome gitra Xystein tai vi tri 397 ciia monome thi

nhat va axit amin tai vi tri 405 cia monome thir hai.

Theo cac phuong an dugce wu tién nhét dinh, polypeptit c6 chira dot bién cua axit
amin tai vi tri 397 thanh xystein va dot bién cua axit amin tai vi tri 405 thanh xystein,
tao ra cau xystein lién monome gifta xystein tai vi trf 397 cia monome tht nhat va axit

amin tai vi tri 405 cia monome thir hai.

Ngoai ra, theo cdc phuong an nhét dinh, it nhAt 12 mot dot bién dugce dua vao
trong cai goi 1a vong B, ma vong B ¢6 chua trinh tu axit amin bét dau tir axit amin tai vi
trf 385 dén va bao gdm axit amin tai vi tri 404 (xem Hinh 1C). Theo séng ché, it nhét 1a
mdt dot bién 1a dot bién ciia axit amin tai vi tri 392 thanh P, R hogc Y, tt hon 1a thanh
R hodc P. Su dot bién thanh R (axit amin tich dién) loai trir axit amin ki nuéc duoc 19
ra ban dau (F trong hiu hét HA ctim) sau khi loai bo mién ddu, va 1am tang do hoa tan
va su biéu hién cua polypeptit than dugc bidu hién. Sy dot bién thanh axit amin P lam
giam xu huéng xo0dn cua vong B. Theo céc phuong én nhét dinh, it nhat 1a mot dot bién
trong vong B 1a dot bién ctia axit amin tai vi tri 392 thanh R. Theo cac phuong an nhét
dinh, it nhét 12 mot dot bién trong vong B la dot bién cua axit amin tai vi tri 392 thanh

P.

Ngoai ra, theo cac phuong an nhét dinh cia polypeptit theo sang ché, axit amin
twong Gng v6i axit amin tai vi trf 395 1a I, axit amin twong Umg véi axit amin tai vi tri
399 1a Y hoac C, tdt hon 1a Y, axit amin twong ung v41 axit amin tai vi tri 400 1a P, axit
amin tuong tmg véi axit amin tai vi tri 401 1a K, axit amin twong ng v6i axit amin tai
vitri 402 14 S, va/hoic axit amin twong g v4i axit amin tai vi tri 404 1a R hodc Q (ciing
danh sb theo su danh sb H3). Theo cac phuong an nhét dinh, axit amin tai vi tri 392 1a
P hoic R, axit amin tai vi tri 395 1a I; axit amin tai vi trf 399 1 Y; axit amin tai vi tri 402

1a S; va axit amin tai vi tri 404 1a R hoac Q.

Theo cac phuong 4n duge uu tién, polypeptit, khi so véi polypeptit HA kiéu dai,

thi ¢6 chira it nhat 12 mot dot bién nira trong vong B dugc chon tir nhém g?)m co:
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- dot bién cua axit amin tuong ing véi axit amin tai vi tri 395 thanh I;

- d6t bién cia axit amin twong tng v4i axit amin tai vi tri 399 thanh Y hodc

C, tbthon1a Y;
- dot bién cta axit amin tuong g vai axit amin tai vi tri 400 thanh P;
- dot bién cua axit amin tuong ing voi axit amin tai vi tri 401 thanh K;
- d6t bién cua axit amin twong g vai axit amin tai vi tri 402 thanh S; va

- d6t bién cua axit amin twong ing va4i axit amin tai vi tri 404 thanh Q hoac
R.

Theo phuong an nhét dinh, polypeptit, khi so véi polypeptit HA kiéu dai, c6 chita
dot bién cua axit amin tai vi tri 392 thanh P hoic R, dot bién cta axit amin tai vi tri 395
thanh I; dot bién cta axit amin tai vi tri 399 thanh Y; dot bién clia axit amin tai vi tri 402
thanh S; va tuy y dot bién cua axit amin tai vi tri 404 thanh Q hoic R.

Theo cac phuong an nhét dinh, axit amin tai vi tri 392 14 P hodc R, axit amin tai
vi tri 395 1a I; axit amin tai vi tri 399 1a Y; axit amin tai vi tri 401 1a K; axit amin tai vi
tri 402 1a S; va tuy y axit amin tai vi tri 404 1a R hoac Q.

Theo phuong an dugc uu tién khac, polypeptit, khi so véi polypeptit HA kiéu
dai, c6 chira dot bién cia axit amin tai vi tri 392 thanh P hodc R, dot bién cua axit amin
tai vi tri 395 thanh I; dot bién ctia axit amin tai vi tri 399 thanh Y; dot bién cia axit amin
tai vi trf 401 thanh K; dot bién cua axit amin tai vi trf 402 thanh S; va tiy y dot bién cia
axit amin tai vi tri 404 thanh R hoic Q.

Theo cac phuong an nhat dinh, polypeptit theo sang ché c6 chira vong B ¢6 chua

trinh tw axit amin dugc chon tir nhém gdm cé:
IEKMNTQYTAIGKEYNKSER (SEQ ID NO: 126);
IEKMNTQYTAIGCEYNKSER (SEQ ID NO: 127);
IEKMNTQPTAIGCEYNKSEQ (SEQ ID NO: 128);
IEKMNTQRTAIGCEFNKSEQ (SEQ ID NO: 129);
IEKMNTQPTAIGCEYNKSER (SEQ ID NO: 130);

IEKMNTQPTAIGCEFNKSEQ (SEQ ID NO: 131);
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IEKMNTQRTAIGCEYNKSER (SEQ ID NO: 132);
IEKMNTQRTAICKEYPKSEQ (SEQ ID NO: 133); va
IEKMNTQRTAIGKECNKSER (SEQ ID NO: 134).

Ngoai ra, theo sang ché, axit amin tai vi tri 434 12 Q. Theo cac phuong an nhit
dinh, polypeptit thin HA do d6 c6 chira dot bién cta axit amin tai vi trf 434 thanh Q ma
lam cai thién su tuong tac lién két hydro ctia nd. Theo cac phwong an nhat dinh, axit
amin tai vi tri 434 14 Q va axit amin tai vi tri 442 1a A. Theo cac phuong an nhét dinh,
polypeptit c6 chira dot bién clia axit amin tai vi trf 434 thanh Q, va dot bién tai vi tri 442
thanh A. Céc d6t bién nay 1am cai thién su twong tdc mit phan céch trime trong x04n D

va E va peptit dung hop bén canh va vong B:Bs.

Ciing lwu ¥ rang nhu dung trong ban mo ta nay viéc danh s6 ciia cac vi tri axit
amin dugc dya trén viée danh s H3 theo Winter et al. (1981). Cling Iuu y rang viéc
dénh sb cta cac vi tri axit amin nhu dung trong ban mo ta nay dugc dua trén viéc danh
s cia cac i tri trong polypeptit HA H3 chiéu dai diy du (HAO). Do d6, nhu dung trong
ban mé ta nay, "axit amin tai vi tri 434" dung dé chi axit amin tai vi tri 434 trong H3
HAO. Do d6 viéc danh s6 khong diing dé chi vi tri thuc sy cia axit amin trong polypeptit
than HA theo sang ché, do su 1am khuyét ctia viing dau (xem Hinh 14).

Ngoai ra, theo cac phuong an nhét dinh, axit amin tuong g véi axit amin tai vi
tri 323 1a K va/hoic axit amin twong ing v§i axit amin tai vi tri 326 1a K. Theo phuong
an duoc uu tién, axit amin tai vi tri 323 1a K va axit amin tai vi tri 326 1a K.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, axit amin twong ng véi axit amin tai vi tri 339
laT.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, axit amin twong Gng véi axit amin tai vi tri 438
13 E va/hodc axit amin twong (g voi axit amin tai vi tri 442 1a L.

Theo cac phuong an nhat dinh, polypeptit than HA do d6 con chira mét hodc
nhidu dot bién khac nita trong mién HA1 va/hoidc mién HA?2, khi so véi polypeptit HA
kiéu dai.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, polypeptit c6 chira dot bién cua axit amin tuong

g véi axit amin tai vi tri 323 thanh K va/hodc dot bién cua axit amin twong ung véi
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axit amin tai vi tri 326 thanh K. Cac dot bién nay lam tang do hoa tan va su biéu hién
ctia phan tir. Theo phuong an khéc, polypeptit than theo sang ché co chira dot bién clia

axit amin tai vi tri 323 thanh K va dot bién cua axit amin tai vi trf 326 thanh K.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, polypeptit c6 chira dot bién cua axit amin tuong
Ung véi axit amin tai vi tri 339 thanh T. Dot bién nay loai bd axit amin ki nudc 10 ra voi
dung moi trong vong peptit dung hop (vong FP) va bang cach d6 lam ting do hoa tan
cta phan tu.

Theo cac phuong an dugc uu tién nhit dinh, axit amin tai vi tri 323 la K, axit
amin tai vi tri 326 1a K, axit amin tai vi tri 339 1a T, axit amin tai vi tri 392 1a Y, P hodc
R, t6t hon 1a P hodc R, axit amin tai vi tri 395 1a I, axit amin tai vi tri 399 1a Y, axit amin

tai vi tri 402 13 S, axit amin tai vi tri 404 12 Q hodc R, axit amin tai vi trf 434 1a Q.

Theo cac phuong an dugce uu tién nhét dinh, polypeptit c6 chira dot bién cua axit
amin tai vi tri 323 thanh K, dot bién cta axit amin tai vi tri 326 thanh K, dot bién cta
axit amin tai vi tri 339 thanh T, dot bién cta axit amin tai vi tri 392 thanh P ho#c R, dot
bién cua axit amin tai vi tri 395 thanh I, dot bién ciia axit amin tai vi trf 399 thanh Y, dot
bién cua axit amin tai vi tri 402 thanh S, dot bién cia axit amin tai vi tri 404 thanh Q

hodc R, va dot bién cta axit amin tai vi tri 434 thanh Q.

Theo cac phuong 4n dugc uu tién nhét dinh, axit amin tai vi tri 323 1a K, axit
amin tai vi trf 326 1a K, axit amin tai vi tri 339 1a T, axit amin tai vi tri 392 la P hodc R,
axit amin tai vi trf 395 1a I, axit amin tai vi tri 399 12 Y, axit amin tai vi tri 402 1a S, axit
amin tai vi tri 404 13 Q hodc R, axit amin tai vi tri 434 14 Q, va axit amin tai vi tri 442 1a

A.

Theo cac phuong an dugc uu ti€n nhét dinh, polypeptit c6 chira dot bién cla axit
amin tai vi tri 323 thanh K, dot bién cuia axit amin tai vi tri 326 thanh K, dot bién cua
axit amin tai vi tri 339 thanh T, dot bién ctia axit amin tai vi tri 392 thanh P hodc R, dot
bién clia axit amin tai vi tri 395 thanh I, dot bién cua axit amin tai vi tri 399 thanh Y, dot
bién cta axit amin tai vi tri 402 thanh S, dot bién cia axit amin tai vi tri 404 thanh Q
hoic R, va dot bién cua axit amin tai vi tri 434 thanh Q, va dot bién cta axit amin tai vi

tri 442 thanh A.
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Theo céc phuong 4n nhat dinh, polypeptit c6 chira it nhat 1a mot dot bién nita
dwoc chon tir nhom gdm c6 dot bién clia axit amin twong Umg v6i axit amin tai vi tri 438
thanh E dudi dang axit amin tich dién am thay thé c6 thé c6 va dot bién ciia axit amin
twong trng voi axit amin tai vi tri 442 thanh I dé 1am ting mic do ki nude trong mat

phéan cach trime.

Theo sang ché, polypeptit thin HA 1a polypeptit HA nhém 1. Do do, theo sang
ché, su cai bién dugc mo ta trong ban md ta nay dugc dua vao trong HA cua virut cum
tir nhom phat sinh loai 1, chiang han nhu virut cim c6 chira HA cta kiéu phu H1, H2
hodc H5, dan dén polypeptit than HA theo sang ché. Theo cac phuong an nhat dinh,
polypeptit thain HA 1a polypeptit HA HI. Do do, theo cac phuong an nhét dinh,
polypeptit than HA ¢6 ngudn gdc tir HA ctia virut cim A ¢6 chara HA ciia kiéu phu H1,
ching han nhur tlr virut cim A/Brisbane/59/2007 (HIN1), véi trinh ty axit amin SEQ ID
NO:1, hodc A/California/07/09 (HIN1), véi trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
2. Nguoi ¢6 trinh d9 trung binh trong linh vuc hiéu rang polypeptit theo séng ché ciing
6 thé c6 ngudn gde tir HA ciia cac chung virut cim A khéc tir nhém 1, bao g6m nhung
khong gi6i han & A/Texas/UR06-0526/2007 (HIN1) (SEQ ID NO: 3),
A/NewYork/629/1995 (HIN1) (SEQ ID NO: 4), A/AA_Marton/1943 (HIN1) (SEQ ID
NO: 5), A/Puerto Rico/8/1934 (H1), A/Michigan/45/2015 (H1), A/Adachi/2/57 (H2N2)
(SEQ ID NO: 6), A/Singapore/1/57 (H2N2) (SEQ ID NO: 7), hogc virut cim c6 chtra
HA cua kiéu phu H5, bao gdbm nhung khong gii han & A/Vietnam/1203/2004 (H5NT)
(SEQ ID NO: 8) hoic A/Hong Kong/156/97 (HS).

Nhu duge mo ta ¢ trén, polypeptit than co thé chira hodc khong chua trinh tur két
nbi ¢6 1- 10 gbe axit amin thay thé trinh ty HA1 da dugc lam khuyét va bang cach dé
két ndi hai phén HA1 con lai. Theo cac phuong an nhét dinh, trinh tu két nbi co6 chira tir
1 dén 5 axit amin. Theo cac phuong én nhét dinh, trinh tu két nbi c6 chira 2, 3 hoidc 4
axit amin. Trinh tu két ndi c6 thé 1a trinh tu két ndi khac loai, tirc 12 trinh tu axit amin
ma khong c6 trong HA c¢6 trong tu nhién, hodc kiéu dai, chéng han nhu, nhung khong
giéi han & G, GS, GGG, GSG, GSA, GSGS, GSAG, GGGG, GSAGS, GSGSG,
GSAGSA, GSAGSAG, va GSGSGSG.

Theo cac phuong an dugc wu tién, trinh tu két ndi 1a trinh tu két nbi twong dong,
tirc 12 trinh tu axit amin ¢6 ngudn gdc tir viing déu twong ung da dugc lam khuyét ching
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han nhu, nhung khong giGi han & AGSG, AGS, GSG, HAGA, DQEG, DTPV, FPKT,
EPGD, EPG, TGNL. TPSS, TPS, ATGN, YPGD.

Theo cac phuong an dugc uu tién, polypeptit khong chira trinh tu két nbi.

Nhu mo6 ta ¢ trén, sy phan cit ctia protein HAO ctim (trong HA1 va HA2) can
thiét cho hoat tinh cta né, lam thuén loi cho su di vao ctia hé gen virut vao trong té bao

dich bang cach gay ra su dung hop ctia mang co quan ndi bao vat chi véi mang virut.

Theo cac phwong an nhat dinh, polypeptit theo sang ché c6 chura vi tri phan cit
proteaza tu nhién. Do d6, da biét rang trinh tu Arg (R) - Gly (G) mé rong HA1 va HA2
(ttrc 12 cac vi tri axit amin 329 va 330) la vi tri nhan dién dbi voi trypsin va proteaza

gidng trypsin va thuong dugc phan cat dé hoat h6a hemagglutinin (Hinh 1A).

Theo cac phuong an nhét dinh, polypeptit khong chtra vi tri phan cit proteaza.
Do d06, theo cac phuong an dugce uu tién nhét dinh, vi tri phan cat proteaza da dugc loai
bo bang dot bién ctia gbe axit amin tai vi tri 329 thanh axit amin bat ky khong phai 1a
arginin (R) hodc lysin (K). Theo cac phuong n nhét dinh, goc axit amin tai vi trf 329
khong phai 1a arginin (R). Theo phuong an dugc uu tién, polypeptit c6 chira dot bién
cua axit amin tai vi tri 329 thanh glutamin (Q). Do d6, theo cdc phuong an nhét dinh,
polypeptit theo séng ché ¢6 chira dot bién bat hoat vi tri phan cat R329Q dé ngan chin
su phan cit gia dinh ctia phén ti trong qud trinh sén xuét in vitro hodc in vivo sau khi

dung.

Theo phuong an khac, polypeptit co chira vi tri phan cit da bazo, vi du nhu vi tri
phan cit Furin (nhu dugc mo ta trong Vi du 6). Do d6, polypeptit c6 thé duoc phan cit
bing proteaza giéng furin & trong té bao dé san xuit mini-HA da dugc phan cat, trong

tu véi HA d3 duoc x 1y va duge cudn gap tu nhién.

Theo c4c phuong an nhét dinh, polypeptit khong chira trinh tu tin hiéu. Trinh tu
tin hiéu (d6i khi dugc dé cap dén du6i dang peptit tin hiéu, tin hi¢u nhim dich, tin hi¢u
dinh vi, trinh tu dinh vi, peptit chuyén tiép, trinh tu din dau hodc peptit dan dau) la peptit
ngin (thuong dai 16-30 axit amin) ma c6 mit & d4u N cta phéan 16n protein méi dugc
téng hop ma duge dy dinh vé phia con duong tiét. Trinh ty tin hiéu hoat dong dé thic
d4y té bao di chuyén protein, thuong la dén mang té bao. Trong nhiéu trudng hop axit

amin c6 chira peptit tin hiéu dugc phan cat khoi protein khi dén dugc dich cudi cung cua
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no. Trong HA cum, trinh ty tin hi¢u thuong c6 chtra 16 axit amin dAu tién ca trinh tur
axit amin ciia HAO chiéu dai ddy du (twong Gmg v6i axit amin tir vi trf -6 dén vi tri 10

theo danh s H3).

Theo cac phuong 4n nhit dinh, polypeptit c6 chira (mot phan ciia) trinh tu tin
hiéu. Polypeptit c6 thé ¢6 chira (mot phan ctia) trinh tw tin hi¢u kiéu dai hodc c6 thé ¢6
chira (m6t phin cua) trinh tu tin hiéu thay thé, chang han nhu, nhung khong gi6i han &

trinh tu tin hiéu dugc chon tir nhém cua:
MGSTAILGLLLAVLQGVCA (SEQ ID NO: 136) va
MGMTSALLALLALALKPGAWA (SEQ ID NO: 137).

Theo cac phuong an nhat dinh, polypeptit c6 chira mien HA2 bao gdm mién
xuyén mang va mién té€ bao chat (twong tng voi trinh ty axit amin bat dau véi axit amin
twong (rng v6i axit amin tai vi tri 515 dén va bao gom axit amin twong Ung véi axit amin

tai vi tri 550 (danh sé H3)).

Dé san xuit polypeptit than dugc tiét ra (hoa tan), theo cac phuong 4n nhat dinh
polypeptit khong chtra mién xuyén mang va mién té bao chat. Do dé, theo cac phuong
4n nhét dinh, polypeptit c6 chira mién HA2 duoc cit cut, cu thé 12 mién HA2 ma dugc
cit cut tai ddu C. Mién HA2 duoc cat cut theo sang ché do d6 ngén hon trinh tuy HA2
chiéu dai day du, bang sy lam khuyét ctia mot hoic nhiéu gdc axit amin tai dau C cua

mién HA2.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, phan dau C cua mién HA2 bit dau véi axit amin
twong Gng vadi axit amin tai vi tri 516 da duoc lam khuyét, do d6 vé co ban loai bé toan

bd mién xuyén mang va mién té bao chat.

Theo cac phuong an nhét dinh, ngoai ra mot phén ctia xoin dau C da duogc lam
khuyét. Theo sang ché da phat hién ra rang ngay ca khi phan 16n hon cta mién HA2
duoc lam khuyét, polypeptit thin HA hoa tan 6n dinh c6 thé duoc tao ra. Do d6, theo
cac phuong an nhét dinh, phén dau C cua mién HA2 bat ddu & trinh tu axit amin tai vi
tri 500, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 513, 514 hoac 515
da dugc 1am khuyét (ciing danh s6 theo danh s6 H3 nhu dugc mo ta béi Winter et al.,

néu trén) dé san xut polypeptit hoa tan sau khi biéu hién trong té bao (Hinh 12).
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Theo phuong an dugc uu tién, phin ddu C ctia mién HA2 tlr vi trf twong tGng véi

516 da dugc lam khuyét.

Mot cach tiy ¥, trinh tu axit amin khéc loai (trc 1a trinh tu axit amin ma khong

¢6 trong tu nhién trong HA cum) da duoc lién két voi mién HA2 (da duoc cat cut).

Do do, theo cac phuong an nhét dinh, trinh tu dudi His, vi du nhw HHHHHH
(SEQ ID NO: 113) hoic HHHHHHH (SEQ ID NO: 114.), hodc dudi FLAG
(DYKDDDDK) (SEQ ID NO: 115) hodc dang két hop ctia chung dugc lién két v6i axit
amin dau C ctia mién HA2 (tiy y da duge c4t cut) nham muc dich phat hién va/hodc tinh
ché. Theo cac phuong 4n nhét dinh, trinh tu axit amin khac loai, chang han nhu trinh tu
dudi His, co thé duoc ndi voi mién HA2 (da dugc cit cut) thong qua cAu ndi. Theo cac
phuong éan nhit dinh, cdu ndi c6 thé chira (mdt phan cua) vi tri phan cit phan giai protein,
vi du nhu trinh ty axit amin IEGR (SEQ ID NO: 116) hoac LVPRGS (SEQ ID NO: 117)

dé loai bo bang enzym trinh tu dudi His sau khi tinh ché.

Theo cac phuong an nhét dinh, trinh tu axit amin khac loai ma dugc lién két véi
axit amin diu C cta mién HA2 (da duoc cit cut) ¢6 chira trinh ty axit amin dugc chon
tir nhom gdm co:

GYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL (foldon), (SEQ ID NO: 118),

SGRDYKDDDDKLVPRGSPGSGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLGHHH
HHH (Flag — Foldon — duéi His), (SEQ ID NO: 119),

SGRDYKDDDDKPGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSHHH
HHH (FLAG- ciu ndi GS — dubi His), (SEQ ID NO: 120),

EGRAAAGGSGGGGSMVFTLEDFVGDWRQTAGYNLDQVLEQGGVSSLFQNLG
VSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDQMGQIEKIFKVVYPVDDHHFKV
ILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVITGTLWNGNKIIDERLINP
DGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAAAAWSHPQFEKGAAWSHPQFEKGAAWS
HPQFEK (Nanoluc — dudi Strep), (SEQ ID NO: 121),

EGRAAAGGSGGGGSMVFTLEDFVGDWRQTAGYNLDQVLEQGGVSSLFQNLG
VSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDQMGQIEKIFKVVYPVDDHHFKV
ILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINP
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DGSLLFRVTINGVTGWRILCERILAGAAEPEA (Nanoluc — dudi C), (SEQ ID NO:
122),

EGRAAAWSHPQFEKGAAWSHPQFEKGAAWSHPQFEK (dubi Strep, SEQ ID NO:
154),

EGRAAALPETGGGAAEPEA (Sortase - dudi C), (SEQ ID NO: 123),

SGRDYKDDDDKPGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSWSH
PQFEK GAAWSHPQFEKGAAWSHPQFEK (FLAG — ciu ndi GS — dudi Strep), (SEQ
ID NO: 124), va

EGRAAAEQKLISEEDLGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
WSHPQFEKGAAWSHPQFEKGAAWSHPQFEK (dudi Myc - cu ndi GS — dudi
Strep), (SEQ ID NO: 125).

Theo cac phuong 4n nhét dinh, mién trime hoa khac loai da duoc lién két voi axit
amin diu C cia mién HA2 (tuy y da dugc cit cut), ching han nhu, nhung khong giGi
han & mién trime hoa "Foldon” (nhu dugc md ta boi Letarov et al. (1993); S-Guthe et

al. (2004)),

Theo cac phwong 4n nhét dinh, polypeptit than HA ¢6 chira trinh ty axit amin c6
chira it nhét 13 céac axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO: 30;

trinh tu axit amin c6 chira it nhét 1 c4c axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO: 31;
trinh tu axit amin c6 chura it nhét 13 cac axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO: 52;
trinh tu axit amin c6 chua it nhét 1 c4c axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO: 53;
trinh tu axit amin c6 chura it nhét 1a c4c axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO: 54;
trinh tu axit amin c6 chira it nhét 14 cac axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO: 55;
trinh tu axit amin c¢6 chua it nhét 1a cé4c axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO: 56;
trinh tu axit amin c6 chira it nhét 1a céc axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO: 57;
trinh tu axit amin c6 chura it nhét 14 cac axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO: 58;
trinh tu axit amin c6 chura it nhét 1 c4c axit amin 1-237 néu trong SEQ ID NO: 59;

trinh tu axit amin c6 chua it nhét 1a c4c axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO: 60;
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trinh tu axit amin co6 chua it nhét 1a cac axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chira it nhét 1a cac axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin cé chua it nhét 1a cac axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chira it nhét 14 cac axit amin 1-230 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chira it nhét 13 cac axit amin 1-231 néu trong SEQ ID NO:
trinh tw axit amin c6 chira it nhit 14 cac axit amin 1-232 néu trong SEQ ID NO:
trinh ty axit amin c6 chira it nhit 1 c4c axit amin 1-233 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chira it nhét 1a cac axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chua it nhét 1a cc axit amin 1-235 néu trong SEQ ID NO:
trinh ty axit amin c6 chita it nhit 1a cac axit amin 1-236 néu trong SEQ ID NO:
trinh ty axit amin c¢6 chira it nhét 1a c4c axit amin 1-237 néu trong SEQ ID NO:
trinh ty axit amin c6 chira it nhit 1a cac axit amin 1-238 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chua it nhat 1a cac axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chua it nhit 1a cac axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chta it nhit 1a cac axit amin 1-228 néu trong SEQ ID NO:
trinh tw axit amin c6 chira it nhat 13 cac axit amin 1-229 néu trong SEQ ID NO:
trinh ty axit amin c6 chira it nhat 13 cac axit amin 1-230 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chura it nhit 1a cac axit amin 1-231 néu trong SEQ ID NO:
trinh tw axit amin c6 chira it nhat 13 cac axit amin 1-232 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chura it nhét 13 cac axit amin 1-233 néu trong SEQ ID NO:
trinh ty axit amin c6 chira it nhat 13 cac axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chtra it nhit 13 cac axit amin 1-235 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chira it nhat 14 c4c axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chura it nhit 13 cac axit amin 1-233 néu trong SEQ ID NO:

trinh tu axit amin c6 chtra it nhat 1a c4c axit amin 1-235 néu trong SEQ ID NO:
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trinh tu axit amin c¢6 chira it nhit 14 cac axit amin 1-233 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chira it nhit 1 c4c axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chira it nhit 14 cac axit amin 1-233 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chira it nhit 1a cc axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chua it nhét 14 céc axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c¢6 chira it nhit 13 cac axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh ty axit amin c6 chtra it nhat 1a cac axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chtra it nhét 14 céc axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chta it nhat 1a cac axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chira it nhit 1a cc axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin co6 chura it nhét 14 céc axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chta it nhat 1a cac axit amin 1-233 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chura it nhét 13 céc axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chra it nhét 14 céc axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chtra it nhit 1a cac axit amin 1-232 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chira it nhat 13 cac axit amin 1-237 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chta it nhét 14 céc axit amin 1-238 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin co6 chtra it nhét 14 céc axit amin 1-231 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chira it nhat 13 cac axit amin 1-231 néu trong SEQ ID NO:
trinh tw axit amin c6 chira it nhat 13 cac axit amin 1-237 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chira it nhét 14 céc axit amin 1-231 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chtra it nhét 1a céc axit amin 1-237 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chua it nhét 12 cac axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO:
trinh tu axit amin c6 chua it nhét 12 cac axit amin 1-231 néu trong SEQ ID NO:

trinh tu axit amin c6 chira it nhét 1a céc axit amin 1-231 néu trong SEQ ID NO:
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trinh tu axit amin c6 chtra it nhat 13 cac axit amin 1-237 néu trong SEQ ID NO: 111;
trinh tu axit amin c6 chtra it nhét 13 céc axit amin 1-237 néu trong SEQ ID NO: 112;
trinh tu axit amin c6 chira it nhét 12 c4c axit amin 1-234 néu trong SEQ ID NO: 135;
trinh tu axit amin c6 chira it nhét 13 céc axit amin 18-248 néu trong SEQ ID NO: 147,
trinh tu axit amin c6 chtra it nhét 13 cc axit amin 18-248 néu trong SEQ ID NO: 148;
trinh tu axit amin c6 chtra it nhét 13 céc axit amin 18-248 néu trong SEQ ID NO: 149;
trinh tu axit amin c6 chta it nhét 13 cac axit amin 17-247 néu trong SEQ ID NO: 150;
trinh tu axit amin c6 chira it nhéat 12 céac axit amin 17-247 néu trong SEQ ID NO: 151;

trinh tuy axit amin c¢6 chira it nhét 14 cac axit amin 16-246 néu trong SEQ ID NO: 152;

hodc
trinh ty axit amin c6 chira it nhat 1 cac axit amin 18-248 néu trong SEQ ID NO: 153.

Theo phuong 4n dugc wu tién, polypeptit c6 chira trinh ty axit amin ¢6 chua it

nhét 14 cac axit amin 1-231 néu trong SEQ ID NO: 103, 104, 109 hoéc 110.

Theo cac phuong an nhét dinh, polypeptit ¢ chira trinh tw axit amin dugc chon

tir nhom gdm c6 cac SEQ ID NO: 31, 31, 52-112 va 135.

Theo phuong 4n dugc uu tién, polypeptit c6 chira trinh ty axit amin dugc chon

tir nhém gdm c6 cac SEQ ID NO: 103, 104, 109 va 110.

Theo cac phwong an nhét dinh, polypeptit dugc glycosyl hoa khi duoc biéu hién
trong té bao thich hop (vi du nhu t€ bao dong vat co vii). Polypeptit c6 thé chira mot
hodc nhiéu mb tip glycosyl héa tw nhién. Theo cac phuwong dn nhét dinh, polypeptit c¢6
chtra it nhat 12 mot md tip glycosyl hoa khac/duge dua vao. Theo cac phuong an nhét
dinh, it nhit 12 mot md tip glycosyl héa duge dua vao bang dot bién ctia axit amin tai vi
trf 402 thanh S. Pt bién nay sé& dua vao md tip glucosyl héa dugc lién két n tai vi tri

400.

Polypeptit ciing c6 thé dugc dung két hop v6i hodc duge lién hop v6i hat nano,
chang han nhu vi du nhu polyme, liposom, virosom, hat gidng virut. Polypeptit c6 thé
duoc Kkét hop véi, duge bao vo trong hodc duoc lién hop (vi du nhu duoc lién két hoac
duoc hép phu cdng hoa tri) véi hat nano
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S4ng ché con dé xuét phan tir axit nucleic ma hoa cho polypeptit than HA cim
theo sang ché. Ngudi c6 trinh d trung binh trong linh vue hiéu ring nhiéu phan tir axit
nucleic khac nhau c6 thé ma hoéa cho cing mot polypeptit nhu 1a két qua cia su thoai
héa ma di truyén. Ciing can hiéu rang ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥
thuét nay c6 thé st dung cac k¥ thuét thong thuong dé tao ra cac su thé nucleotit khong
anh huéng dén trinh tw polypeptit duge ma hoa béi cac polynucleotit da duge mo ta aé
phén 4nh viéc s dung bd ba ma hoa cta sinh vat chui cu thé bét ky trong d6 polypeptit
dugc biéu hién. Do do, trir khi duge quy dinh cu thé khac, "phan tir axit nucleic ma hoa
trinh tu axit amin" bao gdm tét ca cAc trinh tw nucleotit ma 1a cac phién ban suy bién cua

nhau va mi hoa cung trinh tu axit amin.

Theo cac phuong an nhét dinh, phan ti axit nucleic ma hoa cho polypeptit than
HA cim duoc t6i wu héa bd ba ma héa dé biéu hién ¢ té bao dong vat c6 v, ching han
nhu té bao nguoi. Cac phuong phap t6i rru hoa bo ba ma hoa da dugc biét va md ta trude

day (vi du WO 96/09378).

Theo céc phuong an nhét dinh, phan tir axit nucleic ma hoa cho polypeptit than
HA ctm c6 chira trinh tu axit nucleic dugce chon tir SEQ ID NO: 138-145.

Céc polypeptit mién than hemagglutinin ctia virut cim nay ¢6 thé dugc diéu ché
theo k¥ thuat bat ky dugc xem 1a phit hgp véi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc, bao gdm céc k¥ thuat mo ta dudi day. Do do, polypeptit theo sang ché c6 thé dugc
tdng hop dudi dang trinh tw ADN bang cac phuong phap tiéu chudn da biét trong linh
vuc va duoc tach dong va sau d6 dugc biéu hién, in vitro hoic in vivo, béng cach su

dung enzym gi¢i han va phuong phap thich hgp da biét trong linh vuc.

Séang ché con dé cap dén vecto c6 chira phan tir axit nucleic ma héa cho polypeptit
theo sang ché. Theo cac phuong 4n nhét dinh, phan tit axit nucleic theo sang ché do d6
12 mot phan clia vecto, vi du nhu plasmit. Vecto nay c6 thé duoc thao tac d& dang bang
phuong phéap da biét r5 dbi v6i ngudi cé trinh d trung binh trong linh vue, va vi du nhu
duoc thiét ké dé co kha ning sao chép trong té bao nhan so va/hodc nhan chuin. Vecto
duoc st dung co6 thé 1a vecto bét ky ma thich hop @2 tach dong ADN va c6 thé duge st
dung dé phién ma axit nucleic dugc quan tdm. Khi té bao chu duoc st dung, uwu tién 1a
vecto 1a vecto tich hgp. Theo cach khac, vat truyén nay co thé 12 vat truyén sao chép thé

bd sung. Nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc c6 kha nang lva chon cic vat
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truyén biéu hién phit hop, va chén céc trinh ty axit nucleic theo sdng ché theo céach c6
chuc nang. Pé thu duge su biéu hién ciia cac trinh tu axit nucleic ma hoa polypeptit,
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc da biét ring céc trinh tw c6 khd ning didu
kién sy biéu hién c6 thé duoc ndi theo cach ¢6 chirc ning véi cac trinh ty axit nucleic
ma hoa polypeptit, tao thanh cac phéan tir axit nucleic tai t6 hop ma hoa protein hogc
polypeptit & dang biéu hién dugc. Céc trinh tu didu khién sw biéu hién c6 thé bao gom
trinh tu khoi ddu phién ma, trinh tu ting cudng va tuong tu, va su két hop ctia ching.
Céc trinh tu nay c6 kha nang hoat dong trong té bao chii, qua d6 diéu khién su biéu hién
clia c4c trinh tu axit nucleic ma dugc ndi theo cach c6 chiic ndng véi chiing. Ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay da biét cac ving khoi dong khac nhau
¢6 thé duogc st dung dé thu duoc sur bidu hién cta gen trong té bao chil. Céc trinh ty khoi
dAu phién ma c6 thé cAu thanh hodc dugc diéu hoa, va c6 thé thu duge tir cac ngudn
khac nhau, bao g@)m nguén virut, nhan so hoac nhan chuén, hoic duoc thiét ké nhan tao.
Su biéu hién cua cac axit nucleic quan tdm c6 thé 1a tur trinh tu khoi dau phién ma tu
nhién hodc din xuét ctia n6 hodc tir trinh tu khoi dau phién ma hoan toan khac loai
(Kaufman, 2000). Mt s ving khoi dong da biét rd va duge st dung nhiéu dé biéu hién
trong té bao nhan chuin c6 chira ving khéi dong co6 ngudn gdc tir cdc virut, nhu
adenovirut, vi du vung khoi dong E1A, vung khoi dong co ngudn gbc tir
xytomegalovirut (CMV), nhu vung khéi dong sém qua trung gian (IE) CMV (dugce goi
trong ban mé ta nay la vung khéi dong CMV) (c6 thé thu dwgc chang han tir pcDNA,
Invitrogen), ving khéi dong co ngudn gbc tir virut khi 40 (SV40) (Das et al, 1985), va
dang tuong tu. Vung khdi dong thich hop cling cé thé c6 ngudn gbe tir té bao nhan
chuén, ching han nhu ving khéi dong methallothionein (MT), ving khéi dong yéu tb
kéo dai 1o (Ef-1a) (Gill et al., 2001), ving khéi ddng ubiquitin C hodc UB6 (Gill et al.,
2001), vung khai dong actin, vung khéi dong globulin mién dich, ving khéi dong soc
nhiét, va dang tuong tu. Thir nghiém vé chtrc nang va chiu dai cua trinh ty khoi dau
phién mé 1a vén dé thong thuong déi véi ngudi 6 hiéu biét trung binh trong linh vuc,
va nhin chung ¢ thé ching han bao gbm tach dong gen thir nghiém nhu lacZ, luxiferaza,
GFP, v.v. ndm sau trinh tu trinh tu khéi dau phién ma, va thir nghiém vé su biéu hién
clia gen thir nghiém. T4t nhién, céc trinh tu khéi du phién ma c6 thé dugc 1am thay doi
bing cach 1am khuyét, thém, gay dot bién vé trinh tu trong d6, va dugc thir nghiém vé

chitc ning, dé tim ra céc trinh ty khéi dau phién ma méi, dugce lam yeu hoac dugce cai
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thién. Theo sang ché, viéc chon lya cac trinh ty khéi dau phién ma manh tao ra mirc do

phién mi cao trong té bao nhan chuan duoc uu tién.

Céc chu trac nay c6 thé duge chuyén nhiém vao té bao nhén chuan (vi du té bao
thuc vat, ndm, nAm men hodc dong vat) hoac hé biéu hién nhan so phu hgp nhu E. coli
bing cac phuong phap ma ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc da biét. Trong
mot sd truong hop trinh tu dudi' thich hop (chang han nhu vi du, nhung khong chi gi¢i
han &, dudi his, dudi myc, dudi strep, sortase, hodc dudi flag) hodc protein hoan chinh
(chéng han nhu vi du, nhung khong chi gigi han &, protein li€n két maltoza hoic
glutathion S transferaza) c6 thé dugc bd sung vao cac trinh ty theo sang ché, nhu dugc
md ta & trén, dé cho phép tinh ché va/hoic nhan dang cac polypeptit tir té bao hoc dich
ndi bé mit. Tuy y, trinh ty chtra vi tri phan giai protein ddc hi€u co thé duoc bao gém

dé sau do loai bé dudi bang cach phan gidi protein.

Theo cac phuong an duge wu tién, polypeptit dugc san xuét trong té bao dong vt
co vu.

Céac polypeptit tinh sach ¢o thé duoc phan tich bang phuong phap quang phd da
biét trong linh vuc (vi du phuong phép quang phd lugng sdc vong, phuong phap quang
phd hong ngoai bién ddi Fourier va phuong phip quang phé NMR hoic tinh thé hoc tia
X) dé kiém tra sy c6 mit cua cAu trac mong mudn nhu chudi cudn xodn va dai beta.
ELISA, AlphaLLISA, phép do can trd 16p sinh hoc (Octet) va FACS va dang tuong tu c6
thé duoc str dung dé khao sat su lién két ctia polypeptit theo sang ché v6i khang thé
trung hoa rong, chiang han nhu CR6261 va/hodc CR9114. Do do, cac polypeptit theo
sang ché c6 cu hinh chinh xac c6 thé duoc chon loc. Ham luong trime ¢6 thé dugc phan
tich vi du nhu béng st dung dién di gel trén SDS trong diéu kién khong khur, sdc ky loai
trir kich thudc trong su ¢6 méat cia manh Fab khang thé cua khang thé trung hoa rong,
ching han nhu CR6261 va/hoic CR9114, cling nhu 1a Alphal.ISA bing cach s dung
cac khang thé dugc gin nhan khac nhau. D9 n dinh cua polypeptit c6 thé duge danh
gia nhu mo ta ¢ trén sau cang thang nhiét do, cac chu ky két dong-ra déng, ndong dd
protein tdng, hodc khudy tron. Nhiét do néng chay cta polypeptit 6 thé duoc danh gia
thém bang Phép Po Huynh Quang Quét Vi Sai (DSF) va/hodc Phép Po Nhiét Luong
Quét Vi Sai (DSC).
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Theo cac phuong an nhét dinh, vecto 13 adenovirut tai to hop ngudi. Do d6 sdng
ché con d& xuét vecto adenovirut tai t6 hop co chira phan ti axit nucleic ma héa cho
polypeptit than HA theo sang ché. Theo phuong 4n dugc uu tién, phén tir axit nucleic
ma hoa cho polypeptit than c6 chta trinh ty axit nucleic dugc chon tir nhém gbm co

SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 144 va SEQ ID NO: 145.

Viéc diéu ché vecto adenovirut tai td hop da dugce biét rd trong linh vuc k¥ thuat
nay. Thuat ngr ‘tai td hop’ dbi vaoi adenovirut, nhu duge st dung & day nghi 1a n6 dugc
bién ddi boi ban tay con nguoi, vi du da sua ddi dau tan cung dugce tach dong hoat tinh
trong d6 va/hodc chira gen khac loai, tire 1a khong phai 1a adenovirut kiéu dai c6 trong
tu nhién. Theo cac phuong an nhét dinh, vecto adenovirut theo sang ché thiéu hut it nhét
mot chtre ning gen thiét yéu ctia vimg E1, vi du ving Ela va/hodc ving E1b, ctia hé gen
adenovirut can thiét cho su sao chép cuia virut. Theo cdc phuong an nhét dinh, vecto
adenovirut theo sang ché thiéu hut it nhat mot phan cia ving E3 khong thiét yéu. Theo
cac phuong an nhat dinh, vecto thiéu hut it nhat mot chiic ning gen thiét yéu cua ving
E1 va it nhit mot phan cua ving E3 khong thiét yéu. Vecto adenovirut c6 thé 1a "thiéu
hut gip boi," nghia 14 vecto adenovirut 1a thiéu trong mot hodc nhiéu chirc nang gen co
ban trong mdi ving hai hozic nhiéu viing cia bd gen adenovirut. Vi du, vecto adenovirut
thiéu E1- hoac E1-, thiéu E3- ¢6 thé con thiéu trong it nhét mét gen co ban cua vung E4
va/hodc it nhat mot gen co ban ctia ving E2 (vi du, ving E2A va/hodc vang E2B). Vecto
adenovirut, phwong phap tao cau triic ciia n6 va phuong phap nhén gidng no, da biét ro
trong linh vuc k§ thuit nay va dugc md ta trong, vi du, cac Bing Sang Ché My sb
5,559,099, 5,837,511, 5,846,782, 5,851,806, 5,994,106, 5,994,128, 5,965,541,
5,981,225, 6,040,174, 6,020,191, va 6,113,913.

Theo céc phuong an nhat dinh, adenovirut 1a adenovirut & ngudi c6 kiéu huyét

thanh 26 hoac 35.

Sang ché con dé xuat dugc pham c6 chira polypeptit, axit nucleic, va/hodc vecto
theo sang ché, va chat mang dugc dung. Séng ché dé cap cu thé dén dugc pham c6 chira
luong hitu hiéu dé diéu tri cua polypeptit, axit nucleic, va/hodc vecto theo sang ché.
Duoc phdm nay con chira chit mang duoc dung. Trong pham vi clia sng ché, thuat ngi
"duoc dung" co nghia la chit mang, véi liéu ding va ndéng d6 dugc st dung, s& khong
gay ra cac tac dung khong mong muén hodc c6 hai cho déi tuong diung cac chit mang
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nay. C4c chit mang va ta duoc duge dung nay 1a da biét trong linh virc (xem Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18th edition, A. R. Gennaro, Ed., Mack Publishing Company
[1990]; Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and Proteins, S. Frokjaer
and L. Hovgaard, Eds., Taylor & Francis [2000]; va Handbook of Pharmaceutical
Excipients, 3rd edition, A. Kibbe, Ed., Pharmaceutical Press [2000]). Thuat ngir "chét
mang" dung dé chi chat pha lodng, t4 dugc, hodc ta duoc 1éng ma polypeptit, axit
nucleic, va/hodc vecto dugc dung véi nd. Dung dich nude mudi va dung dich nuéc
dextroza va dung dich glyxerol cd thé vi du duoc st dung lam chét mang léng, cu thé 1a

lam cac dung dich ti€ém duoc.

Séng ché con dé cap dén polypeptit, axit nucleic, va/hodc vecto nhu dugc mo ta

trong ban mé ta nay dé sir dung lam thude.

Séng ché dé cap cu thé dén polypeptit, axit nucleic, va/hodc vecto nhu duge mo
ta trong ban mo ta nay dé sir dung trong viéc gdy ra dép ung mién dich chdng lai virut

cum.

Séang ché con dé cap dén phwong phap gy cam g dap img mién dich chdng lai
virut cam A & ddi twong can chiing, phuwong phap nay c6 chira budce ding cho db6i tugng
nay, polypeptit, phan ti axit nucleic va/hodc vecto nhu duge mo ta ¢ trén. Déi tuong
theo sang ché t6t hon 1a dong vat c6 vii ma c6 kha nang bi lay nhiém virut ctim, hodc
theo cach khéac c6 thé hudng loi tir su gy ra dap Gng mién dich, dbi tugng nay vi du
nhu 1a dong vat gam nham, vi du nhu chudt nhit, chdn swong, hodc dong vat nudi hodc
trang trai, hodc dong vat linh trudng khong phai 1a nguoi, hodc nguoi. Tt hon néu, dbi

tuong 1a ddi tugng nguoi.

Theo cac phuong an nhét dinh, sang ché dé xuét phuong phép gy cam tmg dap
tmg mién dich chdng lai virut cim A nhom 1. Dép tng mién dich c6 thé c6 chua dap
ng mién dich thé dich (ttc 1a gdy cam tmg khang thé trung hoa virut cim) va/hodc dép
tng mién dich té bao. Theo cac phuong 4n nht dinh, sang ché dé xuat phuong phap gay
cam ung dap ing mién dich chéng lai it nhét 12 hai, ba, bdn, nam hodc sau kiéu phu cua
virut cam A. Theo cac phwong 4n nhét dinh, séng ché d& xuit phuong phép gay cam

mg dép tmg mién dich chéng lai virut cim c6 chira HA cua kiéu phu HI.
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Theo cac phuong an nhét dinh, dap ung mién dich duoc gdy cam ung hitu hiéu
dé ngan chdn va/hodc diéu tri su lay nhiém virut cim gay ra bgi virut cim A nhém 1,
chang han nhu virut cim A c6 chita HA cia kiéu phu H1, va/hodc virut cam A c6 chira
HA cua kiéu phu H2, va/hodc virut cam A c6 chira HA cua kiéu phu H5. Theo céc
phuong 4an nhat dinh, d4p Gtng mién dich dwgc gdy cam Gng hitu hiéu dé ngan chin
va/hodc didu tri sy 1y nhiém virut cim gay ra boi virut cam A c6 chira HA cua kiéu

phu HI1.

Séng ché con d& cap dén polypeptit, axit nucleic, va/hodc vecto nhu duoc mo ta

trong ban md ta nay dé sir dung lam véc xin cim.

Theo cac phuong an nhit dinh, polypeptit, phan ti axit nucleic va/hodc vecto
theo sang ché duoc dung két hop véi ta duge. T4 dugce co thé duge dung trudce, cling
lac, hodc sau khi dung polypeptit, phan tir axit nucleic va/hodc vecto theo sang ché. Vi
du vé& chét bd trg thich hop bao gdm mudi nhom ching han nhu nhdém hydroxit va/hodc
nhom phosphat; hop phén du-nhii tuong (hodc hop phén dau-trong-nuéc), bao gdm nhil
trong squalen-nudc, chiang han nhu MF59 (vi du xem WO 90/14837); ché phim
saponin, ching han nhu vi du QS21 va Phie Hop Kich Thich Mién Dich ISCOMS) (vi
du xem US 5,057,540; WO 90/03184, WO 96/11711, WO 2004/004762, WO
2005/002620); dan xuét vi khuan hodc vi sinh vat, vi du vé chiing 13 monophosphoryl
lipit A (MPL), MPL dugc 3-O-deaxyl hoa (3dMPL), CpG-motif ¢6 chira oligonucleotit,
doc td vi khuan ADP-ribosyl hoa hodc céc thé dot bién cua chung, chang han nhu doc
tb trong rudt khong bén nhiét E. coli LT, doc td ta CT, doc tb ching ho lau ngay PT,
hoac bién doc t6 udn van TT, Chét nén M, hoic dang két hop cta chiung. Ngoai ra, cac
k§ thuat lam cho c¢6 kha ning mién dich da biét c6 thé duge st dung, nhu dung hop
polypeptit theo sang ché véi cac protein da biét trong linh vuc dé ting cuong dap tng
mién dich (vi du doc td ubn van, CRM197, rCTB, flagellin tir vi khudn hoic cac protein

khac) hodc bao gdm polypeptit trong virosom, hodc két hop cac ky thuat nay.

Viéc dung cac polypeptit, phan tir axit nucleic, va/hodc vecto theo sang ché ¢6
thé duoc tién hanh bang cach st dung cac dudng dung tiéu chuén. Céc vi du khong gisi
han bao goém sir dung ngoai dudng tiéu hoa, nhu trong mach, trong da, qua da, trong co,
duéi da, v.v., hodc sit dung ¢ niém mac, vi du trong miii, miéng va twong tu. Nguoi ¢
trinh do trung binh trong linh vyc ¢6 kha niang xac dinh cac kha ndng khéac nhau dé dung
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polypeptit, phan tir axit nucleic, va/hodc vecto theo sang ché, dé gay ra dap ing mién

dich.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, polypeptit, phan tit axit nucleic, va/hodc vecto
dugc diang hon mot 14n, tic 12 trong céi goi 1a phac d6 moi-ting cuong twong dong. Viéce
dung lidu tht hai c6 thé dugc thye hién, vi du nhu, mot tudn sau khi ding lidu th nhat,
hai tudn sau khi dung liéu thi nhat, ba tuan sau khi dung lidu thir nhat, mot thang sau
khi dung lidu thir nhét, sdu tudn sau khi ding liéu thir nhit, hai thang sau khi dung liéu
tht nhét, 3 thang sau khi ding liéu thi nhat, hodc 4 thang hodc lau hon sau khi dung
lidu thtt nhat, v.v., 1én dén mot vai ndm sau khi ding liéu thir nhit ctia polypeptit, phan
tir axit nucleic, va/hodc vecto theo sang ché. Ciing ¢ thé dung polypeptit, phan tir axit
nucleic va/hoic vecto hon hai 1an, vi du nhu ba lan, bén l4n, v.v., sao cho lan dung mdi

thir nhat dugc theo sau bai hon mét 1an diing ting cudng.

Polypeptit, phan tir axit nucleic, va/hodc vecto cling ¢ thé duogc dung, duéi dang

moi, hodc duéi dang tang cuong, trong ché do moi-tang cuong khac loai.

Séang ché con dé xuit phuong phép ngin nglra va/hodc diéu tri, tot hon 12 ngan
ngtra, bénh virut cam ¢ dbi tugng can chung, c6 chtra dung cho dbi tuong nay polypeptit,
phén tir axit nucleic va/hodc vecto nhu duge mo ta trong ban mo ta nay. Lugng hiru hiéu
dé diéu tri dung dé chi lugng clia polypeptit, axit nucleic, va/hodc vecto ma hitu hiéu dé
ngan ngua, cai thién va/hodc diéu tri bénh hodc tinh trang bénh bét ngu@)n tu su lay
nhiém virut cam. Phong ngira bao gdm viéc 1am tic ché hodc lam giam sy phét téan ctia
virut cim hodc rc ché hodc lam giam su khoi phat, phat trién hodc tién trién cua mot
hodc nhiéu triéu ching di kém véi nhiém virut cim. Viéc lam thuyén giam nhu duoc sir
dung & ddy c6 thé chi viéc 1am thuyén gidm cac triéu ching bénh nhin thdy dugc hoic
quan sat dugc, su Xam nhiém va phét trién trong mau cua virut (viremia), hodc sy biéu

hién khac ¢6 thé danh gia dugc cua nhiem virut cum.

Péi tugng cn didu tri bao gdm ddi twong ma da bi tinh trang bénh bét ngudn tir
su 1ay nheiemx virut cum, cling nhu 13 nhitng nguoi ma sy lay nhiém virut cim can
duoc ngan chan. Polypeptit, axit nucleic va/hodc vecto theo sang ché do d6 co thé duoc
ding cho d6i tugng chua quen thi nghiém, tuc 13, d6i twgng khong méc bénh gay ra boi
sy nhiém virut cim ho#c chua va hién tai khong bi anh hudng bdi su nhiém virut cim,

hodc cho dbi twong da nhiém virut cim.
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Theo mdt phuwong an, phong ngtra va/hodc didu tri c6 thé huéng dén nhém nguoi
bénh d& bi nhiém virut cim. Nhém bénh nhan nay bao gbm, nhung khong gi6i han & vi
du nhu, nguoi gia (vi du nhu > 50 tudi, > 60 tudi, va tdt hon 12 > 65 tuéi), nguoi tré (vi
du nhu < 5 tudi, < 1 tudi), bénh nhan da nhap vién, di twong da thda hiép mién dich, va
bénh nhan di duoc diéu tri bang hop chét khang virut nhung thé hién dép Gng khang
virut khong thoa dang.

Polypeptit, phan tir axit nucleic va/hodc vecto theo sang ché c6 thé duogc ding
cho ddi twong két hop véi mot hodc nhiu hoat chit khac, ching han nhu véc xin cim
thay thé, khang thé don dong, chét khang virut, chit khang khuén, va/hodc chat diéu
bién mién dich. Mot hodc nhidu tac nhan hoat tinh khac ¢ thé c6 loi trong diéu tri
va/hodc phong ngira bénh do virut cam hodc ¢é thé 1am thuyén giam triéu chirg hodc
tinh trang bénh 1y di kém v4i bénh do virut cim. Theo mdt sb phuong an, mot hoac
nhiéu tac nhan hoat tinh khac 1a thudc giam dau, thubc chéng sét, hogc cac thude didu

tri lam giam hodc hd tro thé.

Séng ché duoc minh hoa cu thé hon bﬁng cac vi du va hinh v& sau day. Céac vi du

khong nhdm lam gi6i han pham vi bao h¢ ciia sang ché theo cach bat ky.
Vi du thie hién sang ché
Vi du 1: Diéu ché polypeptit dua trén than theo sang ché

Trong W0O2013/079473, loat thir nhét ctia polypeptit than hemagglutinin cim,
hop phén va véc xin va phuong phap st dung chung dé ngan ngira va/hoic diéu tri cum,
duge mo ta, bao gdm polypeptit H1-mini2-cum 1+5+6-GCN, déu du6i dang lién két
mang (v6i mién xuyén mang ty nhién, SEQ ID NO: 45 trong W02013/079473) va duti
dang hoa tan cta chiing, s-H1-mini2-cum1+5+6-GCN4 (khong c6 mién xuyén mang tu

nhién, SEQ ID NO: 145 trong WO2013/079473).

Trong W02014/191435, céac polypeptit than khac co ngudn goc tir HA chiéu dai
déy du cua HIN1 A/Brisbane/59/2007 dugc mo ta, ma c6 chira dot bién khac nira khi
so voi H1-mini2-cum1+5+6-GCN4, va ciing trinh dién 6n dinh epitop trung hoa rong
cua CR6261 va/hoac CR9114.

Céc polypeptit than nay déu dugc tao ra bang cach lam khuyét mién dau tir HA1,

cu thé 13 viing c6 chira axit amin bat dau tir vi tri 46 dén va bao gdm axit amin tai vi tri
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306, va thay thé ving da bi lam khuyét bang cau nbi, nhu dugc md ta trong
WO02013/079473. Luu ¥ rang trong WO2013/079473, viéc danh s6 cua céac vi tri axit
amin duoc dua trén viéc danh s6 ctia HA chiéu dai déy du cuia cum A/Brisbane/59/2007
(ttrc 1a SEQ ID NO: 1 trong WO2013/079473), trong khi do trong sang ché nay sy danh

s6 H3 bang Winter et al. dugc st dung.

Su loai bo cua mién dau dé lai mot ph?m cta phan tor ma da dugc che chan trudc
d6 khéi dung méi nuée bi 16 ra, bang cach d6 khu 4n dinh cdu trac cua polypeptit theo
sang ché. Vi li do nay, mot hodc nhidu gdc axit amin trong vong B, tirc 1 ving c6 chia
c4c axit amin 385-404 (Hinh 1C) duoc gay dot bién dé 1am 6n dinh polypeptit. Tuong
tu, trong khu vuc xung quanh peptit dung hop mot s6 lugng cac gbe ky nuée duge boc
16 v6i dung moi, gy ra béi thyc té ring, khong gidng nhu HA chiéu dai ddy du ty nhién,
céc polypeptit khong thé bi phn cit va trai qua su thay dbi hinh dang két hop ma che
gidu peptit dung hop ky nude & bén trong cia protein. Pé giai quyét vén dé nay mot sd
hoiic tht ca cac gbe axit amin ki nuéc tai vi tri 323, 326, va 339 dugc gay dot bién thanh

cac gbe wa nude khi so voi HA chidu dai ddy di kiéu dai tir A/Brisbale/59/2007.

Ngoai ra, polypeptit khang véi sy phén ct proteaza bang dot bién ctia vi tri phin

cit tu nhién, vi du nhu bang dot bién cia axit amin tai vi trf 329 thanh Q.

Trong WO2016/005480 loat khac cua polypeptit than dugc md ta, trong do trinh
tu ¢6 ngudn gde tir GCN4 RMKQIEDKIEEIESK (SEQ ID NO: 18) duoc dwa vao tai vi
tri 405 dén 419, chéng han nhu vi du nhu céc polypeptit duoc ky hiéu 1a 127H1-t2,
s127H1-t2, va s127H1-t2long, c¢6 ngudn gbc tir A/Brisbane/59/2007. Ngoai ra,
polypeptit than c6 c<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>