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Linh vue k¥ thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cép chung dén linh vuc y hoc, bénh truyén nhiém, va mién dich
hoc. Cu thé hon, sang ché d& cap dén khang thé nguoi lién két véi coronavirus méi

dugc dat tén 1a SARS-CoV-2 va phuong phép st dung chung.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Dai dich coronavirus méi (SARS-CoV-2) &anh huéng dén Trung Qudc dai luc,
cling véi cac ca bénh & 179 qudc gia va ving ldnh thd khéac. N6 duge nhan dang & Vi
Han, thu pha cta tinh H6 Béc, Trung Quéc, sau khi 41 ngudi phét trién bénh viém
phéi khong 18 nguyén nhan. Virut, ma giy ra bénh ho hép cip tinh duoc dit tén 13
bénh coronavirus 2019 (COVID-19), c6 kha ning 14y lan tir ngudi sang ngudi. Thoi
gian @ bénh (thdi gian tir khi phoi nhiém dén khi khéi phat tridu chimg) ndm trong
khoang tir 0 dén 24 ngdy, véi trung binh 13 3-5 ngay, nhung né c6 thé 1ay lan trong
khoang thoi gian nay va sau khi hdi phuc. Céc triéu chimg bao gdm sdt, ho va khé thé.
U'c tinh ti 18 tir vong vao thang 2 nam 2020 1a 2% sb ca dugc x4c nhén, cao hon trong
s& nhimg ngudi phai nhap vién.

Vao ngay 10 thang 2 nam 2020, 40,627 ca bénh da dugc x&c nhén (6,495 ca
ning), bao gdm & moi don vi hanh chinh cp tinh ctia Trung Qudc. S6 luong ngudi 16m
hon ¢6 thé d3 bi nhiém, nhung khong dugc phat hién (ddc biét 1a cac ca bénh nhe).
Vao ngay 10 thang 2 ndm 2020, 910 ca tir vong dugc quy cho virut vi ca tr vong dugc
x4c nhan dau tién vao ngay 9 thang 1, v6i 3,323 ca hdi phuc. Su truyén bénh dia
phwong 1an dau tién bén ngoai Trung Qudc x4y ra & Viét Nam gitra c4c thanh vién gia
dinh, trong khi su truyén bénh qudc t& diu tién khong bao gbm gia dinh xay ra & Dtic
vao ngay 22 thang 1. Ca tir vong dau tién bén ngoai Trung Qudc 13 ¢ Philippin, noi
ngudi dan éng vé tir Vii Han chét vao ngay 1 thang 2. Vao ngay 10 thang 2 ndm 2020,

s ca tir vong do virut ndy di vuot qua su bung phat SARS toan ciu nam 2003.

Vao diu thang 2 ndm 2020, khong ¢ vic xin dugc cép phép va khéng cb

phuong phép di€u tri ddc hiéu, mdc du mot vai hudng ti€p cén vdc xin va thudc khing
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virut dang dugc nghién ciru. Sy bung phét nay di duge tuyén b 13 Tinh Trang Khan
Cép Y Té Cong Cong Qudc Té (Public Health Emergency of International Concern -
PHEIC) boi T Chirc Y Té Thé Gisi (World Health Organization - WHO), dua trén
cac anh huéng c6 thé cé cua virut néu né 13y lan sang céac qudc gia c6 hé thdng cham
séc strc khoe yéu kém hon. Do d6, c6 nhu cAu khén clp dé nghién ctru sinh hoc va
bénh hoc cia SARS-CoV-2 va cling nhu 13 dép ang mién dich ciia ngudi @i véi virut

nay.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Do d6, theo sang ché, sang ché d& xuit phuong phap phat hién su nhiém
COVID-19 véi SARS-CoV-2 & dbi tugng bao gdm bude (a) cho miu tir dbi twgng ndy
tiép xtc vé6i khang thé hoic manh khang thé cé céc trinh tw CDR chubi niang va chudi
nhe dugc bt cip dong 1an lugt tir cac Bang 3 va 4; va (b) phat hién SARS-CoV-2
trong mau ndy bing su lién két cia khang thd hodc manh khang thé nay véi khing
nguyén SARS-CoV-2 trong mAu nay. Mau cé thé 12 dich co thé, ching han nhu méu,
dom, nuée mét, nude bot, dich nhdy hosic huyét thanh, tinh dich, dich tiét ¢d tir cung
hoac 4m dao, nudc 8i, mé nhau, nuéc tiéu, dich i, dich thAm, manh nao md hoic
phén. Sy phat hién c6 thé ¢6 chira ELISA, RIA, thir nghiém dong chdy bén hodc thim
tach western. Phuong phép nay co thé con bao gdm viéc thuc hién cac budce (a) va (b)
1an thit hai va x4c dinh su thay ddi cia ham lugng khang nguyén SARS-CoV-2 khi so
v6i thir nghiém tht nhat. Khang thé hoic manh khéng thé c6 thé dwgce ma héa boi céc
trinh tu bién dbi dugc bat cip dong nhu néu trong Bang 1. Khang thé hodc manh
khang thé c6 thé dugc ma héa béi cAc trinh tw bién ddi chudi nhe va chudi nang c6 do
tuong ddng it nhit 1a 70%, 80%, 90% hodc 95% véi cac trinh tir bién ddi dugc bat cip
dong nhu néu trong Bang 1, hodc béi céc trinh tur bién dbi chudi nhe va chudi ning c6
d6 twong ddng 100% véi céc trinh tw duogc bét cip dong nhu néu trong Bang 1. Khang
thé hoic manh khang thé ¢6 thé c6 chira c4c trinh tu bién ddi chudi nhe va chudi ning
theo cAc trinh tu dugc bt cip dong tir Bang 2, hodc céc trinh ty bién d6i chudi nhe va
chudi ning c¢6 do tuong déng it nhat 1a 70%, 80%, 90% hodc 95% véi céc trinh tur
duoc bt cip dong tir Bang 2. Khang thé hoic manh khang thé c6 thé lién két véi
protein gai bé mat SARS-CoV-2. Manh khang thé c6 thé 1a khang thé scFv (manh don
chudi bién dbi) ti tb hop, manh Fab, manh F(ab'),, hodc manh Fv.
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Theo phuong 4n khéc, sang ché dé xuit phuong phap didu tri cho dbi twong bi
nhidm SARS-CoV-2 ho#c lam gidm kha ning x4y ra cua sy nhiém cia d6i tuong cé
nguy co nhiém SARS-CoV-2, bao gbm buéc phan phdi cho dbi trong nay khang thé
hodc manh khang thé c6 cac trinh tw CDR chudi ning va chudi nhe dugc bét cap dong
13n luot tir cic Bang 3 va 4. Khang thé hoic manh khang thé c6 thé dugc ma héa bsi
céc trinh tur bién ddi chudi nhe va chudi ning c6 do tuong ddng it nhét 1a 70%, 80%,
90% hoic 95% véi cac trinh tu bién dbi dugc bat cip dong nhu néu trong Bang 1, hodc
béi cac trinh tir bién di chudi nhe va chudi ning ¢6 dd trong ddng 100% véi cac trinh
tr dugc bit cap dong nhu néu trong Bang 1. Khéng thé hoic manh khang thé c6 thé c6
chita c4c trinh tu bién ddi chudi nhe va chudi ning theo cAc trinh tir dugc bit cip dong
tir Bang 2, hodc céc trinh tur bién d6i chudi nhe va chudi nang c6 do twong ddng it nhat
12 70%, 80%, 90% hodc 95% v4i cac trinh tu dugc bat cip dong tir Bang 2. Manh
khang thé c6 thé 13 khang thé scFv (méanh don chudi bién dbi) t4i t6 hop, manh Fab,
manh F(ab'),, hodc manh Fv. Khang thé c6 thé 13 khing thé kham hogc khang the dic
hiéu kép. Khang thé c6 thé 1a IgG, hodc khang thé hogc manh khéng thé IgG tai t5 hop
¢6 chtra phan Fc b1 dot bién dé 1am thay dbi (triét tidu hodc ting cudng) su twong tac
FcR, d& 1am ting thoi gian ban thai va/hogc 1am ting hiéu qué diéu tri, chdng han nhu
dot bién LALA, LALA PG, N297, GASD/ALIE, DHS, YTE hodc LS hodc glycan
duoc cai bién dé 1am thay d6i (triét tiéu hodc tang cuong) su tuong tac FecR ching han
nhu su bd sung hodc loai bod béng enzym hodc hda chét cua glycan hodc su biéu hién
trong dong té bao dugc thiét ké véi kiéu glycosyl hoa xac dinh. Khang thé hoic manh
khang thé c6 thé lién két v6i khang nguyén SARS-CoV-2 ching han nhu protein gai
b& mit. Khang thé hodc manh khang thé c6 thé duge ding truéc khi ldy nhiém hogc
sau khi 14y nhidm. Déi tuong c6 thé 12 60 tudi hoge gia hon, c6 thé bi thoa higp mién
dich, hodc c6 thé mic rdi loan ho hip va/hoic tim mach. Viéc phan phéi 6 thé co
chita viéc ding khéng thé hodc manh khang thé, hoic viéc phan phdi di truyén voi

trinh tr hodc vecto ARN hodc ADN ma héa cho khang thé hogc méanh khang thé.

Theo phuong 4n khic nita, sing ché @ xuét khang thé don dong, trong d6
khéng thé hoic manh khéang thé dac trung boi céc trinh ty CDR chudi ning va chudi
nhe duge bat cip dong 14n luot tir cac Bang 3 va 4. Khang thé hogc méanh khang thé c6
thé duroc ma hoa béi cac trinh tir bién ddi chudi nhe va chudi nang c6 do tuong dong it

nhét 13 70%, 80%, 90% hodc 95% véi cac trinh tu bién ddi dugc bat cap dong nhu néu
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trong Béang 1, hodc béi céc trinh tu bién d@di chudi nhe va chudi ning c6 do tuong dong
100% véi cac trinh ti duoc bat cip dong nhu néu trong Bang 1. Khang thé hodc manh
khang thé c6 thé c6 chira cac trinh tu bién ddi chui nhe va chubi nang theo céc trinh
tur dugc bét cip dong tir Bang 2, hodc céc trinh tu bién ddi chudi nhe va chudi ning cé
d6 twong ddng it nhat 1a 70%, 80%, 90% hodc 95% véi cac trinh tu dugc bat cip dong
tir Bang 2. Manh khéng thé c6 thé 12 khang thé scFv (méanh don chudi bién d6i) t4i to
hop, manh Fab, manh F(ab'),, hoic manh Fv. Khang thé ¢6 thé 1a khéng thé kham, 12
khang thé dic hiéu kép, hoiic 1a intrabody. Khang thé c6 thé 13 IgG, hodc khang thé
hodc méanh khang thé IgG tai t& hop c6 chira phin Fe bi dot bién dé lam thay doi (triét
tiéu hodc tang cudng) sy tuong tac FcR, dé 1am tang thoi gian ban thai va/hodc 1am
tang hidu qua diéu tri, ching han nhu dot bién LALA, LALA PG, N297, GASD/ALIE,
DHS, YTE hodc LS hoic glycan duoc cai bién dé lam thay dbi (triét ti€u hodc tang
cuong) su tuong tac FcR chang han nhu sy bd sung hoic loai bo bing enzym hoic héa
chét cia glycan hoic su bidu hién trong dong té bao dugc thiét ké vé6i kiéu glycosyl
hoéa xac dinh. Khang thé hoic méanh khéng thé ¢4 thé lién két véi protein gai bé mit
SARS-CoV-2.

Té bao lai hodc t& bao duoc thiét ké m3 héa cho khang thé hoic manh khang thé
trong d6 khang thé hodc manh khang thé dic trung béi céc trinh tr CDR chudi ning va
chudi nhe dugc bit cip dong 1an luot tir cic Bang 3 va 4. Khang thé hoic manh khang
thé c6 thd duoc mi héa bai céc trinh ty bién ddi chudi nhe va chudi ning c6 do tuong
ddng it nhét 1 70%, 80%, 90% hotic 95% voi cac trinh tir bién dbi dugc bt cip dong
nhu néu trong Bang 1, hodc béi cic trinh tu bién ddi chudi nhe va chudi ning c6 4o
trong ddng 100% véi c4c trinh tu duge bét cip dong nhu néu trong Bang 1. Khéng thé
hodic manh khang thé c6 thé c6 chira c4c trinh t bién ddi chudi nhe va chudi ning theo
céc trinh tur dugc bit cip dong tir Bang 2, hodc c4c trinh tu bién d6i chudi nhe va chudi
ning c6 do tuong ddng it nhat 1a 70%, 80%, 90% hodc 95% véi cc trinh twr dugc bét
cip dong tir Bang 2. Manh khang thé c6 thé 1a khang thé scFv (manh don chudi bién
d8i) t4i t hop, manh Fab, manh F(ab'),, hodic manh Fv. Khang thé ¢6 thé 12 khang thé
kham, khang thé dic hidu kép, hodc intrabody. Khang thé c6 thé 12 IgG, hoic khang
thé hodc manh khang thé IgG t4i t& hop c6 chira phin Fc bi dot bién dé lam thay d6i
(triét tiéu hodc ting cudng) su tuong tac FcR, dé 1am tang thoi gian béan thai va/hodc

lam ting hidu qua didu tri, ching han nhu dot bién LALA, LALA PG, N297,
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GASD/ALIE, DHS, YTE hoic LS hodc glycan dugc cai bién dé 1am thay doi (triét tiéu
hodc ting cuong) su tuong tic FcR chéng han nhu sy bd sung hoic loai bd béng
enzym hodc hoa chét cua glycan hoic sy bidu hién trong dong té bao duoc thiét ké véi
kidu glycosyl hoa xac dinh. Khang thé hoic manh khang thé c6 thé lién két vi protein
gai b& mit SARS-CoV-2.

Theo phuong an khic nita, sang ché @& xut ché phim vic xin c6 chira mot
hoiic nhidu khang thé hoic manh khang thé dic trung béi céc trinh tw CDR chubi ning
va chudi nhe dugc bit cip dong lan lugt tir cic Bang 3 va 4. [t nhét 13 mot trong sd cac
khang thé hoic manh khéng thé nay c6 thé dugc mi héa béi céc trinh tu bién doi chudi
nhe va chubi ning theo céc trinh tr dugc bt cap dong tir Bang 1, b6i c4c trinh tu bién
@i chudi nhe va chudi ning c6 do twong ddng it nhat 1a 70%, 80%, hodc 90% véi cac
trinh tir dugc bét cip dong tir Bang 1, hodc bdi c4c trinh tur bién dbi chudi nhe va chubi
nang c6 dg tuong ddng it nhat 13 95% véi c4c trinh tu duge bét cip dong tir Bang 1. ft
nhét 12 mot trong s6 khéng thé hosic méanh khang thé c6 thé c6 chira c4c trinh tir bién
@i chudi nhe va chudi ning theo cac trinh tu dugc bat cip dong tir Bang 2, hogc cb
thé ¢6 chira cac trinh tu bién ddi chudi nhe va chudi ning c¢6 do tuong déng it nhat 12
70%, 80%, 90% hodic 95% véi cac trinh tu dugce bit cip dong tir Bang 2. It nhét 1a mot
trong sd cac manh khéng thé nay 13 khéng thé scFv (manh don chudi bién dbi) tai to
hop, manh Fab, manh F(ab'),, hodc manh Fv. ft nhat 12 mot trong s6 khang fhé nay co
thé 1a khang thé khim, khang thé dac hiéu kép hodc intrabody. Khang thé c6 thé 1
IgG, hodc khang thé hoic manh khang thé IgG tai td hop c6 chira phan Fc bi dot bién
dé 1am thay dbi (triét tidu hoic ting cudng) su twong tac FcR, dé 1am ting thoi gian
ban thai vi/hoic lam ting hidu qua diéu tri, ching han nhu dot bién LALA, LALA PG,
N297, GASD/ALIE, DHS YTE hoic LS hofc glycan dugc cai bién dé 1am thay doi
(triét tiéu hodc tdng cuong) su tuong tac FcR ching han nhu sy bd sung hoic loai bd
bing enzym hoic héa chét cua glycan hoic su biéu hién trong dong té bao duogc thiét
ké véi kidu glycosyl héa x4c dinh. Khang thé hodc manh khang thé c6 thé lién két voi
protein gai bé mit khang nguyén SARS-CoV-2.

Theo phuong &n khéc, sing ché @ xuét ché phim véc xin c6 chira mot hoac
nhidu vecto biéu hién m3 héa cho khang thé hoic méanh khéng thé thtr nhét nhu dugc
mo ta trong ban md ta ndy. (Cac) vecto bidu hién c6 thé 1a (c4c) vecto virut Sindbis

hodc VEE. Vic xin ¢6 thé dugc tao ché pham dé phan phéi bang cach tiém bang kim,
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phun tia, hodc duc 15 dién. Ché phém vic xin ¢6 thé con chira mot hodc nhiéu vecto
bidu hién mi héa cho khang thé hodc méanh khang thé thir hai, ching han nhu khang
thé hoic manh khang thé khac biét theo cac diém 26-34.

Theo phuong an khéc nita, sang ché dé xuit phuong phap bao vé stic khoe clia
d6i tuong 60 tudi hoic gia hon, déi trgng bi thoa hiép mién dich, hogc dbi twong méc
r6i loan hod hép va/hodc tim mach ma bi nhiém hodc c6 nguy co bi nhiém SARS-CoV-
2 bao gdm budc phin phdi cho déi tuong nay khang thé hoic manh khang thé cé cac
trinh ty CDR chudi ning va chudi nhe dugc bt cip dong 1an lugt tir cac Bang 3 va 4.
Khéng thé hoic manh khang thé c6 thé duge ma héa bsi cac trinh tu bién dbi chudi
nhe va chubi ning c6 do tuong déng it nhat 13 70%, 80%, 90% hodc 95% vi céc trinh
tu bién ddi duoc bt cip dong nhu néu trong Bang 1, hodc béi cac trinh tur bién ddi
chudi nhe vA chudi ning ¢6 4o twong ddng 100% véi cac trinh tw duge bt cip dong
nhu néu trong Bang 1. Khéng thé hoic méanh khang thé c6 thé c6 chira cac trinh tu
bién dbi chudi nhe va chudi ning theo céc trinh tu duoc bat cdp dong tir Bang 2, hodc
céc trinh tur bién dbi chudi nhe va chudi nang c6 do tuong dong it nhat 1a 70%, 80%,
90% hotic 95% v6i chc trinh tur duoc bit cap dong tir Bang 2. Manh khang thé 6 thé 1
khéng thé scFv (méanh don chudi bién déi) tai to hop, manh Fab, manh F(ab'),, hodc
manh Fv. Khang thé c6 thé 12 IgG, hoic khang thé hodc manh khéng thé IgG tai td hop
c6 chtra phan Fc bi dot bién dé 1am thay dbi (triét tiéu hodc tdng cudng) sy tuong tac
FcR, d& lam tang thoi gian bén thai va/hodc 1am ting hiéu qua diéu tri, ching han nhu
dot bién LALA, LALA PG, N297, GASD/ALIE, DHS, YTE hodc LS hodc glycan
duoc cai bién dé 1am thay dbi (triét tiéu hodc ting cudng) su twong tic FcR ching han
nhu su bd sung hodc loai bd bé‘mg enzym hodc hoa chét cua glycan hodc sy biéu hién
trong dong té bao dugc thiét ké véi kiéu glycosyl hoéa xac dinh. Khang thé c6 thé 1a
khang thé kham hogc khang thé ddc hiéu kép. Khang thé hogc manh khang thé ndy ¢6
thé dugc dung trude khi 14y nhiém hodc sau khi lay nhiém. Khang thé hoic manh
khang thé c6 thé lien két v6i khang nguyén SARS-CoV-2 ching han nhu protein gai
b& mit. Viéc phan phéi c6 thé c6 chira viée dimg khang thé hogc manh khang thé, hodc
viéc phan phéi di truyén v6i trinh tr hodc vecto ARN hodc ADN ma hda cho khang
thé hodc méanh khang thé. Khang thé hoic manh khang thé c6 thé cai thién sy ho hap
ctia dbi tuong khi so véi déi chimg khong dugc diéu tri v&/hodc c6 thé 1am giam tai

lugng virut khi so v6i dbi chimg khong dugc diéu tri.
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Theo phuong an khac nfta, sang ché @ xuit phuong phép x4c dinh tinh toan
ven khéng nguyén, ciu hinh ding va/hodc trinh tir dling clia protein gai bé mit SARS-

CoV-2 c6 chtra (a) cho mau cé chira khang nguyén tiép xtc v6i khang thé hoic manh
khang thé thi nhét ¢6 cac trinh ty CDR chudi néng va chudi nhe dugc bét cip dong lan
luot tir cac Bang 3 va 4; va (b) x4c dinh tinh toan ven khang nguyén, chu hinh dung
va/hodc trinh tu ding cua khang nguyén bing su lién két co thé phat hién dugc cla
khang thé hoic manh khang thé thir nhét v6i khang nguyén. Mau c6 thé ¢ chira khang
nguyén hodc ché phim vic xin hogc mé san xut véc xin duoc san xuét tai td hop. Su
phat hin c6 thé cé chira ELISA, RIA, thim tach western, cam bién sinh hoc st dung
cdng hudng plasmon bé mit hoic phép do can trd 16p sinh hoc, hodc nhudm mau dém
t& bao theo dong. Khang thé hodic manh khang thé thir nhat ¢6 thé dugc ma héa bdi cac
trinh tu bién ddi duoc bit cip dong nhu néu trong Bang 1, bdi céc trinh tur bién dbi
chudi nhe va chudi ning c6 do tuong déng it nhat 13 70%, 80%, hoic 90% v&i céc
trinh ty bién ddi dwoc bit cip dong nhu néu trong Bang 1, hodc bdi céc trinh tu bién
ddi chudi nhe va chudi ning c6 do tuong déng it nhat 12 95% véi cac trinh tu duoc bat
cip dong nhu néu trong Bang 1. Khang thé hodc manh khang thé thir nhit c6 thé c6
chtra cac trinh tu bién ddi chudi nhe va chudi ning theo céc trinh tu duoc bét cdp dong
ttr Bang 2, c6 thé c6 chira cac trinh ty bién d6i chudi nhe va chudi ning c6 do tuong
ddng it nhat 13 70%, 80% hodc 90% véi cac trinh tyr dugc bt cip dong tir Bang 2,
hodc ¢cé thé ¢4 chira cac trinh tu bién ddi chudi nhe va chudi ning c6 do twong déng it
nhit 12 95% véi céc trinh tu duoc bit cap dong tir Bang 2. Méanh khang thé thir nhét c6
thé 13 khang thé scFv (méanh don chudi bién dbi) tai t6 hop, manh Fab, manh F(ab),,
hodc manh Fv. Phuong phép nay cé thé con bao gébm viéc thuc hién céc budc (a) va

(b) 1an thi hai dé x4c dinh d6 6n dinh khang nguyén cua khang nguyén theo thoi gian.

Phuong phép nay co thé con bao gdm buée (c) cho mau c6 chira khdng nguyén
tiép xtic v6i khang thé hoic manh khang thé thir hai ¢6 cAc trinh ty CDR chubi ning va
chudi nhe duge bat cap dong 14n luot tir cac Bang 3 va 4; va (d) x4c dinh tinh toan ven
khang nguyén ciia khing nguyén bing su lién két c6 thé phat hién duoc clia khang thé
hodic manh khang thé thir hai v6i khéng nguyén. Khang thé hodc manh khang thé thir
hai c6 thé duoc m3 hda bdi céc trinh tw bién ddi dugc bét cdp dong nhu néu trong
Bang 1, bdi céc trinh tu bién d@bi chudi nhe va chudi ning c6 do tuong déng it nhit 1a
70%, 80%, hosic 90% véi cAc trinh tu bién dbi dugc bét cip dong nhw néu trong Bang
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1, hodc bdi cic trinh tu bién ddi chudi nhe va chudi ning c6 dd twong dong it nhat 12
95% vé&i cac trinh tu dugce bét cip dong nhu néu trong Bang 1. Khang thé hoic manh
khang thé thir hai c6 thé c6 chira cac trinh tu bién ddi chudi nhe va chudi ning theo cac
trinh tr dugc bt cip dong tir Bang 2, ¢6 thé cé chira c4c trinh ty bién d6i chudi nhe va
chudi ning c6 do tuong ddng it nhat 1a 70%, 80% hodc 90% véi cac trinh tw dugc bit
cip dong tir Bang 2, hodc ¢ thé ¢6 chira céc trinh tur bién ddi chudi nhe va chudi ning
c6 46 trong ddng it nhét 12 95% véi c4c trinh tur dugc bét cip dong tir Bang 2. Manh
khang thé thir nhét thir hai ¢4 thé 13 khang thé scFv (manh don chudi bién ddi) tai t0
hop, manh Fab, manh F(ab’),, hodc manh Fv. Phuong phap nay ¢ thé con bao gdm
vide thuc hién cac bude (c) va (d) 1an thir hai dé x4c dinh d6 6n dinh khing nguyén

cta khang nguyén theo thoi gian.

Séang ché con dé xuit khang thé hodc manh khing thé don dong ngudi, hoic té
bao lai hodc té bao duge thiét ké sin xuét ra chung, trong d6 khang thé lién két voi

protein gai bé mit khang nguyén SARS-CoV-2.

Theo mdt khia canh (A1) dugce d& xuét trong ban md ta ndy, phuong phép phat
hién sy nhiém COVID-19 véi SARS-CoV-2 & dbi twong bao gdm céc bude: (a) cho
mau tir d6i trong nay tiép xtic v6i khéng thé hodc manh khang thé c6 cac trinh ty CDR
chudi ning va chudi nhe dugc bét cap dong 1an lugt tir cac Bang 3 va 4; va (b) phat
hién SARS-CoV-2 trong mau ndy bang su lién két ctia khang thé hodc manh khang thé
nay v6i khang nguyén SARS-CoV-2 trong mau ndy. Theo mét khia canh (A2) cia Al,
mau 13 dich co thé. Theo mét khia canh (A3) ciia Al hodc A2, mau 13 mau, dom, nude
mét, nude bot, dich nhéy hodc huyét thanh, tinh dich, dich tiét cb tir cung hodc am dao,
nuée 61, md nhau, nude tiéu, dich ri, dich thdm, manh nao md hodc phan. Theo mot
khia canh (A4) cua khia canh bat ky trong sd cic khia canh A1-A3, sy phat hién c6
chtta ELISA, RIA, thr nghiém dong chay bén hodc thadm tach western. Theo mdt khia
canh (A5) cua khia canh bat k¥ trong sd cac khia canh A1-A4, phuong phép nay con
bao gém budce thue hién cac bude (a) va (b) 1an th hai va x4c dinh su thay dbi caa
ham luong khang nguyén SARS-CoV-2 khi so v6i thu nghiém thir nhét. Theo mot
khia canh (A6) cta khia canh bét ky trong sb cac khia canh A1-A5, khang thé hodc
ménh khang thé dugc ma héa béi cac trinh tu bién dbi duge bét cap dong nhu néu
trong Bang 1. Theo mdt khia canh (A7) cua khia canh bét ky trong sb cac khia canh
Al-A5, khang thé hoic manh khang thé dugc m3 hoéa béi cac trinh tu bién ddi chudi
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nhe va chudi ning c6 d6 trong ddng it nhat 12 70%, 80%, 90% hodc 95% véi cac trinh
tu bién ddi dugc bit cip dong nhu néu trong Bang 1. Theo mot khia canh (A8) clia
khia canh bét ky trong sb cic khia canh A1-A35, khang thé hodc méanh khang thé duge
m3 héa boi céc trinh tw bién ddi chudi nhe va chudi ning c6 do trong dong 100% véi
cac trinh tu dugc bit cip dong nhu néu trong Bang 1. Theo mot khia canh (A9) cua
khia canh bt ky trong sb cac khia canh Al-A5, khang thé hojc manh khang thé ¢6
chtra céc trinh tu bién dbi chudi nhe va chubi ning theo cac trinh tu duoc bét cdp dong
tir Bang 2. Theo mdt khia canh (A10) cta khia canh bét k¥ trong sb cac khia canh Al-
A5, khang thé hodc manh khang thé ¢6 chira cac trinh tir bién ddi chudi nhe va chudi
ning ¢6 d0 tuong ddng it nhat 1a 70%, 80%, 90% hodc 95% véi céc trinh ty dugce bt
cip dong tir Bang 2. Theo mét khia canh (A11) clia khia canh bat ky trong sb cac khia
canh A1-A10, khang thé hoic méanh khéng thé lién két v&i protein gai bé mit SARS-
CoV-2. Theo mot khia canh (A12) cta khia canh bét ky trong sd cac khia canh Al-
Al11, manh khang thé 12 khang thé scFv (manh don chudi bién ddi) tai t0 hop, manh
Fab, manh F(ab’),, hodc manh Fv.

Theo mét khia canh (A13) dugc dé xuét trong ban md ta nay, phuong phap didu
tri cho dbi twong bi nhiém SARS-CoV-2 hodc lam gidm khé nédng xdy ra cta su nhiém
ctia ddi tuong c6 nguy co nhiém SARS-CoV-2, bao gdm bude phan phdi cho dbi
tuong nay khang thé hodc manh khang thé co cac trinh ty CDR chudi ning va chudi
nhe dugc bit cip dong 1an luot tir cac Bang 3 va 4. Theo mdt khia canh (A14) cla
A13, khang thé hoic manh khang thé duge ma héa béi cac trinh tr bién di chudi nhe
va chudi nang duoc bt cip dong nhu néu trong Bang 1. Theo mét khia canh (A15)
clia A13 hoiic Al4, khang thé hozc manh khéng thé dugc m héa boi céc trinh ty bién
@bi chudi nhe va chudi ning c6 do trong ddng it nhat 1a 70%, 80%, 90% hodc 95% véi

-céc trinh tu dugc bat cip dong tir Bang 1. Theo mdt khia canh (A16) cia Al3, khang
thé hodc manh khang thd ¢6 chira cac trinh ty bién dbi chudi nhe va chudi ning theo
céc trinh tu duoc bit cip dong tir Bang 2. Theo mét khia canh (A17) cla A13, khéng
thé hodc manh khang thé ¢6 chira c4c trinh tur bién dbi chudi nhe va chudi ning c6 do
tuong ddng it nhét 1a 70%, 80% hodc 90% véi céc trinh tir duge bt cip dong tir Bang
2. Theo mot khia canh (A18) cia Al3, khang thé hoic manh khang thé c6 chira céc
trinh tur bién di chudi nhe va chudi ning c6 d6 tuong dong it nhat 1 95% véi cac trinh
tu dugc bét cip dong tir Bang 2. Theo mét khia canh (A19) cla khia canh bét ky trong
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s6 c4c khia canh A13-A18, manh khéng thé 12 khang thé scFv (méanh don chudi bién
1) t4i tb hop, manh Fab, manh F(ab'),, hodc manh Fv. Theo mot khia canh (A20) clia
khia canh bét ky trong s cac khia canh A13-A19, khang thé 13 IgG, hodc khéang thé
hoic méanh khang thé IgG tai td hop c6 chira phan Fc bi dot bién dé 1am thay ddi (triét
tiéu hodc ting cudng) su tuong tic FcR, dé 1am tang thoi gian ban thai va/hodc 1am
ting hidu qua didu tri, ching han nhu dot bién LALA, LALA PG, N297, GASD/ALIE,
DHS, YTE hodc LS hodc glycan dugc cai bién dé 1am thay ddi (triét tiéu hodc ting
cuong) su tuong tdc FcR chéng han nhu su bd sung hoic loai bd bang enzym hoic héa
chét cua glycan hodc su bidu hién trong dong té bao duge thiét k& vai kiéu glycosyl
héa xéc dinh. Theo mot khia canh (A21) ciia khia canh bat k¥ trong s6 cac khia canh
A13-A18, khang thé 14 khang thé kham hodc khang thé dic hiéu kép. Theo mot khia
canh (A22) ciia khia canh bat ky trong s6 céc khia canh A13-A21 khang thé hogc
manh khéng thé lién két v6i protein gai bé mit SARS-CoV-2. Theo mdt khia canh
(A23) cta khia canh bét ky trong sé cac khia canh A13-A22, khang thé hoic manh
khang thé dugc ding trudce khi lay nhiém hoic sau khi 14y nhiém. Theo mdt khia canh
(A24) cta khia canh bat ky trong sd cac khia canh A13-A23, déi twong nay 60 tudi
hodc gia hon, bi thoa hiép mién dich, hodc mic rdi loan hd hip va/hoic tim mach.
Theo mdt khia canh (A25) cta khia canh bat ki trong sb cac khia canh A13-A24, viéc
phan phéi c¢6 chtra viéc dung khing thé hodc manh khéng thé, hoic viéc phan phéi di
truyén v6i trinh tu hodc vecto ARN hodc ADN ma héa cho khang thé hodc manh
khéng thé.

Theo mot khia canh (A26) dugc d& xuit trong ban mo ta ndy 1a khang thé don
dong, trong d6 khang thé hodc manh khang thé ddc trung boi céc trinh tu CDR chudi
ning va chudi nhe dugc bét cap dong 1an luot tir cac Bang 3 va 4. Theo mdt khia canh
(A27) cua A26, khang thé hodc manh khang thé dugc ma héa béi cac trinh ty bién dbi
chudi nhe va chudi ning theo céc trinh tu duoc bat cdp dong tir Bang 1. Theo mot khia
canh (A28) cua A26, khing thé hodc manh khang thé dugc ma héa béi céc trinh tur
bién dbi chudi nhe va chudi ning c6 do tuong ddng it nhét 1a 70%, 80%, 90%, hodc
95% v6i cac trinh tr duge bit cip dong tir Bang 1. Theo mdt khia canh (A29) cua
A26, khang thé hoic manh khéng thé c6 chira céc trinh tw bién doi chudi nhe va chubi
ning theo céc trinh tu dugc bét cip dong tir Bang 2. Theo mot khia canh (A30) cua
A26, khang thé hoic méanh khang thé ¢6 chira céc trinh tyr bién ddi chudi nhe va chudi
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ning c6 do twong ddng it nhat 1a 70%, 80%, 90%, hodc 95% véi cac trinh ti duge bt
cip dong tir Bang 2. Theo mdt khia canh (A31) cta khia canh bét ki trong s6 cac khia
canh A26-A30, manh khang thé 13 khang thé scFv (manh don chudi bién d6i) tai to
hop, manh Fab, méanh F(ab'),, hodc manh Fv. Theo mot khia canh (A32) cta khia canh
bét ky trong sé cac khia canh A26-A30, khang thé 1a khang thé kham, hogc 12 khéng
thé dic hiéu kép. VTheo mot khia canh (A33) cta khia canh bét ky trong sb cac khia
canh A26-A32, khang thé 13 IgG, hodc khang thé hoic manh khéng thé IgG téi t6 hop
c6 chira phan Fc bi dot bién dé 1am thay ddi (triét tiéu hodc ting cuong) sy twong tic
FcR, dé 1am tang thdi gian ban thai va/hodc 1am ting hiéu qua didu tri, ching han nhu
dot bién LALA, LALA PG, N297, GASD/ALIE, DHS, YTE hodc LS hodc glycan
duoc cai bién dé 1am thay dbi (triét tiéu hodc ting cuong) sy tuong tac FcR ching han
nhu sy bd sung hodc loai bd br?mg enzym hoic hoa chét cua glycan hoic su biéu hién
trong dong té bao dugc thiét ké vé6i kiéu glycosyl hoa xac dinh. Theo mot khia canh
(A34) cua khia canh bét ky trong s cic khia canh A26-A33, khang thé hoic manh
khéng thé lién két v6i khang nguyén SARS-CoV-2 ching han nhu protein gai bé mit.
Theo mdt khia canh (A35) cua khia canh bét ky trong sb cac khia canh A26-A34,
khéng thé 13 intrabody.

Theo mot khia canh (A36) dugc d@é xuét trong ban mo ta nay, té bao lai hoic té
bao duge thiét ké ma héa cho khang thé hodc manh khang thé trong d6 khéng thé hoic
manh khang thé dic trung bdi céc trinh ty CDR chudi ning va chudi nhe duge bét cap
dong 14n lugt tir cac Bang 3 va 4. Theo mot khia canh (A37) cla A36, khang thé hoic
ménh khang thé dugc ma héa bdi cac trinh tur bién dbi chudi nhe va chudi ning theo
cac trinh tu dugc bét cip dong tir Bang 1. Theo mot khia canh (A38) cua A36, khang
thé hotic manh khang thé dugc mi héa boi cac trinh tir bién dbi chudi nhe va chudi
ning c6 do twong ddng it nhat 1a 70%, 80%, hoic 90% véi céc trinh tu bién doi duge
bét cap dong tir Bang 1. Theo mot khia canh (A39) ciia A36, khang thé hodic manh
khang thé dugc m3 hda béi cac trinh tu bién dbi chudi nhe va chudi ning c6 do tuong
ddng it nhit 12 95% vdi cac trinh tu bién ddi dugc bt cp dong tir Bang 1. Theo mot
khia canh (A40) ciia A36, khang th hogc manh khang thé c6 chira céc trinh ty bién
dbi chudi nhe va chudi ning theo céc trinh ty duge bét cip dong tir Bang 2. Theo mét
khia canh (A41) ctia A36, khéng thé hojc manh khang thé dugc ma héa bdi cac trinh
tir bién dbi chudi nhe va chudi nang c6 d6 tvong ddng it nhat 1a 70%, 80%, hodc 90%
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véi cac trinh tr bién ddi duoc bit cip dong tir Bang 2. Theo mét khia canh (A42) ciia
A36, khang thé hosic manh khng thé ¢6 chira céc trinh tir bién doi chudi nhe va chudi
ning c6 do tuong ddng it nhét 13 95% v6i céc trinh tyr dugce bt cip dong tir Bang 2.
Theo mot khia canh (A43) cta khia canh bét ky trong s cac khia canh A36-A42,
manh khéng thé 13 khang thé scFv (manh don chudi bién doi) tai to hop, manh Fab,
manh F(ab'),, hodc manh Fv. Theo mét khia canh (A44) cta khia canh bét ky trong sb
céc khia canh A36-A43, khang thé 13 khang thé kham, khang thé dc hiéu kép, hode
intrabody. Theo mdt khia canh (A45) ctia khia canh bét ky trong sb cac khia canh
A36-A43, khang thé 13 IgG, hogc khang thé hoic méanh khéng thé IgG tii t6 hop ¢o
chira phan Fe bi dot bién @8 1am thay dbi (triét tiéu hodc ting cudng) sy twong tac FeR,
@2 1am tang thoi gian ban thai va/hodc 1am tdng hiu qua didu tri, ching han nhu dot
bién LALA, LALA PG, N297, GASD/ALIE, DHS, YTE hodc LS hodc glycan dugce
c4i bién dé 1am thay ddi (triét tiéu hodc tang cudng) sy twong tac FcR ching han nhu
su bd sung hodc loai bd bing enzym hodc hoa chét cia glycan hodc sy biéu hién trong
dong té bao duge thiét ké véi kidu glycosyl héa xac dinh. Theo mét khia canh (A46)
ctia khia canh bat ky trong s cac khia canh A36-A45, khang thé hogc méanh khéng thé
lién két v6i protein gai bé mit SARS-CoV-2.

Theo mot khia canh (A47) dugc dé xuét trong ban mo ta nay, ché phdm vic xin
cO chira mot hodc nhiéu khéng thé hodc manh khang thé dic trung bdi céc trinh tur
CDR chudi ning va chudi nhe dugc bit cip dong lan luot tir cdc Bang 3 va 4. Theo
mot khia canh (A48) ciia A47, it nht 1a mot trong s6 céc khing thé hodc manh khang
thé dugec m3 hoa boi cac trinh tu bién ddi chudi nhe va chudi ning theo céc trinh tur
duoc bét cp dong tir Bang 1. Theo mot khia canh (A49) clia A47, it nhét 13 mot trong
sb céac khang thé hodc manh khéng thé dugc ma hoéa béi cac trinh tir bién ddi chudi nhe
va chudi ning c6 do tuong ddng it nhét 13 7 0%, 80%, hodc 90% véi cac trinh tu dugc
bét cip dong tir Bang 1. Theo mot khia canh (A50) cta A47, it nhit 13 mot trong s6
cic khang thé hodc manh khéng thé dugc ma hoa béi céc trinh tu bién d6i chudi nhe
va chudi ning c6 do tuong d(’)ng it nhét 12 95% véi céc trinh ty dugc bét cdp dong tu
Bang 1. Theo mdt khia canh (A51) cia A47, it nhét 12 mot trong s6 cc khang thé hoic
manh khang thé 6 chira cac trinh ty bién dbi chudi nhe va chudi ning theo céc trinh tu
duge bit cip dong tir Bang 2. Theo mét khia canh (A52) cua A47, it nhét 13 mot trong
s6 céc khang thé hodc manh khéng thd 6 chira cac trinh tu bién déi chudi nhe va
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chudi ning c6 46 tuong déng‘it nhét 1a 70%, 80%, 90% hodc 95% véi cac trinh tur
duoc bat cip dong tir Bang 2. Theo mot khia canh (A53) cua khia canh bét k¥ trong s6
cac khia canh A47-A52, it nhit 14 mot trong sé cac manh khang thé nay 1 khang thé
scFv (manh don chudi bién ddi) tai t6 hop, manh Fab, manh F(ab'),, hodc méanh Fv.
Theo mdt khia canh (A54) cta khia canh bét ky trong s cic khia canh A47-A52, it
nhét 13 mot trong sb céac khang thé 1a khéang thé kham, 13 khang thé dic hicu kép hodc
intrabody. Theo mot khia canh (A55) cia khia canh bét ky trong sd cac khia canh
A47-A54, khang thé 1 IgG, hodc khéng thé hodc manh khang thé IgG téi t6 hop ¢6
chira ph'?m Fc bi dot bién dé 1am thay dbi (triét tiéu hojc tang cuong) su tuong tac FcR,
d& 1am ting thoi gian ban thai va/hodc 1am ting hiéu qué diéu tri, chang han nhu dot
bién LALA, LALA PG, N297, GASD/ALIE, DHS YTE hodc LS hodc glycan dugc céi
bién d& 1am thay doi (triét tidu hodc ting cuong) su twong tic FcR ching han nhu sy
bd sung hoic loai bd bing enzym hodc hoa chét cta glycan hodc sy biéu hién trong
dong t€ bao dugc thiét ké véi kiéu glycosyl héa x4c dinh. Theo mot khia canh (A56)
ciia khia canh bat ky trong s6 c4c khia canh A47-A55, khang thé hoac ménh khang thé
lién két v6i protein gai bé mat SARS-CoV-2.

Theo mot khia canh (A57) dugc dé xuét trong ban mo ta nay, ché phdm vic xin
¢O chira mdt hodc nhidu vecto biéu hién ma héa cho khing thé hodc manh khang thé
thir nhét theo khia canh bat ky trong s céac khia canh A26-A34. Theo mdt khia canh
(A58) cua A57, (céc) vecto biéu hién 1a (c4c) vecto virut Sindbis hodc VEE. Theo mot
khia canh (A59) ciia A57 hogc A58, ché phdm vic xin dugc tao ché phdm dé phan
phéi béng cach tiém béng kim, phun tia, hogc duc 15 dién. Theo mot khia canh (A60)
cua A57, ché phém véc xin con chira mdt hodc nhidu vecto biéu hién mi héa cho
khang thé hoic manh khéng thé th( hai, chdng han nhu khéng thé hoic manh khéng
thé khac biét cia khia canh bét ky trong sb céac khia canh A26-A34.

Theo mot khia canh (A61) dugce d@ xuét trong ban mo ta nay, phuong phap bao
vé stec khoe ciia d6i tuong 60 tudi hodc gia hon, ddi twong bi thoa hiép mién dich,
hodc dbi tuong méc rdi loan ho ha‘ip va/hodc tim mach ma bi nhiém hodc ¢ nguy co bi
nhidm SARS-CoV-2 bao gdm budc phan phdi cho d6i tuong nay khang thé hodc ménh
khang thé ¢6 cac trinh ty CDR chudi ning va chudi nhe dugc bét cip dong 1an luot tir
c4c Bang 3 va 4. Theo mot khia canh (A62) ciia A61, khang thé hogc manh khang thé

droc ma héa boi cac trinh tr bién ddi chudi nhe va chudi ning duge bat cp dong nhur
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néu trong Bang 1. Théo mot khia canh (A63) ciia A61 hodc A62, khang thé hoic manh
khang thé dugc ma héa béi cac trinh ti bién ddi chudi nhe va chudi ning dugc bét cip
dong c6 do tuong ddng it nhét 13 95% véi nhu néu trong Bang 1. Theo mét khia canh
(A64) cua A61 hodc A62, khang thé hoic manh khang thé dugc ma héa bsi cac trinh
tir bién dbi chudi nhe va chudi ning ¢6 do tuong ddng it nhat 1a 70%, 80%, hodc 90% |
vGi cac trinh tu dugc bét cip dong tir Bang 1. Theo mot khia canh (A65) cua A61,
khang thé hoic manh khang thé ¢6 chira cac trinh tu bién ddi chudi nhe va chudi ning
theo cac trinh tu dugc bét cip dong tir Bang 2. Theo mot khia canh (A66) cua A61,
khang thé hoic manh khéng thé ¢6 chira céc trinh tu bién dbi chudi nhe va chudi ning
c6 do tuong déng it nhét 12 70%, 80% hoic 90% v&i céc trinh ty duge bét cdp dong tur
Bang 2. Theo mdt khia canh (A67) clia A61, khang thé hodac manh khéng thé c6 chira
cAc trinh tu bién dbi chudi nhe va chudi ning c6 do tuong d&‘)ng it nhét 12 95% véi céac
trinh ty duge bit cip dong tir Bang 2. Theo mot khia canh (A68) cua khia canh bét ky
trong sb cac khia canh A61-A67, manh khéng thé 12 khang thé scFv (manh don chudi
bién ddi) tai t5 hop, manh Fab, manh F(ab'),, hodc manh Fv. Theo mét khia canh
(A69), cua khia canh bat ky trong s cac khia canh A61-A68, khang thé 13 IgG, hoic
khéng thé hodc manh khang thé IgG t4i t6 hop c6 chira phan Fe bi dot bién dé lam thay
dbi (triét tiéu hodc ting cudng) su tuong tic FcR, dé 1am ting thoi gian ban thai
vi/hodc 1am ting hiéu qua didu tri, ching han nhu d6t bién LALA, LALA PG, N297,
GASD/ALIE, DHS, YTE hodc LS hodc glycan dugc céi bién dé 1am thay dbi (triét tidu
hodc ting cuong) su tuong tdc FcR ching han nhu su bd sung hoic loai bd bing
enzym hodc hoa chét cua glycan hoic su bidu hién trong dong té bao dugc thiét ké vai
kidu glycosyl héa xac dinh. Theo mét khia canh (A70) cua khia canh bat ky trong s
céc khia canh A61-A67, khang thé 13 khang thé kham hoic khang thé dic higu kép.
Theo mdt khia canh (A71) cia khia canh bét k¥ trong s6 cac khia canh A61-A70,
khang thé hoic manh khang thé duge ding trude khi 14y nhiém hodc sau khi lay
nhiém. Theo mot khia canh (A72) cta khia canh bét ky trong sb céac khia canh A61-
A71, khang thé hodic manh khang thé lién két v6i protein gai bé mat SARS-CoV-2.
Theo mot khia canh (A73) cia khia canh bét ky trong s6 céc khia canh A61-A72, viéc
phan phéi c6 chira viéc ding khéng thé hodc méanh khang thé, hoic viéc phan phéi di
truyén véi trinh tu hodc vecto ARN hodc ADN ma hda cho khang thé hoic manh
khang thé. Theo mot khia canh (A74) cia A61, khéng thé hodc manh khang thé cai
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thién su ho hép cta d6i twong khi so véi d6i chimg khéng duge diéu tri. Theo mot khia
canh (A75) cua A61, khing thé hodc manh khang thé 1dm giam tai lugng virut khi so

vé6i doi chirmg khong dugce diéu tri.

Theo mot khia canh (A76) duge dé xuét trong ban mo ta ndy, phuong phap xac
dinh tinh toan ven khang nguyén, cAu hinh dang va/hoic trinh ty ding cta protein gai
bé mit SARS-CoV-2 bao gdm céc bude: (a) cho mAu c6 chtra khang nguyén tiép xtic
v6i khang thé hodc manh khang thé thir nhit c6 céc trinh tu CDR chudi ning va chudi
nhe duoc bét cdp dong 14n luot tir cac Bang 3 va 4; va (b) x4c dinh tinh toan ven khang
nguyén, cdu hinh ding va/hoic trinh ty diing cta khéng nguyén bang sur lién két c6 thé
phét hién dugc cua khing thé hodc méanh khéang thé thi nhét v6i khang nguyén. Theo
mdt khia canh (A77) ctia A76, mau c6 chira khang nguyén dugc san xuét tai td hop.
Theo mdt khia canh (A78) ctia A76, mau c6 chira ché phdm véc xin hoic mé san Xuat
véc xin. Theo mot khia canh (A79) ctia A76-A78, su phét hién c6 chira ELISA, RIA,
thidm tach western, cam bién sinh hoc st dung cdng huong plasmon bé mit hozic phép
do can trd 16p sinh hoc, hodc nhudm mau dém té bao theo dong. Theo mdt khia canh
(A80) clia A76-A79, khang thé hodc manh khang thé thir nhit duge ma héa boi cac
trinh tu bién d6i duoc bét cip dong nhu néu trong Bang 1. Theo mot khia canh (A81)
ctia A76-A79, khang thé hodc méanh khang thé thir nhét dugc méi hda boi céc trinh tr
bién dbi chudi nhe va chudi ning c6 do tuong déng it nhét 1a 70%, 80%, hodc 90% vé&i
chc trinh tu bién ddi dwgc bit cip dong nhu néu trong Bang 1. Theo mét khia canh
(A82) ctia khia canh bét ky trong s cac khia canh A76-A79, khang thé hodc manh
khang thé thtr nhit dugc ma hoéa bdi cic trinh tu bién ddi chudi nhe va chudi ning co
d6 twong dong it nhit 13 95% véi cac trinh tu duoc bit cip dong nhu néu trong Bang 1.
Theo mot khia canh (A83) cta khia canh bét ky trong sb cac khia canh A76-A79,
khang thé hoic manh khang thé thir nhét c6 chira céc trinh ti bién ddi chudi nhe va
chudi ning theo céc trinh tu dugc bét cip dong tir Bang 2. Theo mét khia canh (A84)
ctia khia canh bét k¥ trong s cac khia canh A76-A79, khang thé hodc manh khang thé
thtr nhit c6 chira céc trinh tu bién ddi chudi nhe va chudi ning c6 do twong déng it
nhét 12 70%, 80% hoic 90% véi cac trinh tu duge bét cip dong tir Bang 2. Theo mot
khia canh (A85) ciia khia canh bét k¥ trong sb céc khia canh A76-A79, khang thé hoc
manh khéng thé thir nhét c6 chira céc trinh tr bién d@di chudi nhe va chudi ning c6 do

twong ddng it nhét 12 95% v6i cac trinh tw duge bét cip dong tir Bang 2. Theo mot
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khia canh (A86) cia khia canh bét ky trong s6 cac khia canh A76-A85, manh khang
thé thir nhat 13 khang thé scFv (méanh don chudi bién déi) tai t6 hop, manh Fab, méanh
F(ab'),, hoic manh Fv. Theo mot khia canh (A87) ctia khia canh bét ky trong sb cac
khia canh A76-A86, phuong phép nay con bao gbm bude thuc hién cic budce (a) va (b)
13n thr hai dé xac dinh d6 6n dinh khang nguyén cta khang nguyén theo thoi gian.
Theo mot khia canh (A88) cta khia canh bét ky trong sb cac khia canh A76-A87,
phuong phép nay con bao gbm budc (c) cho mau c6 chira khang nguyén tiép xtic v6i
khang thé hodc manh khéng thé thtr hai ¢6 cac trinh ty CDR chudi ning va chudi nhe
duoc bit cap dong lan lugt tir cic Bang 3 va 4; va (d) xic dinh tinh toan ven khang
nguyén cta khéng nguyén bang su lién két c6 thé phat hién dugc cta khang thé hoic
manh khang thé thir hai v6i khang nguyén. Theo mot khia canh (A89) cuia A88, khang
thé hodc manh khéng thé tht hai dugc mi héa bdi céc trinh ty bién ddi dugc bit cap
dong nhu néu trong Béang 1. Theo mot khia canh (A90) cua A89, khang thé hoic manh
khang thé thi hai dugc ma héa béi cac trinh tu bién dbi chubdi nhe va chudi ning c6 do
tuong ddng it nhat 1a 70%, 80%, hodc 90% véi cac trinh tw bién ddi dugc bt cip dong
nhu néu trong Bang 1. Theo mdt khia canh (A91) ctia A89, khing thé hoic manh
khang thé thir hai dugc ma hda béi céc trinh ty bién dbi chudi nhe va chudi ning ¢ do
twong ddng it nhat 12 95% véi céc trinh tu dugc bét cip dong nhu néu trong Bang 1.
Theo mdt khia canh (A92) cua A9, khang thé hoic manh khang thé thtr hai ¢6 chta
céc trinh tu bién ddi chudi nhe va chudi ning theo céc trinh ty duge bat cdp dong tir
Bang 2. Theo mot khia canh (A93) ctia A89, khing th8 hogc méanh khang thé tha hai
c6 chira céc trinh tu bién déi chudi nhe va chudi ning ¢6 do trong dong it nhat 12 70%,
80% hodc 90% vdi céac trinh ty dugce bit cip dong tir Bang 2. Theo mdt khia canh
(A94) ciia A89, khang thé hojc ménh khang thé thir hai c6 chira céc trinh tw bién doi
chudi nhe va chudi ning c6 d) trong ddng it nhat 13 95% véi cac trinh tu dugce bt cip
dong tir Bang 2. Theo mét khia canh (A95) ctia A89, méanh khang thé thir hai 12 khang
thé scFv (méanh don chudi bién dbi) tai t6 hop, manh Fab, méanh F(ab'),, hoic méanh
Fv. Theo mdt khia canh (A96) cua A89, phuong phdp nay con bao gi‘)m budc thuc
hién céc buéce (c) va (d) 1an thir hai d& x4c dinh d6 on dinh khang nguyén cta khang
nguyén theo thoi gian.
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Theo mot khia canh (A97) dugce d& xuit trong ban md ta nay 12 khang thé hoic
manh khang thé don dong ngudi, hodc t& bao lai hodc té bao duoc thiét ké san xut ra

ching, trong d6 khang thé 1ién két véi protein gai bé mit SARS-CoV-2.

Viée st dung danh tir s6 it khi st dung két hop v6i thuat nglt "c6 chira” trong
céc yéu ciu bao hd va/hode ban md ta cé the c6 nghia la "mot,” nhung né cling thong
nhét v&i nghia "mot hodc nhiéu," "it nhat 1a mot," va "mdt hodc nhiéu hon mot." Tur

"khoang" c6 nghia 1 cdt hodc trir 5% cta s6 dugc chi ra.

Du tinh rang phuong phap hodc hop phin bat ky dugc md ta trong ban md ta
nay c6 thé dugc thue hién dbi v6i phuong phap hode hop phin khéc bét ky duge md ta
trong ban mo ta nay. Cac muc dich, du hiéu va vu diém khic clia sang ché s& tré nén
13 rang tir phdn mo ta chi tiét sau day. Tuy nhién, cAn hidu ring phan mo ta chi tiét va
cac vidu cu thé mic du chi ra cic phuong 4n clia sang ché nhung chi dé minh hoa, vi
céc thay dbi va cai bién khac nhau trong tinh thdn va pham vi cla sdng ché s& tré nén
15 rang d6i véi ngudi c6 trinh do trung binh trong linh vuc dya trén phan mo ta chi
tiét.

MO TA VAN TAT CAC HINH VE

Béng doc quyén sdng ché hodc don dang ky sdng che ndy c6 chura it nhat 12 mot
hinh v& c6 mau. Cac ban sao cta sang ché hodc cong bd don sang che véi (céc) hinh

v& mau s& dugc cung cip béi Co quan theo yéu cau va trd phi cén thiét.

Céc hinh v& sau déy tao thanh mot phan cia ban md ta nay va duge bao gom dé
chimg minh thém c4c khia canh nhat dinh cta séng che. C6 thé hiéu r6 hon séng ché
bang cach vién ddn dén mot hodc nhiéu hinh vé trong s6 cac hinh v& nay ket hop véi

phan mb ta chi tiét ctia cac phuong dn cyu thé duoc trinh bay trong ban mo ta nay.

HINH 1. Chét nén dap timg lidu lwong dé danh gia hoat tinh trung hoa hiép
ddng bing hén hep clia COV2-2196 + COV2-2130 bing cich sir dyng virut
SARS-CoV-2 BSL3 séng. V& mit dinh lugng c6 ti 16 nhé ciia virut khong dugce trung
hoa & cac ndng dd dugc thir nghiém cao nhét (250 ng/ml) clia cdc mAb riéng 1¢ (cac
khung & 0 ng/ml COV2-2196 + 250 ng/ml COV2-2130 va 250 ng/ml COV2-2196 + 0
ng/ml COV2-2130) nhung sy trung hoa ddy di (100%) & khoang gid tri clia cc ndng
@6 Ab thép hon bing t6 hop nay. Khung & 15,6 ng/ml COV2-2196 + 63 ng/ml COV2-
2130 chi ra khu vuc v6i sy hiép ddng 16n nhét véi 15,6 ng/ml cia mAb COV2-2196 va
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63 ng/ml cia mAb COV2-2130 & dang két hop ma trung hoa 96% virut, trong khi cac
Ab riéng 1é chi thé hién su trung hoa 14n luot 13 6 hodc 0% (hinh bang van ¢ 0 ng/ml
COV2-2196 + 63 ng/ml COV2-2130 va 15,6 ng/ml COV2-2196 + 0 ng/ml COV2-
2130). Gia tri trung binh dbi v6i ba ban sao k¥ thuat duge thé hién.

HINH 2A-B. Chit nén d4p tng liéu lwong dé danh gia hoat tinh trung hoa
hiép ddng bing hdn hop ciia mAb COV2-2196 + mAb COV2-2130 bing cich sit
dung virut sdng SARS-CoV-2 BSL3. Gi4 tri trung binh ctia céc gid tri clia ba ban sao
dbi véi cac ban sao k¥ thuat duge thé hién. Dt lidu duoc tryc quan héa va tinh hiép

ddng dugc dénh gia bang cach str dung phan mém SynergyFinder.

HINH 3. Chét nén d4p @ng lidu hrgng dé d4nh gid hoat tinh trung hoa hiép
@dng bing hén hop ciia mAb COV2-2196 + mAb COV2-2130 bang cach si dung
virut séng SARS-CoV-2 BSL3. Dién giai diém ctia tinh hiép dong: <-10: sy tuong tic
c6 kha nang 12 ddi khang; ttr‘-10 dén 10: su twong tac c¢6 kha nang 13 cong gop; >10:
su twong tac ¢6 kha ndng 1a hiép ddng. |
HINH 4A-C. Hiéu qué diéu tri cia mAb ngudi trung hoa chéng lai sy nhifm
SARS-CoV-2 da dwge thiét 1ap. (HINH 4A) Chudt nhit dugc gdy nhiém bing dudng
trong miii véi 10° PFU cia MA-SARS-CoV-2 va 12 gid sau dugc cung clp su diéu tri
khang thé dugc chi ra bing cach tiém trong mang bung. Ganh ndng virut & phdi duoc
do & 2 ngay sau khi thir thach virut bang cach st dung thir nghiém mang. Céc sb do tir
cac con chudt nhét riéng 1é va do chuén trung vi dugc thé hién, va mdi nhém duoc so
sanh véi dbi chimg isotyp bang cach st dung Kruskal-Wallis ANOVA v6i hdu kiém
Dunn (* p < 0,05). Dit liéu thé hién mét thi nghiém. (HINH 4B) Chuét nhdt BALB/c
tr mudi dén mudi mot tuan tudi (mdt thi nghiém cua tir 3 dén 9 con chudt nhit trong
mdi nhém) duoc didu tri bang mAb khéng Ifnarl va dugc tai nap bang AdV-hACE2
thdng qua dudng trong miii mot ngay sau. Sau bdn ngay, chudt nhit duoc gy nhiém
thong qua dudng trong mili véi 10° FFU ctia SARS-CoV-2 nguyén ban va 12 gid sau
dugc cung cép su didu tri bing mAb dugc chi ra bang céch tiém trong mang bung.
Géanh ning virut & phdi dugc do & 2 dpi sau khi thir thach virut bang cach st dung thir
nghiém mang. Hai d6i chung d6i véi sy thuc hién thir nghiém trung hoa mang bao
gdm dich ddng nhét phdi tir con chudt nhit duge diéu tri bing isotyp riéng 1€ ma dugc
tron 1:1 (thé tich:thé tich) véi dich ddng nhAt phdi tir cac con chudt nhdt khong bi
nhidm hoic duogc didu tri bing hdn hop mAb COV2-2196 + COV2-2130 riéng 1é. Céc
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s6 do tir cac con chudt nhit riéng 18 va do chudn trung vi duge thé hién, va mdi nhém
duoc so sanh voi dbi chimg isotyp bing cach st dung Kruskal-Wallis ANOVA v6i
hau kiém Dunn (** p < 0,01). Dt liéu thé hién mot thi nghiém. (HINH 4C) Sy biéu
hién gen xytokin va chemokin dugc do bang phan tich qPCR tir phéi duge thu hoach
nhu trén HINH 4B. Cac sb do tir cac con chudt nhét riéng 1& va cac gia tri trung vi
dugc thé hién. Cac nhém dugc so sanh béng céch str dung kiém dinh Mann-Whitney U
(*p <0,05; ** p<0,01). |

HINH 5. Dugc dong hoc khang thé sau khi truyén mAb ngwéi vao khi

macaque.

HINH 6. Tai lrgng virut SARS-CoV-2 (duwge do dwéi dang ARN méi duge
tao ra hé gen phu) & dich rira phé quan khi macaque sau khi thir thich trong mii

va ndi khi quin bing virut SARS-CoV-2 kiéu dai.

HINH 7. Tai lwong virut SARS-CoV-2 (dwge do dwéi dang ARN méi duge
tao ra hé gen phu) trong miu dich ngody miii & khi macaque sau khi thir thach

trong miii va ndi khi qudn bing virut SARS-CoV-2 kiéu dai.

Céic HINH 8A-E. Ciu tric tinh thé ciia RBD protein S trong phirc hop véi
Fab COV2-2196. (HINH 8A) Hinh v& minh hoa cia COV2-2196 trong phtic hop véi
RBD. Chudi ning COV2-2196 duoc thé hién bing mau lyc lam, chudi nhe bang mau
do6 tuoi, va RBD bang mau xanh 14 cdy. Mau sic c6 thé nhin thdy trén HINH 8A ctia
U.S. 63/161,890, ma dugc két hop & day dé tham khao dén toan bd ndi dung ctia noé.
(HINH 8B) CAu triic cita phiic hgp COV2-2196-RBD dugc chong lén trén chu tric cla
phitc hgp RBD-ACE2 ngudi (PDB ID: 6MO0J), st dung céu tric RBD l1am mau tham
chiéu. So dd mau sic ctia phtrc hgp COV2-2196-RBD gidng nhu so d6 mau séc trén
HINH 8A. RBD trong phiic hop RBD-ACE2 dugc t6 mau bing mau xanh nuée bién
nhat, mién ACE2 peptidaza nguoi bing mau x4m. Mau sic 6 thé nhin thy trén HINH
8B ciia U.S. 63/161,890, ma dugc két hop & day dé tham khao dén toan bd ndi dung
ciia né. (HINH 8C) CAu triic ctia phirc hop COV2-2196-RBD dugc chong 1én trén chu
trac cua gai v6i RBD don 1€ trén HINH dang "1én" (PDB ID: 6XM4), st dung RBD &
hinh dang "1én" 1am mAu tham chiéu. So d mau sic cia phirc hop COV2-2196-RBD
gidng nhu so do rhéu sic trén HINH 8A. Ba tiéu don vi cia gai dugc to mau 1an luot

bing mau x4m, mau vang, hodc mau xanh nudc bién nhat (tiéu don vi véi RBD cua no
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& hinh dang "1én" 13 mau vang). Mau sic c6 thé nhin thdy trén HINH 8C cta U.S.
63/161,890, ma dugc két hop & day dé tham khéo dén toan bd ndi dung cia nd. (HINH
8D) Sy trinh dién bé mt ciia epitop RBD duge nhan dién béi COV2-2196. Cac gbe
epitop duge td mau bing cac sic thai khéc nhau clia mau xanh 14 cdy va dugc gin
nhin bing mau den. Mau séc ¢6 thé nhin thdy trén HINH 8D ctia U.S. 63/161,890, ma
dwoc két hop & ddy dé tham khao dén toan bd ndi dung ciia né. (HINH 8E) Sy tuong
tac khang thé-khang nguyén gitta COV2-2196 va RBD. RBD dugc thé hién trong clng
su trinh dién va sy dinh hudng bé mit nhu trén HINH 8D. Céc géc paratop COV2-
2196 duoc thé hién & hinh bidu difn gdy. Chudi ning duge td mau bang mau luc lam,
va chudi nhe dugce t6 mau bang mau do twoi. Mau sic ¢6 thé nhin thiy trén HINH 8E
ctia U.S. 63/161,890, ma duge két hop & day dé tham khao dén toan bd ndi dung cla
nod.

Céic HINH 9A-F. C4u triic tinh thé cia RBD protein S trong phitc hop véi
¢4 hai Fab COV2-2196 va COV2-2130. (HINH 9A) Hinh v& minh hoa ctia cAu tric
tinh thé ctia RBD protein S trong phirc hop vdi cac Fab COV2-2196 va COV2-2130.
RBD dugc thé hién bing mau xanh 14 ciy, chudi ning COV2-2196 bang mau luc lam,
chudi nhe COV2-2196 bang méau dé tuoi, chudi nang COV2-2130 bing mau vang, va
chudi nhe COV2-2130 bing mau da cam. Cic CDR ciia COV2-2130 dugc gén nhén.
Mau séc ¢6 thé nhin thy trén HINH 9A ciia U.S. 63/161,890, ma duoc két hop & ddy
dé tham khéo dén toan bd ndi dung ctia no. (HINH 9B) Céu tric ctia phirc hgp COV2-
2130-RBD duoc chdng Ién trén cAu tric ctia phic hgp RBD- ACE2 (PDB ID: 6M0J),
st dung cdu tric RBD 1am mau tham chiéu. So dd mau sédc cia phirc hgp COV2-2130-
RBD gibng nhu so dd mau sic trén HINH 9A. RBD trong phitc hgp RBD-ACE2 dugc
t6 mau bang mau xanh nudc bién nhat, mién ACE2 peptidaza ngudi bing mau x4m.
Mau séc c6 thé nhin thdy trén HINH 9B cia U.S. 63/161,890, ma dugc két hop & day
dé tham khao dén toan bo nodi dung ciia n6 (HINH 9C). Céu triic ctia phtrc hop COV2-
2130-RBD dugc chdng 1én trén chu tric cia gai véi tht ca RBD & hinh dang "xuéng"
(PDB ID: 6ZOY), st dung RBD trong mdt vung khéi dong lam mAu tham chiéu. So
dd mau séc cia phirc hop COV2-2130-RBD gibng nhu so dd mau sic trén HINH 9A.
Ba ving khéi dong cia gai duoc td mau 14n luot bing mau x4m, mau xanh nudc bién
nhat, hodic mau tim. Mau sc ¢6 thé nhin thiy trén HINH 9C ciia U.S. 63/161,890, ma
dugc két hop & ddy @& tham khao dén toan bo ndi dung cla noé. (HINH 9D) Céu tric
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ctia phirc hop COV2-2196-2130-RBD dugc chdng 1én trén cAu tric cia gai véi mot
RBD & hinh dang "1én" (PDB ID: 7CAK), sit dung RBD 6 hinh dang "lén" lam mau
tham chiéu. So dd mau séc ciia phirc hop COV2-2130-RBD gibng nhu so d6 mau séc
trén HINH 9A. Ba ving khoi dong ciia gai dugc t6 mau 1an luet bing mau xé4m, mau
xanh nude bién nhat, hoic mau tim. Mau séc ¢6 thé nhin théy trén HINH 9D cta U.S.
63/161,890, ma dugc két hop & day dé tham khao dén todn bd ndi dung cta né. (HINH
9F) Su trinh dién bé mat ciia epitop RBD duge nhan dién béi COV2-2130. Chc gbe
epitop dugc chi ra bing cac mau khéc nhau va dugc gén nhin bing mau den. Mau sic
¢6 thé nhin thdy trén HINH 9E cta U.S. 63/161,890, ma duge két hop & day dé tham
khao dén toan bo ndi dung cla nd. (HINH 9F) Su tuong tac cua céc gbc paratop
COV2-2130 vé6i epitop. RBD dugc thé hién trong cling su trinh dién va sy dinh huéng
b& mat nhu trén HINH 9E. Céc gbc paratop dugc thé hién & hinh biéu dién gdy. Chudi
ning dugc t6 mau bing mau vang, va chudi nhe bing mau da cam. Mau sic c6 thé
nhin thdy trén HINH 9F cta U.S. 63/161,890, ma dwgc két hop & ddy dé tham khao
dén toan bd ndi dung ctia nod.

Céc HINH 10A-B. (HINH 10A) Két qua IMGT/DomainGapAlign cua chudi
ning va chudi nhe COV2-2196. Céc gbc tuong tac chinh va céc gbc tuong tmg cla
ching trong cac gen dong mam dugc thé hién trong cdc khung. Cac SEQ ID NO d6i
vGi céc trinh tu trén HINH 10A nhu sau:
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FR2-HCDR2 |HCDR3-FR4 |LCDRI-FR2 |LCDR3-FR4
IGHV1-58 SEQIDNO. |SEQID NO.
101 102
IGHD2-2 SEQ ID NO.
103
IGHD2-8 SEQ ID NO.
104
IGHD2-15 SEQ ID NO.
105
IGHI3*02 SEQ ID NO.
106
IGKV3-20 SEQIDNO. |SEQID NO.
107 108
IGKJ1*01 SEQ ID NO.
109
COV2-2196 | SEQIDNO. |SEQIDNO. |SEQIDNO. |[SEQID NO.
110 111 112 113
COV2-2381 | SEQIDNO. |SEQIDNO. |SEQIDNO. [SEQID NO.
114 115 116 117
COV2-2072 | SEQIDNO. |SEQIDNO. |SEQIDNO. [SEQID NO.
118 119 120 121
McC5t2pl Gl | SEQIDNO. |SEQIDNO. |SEQIDNO. |[SEQID NO.
122 123 124 125
HbnC3tlp2 C6 | SEQIDNO. |SEQIDNO. |SEQIDNO. [SEQID NO.
126 127 128 129
HbnC3tlpl C6 | SEQIDNO. |SEQIDNO. |SEQIDNO. |SEQIDNO.
130 131 132 133
S2E12 SEQIDNO. |SEQIDNO. |SEQIDNO. |SEQIDNO.
134 135 136 137
COV107 1 SEQIDNO. |SEQIDNO. |SEQIDNO. |SEQID NO.
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138 139 140 141

COV107_2 SEQ ID NO. SEQ ID NO. SEQ ID NO. SEQ ID NO.
142 143 144 145

COV72 SEQ ID NO. SEQ ID NO. SEQ ID NO. SEQ ID NO.
146 147 148 149

COoVv2l_1 SEQ ID NO. SEQ ID NO. SEQ ID NO. SEQ ID NO.
150 151 152 153

COVv21 2 SEQ ID NO. SEQ ID NO. SEQ ID NO. SEQ ID NO.
154 155 156 157

COVs57_1 SEQ ID NO. SEQ ID NO. SEQ ID NO. SEQ ID NO.
158 159 160 161

COV57_2 SEQ ID NO. SEQ ID NO. SEQ ID NO. SEQ ID NO.
162 163 164 165

(HINH 10B) Dudng cong lién két ciia cac thé dot bién diém ciia COV2-2196.
cADN m3 héa cho cac thé dot bién diém dbi véi chudi ning, duge dong khung & trén,
duoc thiét ké, dugc tong hop dusi dang ADN dé tao ra protein IgG téi td hop, va dugc
thir nghiém dbi véi hoat tinh lién két voi protein gai. C4c thé dot bién cta goc D108 &
trén d0 thi bén trai phia trén, dot bién hdi bién cta dot bién sinh dudng dugc suy ra
thanh trinh tr dong mam & trén dd thi bén phai phia trén, cac thé dot bién P99 & trén
@ thi bén trai phia dudi, va thé dot bién loai bo lién két disulfua trong HCDR3 & trén
6 thi bén phai phia dudi.

Céc HINH 11A-H. Nhén dién cac gbc thiét yéu ddi véi COV2-2196 va COV2-
2130 thong qua quét dot bién séu ghép cip vdi su chon loc bién thé khang. (HINH
11A) Céc db thi biéu trung clia cac phén doan trén thoat dot bién cia tit cd & céc vi tri
RBD véi sy trdn thoat manh dbi v6i COV2-2196 (bén trai) hoic COV2-2130 (bén
phai). Céc chir céi cao hon chi ra sy trén thodt lién két khang thé 16n hon. Céc dot bién
duoc t6 mau dua trén mic d6 ma chung lam gidm sy lién két RBD v6i ACE2 nguoi.
Dit liéu dugc thé hién 13 gia tri trung binh cta hai thi nghiém chon loc trdn thoat ddc
14p st dung hai thu vién ndm men doc 14p; su twong quan dugc thé hién trén céc HINH
18B-C. Céc phién béan co thé phong to, thu nhd, tuong tic cua céc d6 thi biéu trung
ndy c6 & jbloomlab.github.io/SARS-CoV-2-RBD_MAP_AZ_Abs/. The inventors

determined céc phan doan trdn thoat, nhu md ta trong phuong phép, ma thé hién phan
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doan udc tinh cla céc té bao bifu hién bién thé cu thé d6 ma nam trong nhém trdn
thot khang thé, sao cho gia tri bing 0 ¢ nghia 1a bién thé ludn luén duge lién két béi
khang thé va gi4 tri bing 1 c6 nghia Ia n6 luén trbn thoat khéi viéc lién két khang thé.
(HINH 11B) Céc dd thi biéu trung ctia cac phan doan trén thoat dot bién ddi véi
COV2-2196 va COV2-2130 ma c6 thé tiép can dugc bing cic dot bién thé nucleotit
don 1é tir ching tham chiéu Wuhan-Hu-1 dugc st dung trong sy chon lgc trbn thoat
(chc HINH 11E-F). Téc dung ctia m&i dot bién thé 1én sy lién két ACE2 dugc thé hién
nhu trén HINH 11A. (HINH 11C) Bang bén trai: 14p ban dd cac dot bién trén thoat
quét dot bin sau d6i véi COV2-2196 trén bé mat RBD trong céu tric RBD-COV2-
2196. Céc dot bién ma triét tiéu sy lién két COV2-2196 dugc hién thi trén cu tric
RBD bang cach st dung ban dd nhiét, trong d6 mau xanh nude bién thé hién vi tri
RBD véi sy trdn thoat khang thé tich Iy 16n nhAt va mau tring thé hién khong c6 su
trdn thoat dugc phét hién. Mau x4m chi ra cc gbc noi ma cic tac dung c6 hai 1én su
biéu hién RBD ngan chin su danh gié cla tdc dung cua dot bién 1én su lién két khang
thé. Bang bén phai: hinh phéng to cia bing bén trai thé hién céc gbc tuong tic xung
quanh céc vi tri trén thoat manh nhit ctia RBD. Chubi ning COV2-2196 dugc td mau
luc lam va chudi nhe mau d6 tuoi. Hai ban sao dugc thuc hién v61 cac thu vién doc
14p, nhu md ta trén HINH 11A. Mau séc c6 thé nhin thdy trén HINH 11C cia U.S.
63/161,890, ma dugc két hop & ddy dé& tham khao dén toan bd ndi dung ctia n6 (HINH
11D). Bang bén phai: 14p ban db cic dot bién trén thoat quét dot bién sau dbi voi
COV2-2130 trén bé mit RBD trong céu tric RBD-COV2-2130. Céc dot bién ma triét
tidu sur lién két COV2-2130 duoe hién thi trén cAu tric RBD st dyung ban do nhiét nhu
trén HINH 11C. Bang bén trai: hinh phdng to ctia bang bén trai thé hién cac gbc tuong
tdc xung quanh céac vi tri trén tho4t manh nhat cia RBD. Chudi ning COV2-2130
duoc t6 mau vang va chudi nhe mau hdng da cam. Mau sic ¢4 thé nhin thdy trén
HINH 11D cta U.S. 63/161,890, ma dugc két hop & ddy d& tham khao dén toan bd noi
dung cua no. (HINH 11E) Béng thé hién két qua cta céc thi nghiém chon loc trén
thodt VSV-SARS-CoV-2 véi COV2-2196, COV2-2130, va dang két hop cia ching.
S lugng ctia cac thé dot bién trdén thoat dugce chon loc va téng sb luong ctia céc ban
sao chon loc tron thoét duoc thuc hién dirc;c ghi nhén, cfing nhu 1a cic géc dugce nhan
dién bﬁng cach x4c dinh trinh tu virut dot bién trén thoat. (H‘INH 11F) Béng thé hién

két qua cta su cdy chuyén ciia SARS-CoV-2 trong su c6 mit cia céc ndng d6 trung
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hoa phu ctia AZD8895 (dua trén COV2-2196), AZD1061 (dva trén COV2-2130), va
AZD7442 (AZD8895 + AZD1061). Céc dot bién virut ¢6 lién quan dén tinh khéng
duoc nhan dién bang cich x4c dinh trinh ty mang khang trung hoa dugc chi ra. (HINH
11G) Biéu db phan tn thé hién dit liéu DMS tir HINH 11A, véi phén doan tron thoat
dot bién trén truc x va tac dung 1én sy lién két ACE2 trén truc y. Déu gach chéo chi ra
cac dot bién cb thé tiép can dugc chi bing céc dot bién thé nhiéu nucleotit, trong khi
hinh tron chi ra cac dot bién ¢ thé tiép can dugc b'fmg dot bién thé mot nucleotit. Cac
dot bién thé axit amin dwgc chon loc bing COV2-2130 trong VSV-SARS-CoV-2
(K444R, K444E) hogc SARS-CoV-2 nguyén ban (R3461) dugc chi ra. (HINH 11H) Su
trung hoa khéng thé nhu do dugc bing FRNT chdng lai cac ching tham chiu va bién
thé SARS-CoV-2 ¢6 lién quan. Thir nghiém trung hoa dugc thyc hién trong hai ban
sao va dugc lap lai hai 1dn, vi két qua dugc thé hién tir mot ban sao thi nghi¢m.
Thanh sai sb chi ra khoang gi4 tri d6i v6i mdi diém. Céac dot bién duge so sanh véi
chiing tham chiéu WA-1 dugc chi ra. B.1.1.7-OXF chtra dot bién mat 69-70 va 144-
145 va cac 4ot bién thé sau day: N501Y, A570D, D614G, P681H, va T716L

HINH 12. Su gbi 1én nhau cla cAu truc con ciia RBD-COV2-2196 trong phtic
hop RBD-COV2-2196-2130 va cdu triic tinh thé RBD-COV2-2196.

Cac HINH 13A-F. C4c kidu twong tac xép chdng thom va ky nuée tuong tu & vi
tri RBD F486 dugc chia sé giita cac phic hgp RBD-COV2-2196 va gai-S2E12. (Céc
HINH 13A va B) Clung mot kiéu lién két hydro xung quanh gbc F486 trong chu trac
cta hai phte hop. (H‘fNH\ 13C) Sy tuong tic chi tiét gitta COV2-2196 va RBD. Chudi
ning COV2-2196 dugc t6 mau béng mau luc lam, chudi nhe dugc t6 mau b%tng mau doé
twoi, va RBD duge to mau bing mau xanh 14 cay. Cac gbc tuong tic quan trong dugc
thé hién & hinh bidu dién gay. Phan tir nu6c tham gia vio su tuong tic Ab-Ag dugc thé
hién du6i dang hinh cdu mau hdng. Lién két hydro truc tiép duoc thé hién dudi dang
duong nét dit mau da cam, va lién két hydro qua trung gian nuéc dudi dang duong nét
dirt mau vang. Mau séc c6 thé nhin thdy trén D Lidu M& Rong HINH 2C cia U.S.
63/161,890, ma dugc két hop & ddy dé tham khao dén toan bd ndi dung ciia né. (HINH
13D) Su xép chéng cla cdu tric S2E12/RBD cryo-EM Ién trén chu tric tinh thé
COV2-2196/RBD, vé6i cac mién bién ddi cta khang thé 13m miu tham chiéu. Chudi
ning COV2-2196 c6 mau lyc lam, va chudi nhe ctia né mau dé tuoi; chudi ning

S2E12 mau luc lam nhat, va chudi nhe ctia n6 c¢6 mau hong nhat. Hai cAu trac RBD
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turong tng dugce t6 mau 14n luot bing mau xanh 14 cay hodc mau vang. Mau séc ¢o thé
nhin thiy trén Dit Liéu Mé Rong HINH 2D ciia U.S. 63/161,890, ma dugc két hop &
day d& tham khao dén toan bo ndi dung ctia n6. (HINH 13E) Sy twong téc chi tiét gitta
chudi ning COV2-2130 va RBD. Céc gbc paratop duge thé hién bang hinh bicu dién
gdy va dugc t6 mau bing mau vang, cic gbc epitop 12 gdy mau xanh 14 cdy. Lién két
hydro hodc su tuong tic phan cyc manh dugc thé hién duéi dang dudng mau dé tuoi
nét dat. Mau sic c¢6 thé nhin thdy trén Dt Liéu M& Rong HINH 2E cua U.S.
63/161,890, ma dugc két hop & day dé tham khao dén toan bo ndi dung ciia né. (HINH
13F) Su tuong téc chi tiét gitta chudi nhe COV2-2130 va RBD. Céc gbc paratop duge
thé hién bang hinh biéu dién gy va dugc t0 mau bang mau da cam, cic gbc epitop 13
o4y mau xanh 14 cay. Lién két hydro dugc thé hién dudi dang duong mau dé tuoi nét
dtt. Mau sic ¢ thé nhin thiy trén Dt Liéu M& Rong HINH 2F cua U.S. 63/161,890,

ma dugc két hop & day dé tham khao dén toan bo nodi dung ctia né.

Cac HINH 14A-E. Kiéu dong vo tinh thong thudng cua khing thé khang RBD
v6i ciing mot co ché lién két. (HINH 14A) Chu tric tinh thé COV2-2196/RBD. (HINH
14B) Chu tric S2E12/RBD cryo-EM. (HINH 14C) Mb hinh twong dong COV2-
2381/RBD. COV2-2072 mi hda cho sequon glycosyl héa dugc lién két N trong
HCDR3, dugc chi ra béng hinh cAu mau x4m. Mau séc c6 thé nhin thz‘iy trén D& Liéu
M¢ Rong HINH 3D cta U.S. 63/161,890, ma dugc két hop ¢ ddy dé tham khao dén
toan bd ndi dung ciia né. (HINH 14D) Mé hinh twong déng COV2-2072/RBD. (HINH
14E) Sy gbi 1én nhau ciia cAu tric tinh thé COV2-2196/RBD (HINH 14A) va cu tric
S2E12/RBD cryo-EM (HINH 14B).

Cac HINH 15A-B. Nhan dién cac thanh vién kiéu dong v tinh chung gia dinh
trong tu vé mit di truyén véi COV2-2196 trong tap hop gen bién dbi khang thé cua
chc c4 thé chua timg nhidm virut. Trinh t gen bién dbi khéng thé tir ¢4 thé khoe manh
v6i cing dAu hiéu trinh ty nhu chudi ning (HINH 15A) va chudi nhe (cac HINH 15A
va 15B) COV2-2196 dugc sép xép thing hang. Cac trinh ty tir ba thé cho khéc nhau
cling nhu 12 mau day rén bao gdm céc trinh ty véi céc dAu hiéu cta kiéu dong vo tinh
chung. C4c dau hiéu trinh ty va céc gbc tiép xtc duge st dung trong COV2-2196 duge
1am ndi bat bing cac khung bén dudi mdi su sip xép thang hang nhiéu trinh tur (cac
khung dugc t6 mau do trong Dt Liéu M& Rong HINH 4A cua U.S. 63/161,890, ma
dugc két hop & ddy dé tham khao dén toan bd ndi dung clia né). Céc SEQ ID NO dbi



51670 27/289

v6i céc trinh tw chudi ning trén HINH 15A nhu sau: HIP1: SEQ ID NO. 166, HIP2:
SEQ ID NO. 167, HIP3: SEQ ID NO. 168, va CORD: SEQ ID NO. 169. Cac SEQ ID
NO dbi véi cac trinh tir chudi nhe trén HINH 15A nhu sau: HIP1: SEQ ID NO. 170,
HIP2: SEQ ID NO. 171, va HIP3: SEQ ID NO. 172. Céc SEQ ID NO d6i v6i cac trinh
tur chudi nhe HIP1 trén HINH 15B nhu sau: SEQ ID NO. 173, SEQ ID NO. 174, SEQ
ID NO. 175, SEQ ID NO. 176, va SEQ ID NO. 177 (tir trén xubng dudi). Cac SEQ ID
NO dbi véi céc trinh tu chudi nhe HIP2 trén HINH 15B nhu sau: SEQ ID NO. 178,
SEQ ID NO. 179, SEQ ID NO. 180, SEQ ID NO. 181, va SEQ ID NO. 182 (tir trén
xubng duéi). Cac SEQ ID NO d6i véi cac trinh tir chudi nhe HIP3 trén HINH 15B nhu
sau: SEQ ID NO. 183, SEQ ID NO. 184, SEQ ID NO. 185, SEQ ID NO. 186, va SEQ
ID NO. 187 (tir trén xudng dudi).

Céc HINH 16A-D. (HINH 16A) Céu trac vong COV2-2130 HCDR3 chi tiét.
Lién két hydro pham vi ngén, lam &n dinh hinh dang vong, dugc thé hién duéi dang
dudng nét dit (dudng nét dit duge to6 mau do tuoi trong D Liéu Md Rong HINH 5A
ciia U.S. 63/161,890, ma duge két hop & ddy dé tham khao dén toan b ndi dung cta
no). (HINH 16B) Cac gbc cia chudi nhe COV2-2130 tao thanh sy tuwong tac xép
chéng thom va lién két hydro véi HCDR3 d@é lam 6n dinh thém vong HCDR3. (HINH
16C) LCDR1, HCDR2, va HCDR3 dai tao thanh bé mit lién két bd sung dbi véi
epitop RBD. RBD dugc thé hién duéi dang su trinh dién bé mit b:;ing mau xam. Chudi
ning COV2-2130 dugc t6 mau béng mau vang véi HCDR3 mau da cam, va chudi nhe
mau hdng da cam v6i LCDR1 mau dé tuoi. Mau sic ¢ thé nhin thdy trén Dit Liéu Mg
Rong HINH 3D ctia U.S. 63/161,890, ma dugc két hop & day dé tham khao dén toan
b6 ndi dung ciia né. (HINH 16D) Hinh quay 180° ctiia HINH 16C.

HINH 17. Mit phan cach gita COV2-2196 va COV2-2130 trong cAu tric tinh
thé cia RBD trong phitc hop véi COV2-2196 va COV2-2130. Chudi ning hodc chudi
nhe COV2-2196 dugc thé hién duéi dang hinh v& minh hoa 14n lrot bing mau luc lam
hodc mau dé tuoi, va chudi ning hoic chudi nhe COV2-2130 1an luot bing mau vang
hodc mau hong da cam. RBD dugc t6 mau bang mau xanh 14 cdy. Mau sc ¢6 thé nhin
thdy trén D Lidu M& Rong HINH 6 cia U.S. 63/161,890, ma duge két hop & day dé
tham khao dén toan bd ndi dung cia n6. Cac gbc mit phan céch dugce thé hién & hinh

biéu dién gay.
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Cac HINH 18A-I. Nhan dién bing quét dot bién siu ciia cac dot bién anh huéng
dén su lién két khang thé va phwong phap chon loc céc thé dot bién khang khang thé
véi virut VSV-SARS-CoV-2. (HINH 18A) Trén: Db thi ¢ém té bao theo dong thé hién
chién lwgce cho di qua céng dai dién dé chon loc té bao ndm men don 18 st dung bo tin
sic phia trudc va phia bén (ba bang d4u tién) va chon loc té bao ndm men biéu hién
RBD (bang bén phai). Mdi dd thi duoc tao ra tir céng dimg truée. Dudi: Dd thi #ém té
bao theo dong thé hién su cho di qua cdng dbi véi té bao nidm men RBD", khéng thé"
(tirc 1o, té bao ma biéu hién RBD nhung trong d6 dot bién ngan chin sy lién két khang
thé). Thi nghiém chon loc dugc thé hién dbi véi COV2-2196 hodc COV2-2130, véi
hai thu vién doc 1ap duge thé hién cho mdi céi. (HINH 18B) Su twong quan ctia c4c vi
tr{ dugc quan st thdy cia su trén thoat khai sy lién két khang thé giita c4c thi nghiém
chon loc thu vién ndm men st dung COV2-2196, COV2-2130, hodc hdn hop 1:1 cia
COV2-2196 va COV2-2130. Truc x thé hién phan doan trén thoat tich liiy dbi v6i mdi
vi tri d6i vé6i thu vién 1, va truc y thé hién phén doan trdn thoat tich liiy dbi véi mbi vi
tri @i v6i thu vién 2. Hé sb tuong quan va n dugce chi ra d6i v6i mbi bidu db. (HINH
18C) Su tuong quan cua cic dot bién duge quan sat thdy ma trén thoat sur lién két
khéng thé gitra thi nghiém chon loc thu vién ndm men st dung COV2-2196, COV2-
2130, hodc hén hop 1:1 ciia COV2-2196 va COV2-2130. Truc x thé hién mdi phin
doan trbn thoat ctia dot bién axit amin ddi vé6i thu vién 1, va truc y thé hién mdi phan
doan trén thoat cia dot bién axit amin déi v6i thu vién 2. Hé sb trong quan va n duge
chi ra d6i voi mbi biéu dd. (Cac HINH 18D-F) Két qua DMS ddi véi COV2-2196
(HINH 18D), COV2-2130 (HINH 18E), hodc hdn hop 1:1 cia COV2-2196 va COV2
2130 (HINH 18F). C4c bang bén tréi: cdc vi tri clia su trdn thoat qua toan b RBD
duoc chi ra bing cac dinh ma tuong ng vdi céc dd thi biéu trung trong céc bang &
gifta va bén phai. Bang & gifta: nhu trén HINH 11A, d6 thi biéu trung ctia phan doan
trbn thoat do6t bién tich liy cta tat ca cac vi tri RBD véi cac dot bién trén thoat manh
déi véi COV2-2196, hodc COV2-2130, hoic COV2-2196+COV2-2130. Céc dot bién
duge t6 mau dua trén mirc d6 ma chung triét tiéu RBD lién két v6i ACE2 ngudi. Bang
bén phai: mot 13n nita, cac dd thi biéu trung thé hién cac phan doan trdn thodt tich liy,
nhung dugc t6 mau dya trén mirc 4§ ma cac dot bién tac dung su biéu hién RBD trong
hé théng hién thi nidm men. Céc phién ban c6 thé phong to, thu nhé, tuong tac cla céc

@ thi bidu trung nay ndm & jbloomlab.github.io/SARS-CoV-2-RBD_MAP_AZ Abs/.
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Mau séc c6 thé nhin thdy trén D Liéu M& Rong HINH 7F caa U.S. 63/161,890, ma
duoc két hop & day dé tham khao dén toan bd ndi dung cia né (HINH 18G) Biéu db
cam bién RTCA dai dién thé hién virut ma trdn thoat su trung hoa khang thé. Téac dung
gdy bénh t& bao (cytopathic effect - CPE) dugc theo ddi v& mit dong hoc trong té bao
Vero E6 d3 dugc gdy nhiém v6i virut trong sy ¢6 mét cua ndng d6 bdo hoa (5 pg/ml)
ctia khang thé COV2-2130. Céc trudng hop dai dién cua su trdn thoat (mau dé tuoi)
hoic khong ¢6 su trén thoat c6 thé phat hién duge (mau xanh nude bien) duge thé
hién. Té bio khong bi nhiém (méau xanh 14 cay) hogc té bao da dugc gay nhiém véi
virut ma khong cé khéng thé (mau dd) déng vai trdo lam dbi ching. Cac dudng cong
mau d6 troi va mau xanh nude bién thé hién giéng dai dién don 1é; cdc ddi chimg mau
dd va mau xanh 14 ciy 13 gi4 trj trung binh cta hai ban sao k¥ thuét. Mau sic c6 thé
nhin théy trén Dir Liéu M& Rong HINH 7G cua U.S. 63/161,890, ma dugc két hop &
day dé tham khao dén toan bd noi dung ctia no. (HINH 18H) Biéu db cam bién RTCA
dai dién x4c nhan ring bién thé virut dugc chon loc bing COV2-2130 trén HINH 18G
qua thuc trén thoat COV2-2130 (mau dé twoi) nhung dugc trung hoa bang COV2-
2196 (mau xanh nudc bién nhat). Mau sic c6 thé nhin thiy trén Dit Liéu Mé Rong
HINH 7H cta U.S. 63/161,890, ma duoc két hop & ddy dé tham khao dén toan bd ndi
dung ciia n6. (HINH 18I) Céc biéu dd cam bién vi dy tir cac giéng riéng 1€ ctia phan
tich dia E 96 giéng déi vdi céc thi nghiém chon loc tron thoat véi COV2-2196, COV2-
2130, hodc hdn hop 1:1 cia COV2-2196 va COV2-2130. Céc truong hop cua su trdn
tho4t khéi COV2-2130 dugc ghi nhdn, trong khi su trbn thoat khong dugc phat hién
trong su ¢6 mit cuia COV2-2196 hodc COV2-2196+COV2-2130. Céc dbi ching

duong va &m dugc chi ra trén dia tha nhét.

HINH 19. Phuong phap chon loc céc thé dot bién khéng khéng thé v6i virut
SARS-CoV-2 nguyén ban.

HINH 20(A-T). Céc dic diém chtc ning cua mAb SARS-CoV-2 trung hoa.
(HINH 20A) Ban dd nhiét ciia hoat tinh trung hoa mAb, hoat tinh phong bé hACE2, va
su lién két v6i protein S2Pecto dang trime hogc SRBD dang monome. Céac mAb dugce
sip xép thtr tu theo hiéu luc trung hoa (cao nhit & trén cing, thip nhit & dusi cing).
. Dudng nét dat chi ra 13 khang thé véi gid tri IC50 trung hoa thép hon 150 ng/ml d6i
véi virut wt. Gia tri IC50 duge tryc quan héa dbi vé6i su trung hoa virut va sy phong bé

hACE2, trong khi gié tri EC50 dugc truc quan hoa &bi v6i su lién két. Dang tai t6 hop
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cia mAb SARS-CoV SRBD phén tng chéo CR3022 dugc th hién dudi dang dbi
chtng duong, trong khi mAb khang dengue 2D22 duogc thé hién duéi dang di ching
am. Dt liéu 1a dai dién cua it nhét 13 2 thi nghiém ddc 14p, mdi thi nghiém dugc thuc
hién trong hai ban sao k¥ thuat. Khong c6 su ché chi ra gi tri IC50 >10.000 ng/ml,
trong khi khong c6 su lién két chi ra gia tri EC50 >10.000 ng/ml. (Céc HINH 20B-E)
Su trong quan cua sy phong bé hACE2, su lién két trime S2Pecto, ho#c su lién két
SRBD clia mAb véi hoat tinh trung hda ciia ching. Gi4 tri R2 dugce thé hién déi véi
phén tich hdi quy tuyén tinh cia gia tri duoc bién dbi log. Hinh tron sim mau (duge
thé hién bing mau tim trén cac HINH 1B-E ctia Vi du 5 ciia U.S. 63/161,890, ma dugc
két hop & ddy dé tham khéo dén toan bd nodi dung ctia n6) chi ra mAb véi gia tri IC50
trung hoa thip hon150 ng/ml. (HINH 20E) Su tuong quan cla sir phong bé hACE2 va
su lién két trime S2Pecto. Gié tri R2 duoc thé hién d6i véi phén tich héi quy tuyén tinh
clia gi4 tri dugc bién dbi log. (HINH 20F) Pudng cong trung hoa dbi véi COV2-2196
va COV2-2130 trong thir nghiém trung hoa chéng lai virut SARS-CoV-2 nguyén ban.
Gi4 tri IC50 tinh duoc duoc chi ra trén bidu db. Thanh sai s6 chi ra d9 léch chuan cua
mai didm. Dir liéu 12 dai dién cta it nhét 13 2 thi nghiém doc 14p, mdi thi nghiém dugc
thuc hién trong hai ban sao k¥ thuat. (HINH 20G) Dudng cong trung hoa dbi véi
COV2-2196 va COV2-2130 trong thir nghiém trung hoa virut gid. Thanh sai sb chi ra
6 1éch chudn ctia mdi didm. Cac gi4 tri dugc thé hién 1a hai ban sao k¥ thuat tir mot
thi nghiém don 1é. Gia tri IC50 tinh dugc tir nho nhét 12 6 thi nghiém duoc chi ra trén
bidu do. (HINH 20H) Dudng cong phong bé hACE2 ddi véi COV2-2196, COV2-
2130, va mAb SARS-CoV khong phong bé rCR3022 trong ELISA phong bé hACE2.
Gia tri IC50 tinh dugc duge chi ra trén biu dd. Thanh sai sb chi ra d 1éch chuin cta
mdi diém. Céc gia tri dugc thé hién 12 ba ban sao k¥ thuat tir thi nghiém dai dién dugc
lap lai hai lin. (HINH 20T) Su lién két ELISA ciia COV2-2196, COV2-2130, va
rCR3022 vé&i S2Pecto dang trime. Gia tri ECS50 tinh duge duge chi ra trén biéu dd.
Thanh sai s chi ra do 1éch chuén cia mbi diém. Céc gia tri dugc thé hién 13 ba ban sao

5 thuat tir thi nghiém dai dién duge 13p lai hai 1an.

HINH 21 (A-D). Lap ban db epitop ciia mAb bing phan tich lién két canh tranh
va su trung hoa hiép dbng bang cip mAb. (HINH 21A) Bén tréi: thir nghiém lién két
canh tranh dua trén phép do cén tré 16p sinh hoc do kha néng cua mAb dé ngan chin
su lién két ciia cdc mAb tham chiéu COV2-2196 va rCR3022 v6i RBD dung hop véi
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Fc chuét nhit (RBD-mFc) d3 duge tai 1én trén cam bién sinh hoc khéng Fc chudt nhit.
Céc gi4 tri trong hinh vudng 1a % cta sy lién két cia mAb tham chiéu trong su ¢ mit
cia mADb canh tranh trong quan véi d6i chimg canh tranh mé phéng. Hinh vuéng mau
den chi ra su canh tranh diy da (<33% cua sy lién két trong quan véi d6i chung
khong canh tranh), trong khi hinh vubéng mau tring chi ra khong c6 sy canh tranh
(>67% cua su lién két twong quan véi dbi chimg khong canh tranh). Bén phai: thir
nghiém lién két canh tranh dua trén phép do can trg 16p sinh hoc do kha néng ciia mAb
d ngan chin su lién két cia hACE2. Céc gié trj chi ra % lién két cua hACE2, dugc
chun héa déi vé6i sw lién két hACE2 khi khong c6 su canh tranh. Phan t6 ddm chi ra
su canh tranh cia mAb v6i hACE2. (Phr?m t6 dam duogc thé hién b'img mau do trén
HINH 2A cua Vi du 5 cua U.S. 63/161,890, ma dugc Kkét hop & day dé tham khao dén
toan bd ndi dung ctia no.) (HINH 21B) Su canh tranh cta bang mAb trung hoa vdi cac
mAb tham chiéu COV2-2130, COV2-2196, hoic rCR3022. mAb tham chiéu dugc
biotinyl hoa va su lién két cia mADb tham chiéu v6i S2Pecto dang trime duge do trong
su c¢6 mat cia lugng bdo hoa cia mdi mAb trong su canh tranh ELISA. Tin hi€u
ELISA ddi véi mai mAb tham chidu duge chudn hoa ddi véi tin hiéu trong sur c¢6 mit
cia mAb khang dengue khong lién két 2D22. Mau den chi ra sy canh tranh dy du
(<25% lién két cia mAb tham chiéu), mau xam chi ra sy canh tranh mot phé‘m (25-
60% lién két cia mAb tham chiéu), va mau tréng chi ra khong c6 su canh tranh (>60%
lién két cia mAb tham chiéu). (HINH 21C) Sy trung hoa hiép dong cia SARS-CoV-2
kidu dai bing COV2-2196 v COV2-2130. Phia trén: chét nén trung hoa véi cc dich
pha lodng theo ddy cua mdi mAb. Thi nghiém dugc thuc hién trong ba bén sao k¥
thuat. Pugc thé hién 1a thi nghiém dai dién cua céc thi nghiém dugc thyuc hién trong ba
ban sao k¥ thudt. % Trung hoa déi véi mdi dang két hop ciia céc mAb duge the hién
trong mdi hinh vudéng. Ban dd nhiét tr mau tring-dén-mau den 14n luot chi ra su trung
hoa 0% dén su trung hoa 100%. (Ban dd nhiét dugc thé hién bing tir mau trang-dén-
mau d6 trén HINH 2C ciia Vi du 5 cta U.S. 63/161,890, ma duge két hop & diy dé
tham khao dén toan bd ndi dung cia né.) (HINH 21D) Ma tran hiép dong dugc tinh
dua trén sy trung hda SARS-CoV-2 trén HINH 21C. Mau t8i hon (dwoc thé hién bing
mau dé trén HINH 2D ctia Vi du 5 cta U.S. 63/161,890, ma duge két hop & day dé

tham khao dén toan b6 nC)i' dung ctia nd) chi ra khu vuc trong d6 sy trung hoa hiép
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ddng dugc quan sat thdy, va khung mau den chi ra khu vuc cta sy hiép ddng 16n nhét
gifta hai mAb.

HINH 22 (A-F). Nhan dién epitop va xac dinh dic diém cdu tric cia mAb.
(HINH 22A) Nhan dién cc gbe tip xic thiét yéu bang céch gy mién dich alanin va
arginin. Phia trén: su lién két cia COV2-2130 (mau vang ddm), COV2-2165 (mau nau
sim) hodic COV2-2196 (mau tim dam) v6i céc chu tric SRBD kiéu dai (wt) hogc dot
bién dugc do bang phép do can trd 16p sinh hoc. Puoc thé hién trén truc y 1a dép Gng
duge chuén héa dbi voi tin hiéu duoc quan sat thy dé lién két véi SRBD wt. Phia
du6i: dudng cong lién két dai dién dbi véi COV2-2196 véi cac clu tric wt hogc
SRBD véi cac gbe tidp xuc thiét yéu bi dot bién. Mau sic ¢6 thé nhin thy trén HINH
3A cia Vidu 5 cua U.S. 63/161,890, ma dugc két hop & day dé tham khéo dén toan bd
ndi dung cta nd. (HINH 22B) Chu tric tinh thé cia SARS-CoV-2 (méau xanh nude
bién) va hACE2 (mau xanh 14 cay) (PDB (6M0J). M6 tip nhén dién hACE2 dugce t0
mau orange. Céc gbc tiép xtc thiét yéu @i véi COV2-2130 duge thé hién dudi dang
hinh cdu mau vang dam, trong khi céc gbe tiép xuc thiét yéu déi véi COV2-2196 duge
thé hién duéi dang hinh ciu mau tim. Mau sic ¢6 thé nhin thiy trén HINH 3B ctia Vi
du 5 ctia U.S. 63/161,890, ma dugc két hop & day dé tham khao dén toan bd ndi dung
ciia né. (HINH 22C) Sy lién két ELISA cta mAb v6i md tip nhan dién hACE2 c6 60
axit amin. r2D22, mAb khang dengue, dugc thé hién duéi dang a6i ching am. Phia
dudi: cu tric cia mé tip nhan dién hACE2 bing mau da cam v&i cac gbe tiép xtc
thiét yéu COV2-2196 dugc thé hién bing mau tim. Mau séc c6 thé nhin thiy trén
HINH 3C ciia Vi du 5 cia U.S. 63/161,890, ma dugc két hop & day dé tham khao dén
toan bd ndi dung cua nd. (H‘INH 22D) Phirc hop trime mdt Fab:S2Pecto dugce truc
quan héa bing cach soi kinh hién vi dién tir bit mau m tinh d6i véi COV2-2130 (mau
vang ddm), COV2-2165 (mau nu sam), hodc COV2-2196 (mau tim dam). RBD dugc
thé hién béng mau xanh nuéc bién va mién du tdn cing N S (NTD) dugc thé hién
bang mau d6. Mat do dién tir dugc thé hién bang mau xam. Trang thai trime (m& hodc
dong) dugce chira d6i v6i mdi phire hop. Gia tri trung binh 16p 2D dai dién d6i voi mbi
phtrc hop duogc thé hién & phia dudi (khung kich thuée 128 pixel). Mau sic ¢6 thé nhin
thdy trén HINH 3D ciia Vi dy 5 ciia U.S. 63/161,890, ma dugce két hop & day dé tham
khio dén toan bd ndi dung cla n6. (HINH 22E) Cac Fab COV2-2130 va COV2-2196
trong phitc hgp véi trime S2Pecto. Sw lién két ddng thoi cia cic Fab COV2-2130
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(mau vang ddm) va COV2-2196 (mau tim) véi trime S2Pecto. Mét 4o dién tir duge thé
hién bing mau x4m. Trang théi trime (md hodc dong) dugc chi ra. Gia tri trung binh
16p 2D dai dién d6i véi phtrc hop duge thé hién & phia duéi (khung kich thuée 128
pixel). T4t ca cac &nh dugc tao ra bang Chimera. Mau sic c6 thé nhin thiy trén HINH
3E ctia Vi du 5 cia U.S. 63/161,890, ma dugc két hop & ddy dé tham khéo dén toan bd
ndi dung cda no, (HINH 22F) Phan tich lién két canh tranh dugc truc quan héa trén
trime S2Pecto. Chu triic tinh thd CR3022 duge gin \{éo cdu tric hai Fab:trime
S2Pecto. CR3022 dugc thé hién bing mau luc lam. Mau séé c¢6 thé nhin thiy trén
HINH 3F ctia Vi du 5 cita U.S. 63/161,890, ma dugc két hop & ddy dé tham khao dén
toan bd nodi dung ctia nd. Phia dudi: so d6 Venn dinh luong chi ra s6 luong ctia mADb

trong moi nhém canh tranh va su gbi 1én nhau gifta cdc nhom.

HINH 23 (A-F). Hiéu qué bao vé cia mAb ngudi trung hoa chéng lai sy nhiém
SARS-CoV-2. (HINH 23A) M6 hinh thir thach SARS-CoV-2. Chudt nhit BALB/c tir
mudi d&n mudi mot tudn tudi (hai thi nghiém cia 4-5 con chudt nhit trong mdi nhém)
duoc didu tri bing mAb khang Ifnarl va duoc tai nap véi AdV-hACE2 thong qua
duodng i.n. mot ngay sau. Sau bdn ngay, cac con chudt nhit dugc diéu tri thong qua
dudng ip. bing 200 pg cia mAb CoV2-2196, 2130, hodc dang két hop (ti 1& 1:1)
hodc mAb dbi chiing isotyp. Mot ngay sau, SARS-CoV-2 dugc gy nhiém théng qua
duong in.. M6 dugce thu ldy & 7 dpi dé phan tich (cac HINH 23C va 23D). (HINH
23B) Su thay ddi khdi luong co thé cia chudt nhit trong bang a. (ANOVA théng
thudng hai chidu v6i hau kidm Tukey: **** P < 0,0001). (HINH 2C) Génh nang virut
trong phéi, lach va tim dugc do br?mg RT-qPCR: Kruskal-Wallis ANOVA v6i hiu
kiém Dunn (*, P < 0,05, ¥* P < 0,01, *** P < 0,001, **** P <0,0001). Dudng nét dit
chi ra gidi han thir nghiém cta su phét hién. (HINH 23D) Su biéu hién gen xytokin va
chemokin dugc do bang phan tich qPCR. Kruskal- Wallis ANOVA véi hau kiém
Dunn (¥, P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001). (HINH 23E) M6 hinh thir thach MA-
SARS-CoV-2. Chubt nhit BALB/c mudi hai tun tubi (n=10) dugc gdy nhiém véi 105
PFU ctia MA-SARS-CoV-2 thong qua duodng in.. Su thay dbi khéi luong co thé cia
chudt nhét dugc thé hién. (HINH 23F) Ganh ngng virut trong phéi duge do & 2 dpi
bang RT-gPCR (bén trai) hodc thir nghiém méang (bén phai) tir (HINH 23E): Kruskal-
Wallis ANOVA véi hau kiém Dunn (*** P < 0,001, **** P <0,0001).
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HINH 24. Puong cong trung hda SARS-CoV-2 dbi véi bang mAb. Su trung
hoa ciia SARS-CoV-2 nguyén ban bang mAb ngudi. Trung binh + SD ciia hai ban sao
k¥ thuat dugc thé hién. Dir liéu thé hién mot trong s6 hai hodc hon hai thi nghiém ddc

18p.

Céc HINH 25A-B. Pudng cong ché d6i v6i sy e ché inAb cua S2Pecto lién
két v6i hACE2. Su phong bé cia sy lién két hACE2 véi S2Pecto bang mAb ngudi
trung hoa khang SARS-CoV-2. Trung binh + SD ctia ba ban sao ciia mot thi nghiém
duoc thé hién. C4c khang thé CR3022 va 2D22 déng vai trd 1am d6i ching.

Cac HINH 26A-B. Su lién két ELISA ctia mAb ngudi trung hoa khang SARS-
CoV-2 véi khang nguyén SRBD, S2Pecto, hodc SARS-CoV S2Pecto dang trime.
Trung binh + SD cta ba ban sao va dai dién cia hai thi nghiém dugc thé hién. Céc

khang thd CR3022 va 2D22 déng vai trd lam d6i chimg.

HINH 27A-B. Lép ban db cia cac gbe tiép xuc thiét yéu mADb bing cach giy
mién dich alanin va arginin va phép do cén tr& 16p sinh hoc. (HINH 27A) Bén trai:
Céc gia tri d4p g dbi v6i mAD lién két v6i céc chu trac SRBD wt hodc dot bién dugc
chuin héa dbi véi wt. DAu sao chi ra cac gbc trong d6 sy phén ly ting 1én cia mAb
dugce quan sat thdy, c6 kha ning chi ra gbc & gan epitop mAb. Bén phai: dudong cong
dép g day di d6i v6i su két hop va su phan ly mAb véi cac céu trac SRBD wt hoic
@6t bién. (HINH 27B) Cau tric ciia RBD lam nbi bat cac gde tiép xtc thiét yéu dbi véi

mot vai mAb va vi tri cia ching trén cau truc.

MO TA CHI TIET SANG CHE

Nhu thao ludn & trén, SARS-CoV-2 1a mdi quan tim y t& chinh v6i s ca bénh
nhiéu ting 1én hang ngay. Do do, viéc hiéu v& sinh hoc cta virut nay va ban chat va
pham vi cia dép ung mién dich cua nguoi d6i voi virut 1a hét stc quan trong. Céc tac
gia sing ché di x4c dinh cAc trinh tu cia khéng thé ngudi dbi v6i SARS-CoV-2. Céc

trinh tu nay va viéc st dung doi v6i cic khang thé nay dugc boc 10 & day.

Hon nita, bang cach nghién ctru chi tiét sy tuong tac ctia mot khang thé (COV2-
2196) v6i RBD, céc tac gia sang ché x4c dinh co s phan tir & chon loc kiéu dong vo
tinh chung dbi véi SARS-CoV-2 ma dugc didu khién bing céu hinh cdu tric phirc hop
gdm ca chudi ning va chudi nhe. Cac déu hiéu cdu tric chung cta kiéu dong v tinh

nay gép phan vao sy tao thanh cua paratop cé chira cic goc trong ca chudi ndng va
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chudi nhe, nhung déng chi ¥ 13 ddc 14p véi HCDR3 ma thudng chiém wu the twong tac
khang nguyén-khang thé. Céc tac gia séng ché chimng minh kiéu dong vo tinh chung
nay 1a mot trong sb cac loai dugc chia sé thuong xuyén hon cta khang thé trung hoa
hiéu nghiém dugc tao ra boi ngudi dbi voi RBD protein S SARS-CoV-2. Nghién ciru
cAu tric chi tiét phat hién ra rang paratop khéng thé dugc tao thanh thong thudng gép
phin vao "1dng thom" dugc tao thanh bing nim gbc thom trong paratop xung quanh
mit phén cach cua chudi nang va chudi nhe. Chu tric 16ng ndy phdi tri gbc thom trén
protein S SARS-CoV-2, Iy giai cho dd dac hiéu va 4i luc cao cua cac khang thé nay.
Déng chi y 13, mic du ca chudi ning va chudi nhe ddu cin thiét dé tao thanh kiéu dong
vo tinh chung nay (do d6 dinh ra c4c gen IGHV, IGHJ, IGLV va IGLJ chinh tic trong
kiéu dong v6 tinh), HCDR3 anh hudng t6i thiéu dén su twong tdc. Vi su tai t6 hop
chudi ning IGHV1-58-IGHJ3 va chudi nhe IGKV3-20-IGKJ1 phd bién trong danh
muc t& bio B tién mién dich, nhidu c4 thé c6 kha ning tao ra cic dong ndy trong qua
trinh dap Gng vG61 sy nhi®m SARS-CoV-2 hoic su chung nglra. Vi tri khing nguyén
dugc nhan dién béng cAu trtc di duoc tao cAu hinh tir trudc dang phitc hgp cta kiéu
dong v6 tinh chung nay cé kha ning la thanh phan quan trong cta véc xin bao vé dbi
véi COVID-19 do tin sudt ciia dong té bao B trong quan thé ngudi va higu lyc trung

hoa va bao vé ctia khang thé duge mi héa bdi cac doan gen bien doi.

Cé4c khia canh ndy va céc khia canh khéc cla sang ché dugc mo ta chi tiet dudi

day.

L. Coronavirus 2019 (SARS-CoV-2)

SARS-CoV-2 13 virut 1dy nhiém giy ra bénh ho hp cap tinh dugc dat tén 1a
bénh coronavirus 2019 (COVID-19), bénh nhiém tring h6 hap. N6 12 nguyén nhén cia
su bung phét coronavirus 2019-20 dang dién ra, tinh trang khin chp y té toan cau.
Viéc x4c dinh trinh ty hé gen da cho théy ré“lng nd 1a coronavirus ARN sgi don, co
nghia duong tinh.

Trong qua trinh bung phét dang dién ra nay, virut thuong dugc & cap dén theo

cach néi thong thuong 13 "coronavirus", "coronavirus méi" va "coronavirus Vii Han",

trong khi WHO khuyén nghi dung tén goi "SARS-CoV-2". Uy Ban Qudc Té V& Phan
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Loai Virut (International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV) tuyén bd ring

tén chinh thtc cta virut nay la SARS-CoV-2.

Nhiéu ca bénh sém lién quan dén cho hai san va dong vét 16n ¢ thanh phé Vii
H4n, Trung Qudc, va virut nay dugc cho 13 ¢6 ngudn gdc tir bénh 1y truyén tir dong
vt sang ngudi. So sanh céc trinh tu di truyén ctia virut ndy va cac mau virut khic da
cho théy tinh twong tu v4i SARS-CoV (79,5%) va coronavirus & doi (96%). Phét hién
nay dua ra kha ning ngudn gbc cudi cing 13 & doi, mic du vat chi trung gian, ching
han nhu 8 &, khong thé dugc loai trir. Virut ¢6 thé 1 virut téi t0 hop duge tao thanh tir

hai hodc hon hai coronavirus.

Sy truyén tir ngudi sang nguoi cia virut dd duge xac nhin. Coronavirus chu
yéu lay lan thong qua su tiép xtc gin, cu thé 13 thong qua giot bén hé hép tir ho va hét
hoi trong pham vi khoang 6 feet (1,8 m). ARN virut cling dugc tim thy trong mau
phan tir bénh nhan bi 1y nhiém. C6 thé 13 virut ¢6 thé lay nhiém ngay cd trong thoi
gian U bénh.

Dong vat dugc béan lam thuc phém ban dau bi nghi ngd 13 véat chd dy trir hodc
vat chd trung gian ciia SARS-CoV-2 vi nhidu trong s6 cac c& thé diu tién dugc phat
hién 1a bi lay nhiém béi virut 12 ngudi 1am viée & Chg Hai San Hoa Nam. Cho ban
dong vat séng 1am thyuc phim ciing bi d 13i trong su bung phat SARS vao ndm 2003;
c4c chg nay dugce coi 1a 10 4p cua céc tac nhan gdy bénh méi. Sy bung phat nay da
thic dy lénh cAm tam thoi ddi v6i viéc budn ban va tiéu thu dong vat hoang da &
Trung Quéc. Tuy nhién, mot s6 nha nghién cttu dé xuit ring Cho Hai Sén Hoa Nam

c6 thé khong phai 12 ngudn goc ban déu cta sy truyén virut sang cho nguoi.

Vi sb lugng du cua cac hé gen duge xé4c dinh trinh tu, co thé xay dung lai cay
phét sinh loai cua lich sur dot bién cta ho virut. Nghién ctru vé nguén géc cua su bung
phat SARS 2003 da dan dén phat hién vé nhidu coronavirus giéng SARS & doi, héau
hét ¢ ngudn gbe tlr chi Rhinolophus cia doi méng ngya. SARS-CoV-2 thudc vao loai
coronavirus lién quan dén SARS nay. Hai trinh ty hé gen tir Rhinolophus sinicus dugc
cong bd vio nim 2015 va 2017 thé hién sy gidng nhau 80% véi SARS-CoV-2. H¢ gen
virut tht ba tir Rhinolophus affinis, "RaTG13" dugc thu thép ¢ tinh Van Nam, c6 su
gibng nhan 96% v&i SARS-CoV-2.281%1 D& 5o sanh, lugng bién ddi giita cac virut
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twong tu véi lugng clua dot bién dugc quan sat thdy trong mudi nim & ching virut cim
& ngudi H3N2.

SARS-CoV-2 thudc ho virut rong da dugce biét dén duéi dang coronavirus;
"nCoV" 12 thudt ngt chuin dugc st dung d& d& cap dén coronavirus méi cho dén khi
chon dugc tén goi cu thé hon. N6 14 virut ARN soi don (+ssRNA) cé nghia duong
tinh. Céc coronavirus khac c6 kha ning gy bénh tir cam lanh thong thuong dén bénh
nang hon ching han nhu hoi ching ho hip Trung Déng (Middle East respiratory
syndrome - MERS) va Hoi chiung ho hip cdp tinh nghiém trong (Severe acute
respiratory syndrome - SARS). N6 1a coronavirus dugc biét dén thir bay lay nhiém cho
ngudi, sau 229E, NL63, OC43, HKU1, MERS-CoV, va SARS-CoV.

Gibng nhur SARS-CoV, SARS-CoV-2 14 thanh vién clia phan chi Sarbecovirus
(Beta-CoV dong B). Trinh ty ARN clia né c6 chiéu dai xép xi 30.000 bazo. Vao ngdy
12 thang 1, nam hé gen ciia SARS-CoV-2 da dugc phan l8p tir Vi Han va dugc bao
c4o boi Trung TaAm Kiém So4t Va Phong Ngira Bénh Trung Quédc (Chinese Center for
Disease Control and Prevention - CCDC) va céc vién khéc; ) lrong cda hé gen ting
1én dén 28 vio ngay 26 thang 1. Ngoai trir dbi voi hé gen GenBank sém nhat, cac hé
gen bi cAm van & GISAID. Phén tich phét sinh loai dbi v6i cac mau c6 sin thong qua

Nextstrain.

Cong bb ciia hé gen SARS-CoV-2 din dén-mot vai thi nghiém 18p m6 hinh
protein trén protein lién két thu thé (receptor binding protein - RBD) clia protein gai
(S) cua virut. Két qua goi ¥ rang protein S git lai du i lyc véi thy thé Enzym chuyén
héa angiotensin 2 (Angiotensin converting enzyme 2 - ACE2) dé st dung nd lam co
ché di vao té bao. Vao ngay 22 thang 1, nhém & Trung Qudc 1am viéc véi virut day da
va nhém & M¥ 1am viéc véi di truyén ngugc chimg minh mot cach ddc 1ap va béng thi
nghiém ACE2 ngudi 13 thu thé déi véi SARS-CoV-2.

Pé tim kiém chét tc ché proteaza tiém ning, proteaza gidng 3C virut M(pro) tlr
polyprotein ORF1a ciing d3 dugc 1ap md hinh cho thi nghiém dy doan vi trf gin két
thube. Innophore d3 tao ra hai mo hinh tinh todn dya trén SARS proteaza, va Chinese
Academy of Sciences da san xuét cAu trac thi nghiém chua dugc cong bb cia SARS-

CoV-2 proteaza tai to hop. Ngoai ra, cac nha nghién ctru & Dai Hoc Michigan (the
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University of Michigan) d& 14p mé hinh cAu trac cua tit ca cac peptit truéng thanh
trong hé gen SARS-CoV-2 bang cach sir dung I-TASSER.

Sy lay nhiém & ngudi duge biét dén 14n ddu tién xay ra vao dau thang 12 nim
2019. Su bung phat cia SARS-CoV-2 dugc phét hién dAu tién & Vil Han, Trung Quéc,
vao gifta thang 12 nam 2019, c6 kha ning la bit ngudn tir ddng vat bi 1y nhiém don
1¢. Virut tiép d6 lay lan sang tAt ca cAc tinh thanh cua Trung Québc va sang hon hai ta
qudc gia khac & Chau A, Chau Au, Bic My, va Chau Dai Duong. Sy lay lan tir ngudi
sang ngudi cua virut da dugce x4c nhén & tAt ca cac khu vuc ndy. Vao ngay 30 thang 1

nam 2020, SARS-CoV-2 duogc chi dinh 13 tinh trang khin cip y té toan ciu béi WHO.

Vao ngay 10 thang 2 ndm 2020 (17:15 UTC), ¢6 40,645 ca bénh da dugc xac
nhén cta su nhiém, trong s6 d6 40,196 ca & Trung Quéc dai luc. Ban dau, gﬁn nhur tat
ca ca bénh bén ngoai Trung Qudc xay ra & ngudi dén tir Vi Han, hodc tiép xtc truc
tiép v6i nguoi dén tir khu vure ndy. Sau d6, sy 18y lan tir khach du lich dén cac qubc gia
khac dan dén sy truyén bénh & nhiu quéc gia trén thé giéi. Mic du ti 1& lay nhiém ma
din dén su 14y nhidm duoc x4c nhan hogc tién trién thanh bénh ho hap cap tinh SARS-
CoV-2 ¢6 thé chin doan vin khong 13 rang, tong s6 ca tr vong do virut 1a hon 19.000

vao ngay 25 thang 3 ndm 2020.

Hé s6 1ay nhiém co ban (R-khong) cua virut duge ude tinh la tir 1,4 dén 3,9.
Diéu nay c6 nghia 13, khi khong dugc kiém tra, virut thuong dan dén tir 1,4 dén 3.9 ca
bénh méi cho mdi su 14y nhiém da xay ra. D3 x4c minh dugc rang virut ¢ thé truyén

theo chudi it nhat 13 bon nguoi.

Vao thang 1 ndm 2020, nhidu t§ chirc va vién bt dau nghién ctru ché tao vic
xin d6i v6i SARS-CoV-2 dya trén hé gen di dugc cong bd. G Trung Qubc, Trung Tam
Kiém Soat Va Phong Ngira Bénh Trung Quéc dang phét trién vic xin chdng lai
coronavirus méi. Pai Hoc Hong Kong (The University of Hong Kong) cling da tuyén
bd ring vic xin dang dugc phat trién & d6. Bénh Vién Pong Thugng Hai (Shanghai
East Hospital) cling dang phat trién vic xin cong tac véi cdng ty cong nghé sinh hoc

Stemirna Therapeutics.

O nhitng noi khéc, ba du 4n vic xin dang dugc hd trg boi Lién Minh Ddi Mé6i
Sang Tao Chudn Bi Ung Phé Dich Bénh (Coalition for Epidemic Preparedness

Innovations - CEPI), bao gdm cac du 4n cta cic cong ty cong nghé sinh hoc Moderna
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va Tnovio Pharmaceuticals va du an khac ctia Pai hoc Queensland (the University of
Queensland). Vién Y Té Québc Gia Hoa Ky (the United States National Institutes of
Health - NIH) hop tac v6i Moderna dé ché tao vic xin ARN #n khép gai cua bé mit
coronavirus; cac thtt nghiém 1am sang Giai doan I bat dau vao thang 3 nim 2020.
Tnovio Pharmaceuticals dang phét trién su chiing ngira dya trén ADN va cong tic v6i
cong ty Trung Québc dé ting tdc su chip nhan né béi cdc co quan quan ly & Trung
Qudc, hy vong thuc hién céc thir nghiém & ngudi cua véc xin trong mua hé nam 2020.
O Australia, Pai Hoc Queensland dang nghién ctru tidm ning clia véc xin kep phan t
ma s& cai bién di truyén protein virut @2 1am cho chung bét chuéc coronavirus va kich

thich phan tmg mién dich.

Trong du an dc lap, Co quan Y té Cong cong Canada di cip phép cho Trung
Tam Vic Xin Quéc Té (VIDO-InterVac) & Dai Hoc Saskatchewan (the University of
Saskatchewan) bat dau nghién ctru vic xin. VIDO-InterVac du dinh bat dAu san xuét
va thir nghiém trén dong vat vao thang 3 ndm 2020, va tht nghiém trén nguoi vao nam
2021. Imperial College Faculty of Medicine ¢ London dang & giai doan thir nghiém

vac xin trén dong vat.

Bénh ho hép cép tinh COVID-19 1a bénh hd hép do virut gy ra boi SARS-
CoV-2. N6 dugc phat hién dau tién trong qué trinh bung phat coronavirus Vi Han
2019-20. Céc tridu chimg c6 thé bao gdm sbt, ho khan, va hoi thé ngan. Khong c6
phuong phép didu tri da dugc cip phép dic hidu sén c6 vao thang 3 ndm 2020, véi cac
nd lyc tap trung vao viéc lam gidm nhe cic tri¢u chimg va ho trg hoat dong chirc nang.

Nhimng ngudi bi ldy nhiém ¢ thé khong c6 triéu ching hodc cé triéu chimg tir
nhe dén ning, nhu sét, ho, hoi thé ngén. Tiéu chay hodc céc triéu ching dudng hd hép
trén (Vi du nhue, hét hoi, chay nuéc mili, dau hong) it thuong xuyén hon. Céc ca lay
nhiém ning c6 thé tién trién thanh bénh viém phdi ning, suy da co quan, va tir vong.
Thdi gian tir khi phoi nhiém dén khi khéi phat triéu chimg duge ude tinh 1a tir 2 dén
10 ngay boi Té Chire Y Té Thé Gidi, va tir 2 dén 14 ngay bsi Trung Tam Kiém Soét
va Phong Ngira Bénh Hoa Ky (US Centers for Disease Control and Prevention -
CDO).

Céc td chire v té toan cau di cdng bo céc bién phép ngdn ngira ma ca the co thé

tién hanh dé 1am gidm co hdi 14y nhifm SARS-CoV-2. C4c khuyén nghi nay tuong tu
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v6i cac khuyén nghi dd duge cong bd trude ddy doi véi cac coronavirus khac va bao
gOm: rira tay thuong xuyén bang xa phong va nudc; khoéng cham tay chua rira vao mat,

miii, hoic miéng; va thuc hanh vé sinh h6 hap tot.

WHO d3 cong bb mot vai quy trinh thit nghiém d6i véi SARS-CoV-2. Thit
nghiém st dung phan Ung chudi polymeraza phién mi nguoc thoi gian thuc (rRT-
PCR). Thtr nghiém nay co thé dugc thuc hién trén céc méu duong ho hép hoidc mau.
Két qua thudng c6 trong vong tir vai gio dén vai ngay.

Nghién ctru vé cac phuong phép didu tri tiém ning ddi v6i bénh nay dugc bét
dhu vao thang 1 nam 2020. Trung Tam Kiém So4t Va Phong Ngtra Bénh Trung Qubc
bét dau thir nghiém cac phuong phap diéu tri bénh viém phéi hién c¢6 & bénh viém phdi
lién quan dén coronavirus vao cudi thang 1. Cling ¢6 xét nghiém v& chét Gc ché ARN
polymeraza remdesivir, va interferon beta. Vao cudi thang 1 2020, cic nha nghién ciru
y hoc Trung Quéc da be‘iy t6 du dinh bit dau thir nghiém 1am sang trén remdesivir,
cloquine, va lopinavir/ritonavir, tat ca chung dudng nhu cé "tdc dung tc ché kha t6t"
trén SARS-CoV-2 & cip dd té bao trong nghién ctru thim do. Vao ngay 5 thing 2 ndm
2020, Trung Quéc bt ddu cip bing sang ché cho viéc st dung remdesivir cho bénh
nay.

Tong ti 1& tir vong va ti 1& méc bénh do su 1ay nhiém SARS-CoV-2 chua dugc
biét dén, déu do ti 1& tir vong ca bénh ¢6 thé thay ddi theo thoi gian trong sy bung phat
hién nay, va do ti 1é lay nhidm ma tién trién thanh bénh c6 thé chén doan dugc van
khong rd rang. Tuy nhién, nghién ctru so b v& bénh ho hép cip tinh SARS-CoV-2 cho
thdy con sb ti 1¢ tir vong ca bénh nam trong khoang tir 2% dén 3%, va vao thang 1 ndm
2020 WHO dua ra gia thiét ti 18 tir vong ca bénh 14 xap xi 3%. Nghién ctu in trude cia
Imperial College chua dugc xét duyét trong sb 55 ca tir vong cho thdy ring uéc tinh
ban diu cia ti 16 tr vong ¢ thé qua cao vi su lay nhiém khdng c¢é triéu ching bi bd
qua. Ho uéc tinh ti 1& tir vong do 1ay nhiém trung binh (ti 1& tr vong trong s6 nhimng
ngudi bi 1ay nhiém) nim trong khoang tir 0,8% khi bao gbm nhitng ngudi mang mam
bénh khong c6 triéu chimg dén 18% khi chi bao gdm céc ca bénh c6 triéu chimg tir
tinh Hd Béc.

Dit liéu sém chi ra rang trong sb6 41 ca bénh da dugc x4c nhan dAu tién nhap

vién & Vit Hén, 13 (32%) ngudi cin chim séc dic bidt, va 6 (15%) ngudi bi chét.
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Trong sé nhitng ngudi bi chét, nhidu ngudi cé strc khoe yéu tir dau, thé hién céc tinh
trang nhu huyét 4p cao, tiéu dudng, hoic bénh tim mach ma 1am suy yéu hé théng
mi&n dich ciia ho. O c4c ca bénh sém ciia bénh hd hip cép tinh SARS-CoV-2 ma dan
dn tr vong, thoi gian trung vi ciia bénh duge phét hién 1a 14 ngay, voi tdng thoi gian
13 tir sdu dén 41 ngdy.

II.  Khang Thd Don Dong Va Viée San Xuat Chung

"Khang thé d& dugc phan lap" 12 khang thé ma di dugc tach va/hodc duge thu
hdi tir thanh phan ctia mdi trudng ty nhién ciia nd. Thanh phan tap chét ctia moi truong
tu nhién cta né 1a nguyén liéu ma gdy tré ngai cho viéc st dung dé chan doan hoic tri
licu ddi véi khang thé, va co thé bao gdm enzym, hormon, va cac chét tan 13 protein
hodc khong 1a protein khéac. Trong cac phuong an cu thé, khang thé dugc tinh ché: (1)
dén 16n hon 95% theo khdi lugng ctia khéng thé nhu duge x4c dinh bing phuong phép
Lowry, va cu thé nhét 1a 16n hon 99% theo khdi lugng; (2) dén mirc do di d€ thu duge
it nhét 1a 15 gbc cia trinh ty axit amin d4u tan cing N hodc bén trong bang cach str
dung thiét bi x4c dinh trinh tu cbe quay; hoic (3) dén do ddng nhit bang SDS-PAGE
trong diéu kién khir hodc khéng khir béng cach str dung xanh Coomassie hodc nhudm
mau bac. Khéng thé d3 duogc phan 1ap bao gdm khang thé in situ & trong té bao tai to
hop vi it nhét 13 mot thanh phan clia moi trudng tu nhién clia khéng thé khéng c6 mit.
Tuy nhién, thong thudng, khang thé da duoc phan lap dugc diéu ché bang it nhit 13
mot budce tinh ché.

Don vi khang thé bdn chudi co ban 12 glycoprotein dang heterotetrame gbm c6
hai chudi nhe (L) giéng nhau va hai chudi ning (H) gibng nhau. Khéng thé IgM gbm
¢6 5 don vi heterotetrame co ban cung véi polypeptit bd sung duogc goi 1a chudi J, va
do d6 chtra 10 vi trf lién két khéang nguyén, trong khi khang thé IgA dugc tiét ra c6 thé
polyme hoa @ tao thanh cum lip rép da héa tri c6 chira 2-5 don vi 4 chudi co ban
clng v6i chudi J. Trong truong hop ctia IgG, don vi 4 chudi thuong 13 khoang 150.000
dalton. Mdi chudi L dugc lién két voi chudi H béng mot lién két disulfua cong héa tri,
trong khi hai chudi H dugc lién két v6i nhau bang mot hodc nhidu lién két disulfua tuy
thudc VELO isotyp chudi H. Mdi chudi H va L cling ¢6 céc ciu disulfua ndi chudi cach

quang déu din. Mdi chudi H cb & d4u tan cung N, vung bién ddi (Vy) sau d6 1a ba
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mién khong ddi (Cp) d6i v6i mdi chudi trong sb cac chudi alpha va gamma va bon
midn Cy d6i vi mu va isotyp. Mdi chudi L c6 & dAu tan cing N, vimg bién doi (Vi)
sau d6 13 mién khong dbi (Cp) & dAu kia cta no. Vy, dugc sip xép thing hang véi Vi
va C; dugc sip xép thing hang véi mién khong dbi thir nhét cta chudi ning (Cgy). Cac
gbc axit amin cu thé duoc tin 13 tao thanh m3t phén cach gifra cic vung bién d6i chudi
nhe va chudi ning. Su bit cap cla Vg va Vi véi nhau tao thanh vi trf lién két khing
nguyén don 1é. Dbi v6i cdu triic vA tinh chit cia cac 16p khac nhau cia khang thé,
xem, vi du nhie, Basic and Clinical Immunology, 8th edition, Daniel P. Stites, Abba I.
Terr and Tristram G. Parslow (eds.), Appleton & Lange, Norwalk, Conn., 1994, page
71, and Chapter 6.

Chudi L tir loai dong vat c6 xuong séng bét ky ¢b thé dugc gan vao mot trong
s6 hai typ phan biét rd rang, goi 13 kappa va lambda dya trén trinh ty axit amin cua
midn khong i ciia ching (Cp). Tiry thudc vio trinh ti axit amin cia mién khong dbi
ctia chudi ning cta chung (Cy), globulin mién dich ¢6 thé dugc gan vao céc 16p hodc
isotyp khac nhau. C6 nam 16p ctia globulin mién dich: IgA, IgD, IgE, IgG, va IgM, co
chudi ning 14n luot dugc ky hiéu 13 alpha, delta, epsilon, gamma va mu. Cac 16p
gamma va alpha dugc chia tiép thanh c4c phan 16p trén co s& su khéac biét tuong d6i
nhd trong trinh ty va chitrc nang Cy, con ngudi biéu hién cac phan 16p sau day: 1gG1,
IgG2, 1gG3, IgG4, IgAl, va IgA2.

Thuét ngit “bién d8i” ding dé chi ra rang cac phan doan nhét dinh cia cic mién
V khéc biét 16n v& trinh tur giira cc khang thé. Mién V 1am trung gian cho sy lién ket
khang nguyén va xac dinh tinh déc hi¢u cua khang thé cu thé dbi véi khang nguyén cu
thé cta n6. Tuy nhién, d§ bién dbi khong duge phan bd déu trén khoang 110 axit amin
ctia ving bién dbi. Thay vao do, ving V gbm cic doan tuong d6i bét bién goi 1a ving
khung (FR) gdm 15-30 axit amin dugc phéan cach bdi cac ving ngéan hon ¢6 do bién
ddi cuc ky goi 13 "ving siéu bién dbi", mdi ving cé chiéu dai 9-12 axit amin. Mo
ving bién dbi ctia chudi ning va chudi nhe nguyén ban c6 chira bén FR, phin 16n chép
nhan céu hinh tAm beta, dugc két ndi béi ba ving siéu bién, tao thanh két ndi vong, va
trong mot sb trudong hop tao thanh mot phan cia, cAu tric tAm beta. Ving siéu bién
trong mdi chudi duge gilr lai v6i nhau rét gin bing cac FR va v6i vung siéu bién tir
chudi khac gép phin vao viéc tao ra vi trf lién két khang nguyén cla khéng thé (xem

tai liéu Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public
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Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)). Mién khéng dbi
khong tham gia tryc tiép vao viéc lién két khang thé v6i khang nguyén, nhung thé hién
c4c chirc ning tac ddng khac nhau, ching han nhu su tham gia cta khéng thé trong su
gdy doc té bao phu thudc khang thé (antibody dependent cellular cytotoxicity -
ADCC), thuc bao t& bao phu thudc khang thé (antibody-dependent cellular
phagocytosis - ADCP), thuc bao bach cau trung tinh phy thudc khang thé (antibody-
dependent neutrophil phagocytosis - ADNP), va sy ling dong bd thé phu thudc khing
thé (antibody-dependent complement deposition - ADCD).

Thuét ngit “vung siéu bién” nhu duge st dung trong ban mé ta nay dung dé chi
céc gdc axit amin ctia khang thé chiu trach nhiém cho sy lién két khang nguyén. Ving
siéu bién thudng c6 chura céc gbc axit amin tr "ving x4c dinh tinh bd sung" hay
"CDR" (vi du nhuw, xung quanh cic gbc 24-34 (L1), 50-56 (L2) va 89-97 (L3) trong
V1, va xung quanh 31-35 (H1), 50-65 (H2) va 95-102 (H3) trong Vi khi dugc danh sb
theo hé théng danh sb Kabat; Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md.
(1991)); va/hoic cac gbe tir "vong siéu bién" (vi du nhu, cée goc 24-34 (L1), 50-56
(L2) va 89-97 (L3) trong Vi, va 26-32 (H1), 52-56 (H2) va 95-101 (H3) trong Vy khi
duoc danh sb theo hé théng danh sb Chothia; Chothia and Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-
917 (1987)); va/hodc céc gdc tir "vong siéu bién"/CDR (vi du nhu, cac gbe 27-38 (L1),
56-65 (L2) va 105-120 (L3) trong Vi, va 27-38 (H1), 56-65 (H2) va 105-120 (H3)
trong Vg khi dugc ddnh s6 theo hé théng danh s6 IMGT; Lefranc, M. P. et al. Nucl.
Acids Res. 27:209-212 (1999), Ruiz, M. et al. Nucl. Acids Res. 28:219-221 (2000)).
Mot cach tuy y khéng thé ¢ su cai xen ddi xtitng & mot hodc nhidu cua diém sau day
28, 36 (L1), 63, 74-75 (L2) va 123 (L3) trong Vi, va 28, 36 (H1), 63, 74-75 (H2) va
123 (H3) trong VgH khi dugc danh s6 theo AHo; Honneger, A. and Plunkthun, A. J.
Mol. Biol. 309:657-670 (2001)).

"Géc axit nucleic ddng mam" cé nghia 12 gbc axit nucleic ma 6. trong tu nhién
trong gen dong mam mi héa cho ving khéng ddi hodc ving bién d6i. "Gen dong
mAm" 1a ADN dugc tim thiy trong té bao mam (skc la, té bao duge danh riéng dé trd
thanh tritmg hodc trong tinh dich). "Dot bién dong mim" dimg d& chi sy thay dbi c6 thé
di truyén dugc trong ADN cu thé ma d3 xay ra trong té bao mam hoic hop t & giai

doan don bao, va khi truyén cho con chéu, dot bién nay dugc két hop trong moi té bao



51670 441289

ctia co thé. Dot bién dong mam trdi nguge voi dot bién sinh dudng ma thu dugc trong
t& bao don 18 ctia co thé. Trong mét sb trudng hop, cic nucleotit trong trinh tw ADN
dong mAm ma héa cho ving bién dbi bi dot bién (s la, dot bién sinh dudng) va dugc

thay thé bang nucleotit khéc.

Thuit nglt "khang thé don dong" nhu dugc st dung trong bdn mo ta nay dung
d chi khang thé thu dugc tir quin thé khéng thé vé co ban ddng nhét, ac la, cac
khéng thé riéng 1é chira trong quan thé gidng nhau ngoai trir cac dot bién c6 thé c6 ma
c6 thé c6 mit véi luong nhé. Khang thé don dong cé tinh dic hiéu cao, dugc dinh
huéng chdng lai vi tri ¢6 tinh khang nguyén don 1é. Hon nita, trai nguoc v6i ché phdm
khang thé da dong ma bao gdm cac khang thé khac nhau dugc dinh huéng chéng lai
che thé quyét dinh (epitop) khac nhau, mdi khang thé don dong duge dinh hudng
chéng lai thé quyét dinh don 1€ trén khéng nguyén. Ngoai tinh ddc hiéu cta chung,
khéng thé don dong c6 lgi & chd ching c6 thé dugc téng hop khong bi tap nhiém bdi
khang thé khac. Tur bd nghia "don dong" khéng duoc hidu 1a doi hoi phai san xudt
khang thé bang phuong phap cu thé bat ky. Vi du nhu, khang thé don dong hitu dung
trong sang ché c6 thé dugc didu ché bang phuong phap té bao lai dwoc md ta 1in dau
tién boi Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), hodc ¢6 thé dugc tao ra biang cach st
dung phuong phap ADN tai t6 hop trong té bio vi khuén, dong vat hodc thyc vat nhan
chuén (xem, vi du nhu, Bing Séang Ché My 4,816,567) sau khi tuyén chon t& bao don
1& cia té bao B dic hiéu khang nguyén, nguyén tuong bao dac hiéu khang nguyén dap
mg vé6i su nhiém hodc sy giy mién dich, hodc sy bit giit ctia chudi ning va chubi nhe
d3 dugc lién két tir té bao don 1€ trong tap hop didc hiéu khang nguyén da dugc tuyén
chon khéi 16n. “Khéng thé don dong” ciing ¢6 thé dugc phan 14p tir thu vién khéng thé
phago bang cach st dung céc k¥ thudt dugc mé ta trong, vi du nhu Clackson et al.,
Nature, 352:624-628 (1991) va Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991).

A.  Phuong Phép Chung

Cin hidu ring khang thé don dong lién két v6i SARS-CoV-2 c6 mét vai tng
dung. Ching bao gbm viéc san xuét bd kit chan dodn dé sir dung trong viéc phat hién
va chin doéan su nhiém SARS-CoV-2, cling nhu 1a dé diéu tri chung. Trong céc trudng

hop nay, ngudi ta 6 the lién két khang thé nay véi tdc nhén chan doéan hodc tri liu, str
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dung ching lam tic nhan bét gitt hodc chét canh tranh trong thir nghiém canh tranh,
hodc sir dung chiing riéng 1é ma khong c6 tac nhan bd sung dugc gin vao nd. Khang
thé c6 thé bi dot bién hodc dugc cai bién, nhu thdo luén thém dudi ddy. Phuong phap
didu ché va xé4c dinh dic diém khang thé dugc biét 18 trong linh vuc (xem, vi du nhu,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988; Bing Séng
Ché My 4,196,265).

Phuong phép tao ra khang thé don dong (MAD) thudng bét ddu theo cing cach
nhu phuong phép didu ché khang thé da dong. Budc thi nhit ddi véi ca hai phuong
phép nay 13 su gdy mién dich ca vét chii thich hop hodc nhén dién d6i tuong mi&n
nhim do sw nhi®m tu nhién tir truéc hodc su ching nglra véi vac xin dd duge cap
phép hodc thi nghiém. Nhu da biét r5 trong linh vuc, hop phan dugc cung chp dé gay
mién dich c6 thé thay ddi & kha ning gay mién dich ctia né. Do d6 thuong cin phai
tang cudong hé théng mién dich vat chi, nhu ¢6 thé dat duoc bing cach ghép nbi chét
gy mién dich peptit hodc polypeptit v6i chét mang. Céac chit mang vi du va duge uvu
tién 14 hemocyanin ¢ limpet (KLH) va albumin huyét thanh bd (BSA). C4c albumin
khac chéng han nhu ovalbumin, albumin huyét thanh chudt hodc albumin huyét thanh
thé ciing ¢ thé dugc st dung lam chdt mang. Phuong tién dé lién hop polypeptit véi
protein chit mang dugc biét 18 trong linh vuc va bao gdm glutaraldehyt, m-
maleimidobencoyl-N-hydroxysucxinimit este, carbodiimyde va benzidin dd dugc bis-
biazo héa. Nhu ciing da biét rd trong linh vuc, kha ning gy mién dich ctia hop phan
chit mién dich cu thé c6 thé duge ting cudng bang cach st dung chét kich thich khong
dic hidu ctia dép mg midn dich, d duoc bibt dén duéi dang chét bd trg. Chét bd tro vi
du va duge wu tién & dong vat bao gdm chét bd trg Freund hoan chinh (chét kich thich
khong dic hiéu cta dap tng mién dich chira Mycobacterium tuberculosis da bi giét
chét), chit bd tro Freund khong hoan chinh va chit bd tro nhém hydroxit va & nguoi
bao gém phén, CpG, MFP59 va dang két hop cua cic phan tir kich thich mién dich
("Hé Théng Chét B Tro", ching han nhu AS01 hodc AS03). C4c dang thi nghiém bo
sung ciia s gy nhidm dé gdy cdm (mg t& bao B dic hidu SARS-CoV-2 14 c6 thé o,
bao gdm véc xin hat nano, hodc khang nguyén dugc ma héa boi gen dugc phén phbi
dudi dang cac gen ADN hodc ARN trong hé théng phan phéi vat Iy (ching han nhu
hat nano lipit hodc trén hat bén gen bing vang), va dugc phan phdi bang kim, sting bén

gen, thiét bi duc 16 dién xuyén qua da. Gen khang nguyén cling c6 thé duoc mang nhu
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duoc ma héa boi vecto virut ¢6 kha nang hodc khong c6 kha nang sao chép ching han
nhu don vi sao chép adenovirut, virut két hop adeno, poxvirut, herpesvirut, hodc

alphavirut, hodc theo cach khac hat gidng virut.

Trong truong hop cua khang th8 ngudi chdng lai tdc nhan gy bénh tu nhién,
phuong phép thich hgp la xé4c dinh dbi tuong ma da bi phoi nhiém véi tdc nhan giy
bénh, chéng han nhu nhitng nguoi dd dugce chan do4n 12 d3 nhiém bénh, hodc nhing
nguoi da duge ching ngura dé tao ra su mién dich bao vé chdng lai tic nhan gy bénh
hodc dé thir nghiém do an toan hodc hiéu qua cta véc xin thi nghiém. Khéng thé khéng
tdc nhan gdy bénh tudn hoan c6 thé dugc phat hién, va sau do6 té bao B ma héa cho

hodc san xuit khang thé tir d6i twong duong tinh v6i khang thé c6 thé thu duoc.

Luong cua hop phén gdy mién dich dugc st dung d san xuft khang thé da
dong thay doi dya trén ban chét ciia chit gdy mién dich cling nhu 12 dong vét dugc su
dung dé gy mién dich. Nhiéu con dudng ¢ thé dugce sir dung d8 dung chit gdy mién
dich (duéi da, trong co, trong da, trong tinh mach va trong mang bung). Viéc san xuét
khang thé da dong c6 thé dugc theo ddi bang cach 14y mau mau ctia con vat di dugc
gdy mién dich tai céc thoi diém khéc nhau sau khi gdy mién dich. Léan tiém ting
cuong, thu hai, cling co thé dugc thuc hién. Quy trinh ting cudng va chudn do dugc
1ap lai dén khi dat dugc do chuén thich hop. Khi mtc dd mong mudn ctia kha ning giy
mién dich dat dugc, con vat da dugc gay mién dich c6 thé dugc léy mau va tach huyét

thanh va luu tri¥, va/hodc con vat nay co thé duoc str dung dé tao ra MADb.

Sau khi gdy mién dich, té bao sinh dudng c6 kha ning san xut khang thé, dac
biét 13 té bao lympho B (té bao B), dugc chon loc dé st dung trong quy trinh tao ra
MAb. Céc t& bao nay c6 thé duge thu 1y tir d& dugc sinh thiét lach, hach bach huyét,
amidan hodc hach hanh nhan & hong, dich hit hogc mAu sinh thiét tiy xuong, miu
sinh thiét mé tir cac co quan nhé”xy nhu phéi hodc dudng GI, hodc tr mau tudn hoén. Té
bao lympho B san xuit khang thé tir con vat da dugc gy mién dich hoic ngudi mién
nhiém sau d6 dugc dung hgp véi té bao ctia t& bio u tiy bét tir, thudng 13 mot cta
cung mot lodi nhu con vat ma da dugc gay mién dich hoic t& bao ngudi hoic kham
ngudi/chudt. Cac dong té bao u tiy thich hgp dé sir dung trong quy trinh dung hop san
xuét t& bao lai tét hon 1a khong san xuét khang thé, c6 hiéu qua dung hop cao, va thiéu
hut enzym ma sau d6 1am cho khong c6 kha néng sinh trudng trong mdi trudong chon

loc nhét dinh ma hd trg sy sinh truéng chi cla té bao dung hop (t€ bio lai) mong
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mudn. Té bao bét ki trong s6 nhidu té bao u tiy c6 thé duge sit dung, nhu d3 biét dbi
v6i ngudi c6 trinh d§ trung binh trong linh vuc (Goding, pp. 65-66, 1986; Campbell,
pp. 75-83, 1984). Té bao HMMA?2,5 hodc t& bao MFP-2 1a céc vi du dic biét hitu dung

cta t€ bao nay.

Phuong phép tao ra thé lai ctia t& bio lach hodc hach bach huyét san xuét khang
thé va té bao u tity thudng bao gbm budc tron té bao sinh dudng véi té bio u tiy & ti 1€
2:1, du ti 1€ nay co thé thay @i tir khoang 20:1 dén khoang 1:1, 14n luot, trong sy cd
mit cla tic nhan hodc cac tic nhin (héa hoc hodc dién) ma thic diy su dung hop cia
mang t& bao. Trong mot sé trudng hop, su bién nap cla té bao B ngudi véi virut
Epstein Barr (EBV) nhu la bude dAu tién 1am ting kich thude cla té bao B, ting cudng
su dung hop v6i t& bio u tity c6 kich thudce twong dbi 16n. Hiéu qua bién nap boi EBV
dugce ting cuong bang cach st dung CpG va thudc e ché Chk2 trong méi trudng bién
nap. Theo céch khéc, té bao B ngudi cd thé duoc hoat hoa béng cach déng nuoi céy
v6i dong té bao dd dugc chuyén nap biéu hién Phéi T CD40 (CD154) trong moi
truedong chura cac yéu t6 hoa tan bd sung, ching han nhu IL-21 va Yéu T Hoat Hoa Té
Bao B Nguoi (BAFF), thanh vién Typ II clia siéu ho TNF. Phuong phap dung hop su
dung virut Sendai da dugc md ta boi Kohler va Milstein (1975; 1976), va cac phuong
phép st dung polyetylen glycol (PEG), ching han nhu 37% (thé tich/thé tich) PEG,
b6i Gefter et al. (1977). Viéc st dung phuong phap dung hop duge gy cam ing bing
dién cling thich hop (Goding, pp. 71-74, 1986) va c6 cac quy trinh cho hidu qua tét
hon (Yu et al., 2008). Céc quy trinh dung hop thudng san xudt thé lai c6 thé séng dugc
& tan sb thép, tir khoang 1 x 10 @n 1 x 10, nhung véi quy trinh d3 dugc t61 rru héa
nguodi ta co thé dat dugc hidu qua dung hop gan véi 1 trong 200 (Yu et al., 2008). Tuy
nhién, hidu qué tuong ddi thdp ctia su dung hop khong dat ra vén d&, vi thé lai d4 dung
hop, ¢co thé séng dugc dugc biét hoa tu té bao d3 duoc truyén, bd me (cu thé 12 té bao
u tiy da duogc truyén ma thuong tiép tuc phan chia vo han) bang cach nudi ciy trong
mdi trudng chon loc. Moi trudng chon loc thuong 1a mdi trudng ma chira tic nhan ma
phong bé su tbng hop de novo cta cac nucleotit trong moi truodng nudi cdy mo. Tac
nhan vi du va dugc wu tién 13 aminopterin, methotrexat, va azaserin. Aminopterin va
methotrexat phong bé su tdng hop de novo cua ca purin va pyrimidin, trong khi dé
azaserin chi phong bé sy tdng hop purin. Khi aminopterin hodc methotrexat dugc st

dung, mo6i truong dugc bd sung v6i hypoxanthin va tymidin lam ngudn nucleotit (mdi
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treong HAT). Khi azaserin dugc st dung, mdi trudng duge bd sung véi hypoxanthin.
Ouabain duge bd sung néu ngudn té bao B 12 dong t€ bao B ngudi dugce bién nap

EBV, dé triét tiéu dong duoc bién nap EBV ma khong dung hop véi u tdy.

MBoi truedng chon loc duge wu tién 12 HAT hodc HAT véi ouabain. Chi té bao co
kha ning vin hanh con dudng tén dung nucleotit c6 thé sdng sét trong moi trudng
HAT. Té bio u tay thiéu cic enzym quan trong cta con dudng tdn dung nay, vi du
nhw, hypoxanthin phosphoribosyl transferaza (HPRT), va ching khong thé séng sot.
Té bao B c6 thé van hanh con dudng nay, nhung ching c6 tudi tho han ché trong nudi
chy va thuong chét trong vong khoéang hai tudn. Do d6, chi t& bao ma c6 thé sng sot
trong mdi truong chon loc 1a thé lai dugc tao thanh tur té bao u tiy va té bao B. Khi
ngudn té bao B dugc str dung dé dung hop 12 dong cia té bao B duoc bién nap EBV,
nhu & ddy, ouabain cling ¢é thé dugc st dung dé chon loc thudc cta thé lai dudi dang
# bao B dugc bién nap EBV nhay cim véi viée tiéu diét bing thude, trong khi d6 doi

tac u tiiy dugc st dung dugc chon la khang véi cuabain.

Viéc nudi céy tao ra quﬁn thé t& bao lai tir ma té bio lai cu thé duoc chon loc.
Thong thuong, viéc chon loc t& bao lai duge thuc hién bang cach nudi chy té bao bang
dich pha loing dong don 1€ trong dia vi chuin do, sau do 13 thir nghiém céc dich ndi bé
mit dong riéng 1€ (sau khoang tir hai dén ba tuin) d6i v6i kha ning phan tng mong
mudn. Thir nghiém nay can phai nhay, don gian va nhanh, ching han nhu thtr nghiém
mién dich phéng xa, thir nghiém mién dich enzym, thtt nghiém gy doc té bao, thir
nghiém méng thir nghiém lién két mién dich diém, va dang twong tu. Sau d6 € bao lai
d& dugc chon loc dugc pha lodng theo ddy hodc dugc tuyén chon té bao don 1& bing
cach tuyén chon dém té bao theo dong va tach dong vao dong t& bao san xut khing
thé riéng 18, ma sau d6 cac dong nay co thé dwgc nhan gidng vo han dé tao ra mAb.
Dong té bao c6 thé dwoc khai thac dé san xuit MAD trong hai cach co bén. Mau cta té
bao lai c6 thé duogc tiém (thudng 13 vao trong khoang mang bung) vao dong vat (vi du
nhie, chudt nhét). MOt cach tuy y, dong vat duoc mdi v6i hydrocacbon, dic biét 1a dau
ching han nhu pristane (tetrametylpentadecan) truéc khi tiém. Khi té bao lai nguoi
duoc str dung theo céch nay, tdi wu 12 tiém chuot nhét bi thoa hiép mién dich, ch?mg
han nhur chut nhit SCID, dé ngin chan sy thai bo khéi u. Con vt d4 duge tiém phét
trién khéi u tiét ra khang thé don dong dic hiéu duge san xut bang thé lai té bao di

dung hop. Dich co thé cua dong vat, chéng han nhu huyét thanh hodc dich ¢ trudng,
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sau d6 c6 thé duoc rut ra dé tao ra mAb & nﬁ“)ng d6 cao. Cac dong té bao riéng 1¢ cling
c6 thé duoc nuoi céy in vitro, trong d6 mAb dugc tiét tw nhién vao moi trudng nudi
cdy ma chiing c6 thé d& dang thu dugc tir 46 & ndng do cao. Theo cach khic, dong té
bao lai ngudi c6 thé dugc st dung in vitro d& san xuét globulin mién dich trong dich
ndi bé mit té bao. Dong té bao c6 thé dugc 1am cho thich tng dé sinh trudng trong
moi truong khong co huyét thanh dé t6i wru hoa kha ning dé thu hdi globulin mién dich

don dong ngudi c6 do tinh khiét cao.

mAb dugc san xuit bing mot trong hai phuong thirc nay cé thé dugc tinh ché
thém, néu mubn, sir dung phuong phép loc, ly tdm va cdc phuong phdp sic ky khéc
nhau ching han nhu FPLC hogc sdc ky 4i luc. Cac manh cia khang thé don dong theo
sang ché c6 thé duogc thu 14y tir khang thé don dong di duge tinh ché bing phuong
phdp ma bao gdm su phan cét bing enzym, ching han nhu pepsin hodc papain,
va/hodc bang cach phan cit lién két disulfua bing sy khir hoa hoc. Theo cach khéc,
manh khang thé don dong dugc bao ham bdi séng ché c6 thé duogc tdng hop bang cach

str dung b téng hop peptit tuw dong.

Ciing dy tinh ring phuong phap tach dong phan tir c6 thé duoc sir dung dé tao
ra khang thé don dong. Té bao B don 1& dugc xac dinh 14 dap Gng v6i sy nhiém hodc
su ching ngira béi vi nguyén tuong bao hoic chi thi té bao B d3 hoat hda, hoic té bao
B ghi nhé dugce gén nhén bang khing nguyén dugc quan tim, c6 thé dugc tuyén chon
theo céach vt ly béng cach st dung su chon loc hat thudn tir hodc tuyén chon dém té
bao theo dong, sau d6 ARN ¢6 thé dugc phan 1ap tur t& bao don 1¢ va c4c gen khang thé
duoc khuéch dai bang RT-PCR. Céc phuong phap RNA-seq té bao don 1é khac nhau
c6 sin dé thu duogc cac gen bién dbi khéng thé tir té bao don 1&. Theo cach khéc, cac
quan thé di dugc tuyén chon khdi 16n dic hiéu khang nguyén cua céc té bao c6 thé
duge phan vao cAc tii nhd va cac gen bién ddi chudi ning va chudi nhe twong hop
dugc thu hdi tir té bao don 18 bing céch sir dung lién két vat Iy ctia céc don vi khuéch
dai chudi ning va chudi nhe, hodc viée gin mi vach chung cla céc gen chudi ning va |
chudi nhe tir tii. Céc gen chudi ning va chudi nhe tuong hop tir té bao don 1& cling ¢6
thé duoc thu ldy tir cc quin thé cta té bao B dic hiéu khang nguyén bang cach xtr ly
té bao bf?mg hat nano tham nhép té bao mang doan mdi RT-PCR va m3 vach dé tao ra
ban phién ma v§i mot ma vach cho mdi té bao. Cac gen bién d6i khang thé ciing c6 thé

dugc phan 14p bang dich chiét ARN cua dong té bao lai va cac gen khang thé thu dugc



51670 | 50/289

bing RT-PCR va tach dong vio vecto bidu hién globulin mién dich. Theo cach khac,
thu vién phagemid globulin mién dich t§ hop dugc didu ché tir ARN duoc phan 18p tir
dong té bao va phagemid biéu hién khang thé thich hop dugc chon loc bing cach tuyén
chon st dung cac khing nguyén virut. Cac uu diém cta phuong phap nay so véi k¥
thuét té bao lai thong thudng 1a nhidu khang thé hon xép xi 10* 14n c6 thé dugc san
xuét va duge sang loc trong mot chu ky, va tinh dic hiéu méi duogc tao ra béng dang

két hop chudi H va L ma 1am tang thém co hdi tim ra khang thé thich hop.

Céc bing sing ché My khac, mdi tai lidu nay duge két hop & ddy dé tham khio,
ma hudng dan viéc san xuit khang thé hiru dung trong sing ché bao gdm Bing Sing
Ché M¥ 5,565,332, ma md ta viéc sin xuit khang thé kham st dung phwong phap td
hop; Bing Sang Ché My 4,816,567 ma md t viéc didu ché globulin mién dich tai td
hop; va Bang Sang Ché My 4,867,973 ma mo ta thé lién hop khing thé-tc nhan tri
liéu.

B.  Khang Thé Theo Sang Ché

Khang thé theo sang ché ¢6 thé duge x4c dinh, trong trudng hop thir nhét, bing
d6 dic hiéu lién két ciia ching. Ngudi ¢6 trinh d9 trung binh trong linh vuc, bang cach
d4nh gi4 do dac hiew/4i luc lién két caa khang thé duge d& xudt bang céch sit dung cde
k§ thudt d& biét rd déi véi ngudi c6 trinh 6 trung binh trong linh vuc, ¢6 thé xéc dinh
lidu khang thé nay co nam trong pham vi clia cic yéu ciu bao hd & ddy hay khong. Vi
du nhu, epitop ma khang thé dugc d& xuét lién két v6i co thé g@)m ¢6 trinh tu lién ké
don 1é ctia 3 hodc hon 3 (vi du nhuw, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20) axit amin nim & trong phan tir khang nguyén (vi du nhu, epitop mach thing
trong mién). Theo cach khac, epitop c6 thé goém c6 nhiéu axit amin (hodc céc trinh tu
axit amin) khong lién k& ndm & trong phan tr khang nguyén (vi du nlue, epitop chu
hinh).

Hai loai chinh cta khang nguyén SARS-CoV-2 la protein gai (S) bé mit va
protein bén trong, dic biét 13 protein nucleocapsid (N). Khang thé ddi véi protein S
hiru dung dé phong ngtra, hodc tri liéu, hodc chan do4n, hoic dé x4c dinh dic diém vic
xin. Khéng thé protein S c6 d¢ dic hiéu lién két b sung véi protein do, voi khang thé
cu thé lién két v6i mién ngoai bao chiéu dai ddy du cia protein S SARS-CoV-2 (dugc

trinh dién dudi dang monome hodc oligome chang han nhu timer; ¢ hodc khong c6
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cac dot bién 1am 4n dinh hinh dang chéng han nhu sy dua vao cua prolin & cdc vi tri
thiét yéu ("dot bién 2P")) va (a) khang thé khang protein S ma lién két v6i mien lién
két thu thé (RBD), (b) khéng thé khéng protein S ma lién két v6i mién khong phai 12
RBD. Mot s6 tip hop con ma lién két v6i mién khong phai 1a RBD lién két véi mién
d4u tan cing N (NTD), trong khi céc mién khac lién két véi epitop khong phéi 1a NTD
hodc RBD), va (c) khang thé protein S c6 thé con dugc phét hién 12 trung hoa SARS-
CoV-2 bing cach phong bé su lién két cua protein S SARS-CoV-2 véi thu thé ciia no,
enzym chuyén héa angiotensin ngudi 2 (hACE2), v6i cac khang thé khac ma trung hoa
nhung khong phong bé sy lién két thu thé. Cubi cing, khang thé c6 thé phan g chéo
v6i ca protein S SARS-CoV-2 va protein S ctia cic coronavirus khac ching han nhu
SARS-CoV, MERS-CoV, HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63 va/hodc HCoV-
HKU]1, ciing nhu 13 trung hoa chéo ca SARS-CoV-2 va cic coronavirus khac nay.

Mot tinh ddc higu khac 12 khéng thé ma lién két v6i khang thé N (hodc céc dich
bén trong khac) ma chu yéu ding dé chin doan. Vi du nhu, khang thé ddi véi protein
N hodc protein bén trong khac cua SARS-CoV-2 ma nhén dién dic hiéu SARS-CoV-2
hoic nhan dién theo cach phin Gmg chéo SARS-CoV-2 va céc coronavirus khac ching
han nhu SARS-CoV, MERS-CoV, HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63 va/hodc
HCoV-HKUI.

Céc ky thuat khéc nhau da biét dbi voi nguoi cé hiéu biét trung binh trong linh
vuce k¥ thuét co thé duge sit dung dé xac dinh c6 hay khong khang thé "tuong tac véi
mdt hoic nhilu axit amin" bén trong polypeptit hodc protein. Céc k§ thudt vi du bao
gbm, vi dy, thit nghiém phong bé chéo thong thuong, nhu dugc md td trong
Antibodies, Harlow and Lane (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y.).
Su phong bé chéo c6 thé dugc do trong céc thir nghiém lién két khac nhau ching han
nhu ELISA, phép do can tré 16p sinh hoc, hodc cong hudng plasmon bé mat. Cac
phuong phap khéc bao gbm phan tich dot bién quét alanin, phén tich thim tach peptit
(Reineke, Methods Mol. Biol. 248: 443-63, 2004), phan tich phan ct peptit, ky thuat
soi kinh hién vi dién tir ¢6 phan giai cao sit dung su tai cAu trac hat don 18, cryoEM,
hodc chup cat 16p, nghién ctu tinh thé hoc va phan tich NMR. Ngoai ra, cidc phuong
phép nhu phén ct epitop, tach chiét epitop va sy cai bién hoa hoc cta khang nguyén
¢6 thé duogc st dung (Tomer Prot. Sci. 9: 487-496, 2000). Phuong phap khac ma c6 thé

duoce st dung dé xac dinh axit amin bén trong polypeptit ma khang thé tuong tac véi 1a
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trao d&i hydro/doteri dugc phat hién bing phuong phép khéi phd. Theo thujt ngit
chung, phuong phép trao db1 hydro/doteri bao gbm viéc gin nhan doteri cho protein
quan tdm, sau do lién két khang thé véi protein dugc gn nhan doteri. Tiép theo, phirc
hop protein/khdng thé dugc chuyén vao nudc va céc proton c6 kha nang trao d6i bén
trong axit amin dugc bao vé bdi phirc hop khéng thé trai qua su trao d6i nguoc doteri
thanh hydro & tbc d6 cham hon so véicéc proton trao d6i bén trong axit amin ma
khong phai 1a mot phén ciia mat phén céch. Két qua 13, axit amin ma tao thanh mot
phan ctia mit phan cach protein/khang thé c6 thé giir doteri va do do6 thé hién khéi
lugng cao hon tuong d6i so véi axit amin khong duoc bao gdm trong mit phan cach.
Sau sy phéan ly cta khing thé, protein dich duge cho phén cit proteaza va phan tich
khéi phé, theo d6 cac gdc dugc gin nhan doteri ma twong tmg véi cic axit amin cy thé
ma khéng thé twong tac. Xem, v du nhw, Ehring, Analytical Biochemistry 267: 252-
259 (1999); Engen and Smith, Anal. Chem. 73: 256A-265A (2001). Khi khang thé
trung hoa SARS-CoV-2, sinh vt bién thé dot bién trén thoat khéng thé ¢6 thé duoc
phan l4p bing cach nhan gibng SARS-CoV-2 in vifro hodc trong md hinh dong vat
trong su c6 mit cua ndng do cao cta khing thé. Phan tich trinh tu cia gen SARS-
CoV-2 mi hoa cho khang nguyén duoc nhim dich béi khéng thé kham phd ra (cac) dot
bién mang lai sy trdn thoat khang thé, chi ra céc gdc trong epitop hodc anh hudng dén

chu tric cia epitop vé mit di 1ap thé.

Thuét ngit "epitop" dung dé chi vi tri trén khang nguyén ma té bao B va/hoac T
phan tng véi. Céc epitop t& bao B c6 thé duogc tao thanh c tir cac axit amin lién ké
hodc céc axit amin khong lién ké dugce dé gan nhau béi su gip nép bac ba clia protein.
Cécr epitop dugc tao thanh tir cc axit amin lién ké thuong dugc gitr lai khi 10 ra voi
dung méi bién tinh, trong khi cdc epitop dugc hinh thanh bing cac gip nép bic ba
thuong bi mét di khi xtr ly bing dung moi bién tinh. Epitop thuong bao gOm it nhit 3,
va thong thudng hon, it nhét 5 hodc 8-10 axit amin trong c4u hinh khong gian don
nhét.

Dinh Hinh H Trg Béi Sy Cai Bién (Modification-Assisted Profiling - MAP),
con duoc biét dén dudi dang Dinh Hinh Khang Thé dya trén Cau Trac Khing Nguyén
(Antigen Structure-based Antibody Profiling - ASAP) 1a phuong phap phan loai s&
lugng 16n khang thé don dong (mAb) dugce dinh hudng chéng lai cing khdng nguyén

theo d6 tuong tu ctia bién dang lién két cia mdi khang thé vé6i khang nguyén bé mit
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duoc cai bién bing héa chéit hoic enzym (xem Cong B Bing Sang Ché My
2004/0101920, duge két hop & day dé tham khao dén toan bd ndi dung cta nd). Mbi
phén nhém co thé phan 4nh mét epitop duy nhét hoic khac nhau phan biét duge véi
hodc gbi mot phan 1én epitop dugc thé hién boi phan nhém khac. Céng nghé nay cho
phép loc nhanh céc khing thé gibng nhau vé& mit di truyén, sao cho viéc x4c dinh dic
diém c6 thé duoc tap trung vao céc khang thé khac nhau v& mat di truyén. Khi 4p dung
cho sang loc té bao lai, MAP ¢o thé tao diéu kién thuan lgi cho viéc nhén dang céc
dong té bao lai hiém san xufit cac mAb c6 céc dic tinh mong mudn. MAP c6 thé dugc
stt dung d& sip xép céc khéng thé theo sang ché vao cdc nhém khang thé lién két véi

cac epitop khac nhau.

Sang ché bao gdm céc khang thé ma c6 thé lién két véi cting mot epitop, hodc
mdt phan cla epitop. Tuong tw nhu vy, sing ché cling bao gbm khang thé canh tranh
d8 lien két vé6i dich hodc manh cta ching véi khang thé vi du cu thé bat ky dugc moé ta
trong ddy. Nguoi ta cd thé d& dang xéc dinh viéc ¢ hay khong c6 khang thé lién két
véi cung epitop nhu, hodc canh tranh dé lién két VC’)’i; khang thé tham chiéu bang cach
str dung cac phuong phap thong thudng da biét trong linh vuc k¥ thuét nay. Vi du, dé
xéac dinh liéu c6 khang thé thir nghiém lién két v6i cung epitop nhu d6i trgng tham
chiéu theo sang ché hay khong, khang thé tham chiéu dugc d& cho lién két véi dich
trong didu kién bio hoa. Tiép theo, kha ning cua khang thé thir nghiém dé lién két véi
phén tr dich dugc danh gia. Néu khang thé c6 kha ning lién két v6i phan tir dich sau
khi lién két bdo hoa véi khang thé tham chiéu, c6 thé két luan ring khang thé thi
nghiém lién két véi epitop khéc véi khang thé tham chiéu. Mt khéc, néu khang thé
thir nghiém khong c6 kha nédng lién két v6i phén tir dich sau khi lién két bio hoa véi
khéng thé tham chiéu, thi khéng thé thtr nghiém c6 thé lién két v6i cliing epitop nhu
epitop dugc lién két boi khang thé tham chiéu.

Pé xac dinh liéu c6 khang thé canh tranh d& lién két v6i khang thé khéang
SARS-CoV-2 tham chiéu hay khéng, phuong phap lién két dugec mod td & trén duoc
tién hanh theo hai huéng: Huéng thit nht, khéng thé tham chiéu dugc dé cho lién két
véi khang nguyén SARS-CoV-2 trong didu kién bio hoa tiép theo 13 sy danh gia lién
két clia khang thé thtr nghiém vé6i phan t& SARS-CoV-2. Theo huéng thr hai, khang
thé thir nghiérﬁ duoc @& cho lién két v6i khang nguyén SARS-CoV-2 trong diéu kién
bdo hoa tiép theo 13 su d4nh gia lién két cua khang thé tham chiéu vé6i phan tr SARS-
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CoV-2. Néu, theo ¢4 hai huéng, chi khéng thé (bfo hoa) thtr nhit ¢6 kha ning lién ket
v6i SARS-CoV-2, thi két luan ring khang thé thir nghiém va khang thé tham chiéu
canh tranh d8 lién két v6i SARS-CoV-2. Nhu hiéu r béi ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc k¥ thuit, khang thé canh tranh dé lién két v6i khang thé tham chiéu ¢
th& khong can phai lién két v6i cling epitop nhu khang thé tham chiéu nhung c6 thé
phong bé vé& mit khong gian su lién két cia khang thé tham chiéu bing c4ch lién két

epitop gbi hodc lién ké.

Hai khang thé lién két v6i cung epitop hodc gbi néu mdi khang thé nay wc ché
canh tranh (phong bé) su lién két cta khang thé khic véi khang nguyén. Ttc 1a vuot
qua 1, 5, 10, 20 hodc 100 14n ctia mot khang thé tic ché sy lién két ciia khang thé khéc
bing it nhét 1a 50% nhung t&t hon 1a 75%, 90% hodc thdm chi 1a 99% nhu dugc do
bing phan tich lién két canh tranh (xem, vi du nhu, Junghans et al., Cancer Res. 1990
50:1495-1502). Ngoai ra, hai khang thé c6 clng epitop néu vé co ban tit ca cic dot
bién axit amin trong khang nguyén ma lam gidm hodc lam suy yéu su lién két ciia mot
khang thé ciing 1am gidm hodc lam suy yéu su lién két cia khang thé khac. Hai khang
thé co cac epitop gbi 1én nhau néu mot sb dot bién axit amin ma lam gidm hodc lam
suy yéu su lién Kkét ctia mot khang thé ciing 1am gidm hodc 1am suy yéu su lién két cua
khang thé khac. Theo mot s6 khia canh khang thé hoic manh khang thé ma lién két véi
cing mdt epitop hodc céc epitop gbi 1én nhau nhu COV2-2196 dugc st dung két hop
v6i khang thé hozc méanh khing thé ma lién két véi cing mot eptiop hodc cac eptiop
gbi 18n nhau nhu COV2-2130.

Sau d6 thir nghiém thong thuong khédc (vi du, dot bién peptit va phan tich lién
két) c6 thé duge tién hanh d& khing dinh c6 hay khong su thiéu hut dugc quan sat thiy
ctia lién két cua khang thé thir nghiém thuc sy 13 do su lién két v6i cung epitop nhu
khéng thé tham chiéu hoic liéu su phong bé khong gian (hodc hién tuong khac) co
chiu trach nhiém cho sy thiéu lién két duge quan st thdy nay hay khéng. Céc thi
nghiém v& sy phan loai ndy c¢6 thé dugc tién hanh bang cach st dung ELISA, RIA,
cdng hudng plasmon bé mit, dém té bao theo dong chay hodc thir nghiém lién két
khang thé dinh tinh hodc dinh lugng khac bat ky sin co trong linh vuc k§ thuat.
Nghién ctu chu triic v6i EM hodc tinh thé hoc cling ¢6 thé ching minh c6 hay khong

¢6 hai khéang thé ma canh tranh @8 lién két nhan dién cling mot epitop.
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Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét khang thé don dong c6 cac CDR dugc
bét cap dong tir chudi ning va chudi nhe nhu minh hoa lan lugt trong cac Bang 3 va 4.
Khang thé nay cé thé duogc sén xuét bing cac dong dugc thdo ludn dudi diy trong

phan Vi du thyuc hién sang ché str dung phuong phép duge mo ta trong ban mo ta nay.

Theo khia canh khac, khang thé ¢6 thé dugc x4c dinh bang trinh tu thay dbi ctia
chiing, ma bao gdm cac ving "khung" khéc. Ngoai ra, cac trinh tu khing thé c6 thé
thay ddi tir c4c trinh tw ndy, mot cach tiy y bang cach st dung phuong phap dugc thao
Iuan chi tiét hon duéi day. Vi du nhu, cac trinh ty axit nucleic ¢ thé thay ddi tir cac
trinh tu axit nucleic néu trén trong do (a) vung bién ddi c6 thé duge tach ra khoi mién
khong déi cia chudi nhe va chudi ning, (b) axit nucleic ¢d thé thay ddi tir axit nucleic
néu trén trong khi khong a4nh hudng dén cac gbe duge mi héa bdi nod, (c) axit nucleic
6 thé thay ddi tir axit nucleic néu trén véi ti 1€ phﬁn tram nhét dinh, vi du nhw, 30
twong ddng 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%
hodc 99%, (d) axit nucleic ¢ thé thay dbi tir axit nucleic néu trén nho kha nang lai héa
trong diéu kién ¢6 a6 nghiém ngat cao, vi du nhu diéu kién do man thép va/hogc nhit
dd cao, chéng han nhu dugc cung cép béng tir khoang 0,02 M dén khoédng 0,15 M
NaCl & nhiét do tir khodng 50°C dén khoang 70°C, () axit amin c6 thé thay doi tir axit
amin néu trén v6i ti 16 phan tram nhét dinh, vi du nhuw, dd twong dong 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic 99%, hodc (f) axit amin cé thé thay
31 tir axit amin néu trén bing cach cho phép cac dot bién thé bao toan (dugc théo luan
dudi day). Mdi diéu trén ddy 4p dung cho céc trinh tu axit nucleic va cac trinh ty axit
amin.

Khi so sanh céac trinh tu polynucleotit va polypeptit, hai trinh ty dugc ndi la
"trong ddng" néu trinh ty cla céc nucleotit hodc axit amin trong hai trinh tu 13 gidng
nhau khi dugc sip xép théng hang dé c6 sy twong Gng t6i da, nhu mo ta dudi day. So
sénh gifta hai trinh tw thuong dugc thuc hién bang cach so sanh céc trinh tu trén cira 5O
so sanh dé x4c dinh va so sanh cdc ving cuc b cia sy tuong tu trinh tyr. "Cira sb so
sanh" nhu dugce sir dung trong ban md ta nay, dung @8 chi doan ¢ it nhét 1a khoang 20
vi trf lidn k&, thuong 12 tir 30 dén khoang 75, tir 40 dén khoéang 50, trong d6 trinh ty c6
thé dugc so sanh véi trinh ty tham chiéu c6 cung s6 lugng cta vi tr lién k& sau khi hai

trinh ty dugc sip xép thing hang t61 uu.



51670 56/289

Su sép xép thing hang t6i wu clia cac trinh tr @& so sanh co thé duge thuc hién
béng cach st dung chuong trinh Megalign trong gdi Lasergene cia phin mém théng
tin sinh hoc (DNASTAR, Inc., Madison, Wis.), st dung céac thong s6 mac dinh.
Chuong trinh nay bao gbm mot vai so dd sip xép thing hang dugc mé ta trong cAc tai
lidu tham khao sau day: Dayhoff, M. O. (1978) A model of evolutionary change in
proteins--Matrices for detecting distant relationships. In Dayhoff, M. O. (ed.) Atlas of
Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation,
Washington D.C. Vol. 5, Suppl. 3, pp. 345-358; Hein J. (1990) Unified Approach to
Alignment and Phylogeny pp. 626-645 Methods in Enzymology vol. 183, Academic
Press, Inc., San Diego, Calif; Higgins, D. G. and Sharp, P. M. (1989) CABIOS 5:151-
153; Myers, E. W. and Muller W. (1988) CABIOS 4:11-17; Robinson, E. D. (1971)
Comb. Theor 11:105; Santou, N. Nes, M. (1987) Mol. Biol. Evol. 4:406-425; Sneath,
P. H. A. and Sokal, R. R. (1973) Numerical Taxonomy--the Principles and Practice of
Numerical Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, Calif.; Wilbur, W. J. and

Lipman, D. J. (1983) Proc. Natl. Acad., Sci. USA 80:726-730.

Theo cach khéc, su sip xép thing héng t4i uru clia cac trinh tu dé so sanh c6 thé
duoc thuc hién bing thuit toén tuong ddng cuc bd cta Smith and Waterman (1981)
Add. APL. Math 2:482, bing thuit toan sip xép thing hang tuong dong cula
Needleman and Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443, bang cé4ch tra ctru phuong phép
do6 tuong tu cia Pearson and Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444,
béng cach thuc hién vi tinh héa cta céc thuft toan nay (GAP, BESTFIT, BLAST,
FASTA, va TFASTA trong G6i Phin M2m Di Truyén Hoc Wisconsin (Wisconsin
Genetics Software Package), Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr.,

Madison, Wis.), hodc bang cach quan sat bing mit.

Mot vi du cu thé vé thuft todn ma thich hop dé x4c dinh ti 1& phé‘ln traim do
twong ddng trinh ty va do trong tu trinh ty 13 céc thudt toan BLAST va BLAST 2,0,
ma 14n luot duge mo ta trong Altschul et al. (1977) Nucl. Acids Res. 25:3389-3402 va
Altschul ef al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410. BLAST va BLAST 2,0 co thé duoc
st dung, vi du nhu, vé6i céc thong sb duoc mo ta trong ban mo ta ndy, d& x4c dinh phan
trim d0 twong ddng trinh tu d61 véi cac polynucleotit va cac polypeptit theo sang ché.
Phidn mém @& thuc hién phén tich BLAST c6 san cong khai thong qua Trung Tam
Quéc Gia Vé Thong Tin Cong Nghé Sinh Hoc. Ban chét d3 duoc tai sip xép cia trinh
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tir khang thé va chidu dai thay dbi cia m3i gen doi héi nhidu chu ky tra ciru BLAST
d6i v6i trinh tu khang thé don 18. Ngoai ra, su 1ap rép tha cong ciia cic gen khac nhau
13 khé va ¢ khuynh huéng tao 16i. Cong cu phén tich trinh tr IgBLAST (world-wide-
web & ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) xac dinh su an khép véi cac gen V, D va J dong
mam, chi tiét & khép ndi tai sip xép, hinh phac hoa cta ving khung mién V Ig va ving
xé4c dinh tinh bd sung. IgBLAST ¢6 thé phan tich c4c trinh ty nucleotit hodc protein va
c6 thé xit Iy c4c trinh ty trong mé va cho phép tra clru dbi vé6i co s& dit liéu gen dong
mam va cac co sé& dit liéu trinh tu khic mdt cach d@)ng thoi @& 1am giam thidu co hoi
b6 15 ¢6 thé c6 gen V dong mim an khép nhat.

Trong mot vi du minh hoa, diém tich liiy c6 thé dugc tinh bang cach st dung,
dbi v6i trinh ty nucleotit, cc tham sé M (diém thuéng d6i véi cip gbc an khép; ludn >
0) va N (diém phat dbi véi cac gbe bat cap nham; ludn < 0). Viéc mé rdng cac tuong
hop tir theo mdi huéng tam dimg lai khi: diém sép xép thang hang trinh ty tich 1y
giam t6i luong X ké tir gia tri dat dugc t6i da ctia né; diém tich liiy tién t&i khong hodc
thip hon, do tich iy mot hodc nhiéu phep sip xép thing hang trinh tw nhém c6 diém
am; hodc dat dén diém cudi cta trinh tu ndo d6. Céc thong s6 W, T va X cia thuit toan
BLAST x4c dinh d6 nhay va tc dd ctia phép sip xép thing hang trinh ty. Chuong
trinh BLASTN (déi véi céc trinh tr nucleotit) sir dung lam méc dich chiéu dai tir (W)
bing 11, va ki vong (E) 1a 10, va su sip xép thing han ma trfn diém BLOSUMG62
(xem Henikoff and Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915), (B) bang
50, ky vong (E) bang 10, M=5, N=-4 va su so sanh clia ca hai s¢i.

DPéi vé6i trinh tr axit amin, ma trin diém c6 thé dugc st dung dé tinh diém tich
ltly. Viéc m& rdng cac twong hop tir theo mdi huéng tam dimg lai khi: diém sip xép
théng hang trinh tu tich lily gidm t6i luong X ké tir gid tri dat dugc t6i da ctia né; diém
tich liiy tién t6i khong hodc thip hon, do tich lily mot hodc nhiéu phép sip xép thing
hang trinh ty nhém co diém am; hoic dat dén diém cudi cta trinh tr ndo d6. Céc thong
s6 W, T va X cua thuét toan BLAST x4c dinh d9 nhay va tbc d6 cua phép sép xép
thing hang trinh tu.

Trong mdt phuong phép, "ti 1€ phan trim cla do trong dong trinh tu" duge x4c
dinh bing cach so sanh hai trinh ty dugc sip xép thing hang tbi uu trén cira s so sanh
cé it nhat 1 20 vi tri, trong d6 mot phan ctia trinh ty polynucleotit hodc polypeptit

trong clra so so sanh c6 thé c6 chira dot bien thém hodc dot bién mat (tic la, chd cach
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quéng) bing 20 phan trim hoic nhé hon, thudng 14 tir 5 dén 15 phan tram, hoic tir 10
dén 12 phﬁn tram, khi so véi céc trinh tu tham chiéu (ma khong chira dot bién thém
hodc dot bién mat) dbi véi su sip xép thing hang t4i wu cta hai trinh tw. Ti 16 phan
trdm duogc tinh bang cach xac dinh s6 lugng vi tri ma & d6 gdc bazo axit nucleic hoic
axit amin giéng hét c6 mit & ca hai trinh tu dé thu dugc s6 luong vi tri bét cép, chia $6
luong vi tri bét cdp cho téng $6 legng vi tri trong trinh tu tham chiéu (tizc la, kich
thuée ctra s8) va nhan két qua véi 100 dé thu dugc ti 16 phan trim cia do tuong ddng
trinh tu.

Céch khéc nita dé x4c dinh khang thé 12 duéi dang "dan xut" cta khang thé bét
k¥ trong sd cac khang thé dugc md ta dudi day va manh lién két khang nguyén ctia
chung. Thuat ngi "din xuét" ding dé chi khang th hoic manh lién két khang nguyén
cla ching ma lién két dic hiéu mién dich véi khang nguyén nhung ma cé chira, mét,
hai, ba, bdn, nim hoic hon nim dot bién thé, dot bién thém, dot bién mét hodc su cai
bién axit amin twong quan véi phan ti "bb me" (hodc kiéu dai). Cac dot bién thé hoic
@6t bién thém axit amin ndy c6 thé dwa vao céc gdc axit amin c6 trong tu nhién (tc la,
duoc mi héa biang ADN) hoic khéng c6 trong tr nhién. Thuit nglt "d4n xuét" bao
ham, vi du nhu, dudi dang bién thé ¢ c4c ving CHI, ban 1&, CH2, CH3 hoac CH4 da
dugc thay dbi, nhd d6 tao thanh, vi du nhu, khang thé, v.v., c6 ving Fc bién thé ma thé
hién dic diém tac dong hoic lién két dugc ting cudng hodc lam suy yéu. Thuat ngit
"dAn xuAt" con bao ham sy cai bién khéng & axit amin, vi du nhu, axit amin ma c6 thé
dwgc glycosyl héa (vi du nhw, c6 ham lugng manoza, 2-N-axetylglucosamin,
galactoza, fucoza, glucoza, axit sialic, axit 5-N-axetylneuraminic, axit 5-
glycolneuraminic, v.v. dd duoc thay d6i), duoc axetyl héa, duge pegyl hoa, dugc
phosphoryl héa, dugc amit hoa, dugc tao dan xuét bang cac nhém bao vé/phong bé da
biét, sy phén cit thiy phan protein, dugc lién két v6i phdi tir t& bao hodc protein khéc,
v.v.. Theo mdt ) phuong an, su céi bién carbohydrat da duoc thay ddi diéu bién mot
hodc nhiéu cua dic diém sau day: su hoa tan cta khang thé, su 1am thuin loi cta su
van chuyén dudi té bao va su tit cua khang thé, su thiic dAy cua su lap rap khang thé,
tinh toan ven hinh dang, va chic nang tac dong qua trung gian khang thé. Theo
phuong an cu thé, su cai bién carbohydrat da dugc thay déi ting cudng chirc ning tac
dong qua trung gian khang thé trong quan véi khang th8 thiéu su cai bién carbohydrat.
Su cai bién carbohydrat ma din dén chirc ning téc dong qua trung gian khang thé da
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duogc thay ddi duoc biét 18 trong linh vyc (vi du nhu, xem Shields, R. L. ez al. (2002)
"Lack Of Fucose On Human IgG N-Linked Oligosaccharide Improves Binding To
Human Fegamma RIII And Antibody-Dependent Cellular T oxicity," J. Biol. Chem.
277(30): 26733-26740; Davies JI. et al. (2001) "Expression Of GnTIII In A
Recombinant Anti-CD20 CHO Production Cell Line: Expression Of Antibodies With
Altered Glycoforms Leads To An Increase In ADCC Through Higher Affinity For FC
Gamma RIII" Biotechnology & Bioengineering 74(4): 288-294). Phuong phap lam
thay d4i ham lugng carbohydrat di dugc biét dén doi v6i ngudi ¢d trinh do trung binh
trong linh vuc, xem, vi du nhw, Wallick, S. C. et al. (1988) "Glycosylation Of A VH
Residue Of A Monoclonal Antibody Against Alpha (1----6) Dextran Increases Its
Affinity For Antigen," J. Exp. Med. 168(3): 1099-1109; Tao, M. H. et al. (1989)
"Studies Of Aglycosylated Chimeric Mouse-Human IgG. Role of Carbohydrate in The
Structure And Effector Functions Mediated By The Human IgG Constant Region," J.
Immunol. 143(8): 2595-2601; Routledge, E. G. et al (1995) "The Effect of
Aglycosylation on The Immunogenicity of A Humanized Therapeutic CD3 Monoclonal
Antibody," Transplantation 60(8):847-53; Elliott, S. et al. (2003) "Enhancement Of
Therapeutic Protein In Vivo Activities Through Glycoengineering," Nature Biotechnol.
21:414-21; Shields, R. L. et al. (2002) "Lack of Fucose on Human IgG N-Linked
Oligosaccharide Improves Binding to Human Fcgamma RIII And Antibody-Dependent
Cellular Toxicity," J. Biol. Chem. 277(30): 26733-26740).

Khéang thé hodc manh khang thé dan xuét c6 thé dugc tao ra voi trinh tu duge
thiét ké hoic tinh trang glycosyl hoa dé mang lai mitc hoat tinh dugc uu tién trong cic
chirc ndng gay doc té bao phu thudc khing thé (ADCC), thuc bao té bao phu thudc
khéng thé (ADCP), thyc bao bach cAu trung tinh phy thudc khing thé (ADNP), hodc
ling dong bb thé phu thudc khang thé (ADCD) nhu do dugc bang céc thir nghiém dya

trén hat hodc dua trén té bao hodc cc nghién citu in vivo trong md hinh dong vat.

Khéng thé hodc manh khéng thé din xuit c6 thé duoc cai bién bang su cai bién
héa hoc st dung cac ky thudt di biét d6i véi nguoi c6 trinh do trung binh trong linh
vuc, bao gi‘)m, nhung khong giéi han &, sy phan cit héa hoc dic hiéu, su axetyl hoa, su
tao ché pham, su tbng hop chuyén héa ctia tunicamycin, v.v.. Theo mét phuong an,
dAn xuét khang thé c6 chiic ning tuong tu hodc gidng hét nhu khang thé b me. Theo
phuong 4n khéc, dan xuét khang thé thé hién hoat tinh d dugc thay d6i trong quan
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v6i khang thé bb me. Vi du nhu, khéng thé din xult (hozc manh ciia ching) ¢6 thé lién
két voi epitop ctia né chat hon hoic khing hon dbi voi su thily phan protein so véi

khang thé b me.

C.  Thiét K& Trinh Ty Khéng Thé

Theo cac phuong 4n khac nhau, nguoi ta ¢d thé chon thiét ké céc trinh tu cia
khéng thé duoc nhan dién vi nhidu Iy do, ching han nhu sy bicu hién dugc cai thién,
kha ning phan tng chéo dugc cai thién hodc sy lién két 1éch dich bi giam di. Khang
thé duoc cai bién c6 thé duoc tao ra bing k¥ thuat bt ky da biét dbi vdi ngudi ¢b trinh
do trung binh trong linh vuc, bao gém su biéu hién th@ng qua céac ky thudt sinh hoc
phén tr ti€u chudn, hodc su tong hop héa hoc cua céc polypeptit. Phuong phép biéu
hién t4i t& hop dugc d& cip & chd khac trong tai lidu ndy. Sau ddy la théo luén chung

vé céc k¥ thuat muc tiéu lién quan dé thiet ke khang the.

Té& bao lai 6 thé dugc nudi céy, sau d6 té bao dugc dung gidi, va ARN téng sb
duogc chiét. C4c hexame ngﬁu nhién c6 thé duogc st dung véi RT dé tao ra ban sao
cADN ctia ARN, va sau d6 PCR duoc thuc hién béng cach stir dung hdn hop da thanh
phén ctia cac doan mdi PCR dugc mong doi 12 khuéch dai tit ca céc trinh tw gen bién
dbi ctia ngudi. San pham PCR c6 thé duoc tach dong vao vecto pGEM-T Easy, sau d6
duoc xac dinh trinh tu béng c4ch xac dinh trinh tw ADN ty dong st dung cac doan mdi
vecto tiéu chudn. Thir nghiém vé su lién két va su trung hoa cé thé duoc thuc hién
bing céch sir dung khéng thé dugc thu thap tir dich ndi bé mat t€ bao lai va dugc tinh
ché bang FPLC, sir dung cdt Protein G.

Khang thé IgG chidu dai day dua tai td hop c6 thé dugc tao ra bang cach tich
dong phu ADN Fv chudi ning va chudi nhe tir vecto tich dong vao vecto plasmit IgG,
da duoc chuyén nap vao t€ bao 293 (vi du nhu, Freestyle) hodc té bao CHO, va khang
thé ¢6 thé duoc thu thap va duge tinh ché tir dich ndi bé mat té bao 293 hoic CHO.
Céc hé théng t& bao vat chil thich hop khéc bao gdm vi khuén, ching han nhu E. coli,
t bao con tring (S2, S9, S£29, High Five), té bio thuc vat (vi du nhu, thube 14, c6
hodc khoéng cé su thiét k& @i véi glycan giéng ngudi), tdo, hodc trong nhiéu truong
hop chuyén gen khéng phai 1a nguoi, ching han nhu chudt nhét, chudt cdng, dé hoic
bo.
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Su biéu hién cia axit nucleic ma héa cho khang thé, déu cho muc dich tinh ché
khang thé tiép do, va dé gay mién dich vat chu, cling dugc du kién. Céc trinh ty m3
héa cho khang thé c6 thé 13 ARN, ching han nhu ARN tu nhién hodc ARN dugc cai
bién. ARN dugc cai bién bao g@)m su cai bién héa hoc nhit dinh ma mang lai do én
dinh ting va kha ndng giy mién dich thép cho mARN, béi nd lam thuén 1¢i cho su
biéu hién ctia protein quan trong vé mit tri liéu. Vi du nhu, Nl-metyl-uridin gid
(N1ImY) [am t6t hon mot vai su cai bién nucleosit khic va dang két hop ciia chiing veé
kha ning dich ma. Ngoai viéc ngit su tc ché phu thudc mién dich/eIF2a phosphoryl
~ héa cta sy dich mi, cac nucleotit NIm'¥ két hop 1am thay @i tir tir dong hoc cla quy
trinh dich ma bing cach 1am ting sy dimg va mét do ribosom trén mARN. Tai lugng
ribosom ting cia mARN dugc céi bién 1am cho ching dé& chip nhén hon dé bat dau
bing cach thién v& su tudn hoan ribosom trén cing mdt mARN hodc su tuyén chon
ribosom de novo. Su cai bién nay dugc st dung dé ting cudong khang thé su biéu hién
in vivo sau khi gay nhiém v6i ARN., ARN, du 13 tu nhién hay dugc cii bién, cé
thé dugc phan phdi duéi dang ARN trin hodc trong phuong tién phan phéi, chéng han
nhu hat nano lipit.

Theo cach khiac, ADN ma héa cho khang thé c6 thé dugc sit dung cho clng
muc dich. ADN dugc bao gbm trong cat xét biéu hién cé chira ving khoi dong hoat
dong trong t& bao cht ma né dugc thiét ké cho. Cat xét biéu hién duoc bao gém mot
cach ¢6 1oi trong vecto c6 thé sao chép, ching han nhu plasmit hodc minivecto thong
thuong. Vecto bao gbm vecto virut, ching han nhu poxvirut, adenovirut, herpesvirut,
virut k&t hop adeno, va lentivirut dugc dy tinh. Don vi sao chép ma héa cho céc gen
khang thé ching han nhu don vi sao chép alphavirut dya trén virut VEE hodc virut
Sindbis cling dugc tu tinh. Viéc phan phdi ciia vecto ndy c6 thé dugc thuc hién bing
kim thong qua cic dudng trong co, dudi da, hodc trong da, hodc biang cach duc 16 dién

xuyén qua da khi sy biéu hién in vivo dugc mong muon.

Do kha dung nhanh cta khang thé duoc san xudt trong clng té bao chi va quy
trinh nudi cdy té bao dudi dang quy trinh san xuét cGMP cudi cling c6 tiém ning dé
1am giam khoang thdi gian ciia chuong trinh phat trién quy trinh. Lonza d& phat trién
phuong phép di truyén sir dung cac thé chuyén nap da duge thu gom sinh truéng trong
méi truong CDACF, dé san xuét nhanh lugng nho (1én dén 50 g) ctia khéng thé trong

t bao CHO. Mic dix chim hon mdt chit so v6i hé thong tam thoi thuc sy, cac wu diém
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bao gdbm ndng d6 san pham cao hon va sir dyng cing vét chit va quy trinh nhu dong té
bao san xuat. Vi du vé sy sinh truéng va ning suat cia cac tp hop GS-CHO, biéu hién
khang thé md hinh, trong binh phén tng sinh hoc ding mét 14n: trong moi trudng nudi
ciy binh phan Gng sinh hoc dang tii ding mot lan (thé tich hoat dong 5 1) v&n hanh &
ché d6 cAp theo mé, ndng d6 khang thé thu hoach 1a 2 g/l dat dugc trong vong 9 tudn
tir khi chuyén nap.

Phan tt khéng thé ¢ chira cAc manh (chdng han nhu F(ab’), F(ab'),) ma dugc
san xudt, vi du nhu, bang sy phan cit thiy phan protein ciia mAb, hodc globulin mién
dich don chudi c6 thé san xuét, vi du nhu, thong qua phuong thirc 4 td hop. Din xuat
khang thé F(ab’) 1a héa tri mot, trong khi din xuit khang thé F(ab"), 1a héa tri hai.
Theo mdt phuong 4n, cdc manh nay co thé dugce két hop vé6i nhau, hodc véi manh
khéng thé hodc phéi tir thy thé khéc dé tao thanh phan ti lién két "kham". Péng chu y
13, phan tr kham ndy c6 thé chira c4c phin tir thé ¢6 kha nang lién két voi cac epitop
khac nhau cta cing mot phéan tir.

Trong céac phuong 4n lién quan, khang thé 13 din xuét cta khang thé dugc boc
16, vi du nhu, khang thé c6 chira cic trinh tw CDR gidng véi cc trinh tu CDR trong
khang thé dugc boc 10 (v du nhi, khang thé kham, hodc dugc ghép CDR). Theo cach
khéc, nguodi ta cd thé mong mubn tao ra su cai bién, chéng han nhu dua su thay ddi
bao toan vao trong phan tir khing thé. Trong viéc tao ra cac thay d6i nay, chi sb ky
nudc ciia axit amin 6 thé dugc xem xét. Tam quan trong cua chi s6 ki nudc axit amin
trong viéc mang lai chirc nang sinh hoc tuong téc trén protein nhin chung dugc hiéu
 trong linh vuc (Kyte va Doolittle, 1982). Chdp nhén ring dic diém ki nudc twong ddi
clia axit amin gép phan vao cAu tric bac hai cia protein thu dugce, ma dén lugt né xac
dinh su twong tac cla protein véi cac phan tir khac, vi du, enzym, chét nén, thu thé,

ADN, khang thé, khang nguyén, va dang tuong tu.

Cfing cin hiéu trong linh vuc nay rang su thé clia cac axit amin twong tir ¢6 thé
dugc tao ra mot cach hiéu qua trén co s¢ do ua nudc. Bing Sang Ché My 4,554,101,
duge két hop & day dé tham khao, chi ra ring d wa nuéc trung binh cuc bd 16n nhét
cta protein, nhu dugc didu tiét boi d6 wra nudc cua axit amin lién k& cia no, twong
quan véi dac diém sinh hoc cta protein. Nhu néu chi tiét trong Bang Séng Ché My

4,554,101, cc gia tri d6 wa nuée sau ddy dugc gan cho cic goc axit amin: axit amin co
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tinh bazo: arginin (+3,0), lysin (+3,0), va histidin (?0,5); axit amin c6 tinh axit: aspartat
(+3,0 = 1), glutamat (+3,0 + 1), asparagin (+0,2), va glutamin (+0,2); axit amin khong
ion, wa nudc: serin (+0,3), asparagin (+0,2), glutamin (+0,2), va threonin (-0,4), axit
amin chira luu huynh: xystein (-1,0) va methionin (-1,3); axit amin khong thom, ky
nuéc: valin (-1,5), loxin (-1,8), isoloxin (-1,8), prolin (-0,5 £ 1), alanin (-0,5), va
glyxin (0); axit amin thom, ky nuéc: tryptophan (-3,4), phenylalanin (-2,5), va tyrosin
(-2,3).

Can hiéu ring axit amin c6 thé dugc thé cho axit amin khac c6 dd wa nudc
tuong tu va san xuét protein dugc cai bién v& mit sinh hoc hoiic vé& mit mién dich hoc.
Trong céc thay dbi nay, dot bién thé cta axit amin ma gia tri d0 va nudc clia nd &
trong + 2 dugc vu tién, dot bién thé cua axit amin ma gia tri d6 wa nude clia n6 & trong
+ 1 duoc d3c biét vu tién, va dot bién thé ctia axit amin ma gié tri 40 wa nudc clia nd &

trong + 0,5 dugc vu tién hon nira.

Do d6, nhu phac hoa & trén, cic dot bién thé axit amin thudong dwa trén do
tuong tu tuong dbi cua phf?ln tir thé chudi bén axit amin, vi duy, tinh ki nude, do uva
nuée, d6 tich dién, kich thudc ca ching, va dang tuong tw. Céc dot bién thé vi du ma
cin xem xét cc dic diém trén ddy khac nhau dugc biét rd di v&i ngudi co trinh do
trung binh trong linh vuc va bao gdm: arginin va lysin; glutamat va aspartat; serin va

threonin; glutamin va asparagin; va valin, loxin va isoloxin.

Sang ché ciing bao ham sy cai bién isotyp. Bang cach cai bién ving Fc dé c6
isotyp khic, cac chuc ndng khic nhau cd thé dat duge. Vi du nhu, viéc thay dbi thanh
IgG; c6 thé 1am ting kha nang gy doc té bao phu thudc khang thé, viéc chuyén ddi
thanh 16p A c6 thé cai thién sy phan b md, va viéc chuyén ddi thanh 16p M ¢4 thé cai
thién hoa tri.

Theo cach khéc hodc ngoai ra, ¢ thé hiru dung la két hop su céi bién axit amin
vGi mot hodc nhiéu su cai bién axit amin khac ma 1am thay dbi sy lién Két Clqg va/hodc
chirc nang gay doc té bao phy thudc bd thé (CDC) clia ving Fe ciia phén tir lién két IL-
23p19. Sy lién két polypeptit duge dic biét quan tdm cé thé 12 su lién két véi Clq va
thé hién sw gdy doc t& bao phu thudc bb thé. Cac polypeptit c6 hoat tinh lién két Clq
tdn tai tir trude, thy ¥ ¢ thém kha ning lam trung gian cho CDC ¢6 thé duoc cai bién

sao cho mot hodc ca hai hoat tinh nay dugc ting cuong. Su cai bien axit amin ma lam
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thay d6i Clq va/ho3c cai bién chitc ning gy doc té bao phu thude b thé ciia né duge

mb ta, vi du nhu, trong WO/0042072, ma duoc két hop & déy dé tham khao.

Nguoi ta co thé thiét ké ving Fc cla khang thé c6 chirc ning tac dong da dugce
thay ddi, vi du nhue, béng cach cai bién su lién Két Clq va/hogc su lién két FcyR va nho
do6 lam thay dbi hoat tinh CDC va/hodc hoat tinh ADCC. "Chirc néng tac dong" chiu
trach nhiém hoat héa hodc 1am giam b6t hoat tinh sinh hoc (vi du nhu, & déi tuong).
Céc vi du vé chirc ning tac dong bao gdm, nhung khong gi6i han &: sw lién két Clg;
su gdy doc té bao phu thudc bd thé (CDC); su lién két thyu thé Fc; sy gdy doc té bao
qua trung gian té bao phu thudc khang thé (ADCC); su thuc bao; su diéu hoa gidm cua
thy thé bé mat t& bao (vi du nhur, thu thé t€ bao B; BCR), v.v.. Chirc nang tic dong nay
¢6 thé doi hoi vimg Fe dugce két hop v6i mién lién két (vi du nhu, mién bién di khang
thé) va c6 thé duge dénh gia bang céch st dung céc thir nghiém khéc nhau (vi du nhu,

thir nghiém lién két Fe, thir nghiém ADCC, thir nghiém CDC, v.v.).

Vi du nhu, nguoi ta co thé tao ra bién thé viing Fc cuia khang thé c6 su lién két
Clq dugc cai thién va su lién Két FeyRIII duge cai thién (vi du nhu, ¢ cé hoat tinh
ADCC duoc cai thién va hoat tinh CDC duoc cai thién). Theo cach khac, néu mong
mudn chtc ning tic dong duge lam gidm hodc duoc loai bo, bién thé ving Fc co thé
duoc thiét ké c6 hoat tinh CDC gidm vd/hodc hoat tinh ADCC giam. Theo cac phuong
4n khac, chi mot trong sd cic hoat tinh nay c6 thé dugc ting 1én, va, mdt cach tuy ¥,
ngoai ra hoat tinh khac giam di (vi du nhu, dé tao ra bién thé vung Fc ¢6 hoat tinh

ADCC dugc cai thién, nhung hoat tinh CDC gidm va nguoc lai).

Su lién két FeRn. Céc dot bién Fe cfing c6 thé duge dua vao va duoc thiét ké dé
lam thay ddi su twong tac cta ching véi thu thé Fc so sinh (FcRn) va céi thién tinh
chét duge dong hoc cia ching. B9 suu tap cua bién thé Fc ngudi c6 lién két duoc cai
thién v6i FcRn d8 duoc mo ta (Shields ez al., (2001). Viéc 1ép ban dd ¢6 do phan giai
cao ciia vi tri lién két trén IgG1 ngudi dbi véi FeyRI, FeyRIL FeyRIII, va FeRn va thiét
ké ctia bién thé IgG1 c6 lién két dugc cai thién v6i FeyR, (J. Biol. Chem. 276:6591-
6604). Nhidu phuong phap da dugc biét dén ma c6 thé dén dén thoi gian ban thai ting
1én (Kuo and Aveson, (2011)), bao gbm su cai bién axit amin c6 thé duge tao ra thong
qua cac k¥ thuat bao gbm su gy dot bién quét alanin, sy gdy dot bién ngiu nhién va

sang loc dé danh gia lién két véi thu thé Fc so sinh (FcRn) va/hodc thude tinh in vivo.
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Cé4c chién luge tinh todn sau d6 1a sy gdy dot bién cling co thé duge st dung dé chon

mot trong sO cac dot bién axit amin dé gdy dot bien.

Do d6 sang ché dé xuit bién thé cta protein lién két khang nguyén c6 su lién
két v6i FcRn dugc tdi vu héa. Theo phuong 4n cu thé, bién thé nay cia protein lién Kkét
khang nguyén c6 chira it nhét 13 mot su cai bién axit amin trong ving Fc clia protein
lién két khang nguyén, trong d6 su cai bién nay duoc chon loc tir nhém gdm c6 226,
227,228, 230, 231, 233, 234, 239, 241, 243, 246, 250, 252, 256, 259, 264, 265, 267,
269, 270, 276, 284, 285, 288, 289, 290, 291, 292, 294, 297, 298, 299, 301, 302, 303,
305, 307, 308, 309, 311, 315, 317, 320, 322, 325, 327, 330, 332, 334, 335, 338, 340,
342, 343, 345, 347, 350, 352, 354, 355, 356, 359, 360, 361, 362, 369, 370, 371, 375,
378, 380, 382, 384, 385, 386, 387, 389, 390, 392, 393, 394, 395, 396, 397, 398, 399,
400, 401 403, 404, 408, 411, 412, 414, 415, 416, 418, 419, 420, 421, 422, 424, 426,
428, 433, 434, 438, 439, 440, 443, 444, 445, 446 va 447 cla vung Fc khi so v6i
polypeptit bd me, trong d6 viéc danh sb cua axit amin trong vung Fc 1a cach ddy sb chi
s6 EU trong Kabat. Theo khia canh khac cuia sang ché su cai bién 13
M252Y/S254T/T256E.

Ngoai ra, cac tai liéu cong bd khac nhau m ta phuong phap thu 14y phan tir c6
hoat tinh sinh 1y ma thdi gian ban thai cia nd duge céi bién, xem vi du nhu
Kontermann (2009) bing céch dua polypeptit lién két FcRn vao trong phin t& hodc
bing cach dung hop phén tir nay véi khang thé ma 4i luc lién két FcRn cla né duge
béao toan nhung i luc dbi vé6i céc thu thé Fc khac di dugc 1am giam nhiéu hoic dung

hop v6i mién lién két FcRn ctia khéng the.

Khang thé dugc tao din xuit c6 thé dugc sit dung dé 1am thay doi thoi gian bén
thai (vi du nhur, thoi gian ban thai trong huyét thanh) clia khang thé b6 me trong dong
vét c6 vii, cu thé 12 ngudi. Céc thay dbi nay c6 thé din dén thoi gian ban thai 16n hon
15 ngay, tét hon 1a 16n hon 20 ngay, 16n hon 25 ngay, 16n hon 30 ngay, 16n hon 35
ngdy, 16n hon 40 ngdy, 16n hon 45 ngay, 16n hon 2 théng, 1on hon 3 thang, 16n hon 4
thang, hodc 16n hon 5 thang. Thoi gian ban thai tdng cua khang thé theo sang ché hodc
cidc manh cua ching trong dong vat c6 v, t6t hon 14 ngudi, dan dén d6 chuén huyét
thanh cao hon cia khang thé hodc manh khang thé & dong vat c6 vu, va do do lam
giam tan sudt dung khang thd hodc manh khang thé va/hoic 1am giam ndéng do cla

khéng thé hodc manh khéng thé duoc dung. Khang thé hodc cac manh cua ching cd
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thoi gian ban thai in vivo tdng cd thé dugc tao ra bing cac ky thuét da biét dbi véi
ngudi cé trinh @ trung binh trong linh vue. Vi du nhu, khang thé hodc cac manh cla
ching c6 thoi gian ban thai in vivo tang co thé duoc tao ra béng cach cai bién (vi du
nhu, thé, 1am khuyét hodc thém) cac gbc axit amin dugc x4c dinh 1a tham gia vao su

twong tac giita mién Fc va thy thé FcRn.

Beltramello va cong s (2010) trude ddy da bao cdo sy cai bién ctia mAb trung
hoa, do khuynh hudéng cla chung dé ting cuong sy nhiém virut dengue, bing céch tao
ra trong do céc géc loxin & cac vi tri 1,3 va 1,2 cua mién CH2 (theo c4ch danh sb doc
nhét IMGT d6i v6i mién C) dugc thé bing cac gbc alanin. Su cai bién ndy, con goi 12
dot bién "LALA", triét tiéu sy lién két khang thé véi FeyRI, FeyRII va FeyRIlla, nhu
mb ta béi Hessell ef al. (2007). Bién thé va mAb tai t& hop khong dugc cai bién dugc
so sanh vé kha ning ciia ching dé trung hda va ting cudng su nhiém béi bbn typ huyét
thanh virut dengue. Bién thé LALA gift lai cing mot hoat tinh trung hoa nhu mAb
khong dugc cai bién nhung hoan toan khong c6 hoat tinh ting cudng. Do d6 céc dot
bién LALA c6 ban chét nay dugc du tinh trong ngir canh ctia khang thé dugc boc 10 &
day.

Su Glycosyl Héa Dugc Thay Déi. Phuong an cu thé cua sang ché 13 khang thé
don dong da dugc phan lap, hodc manh lién két khang nguyén cta chiing, chira glycan
v& co ban ddng nhit ma khong cé axit sialic, galactoza, hodc fucoza. Khang thé don
dong c6 chura vung bién d6i chudi ning va ving bién dbi chudi nhe, ca hai ving nay
c6 thé dugc gin 1an lugt vao cdc ving khong d6i chudi nang hodc chudi nhe. Glycan
vé co ban ddng nhat néu trén c6 thé duogc gin cong héa tri vao ving khéng d6i chudi

nang.

Phuong an khac cua sang ché c6 chira mAb véi kiéu glycosyl héa Fc mdi.
Khéng thé don dong da dugc phan 14p, hoic méanh lién két khang nguyén cua chung,
¢6 mit trong hop phin vé co ban ddng nhit dugc thé hién bang GNGN hoic G1/G2
glycoform. Su glycosyl héa Fc déng vai tro dang ké trong tinh chét khang virut va
khang ung thu clia mAb tri liéu. Sang ché nay di doi véi nghién ciu gin ddy ma thé
hién sy Grc ché virut qua trung gian té bao khang lentivirut ting ciia mAb khang HIV
khéng chira fucoza in vitro. Phuong 4n ndy cua sang ché véi glycan dong nhit thiéu
fucoza 131, thé hién su bao vé ting chéng lai c4c virut cu thé bang hé sb 16n hon hai

13n. Sy loai trir ctia fucoza 13i cai thién tir tir hoat tinh ADCC clia mAb qua trung gian
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t& bao giét ty nhién (NK) nhung dudng nhu ¢6 tac dung trdi nguoc trén hoat tinh
ADCC cta té bao nhén da hinh (PMN).

Khang thé don dong d3 dugc phén 18p, hodc manh lién két khang nguyén cta
ching, ¢6 chtra hop phin vé co ban dbng nhét dugc thé hién bang GNGN hodc G1/G2
glycoform thé hién 4i luc lién két ting d6i voi Fc gamma RI va Fc gamma RIIT dugc
so sanh véi cung mot khang thé ma khong c6 GNGN glycoform vé co ban ddng nhét
va vé6i cac glycoform chira GO, GIF, G2F, GNF, GNGNF hoic GNGNFX. Theo mdt
phuong 4n ciia sang ché, khang thé phan ly tir Fc gamma RI véi Kd bing 1 x 10° M
hodc nho hon va tir Fc gamma RIII véi Kd bang 1 x 10”7 M ho#c nhé hon.

Su glycosyl héa cta ving Fc thuong duge lién két N hodc duoc lién két O.
Duoc lién két N ding d8 chi sy gin cia gbc carbohydrat vao chudi bén cia gbc
asparagin. Su glycosyl hoa lién két v6i O dung Cté chi sy gin ctia mot cia dudng N-
axetylgalactosamin, galactoza, hodc xyloza vao axit hydroxyamin, phé bién nhit 13
serin hoic threonin, mic du 5-hydroxyprolin hodc 5-hydroxylysin cling ¢6 thé duoc st
dung. Céc trinh tr nhén dién d8 gin enzym cua gbc carbohydrat vao cac trinh tir peptit
chudi bén asparagin 1a asparagin-X-serin va asparagin-X-threonin, trong d6 X la axit
amin bt ky khong phai 1a prolin. Do dé, sy c6 midt ciia mot trong cac trinh tu peptit.

nay trong polypepfit tao ra vi tri glycosyl héa tiém ning.

Kiéu glycosyl héa c6 thé dugc thay ddi, vi du nhu, bang cach 1am khuyét mot
hodic nhiéu (cac) vi tri glycosyl héa duge tim thiy trong polypeptit, va/hodc thém mot
hodc nhiéu (c4c) vi tri glycosyl héa ma khong ¢ mét trong polypeptit. Viéc bd sung vi
tri glycosyl hoa vao vung Fc cta khang thé c6 thé dugc thuc hién mdt cach thudn loi
bing c4ch 1am thay ddi trinh tu axit amin sao cho né chira mdt hodc nhiéu trinh
tripeptit dugc mo ta & trén (d6i v6i vi tri glycosyl hoa dugc lién két N). Bién thé
glycosyl héa vi du c¢6 dot bién thé axit amin cta gbc Asn 297 cla chudi ning. Su thay
ddi cling c6 thé dugc tao ra béng cach bd sung, hodc su thé béng, mot hodc nhiéu géc
serin hodc threonin vao trinh ty cta polypeptit ban du (dbi véi vi tri glycosyl hoa
duoc lién két O). Ngoai ra, sy thay dbi ciia Asn 297 thanh Ala c6 thé loai bé mdt trong
c4c vi tri glycosyl hoa.

Theo phuong 4n nhét dinh, khang thé dugc biéu hién trong t€ bao ma biéu hién
beta (1,4)-N-axetylglucosaminyltransferaza III (GnT III), sao cho GnT III bd sung
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GlcNAc vao khang thé IL-23p19. Phuong phép sén xuit khang thé theo kiéu nay dugc
néu trong W0/9954342, WO/03011878, cong bd sang ché 20030003097Al1, va
Umana et al., Nature Biotechnology, 17:176-180, February 1999. Dong té bao co thé
duogc thay dbi aé ting cudng hodc 1am giam hodc triét ti€u su cai bién sau dich ma
nhit dinh, ching han nhu su glycosyl héa, st dung cong nghé bién tap hé gen ching
han nhu Poan Lip Xudi Ngugc Ngén Phan Cach DPéu Dang Cum (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeat - CRISPR). Vi du nhu, cong nghé CRISPR ¢o
thé duoc str dung @8 triét tidu cac gen ma héa cho enzym glycosyl hoa trong té bao 293

hodc CHO dugc sir dung dé biéu hién khang thé don ddng tai t6 hop.

Loai trir tr& ngai trinh ty protein khang thé don dong. Cé thé thiét ké trinh tur
gen bién dbi khang thé thu duogc tir té bao B ngudi dé taing cudng kha ning sin xuét va
dd an toan cta chung. Trd ngai trinh ty protein tiém ning cd thé dwgc nhan dién béng

cach tim kiém md tip trinh tu két hop v6i céc vi tri chira:
D) Géc Cys khong bit cap,
2) Su glycosyl héa dugc lién két N,
3) Su khir amit héa Asn,
4) Su isome héa Asp,
5) Su cit cut SYE,
6) Su oxy hoa Met,
7) Su oxy héa Trp,
8) Glutamat d4u tin cing N,
9) Sy lién két integrin,
10)  Su lién két CD11c/CD18, hoic
11)  Suphén ménh

Céc mo tip nay cd thé bi triét tiéu bang cach thay ddi gen tong hop dbi v6i cADN ma
héa cho khang thé t4i t& hop.

N& luc thiét ké protein trong linh vuc phat trién khéang thé tri liéu kham phé ra
r0 rang réng c4c trinh tu hodc cac géc nhéit dinh c6 lién quan dén su khac biét vé do

hoa tan (Fernandez-Escamilla et al., Nature Biotech., 22 (10), 1302-1306, 2004;
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Chennamsetty et al., PNAS, 106 (29), 11937-11942, 2009; Voynov et al., Biocon.
Chem., 21 (2), 385-392, 2010) R6 rang tir cac dot bién lam thay dbi do hoa tan trong
tai liéu chi ra ring mot s& gbe ua nude ching han nhu axit aspartic, axit glutamic, va
serin g6p phan dérig ké thuan lgi hon vao dd hoa tan protein hon 1a céc gbc wa nuéc,

ching han nhur asparagin, glutamin, threonin, lysin, va arginin.

D6 én dinh. Khang thé c6 thé dugc thiét k& dé 6 tinh chat ly sinh dugc tang
cuong. Ngudi ta ¢o thé sir dung nhiét do ting dé mé cuon khang thé dé xac dinh do bn
dinh twong dbi, st dung nhiét do néng chay biéu kién trung binh. Phép Do Nhiét
Luong Quét Vi Sai (Differential Scanning Calorimetry - DSC) do nhiét dung, C,, cia
phén tr (nhiét cAn @8 1am 4m n6, cho mdi do) dudi dang ham sb ctia nhiét d6. Ngudi ta
¢6 thé st dung DSC d& nghién ctru @0 n dinh nhiét cla khng thé. Dit liéu DSC dbi
véi mAb dic biét tha vi vi né doi khi phan gidi sy mé cudn cua mién riéng 18 & trong
cAu tric mAb, tao ra Ién dén ba dinh trong biéu dd nhiét (tir su m& cudn cla cac mién
Fab, Cy2, va Cy3). Thong thuong su mé cudn cua mién Fab tao ra dinh manh nhét.
Bién dang DSC va do én dinh tuong d6i ciia phan Fe thé hién sy khic biét dic trung
dbi v6i cac phan 16p IgGy, IgGy, IgGs, va IgGy ngudi (Garber and Demarest, Biochem.
Biophys. Res. Commun. 355, 751-757, 2007). Nguoi ta cling 6 thé x4c dinh nhiét 4o
néng chay bidu kién trung binh bang cach st dung tinh ludng hudng sic tron (CD),
dugc thyc hién v6i quang phd ké CD. Phd CD UV xa dugc do dbi vi khang thé trong
khoang gia tri tir 200 dén 260 nm & luong gia ting bang 0,5 nm. Phé cubi cing c6 thé
duoc x4c dinh dudi dang gia tri trung binh cia 20 1an tich liy. Cac gid tri d0 det géc co
thé dugc tinh sau khi trir gia tri nén. Sy mé cudn béng nhiét cia khang thé (0,1 mg/ml)
c6 thé dirqc theo d6i & 235 nm tr 25-95 °C va tdc do gia nhiét 1a 1 °C/phit. Nguoi ta
c6 thé sir dung tan sic 4anh sang dong luc (dynamic light scattering - DLS) dé danh gia
xu huéng két tu. DLS duoc sir dung dé x4c dinh dic diém kich thuéc cta cac hat khac
nhau bao gdm protein. Néu hé théng nay khong phan tan vé kich thude, duong kinh
hiéu qua trung binh cta hat ¢é thé dugc xac dinh. Phép do nay phu thudc vao kich
thuéc cua 181 hat, kich thudc cua cAu tric bé mit, va néng do6 hat. Vi DLS vé co ban
do su dao dong cla cudng d§ anh sdng bi tan sic do hat, hé sb khuéch tan caa hat ¢
th duge x4c dinh. Phan mém DLS trong thiét bi DLA thuong mai thé hién quén thé
hat & cac dudong kinh khac nhau. Nghién ctru vé d6 6n dinh co thé dugc thuc hién mot

céch thuén tién bing cach st dung DLS. Céc sb do DLS ctia mAu c6 thé thé hién liéu
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hat ¢6 két tu theo thdi gian hodc v6i su thay déi nhiét do hay khong bang cach xéc
dinh liéu bén kinh thiy lyc cia hat ¢6 ting 1én hay khong. Néu hat két ty, ngudi ta c6
thé nhin thiy quan thé 16n hon ctia hat c6 ban kinh 16n hon. P 6n dinh phu thudc vio
nhiét d6 c6 thé dugc phén tich bang cach kiém soat nhiét do in situ. Cac k¥ thuit dién
di mao din (capillary electrophoresis - CE) bao gdm phuong phép di dugc ching
minh d& xac dinh cic diu hidu ciia @6 dn dinh khéng thé. Ngudi ta c6 thé st dung
phuong phap iCE dé phan giai bién thé dién tich protein khang thé do sw khir amit héa,
lysin dau tin cing C, su sialyl hoa, sur oxy hoéa, su glycosyl hoa, va bét ky su thay dbi
nao khéc d6i v6i protein ma c6 thé din dén su thay ddi cia pl clia protein. MBJi protein
khang thé da duoc bidu hién c6 thé dugc danh gia bang tap trung ding dién dung dich
tu do, thong lugng cao (IEF) trong ct mao dan (cIEF), st dung Protein Simple
Maurice. Su phét hién do hép thu UV toan bd cot co thé dugc thuc hién 30 gidy mot
14n dé theo doi thoi gian thuc phan tir tip trung & diém ding dién (pI). Phuong phap
nay két hop d6 phan giai cao cua gel truyén thong IEF véi vu diém vé sy dinh lugng
va SL_I tir dong dugc phét hién & sy tach dua trén ct trong khi loai b6 nhu cu dbi vai
budc huy dong. Ky thuit ndy tao ra phan tich dinh lugng, co thé 1ap lai vé cac bién
dang d¢ tuong ddng, do tinh khiét, va d khong ddng nhét dbi véi khéng thé d3 dugc
biéu hién. Két qua xac dinh do khong dong nhat dién tich va dinh c& phén tir trén
khang thé, v6i ca hai ché d6 phat hién do hip thu va d phat huynh quang tw nhién va
v6i @0 nhay cua sy phat hién ha Xuéng 0,7 ug/ml.

D6 hoa tan. Nguoi ta ¢o thé x4c dinh diém d6 hoa tan ndi tai ctia cdc trinh tu
khéng thé. Diém do hoa tan ndi tai c6 thé duge tinh bang cach st dung CamSol
Intrinsic (Sormanni et al., J Mol Biol 427, 478-490, 2015). Céc trinh tu axit amin di
v6i céc gbe 95-102 (cach dénh sb Kabat) trong HCDR3 clia mdi manh khéng thé
ching han nhu scFv ¢6 thé dugc danh gia thong qua chuong trinh truc tuyén dé tinh
- diém do hoa tan. Ngudi ta cling ¢6 thé xac dinh do hoa tan bing cach st dung cac k¥
thuat phong thi nghiém. Céc k¥ thuat khac nhau tdn tai, bao gdm bd sung protein da
dugce 1am kho lanh vao dung dich dén khi dung dich tr& nén bdo hoa va dat dén gidi
han d6 hoa tan, hodc cd bﬁmg cach siéu loc trong thiét bi co rat nhé véi ngudng ngét
khéi luong phén tir thich hop. Phuong phap don gidn nhét 14 gay ra sy két tia vo dinh
hinh, ma do d6 hoa tan protein bang cach sir dung phuong phép gdm sy két tiia protein

stt dung amoni sulfat (Trevino et al., J Mol Biol, 366: 449-460, 2007). Su két tia
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amoni sulfat mang lai thong tin nhanh va chinh xac v& cac gia tri d6 hoa tan tuong dbi.
Su két tia amoni sulfat tao ra dung dich d& dugc két tha véi cac pha nude va rin d3
duoc dinh 6 va can luong tuong d6i nho cua protein. Cac phép do d6 hoa tan dugc
thue hién bang cach sir dung gly ra su két tiia vo dinh hinh bing amoni sulfat cling ¢6
thé dugc thuc hién dé dang & céac gia tri d0 pH khac nhau. DO hoa tan protein phu
thudc nhiéu vao d6 pH, va do pH dugc coi 1a yéu td bén ngodi quan trong nhit ma anh

hudng dén d hoa tan.

Khé ning tu phan tmg. Thong thudng, ngudi ta cho rang cac dong tu phan Gng
can bj triét tiéu trong qué trinh phat sinh cé thé bang su chon loc 4m tinh, tuy nhién
diéu nay tr& nén 10 rang rang nhiéu khéng thé ¢6 trong tu nhién & ngudi ¢ tinh chét tu
phan g van con & kho truéng thanh & ngudi trudng thanh, va kha nang tu phan tng
c6 thé ting cudng chirc ning khang virut cla nhidu khang thé dbi véi tac nhan ghy
bénh. Da chimg minh dugc rang cac vong HCDR3 trong khang thé trong qua trinh
phét trién t& bao B sém thudng gidu dién tich duong va thé hién kiéu tw phan tng
(Wardemann et al., Science 301, 1374-1377, 2003). Nguoi ta c6 thé thtr nghiém khang
thé duoc d& xuit vé kha ning ty phan Gng bing cach danh gia mic d lién Kkét voi té
bao c¢6 ngudn gbe tir ngudi trong kinh hién vi (bang céch st dung té bao biéu mo HeLa
hoic HEp-2 dinh) va nhuém mau bé mit t& bao dém té bao theo dong (bing cach
huyén phu t& bao T Jurkat va té bao thén phdi nguoi 2938). Kha néng tw phan tng
cling ¢6 thé dugc khao sat bang céach sir dung sy danh gia vé su lién két v6i mo trong

cac mang mo.

Cac gbe duge vu Tién ("Mitc Do Gidng Ngudi"). Xac dinh trinh tur sau kho té
bao B cta té bao B ngudi tir ngudi cho méu dugc thuc hién trén quy moé rgng trong
nhidu nghién ctru gan ddy. Thong tin trinh tur vé phan dang ké ctia kho khang thé ngudi
1am thuan loi cho su dnh gid théng ké ciia c4c déu hiéu trinh ty khang thé chung &
- ngudi khoe manh. Véi hiéu biét vé cac ddu hiéu trinh ty khéang thé trong co s& dit liéu
tham chiéu gen bién d6i khang thé ti t6 hop ngudi, mac d dic hiéu vi tri cua "mirc
d6 gidng ngudi" (HL) cla trinh tu khang thé ¢6 thé dugc udce tinh. HL d3 dugc ching
minh 12 hitu dung dé phét trién khang thé trong Gmg dyung 1am sang, nhu khéng thé tri
liéu hodc khang thé 1am véc xin. Muc dich 12 dé 1am ting muc do gibng nguoi clia
khang thé dé 1am giam tac dung c6 hai c6 thé c6 va dép g mién dich khéng khéng

thé ma s& din dén hiéu qua giam di dang ke cua thudc khang thé hodc 6 the gdy ra
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bién chung strc khde nghiém trong. Ngudi ta ¢d thé d4nh gia dic diém khang thé cia
kho khéang thé két hop ciia ba ngudi cho mau khée manh c6 tbng cong khoang 400
tridu trinh tu va tao ra diém "murc d6 giéng ngudi twong d61” méi (fHL) ma tap trung
trén ving siéu bién ctia khang thé. Piém rHL cho phép ngudi ta d& dang phan biét gitra
c4c trinh tu cta ngudi (diém duong) va khong phai cua ngudi (diém am). Khang thé c6

thé duoc thiét ké dé triét tiéu cdc gdc ma khong pho bién ¢ kho clia ngudi.

D.  Khang Thé Pon Chudi

Manh bién dbi don chudi (scFv) 12 sy dung hop ciia ving bién déi cta chudi
ning va chudi nhe ciia globulin mién dich, dugc lién két v6i nhau bing cau ndi ngin
(thudmg serin, glyxin). Phan tr kham nay gitt lai do ddc hi¢u cua globulin mién dich
ban du, du loai b cic ving khong ddi va dua vao cdu nbi peptit. Su cai bién nay
* thudng dé lai 6 dic hiéu khong thay dbi. Céc phan tir ndy duge tao ra trong lich sir dé
lam thuén loi cho su hién thi phago trong d6 nd rat thudn tién dé biéu hién mién lién
két khang nguyén duéi dang peptit don 1é. Theo cach khic, scFv c6 thé dugc tao ra
truc tiép tir chudi ning va chudi nhe da dugc tich dong phu 6 ngudn gdc tir t& bao lai
hodc té bao B. Cac manh bién ddi don chudi thiéu ving Fc khong dbi dugce phét hién
trong phan tir khang thé hoan chinh, va do d6, cac vi tri lién két thong thuong (Vi du
nhu, protein A/G) dugc st dung @8 tinh ché khang thé. Cac manh ndy c6 thé thuong
dugc tinh ché/duoc gitt ¢b dinh bing céach st dung Protein L vi Protein L twong tac véi

ving bién ddi ctia chudi nhe kappa.

CAu nbi linh hoat thuong gém cé cac gbc axit amin thic diy xoin va quay
ching han nhu alanin, serin va glyxin. Tuy nhién, c4c gbc khac co thé ciing hoat dong.
Tang va céng sw (1996) duogc sit dung su hién thi phago lam phuong thitc chon loc
nhanh cic ciu néi di dugc didu chinh dbi v6i khang thé don chudi (scFv) tir thu vién
cAu nbi protein. Thu vién cau ndi nglu nhién dugce xay dung trong d6 céc gen dbi véi
c4c midn bién dbi chudi ning va chudi nhe dugc lién két bing doan ma héa cho
polypeptit c6 18-axit amin cta hop phén bién ddi. Kho scFv (xdp xi 5 x 10° thanh
phén khac nhau) dugc hién thi trén phago dang soi va dugce dua di chon loc ai lyc b%m.g
hapten. Quan thé ctia bién thé duge chon loc thé hién su ting 1én déng ké ctia hoat tinh

lién két nhung gitt lai d6 da dang trinh tr dang cht ¥. Viéc sang loc 1054 bién thé
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riéng 1€ sau d6 thu dugc scFv c6 hoat tinh xtc tac ma dugc san xuat mot cach hiéu qua
& dang hoa tan. Phan tich trinh ty phét hién ra prolin dugc béo toan trong hai goc cau
ndi sau dau tin cung C ctia Vg va d6 nhiéu cla arginin va prolin & vi tri khac nhu la

dAu hiéu chung duy nhét ctia doan budc duoc chon loc.

Khang thé ti t6 hop theo séng ché ciing c6 thé gdm céc trinh ty hodc gbc ma
cho phép su dime héa hodc su multime héa cua thy thé. Cac trinh tu ndy bao gém cac
trinh tu c6 ngudn gbc tir IgA, ma cho phép tao thanh multime két hop véi chudi J.
Mién multime héa khaic 13 mién dime héa Gal4. Theo céc phuong an khéc, céc chudi
c6 thé duogc cai bién bang tac nhan ching han nhu biotin/avidin, ma cho phép két hop
hai khang thé.

Theo phuong an riéng &, khang thé don chudi c6 thé duoc tao ra bing cach két
hop chudi nhe va chudi ning thu thé bang cach sir dung cau nbi khong phai 12 peptit
ho#c don vi héa hoc. Thong thuong, chudi nhe va chudi ning dugc san xuét trong té
bao khac bidt, duoc tinh ché, va tiép d6 dugc lién két véi nhau theo kiéu phi hop (ske
la, ddu tan cung N ctia chudi ning dugc gén vao dau tan cung C cla chudi nhe thong

qua cau héa hoc ph hop).

Chét phan tng lién két chéo duge sit dung dé tao thanh cau phan tr ma bude
c4c nhém chirc ciia hai phan tir khéc nhau, vi du nhu, tdc nhin lam dn dinh va dong tu.
Tuy nhién, du tinh réng dime hodc multime cua cung mot chét tuong tu hodc phirc hop
dang heterome gém 6 cac chét turong tu khac nhau cd thé dugc tao ra. D& lién két hai
hop chit khac nhau theo phuong thirc timg budc, ciu ndi chéo hai chuc di loai c6 thé

dugc sit dung ma loai trr sy tao thanh homopolyme khdng mong mudn.

Cau ndi chéo hai chirc ning di loai vi du chira hai nhém phan tng: mét nhém
phan Gng v6i nhém amin bac mot (vi du nhw, N-hydroxy sucxinimit) va nhom kia
phan tmg véi nhém thiol (v du nhu, pyridyl disulfua, maleimit, halogen, v. v.). Thong
qua nhém phan Ung amin bac mot, ciu nbi chéo c6 thé phan g véi (cac) gbc lysin
cua mot protein (vi du nhu, khang thé hodc manh d duoc chon loc) va thong qua
nhém phan tng thiol, cAu ndi chéo, da dugc bude vao protein thi nhét, phan tmg véi

gbc xystein (nhém sulthydryl tr do) ctia protein khéc (vi du nhuw, tac nhén chon Igc).

Ut tién 13 ciu ndi chéo c¢6 d6 on dinh hop ly trong méau duge sir dung. Nhiéu

loai cia cau ndi chira lién két disulfua d& dugc bict dén ma c6 thé dugc st dung thanh
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cdng dé lién hop tac nhén nhim dich va tri liéu/phong ngira. CAu ndi ma chira lién két
disulfua ma bi can tré khong gian co thé ching t4 tao ra 4o 4n dinh in vivo 16n hon,
ngin nglra sy gidi phong cua peptit nhim dich trude khi d&én duge vi tri tdc dong. Do
d6 cac cdu nbi nay 13 mot nhém cia cac tac nhan lién két.

Chét phan tng lién két chéo khac 13 SMPT, ma 13 ciu néi chéo hai chic ning
chira lién két disulfua ma "bi can tr& khong gian" boi vong benzen lién k& va cac nhém
metyl. Ngudi ta tin ring su can tré khong gian cia lién két disulfua déng vai trd 1am
chtrc ning bao v¢ lién két khoi bi tn cong bdi anion thiolat ching han nhu glutathion
ma c6 thé c6 mit trong md va méu, va béi n6 gitip ngan ngtra viée khir ghép nbi cia
thé lién hop trude khi phan phéi tac nhan da dugc ghn dén vi tri dich.

Chét phan (g lién két chéo SMPT, nhu v6i nhidu chit phan tng lién két chéo
@3 biét khac, muon kha nang dé lién két chéo cac nhom chirc ching han nhu SH cla
xystein hodc amin bic mét (vi du nhur, nhém amino epsilon ciia lysin). Loai ¢6 thé ¢
khac ctia ciu ndi chéo bao gdm phenylazit phan tng anh sang hai chirc néng di loai
chira lién két disulfua c6 thd phan cit ching han nhu sulfosucxinimidyl-2-(p-azido
salicylamido) etyl-1,3'-dithiopropionat. Nhom N-hydroxy-sucxinimidyl phdn Umg véi
c4c nhém amino bac mdt va phenylazit (khi quang phan) phan tng khong chon loc véi

gbc axit amin bat ky.

Ngoai ciu néi chéo bi can trd, ciu nbi khong bi can trd cling co thé dugc sir
dung theo sang ché. Cac ciu ndi chéo hiru dung khac, khong dugc coi 1a chira hodc tao
ra disulfua da dugc bao vé, bao gdm SATA, SPDP va 2-iminothiolan (Wawrzynczak
& Thorpe, 1987). Viéc sir dung ciu néi chéo nay duoc hiéu 18 trong linh vuc. Phuong

an khac gom viéc st dung cau noi linh hoat.

Bing Séing Ché My 4,680,338, md ta ciu ndi hai chirc nang hitu dung dé san
xuét thé lién hop ciia phéi ti v6i polyme va/hodc protein chira amin, déc biét la dé tao
thanh thé lién hop khéng thé v&i chét chelat hoa, thudc, enzym, nhan co thé phat hién
duoc va dang tuong tir. Céc Bing Sang Ché My 5,141,648 va 5,563,250 boc 10 thé lién
hop c6 thé phan cét duoc chira lién két khong bén ma c6 thé phan cét dugc trong nhidu
diéu kién diu nhe. Cu nbi nay dic biét hitu dung trong d6 tac nhan dugc quan tdm cd

thé duoc lién két truc tiép véi cau noi, v6i su phan cat dan dén su giai phéng cua tac
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nhan hoat tinh. Viéc st dung cu thé bao gdm bd sung nhém amino ty do hozc

sulthydryl te do vao protein, ching han nhu khang thé, hoic thude.

Bing Sang Ché My 5,856,456 @& xuét cAu ndi peptit dé str dung trong viéc két
néi cac thanh phan ciu tao polypeptit dé tao ra protein dung hop, vi du nhu, khang thé
don chudi. CAu ndi c6 chidu dai 1én dén khoang 50 axit amin, chtra it nhét 13 mot 1an
xuét hién cla axit amin tich dién (t6t hon 12 arginin hogc lysin) sau d¢ la prolin, va dac
trung boi do én dinh 16n hon va su két tu gidm di. Bing Sang Ché My 5,880,270 boc

16 ciu ndi chira aminooxy hiru dung trong nhiéu k¥ thuat chan doén mién dich va tach.
E.  Khéang Thé Pa Dic Hiéu

Theo phuong 4an nhét dinh, khang thé theo séng ché 13 dic hidu kép hodc da dic
hiéu. Khang thé dac hiéu kép Ia khang thé ma c6 tinh dic hiéu lién két dbi véi it nhét
14 hai epitop khac nhau. Khang thé dac hiéu kép vi du co thé lién két v&i hai epitop
khéc nhau cua khang nguyén don [é. Khang thé khac ndy c6 thé két hop vi tri lién két
khang nguyén thir nhat v6i vi tri lién két @i véi khang nguyén thir hai. Theo cach
khic, nhanh khang tac nhin gay bénh c6 thé duge két hop v6i nhanh ma lién két véi
phan tir kich hoat trén & bao bach ciu, ching han nhur phan tir thu the té bao T (vi du
nhu, CD3), hodc thu thé Fe déi véi IgG (FeyR), ching han nhu FeyRI (CD64), FeyRII
(CD32) va Fc gamma RIII (CD16), nho d6 tép trung va khu biét co ché bao vé té bao
dén t& bao bi lay nhiém. Khang thé ddc hiéu kép cling ¢6 thé dugc st dung dé khu biét
tac nhan gdy doc té bao dén té bio bi 1ay nhiém. Céc khang thé nay c6 nhanh lién két
tic nhan giy bénh va nhanh ma lién két tac nhan giy doc té bao (vi du nhu, saporin,
khang interferon-a, vinca alkaloit, chudi A ricin, methotrexat hodc hapten dé‘)ng Vi ¢O
hoat tinh phéng xa). Khang thé dic hiéu kép c6 thé duoc diéu ché dudi dang khang thé
hodic manh khéng thé chidu dai ddy da (vi du nhu, khéng thé dic higu kép F(ab'),).
WO 96/16673 mo ta khang thé khang ErbB2/khang Fc gamma RIII ddc hiéu kép va
Bing Sang Ché My 5,837,234 boc 16 khang thé khéng ErbB2/khing Fc gamma RI dac
hiéu kép. Khang thé khang ErbB2/Fc alpha dic hi¢u kép dugc thé hién trong
W098/02463. Bing Sing Ché My 58215337 dé cap dén khing thé khing
ErbB2/khang CD3 déc hiéu kép.

Phuong phép tao ra khang thé dic hiéu kép da dugce biét dén trong linh vyuc. Su

san xut theo truyén thdng ctia khang thé dac hiéu kép chiéu dai ddy da dua trén su
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bidu hién ddng thdi cta hai cdp chudi ndng-chudi nhe globulin mién dich, ma tai d6
hai chudi c6 tinh dic hiéu khac nhau (Millstein ef al., Nature, 305:537-539 (1983)).
Bd&i vi sép xép ngiu nhién chudi nang va chudi nhe globulin mién dich, céc thé lai nay
(quadroma) tao ra hdn hop tidém ning cia mudi phén tir khing thé khac nhau, ma trong
d6 chi ¢6 mot hdn hop c6 cdu tric dac hidu kép chinh xac. Viée tinh ché phan tir chinh
xac, thudng dugc thuc hién theo céc bude sic ky 4i Ire, thi kha phuc tap, va hiéu sudt
san phém thép. Céc quy trinh twong tu duge boc 10 trong tai lieu WO 93/08829, va
trong tai liéu Traunecker et al., EMBO I., 10:3655-3659 (1991).

Theo phuong phap khéc, ving bién dbi khang thé véi tinh dc hiéu lién két (vi
trf két hop khéng thé-khing nguyén) mong mudn dugc dung hop véi céac trinh tur mién
khong dbi globulin mién dich. Tét hon 13, sw dung hop 1a véi mién khong dbi chudi
nang Ig, c6 chua it nhét 13 mot ph?m ctia ban 18, cac ving Cpp, va Cys. Uu tién 13 ¢
ving khong d8i chudi nang tht nhit (C) chira vi tri can thiét dé lién két chudi nhe,
c6 & it nhat 1a mot trong cac thé dung hop. ADN ma héa cho thé dung hop chudi ning
globulin mién dich va, néu mudn, chudi nhe globulin mién dich, dugc cai xen vao cac
vecto biéu hién riéng 1€, va dugce chuyén nap dong thdi vao t& bao thich hop. Diéu nay
mang lai sy linh hoat 16n hon trong vigc didu chinh ty 1& 14n nhau cta ba manh
polypeptit theo cdc phuong an khi sir dung céc ty 1¢ khong can bang ctia ba chubi
polypeptit duge st dung trong viéc xay dung mang lai hiéu suit t6i wu ciia khéng thé
dic hiéu kép mong mudn. Tuy nhién, c6 thé cai xen trinh tu m3 hda cho hai hodc cé ba
chudi polypeptit vao vecto bidu hién don 1¢ khi biéu hién it nhét 13 hai chudi polypeptit
Gty 1€ béng nhau din dén hiéu suét cao hoic khi ti 1& khong co tac dung déng ké 1én

hiéu suit cta td hop chudi mong muodn.

Theo phuong 4n cu thé ctia phuong phép nay, khang thé dic hidu kép dugc tao
thanh tu: chudi ning globulin mién dich lai c6 d6 dic hi¢u lién két th nhit & mot
nhanh, va cdp chudi nhe-chudi ning globulin mién dich lai (tao d0 dac hiéu lién Kkét
thtr hai) & nhanh khéac. Pa phét hién ra ring cAu tric bét dbi xtmg ndy tao thuén lgi cho
viéc phén tach hop chét dic hiéu kép mong mudn khoi dang két hop chudi globulin
mién dich khong mong mudn, bdi vi sy c6 mit cta chudi nhe globulin mién dich chi &
mot nira clia phéan tir ddc hiéu kép mang lai cach phén tach dé dang. Phuong phép nay
duge boc 10 trong tai lidu WO 94/04690. D& chi tiét hon vé viée tao ra khéng thé dic
hiéu kép xem tai liéu, vi du, Suresh ez al., Methods in Enzymology, 121:210 (1986).
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Theo phuong phép khéac duge md ta trong tai liéu Bing Séng Ché My 5731168,
mit phin céch gitta cdp phan tir khdng thé c6 thé dugc thiét ké dé t6i da héa ty 1€ phan
tr3m cia cac dime khéc loai ma dugc thu hdi tir mdi trudng nudi chy té bao tai td hop.
M3t phén cach uu tién c6 chira it nhit 13 mét phan cia mién Cys. Trong phuong phép
nay, mot hodc nhiéu chudi bén axit amin nho tir mit phin cach cta phén tir khang thé
thir nhét dugc thay thé bang chudi bén 16n hon (vi du, tyrosin hodc tryptophan). Tao ra
“cac hbe” bi trir ¢6 kich thude tuong ddng hodc twong tu so véi (cac) chudi bén 1én
trén mat phan cich cia phan tr khang thé thr hai bang céach thay thé chudi bén axit
amin 16n bang chudi bén axit amin nhé hon (vi du, alanin hogc threonin). Diéu nay
mang lai co ché 1am tang hiéu sudt ciia dime khéc loai ngoai céc sin phdm cudi khong

mong mudn khéc chang han nhu dime cung loai.

Khang thé dic hiéu kép bao gdm khang thé dugc lién két chéo hodc "lién hop
khéc loai". Vi du nhu, mét trong cic khang thé trong lién hop khéc loai ¢d thé dugc
ghép cip voi avidin, khac véi biotin. Cac khang thé nay, vi du, dugc dé xuét dé hudéng
dich té bio hé mién dich dén té bao khong mong mudn (Bing Sang Ché My
4,676,980), va dé diu tri sy nhiém HIV (WO 91/00360, WO 92/200373 va EP
03089). Khang thé lién hop khéc loai ¢o thé dugc tao ra bang cach sit dung phuong
phap lién két chéo phit hop bt ky. Chit lién két chéo thich hop da biét & trong linh
vue va dugc bde 10 trong Bang Sang Ché My 4,676,980, cing v6i mot s6 k¥ thuat lién
két chéo.

Céc k¥ thuat tao ra khang thé dic hiéu kép tir cac manh khang thé d3 duge mo
ta trong tai liéu. Vi du, khing thé dac hiéu kép co thé dugc didu ché béng cach sir dung
lién két hoa hoc. Brennan ef al., Science, 229: 81 (1985) md ta quy trinh trong d6 cac
khang thé nguyén ven dugc phén cit bing cach phén giai protein dé tao ra manh
F(ab"),. Cac manh nay dugc khir khi ¢6 mat chét tao phirc dithiol, natri arsenit, dé lam
n dinh dithiol k& c4n va ngan cén sy hinh thanh disulfua n¢i phén tir. Sau d6 manh
Fab' tao ra dugc chuyén héa thanh dén xuit thionitrobenzoat (TNB). Sau d6 mét trong
céc din xuit Fab’-TNB dugc chuyén héa lai thanh Fab'-thiol bang cach khir véi
mercaptoetylamin va dugc tron véi lugng déng mol ciia dAn xuit Fab-TNB khic dé
tao fa khang thé ddc hiéu kép. Khéng thé dac hiéu kép tao ra ¢ thé duoc st dung 1am

cac chat cho su ¢6 dinh ¢6 chon loc cua enzym.
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Hién c6 céc k¥ thuit ma lam thuédn lgi cho sy thu hdi truc tiép ciia cac manh
Fab'-SH tir E. coli, ma ¢6 thé dugc ghép néi héa hoc @ tao thanh khang thé dic hiéu
kép. Shalaby et al., J. Exp. Med., 175: 217-225 (1992) md ta su san xuét cia phan tir
F(ab"), khang thé dic hiéu kép dugc lam cho gidng ngudi. Mbi ménh Fab' dugc tiét
mdt cach riéng ré& khoi E. coli va dugce dua di ghép ndi héa hoc trure tiép in vitro dé tao
ra khang thé dic hidu kép. Do d6 khéng thé dic hiéu kép dugc tao thanh c6 thé lién két
v6i té bao bidu hién qua muc thy thé ErbB2 va té bao T ngudi binh thudng, cling nhu
14 kich hoat hoat tinh dung giai ctia t& bao lympho gy doc té bao ngudi chdng lai dich
khéi u vii ngudi.

Céc ky thuat khac nhau d& tao ra va phan 14p manh khang thé dc higu kép truc
tiép tir mobi truong nudi chy tai t6 hop cling d3 dugc mo ta (Merchant et al., Nat.
Biotechnol. 16, 677681 (1998). doi:10,1038/nbt0798-677pmid:9661204). Vi du,
khang thé dic hiéu kép di dugc tao ra béng cach sir dung “khoda kéo” loxin (Kostelny
et al., J. Immunol., 148(5):1547-1553, 1992). Céc peptit “khoa kéo” loxin tir cac
protein Fos va Jun duoc li€n két v6i cac phan Fab' ciia hai khéng thé khac nhau bang
cach dung hop gen. Khing thé dime ctng loai bi khit & ving ban 18 @ tao ra cic
monome va sau d6 oxy héa lai dé tao ra dime khac loai khang thé. Phuong phap nay
cling ¢6 thé duge st dung d8 san xuit homodime khang thé. Cong nghé "diabody"
duoc mo ta boi Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993) dé
xuét co ché thay thé dé tao ra manh khang thé dic hiéu kép. Cac manh c6 chira Vy ndi
v6i V. bang ciu ndi ma qui ngin dé cho phép bét cip gitta hai mién trén cling mot
chudi. Theo dé, cac mién Vy va Vi ciia mot méanh bi ép bude bét cdp véi cac mién V¢
va Vg b sung ctia manh khac, nhd d6 tao thanh hai vi tri li€n két khang nguyén. Chién
luoc khac dé tao ra manh khéng thd dic hidu kép bing cich st dung dime Fv don

chudi (sFv) ciling d3 dugc bo cdo. Xem Gruber et al., J. Immunol., 152:5368 (1994).

Theo phuong 4n cu thé, khang thé dic hiéu kép hodc da dic hiéu co thé duogc
tao thanh du6i dang phitc hgp DOCK-AND-LOCK™ (DNL™) (xem, vi du nhu, cac
Bing Séng Ché My 7,521,056 7,527,787; 7,534,866; 7,550,143 va 7,666,400, phan Vi
du thue hién sang ché ctia mdi tai liéu nay dugc két hop & day dé tham khao.) Thong
thuong, k¥ thuat nay c6 uu diém cta su tuong tac lién két dic hiéu va 4i luc cao ma
x4y ra gitra trinh tu mién dime hoa va gén két (DDD) ctia tiéu don vi diéu hoa (R) cta

protein kinaza phu thuéc cAMP (PKA) va trinh tu mién neo (AD) c6 nguﬁ‘)n géc tr
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protein AKAP bét k¥ trong sb nhiéu protein AKAP (Baillie et al., FEBS Letters. 2005,
579: 3264; Wong and Scott, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2004; 5: 959). Céc peptit DDD
va AD c6 thé dugc gin vao protein, peptit hodc phan tir khac bat ky. Vi cac trinh tu
DDD dime héa tu phat va lién két vai trinh tu AD, k§ thuit ndy cho phép su tao thanh
ctia phirc hop gifta cac phan tir dugce chon loc bét ky ma c6 thé duge gén vao céc trinh
tu DDD hodc AD.

Khang thé ¢6 hon hai héa tri duoc du tinh. Vi dy, ¢6 thé diéu ché khang thé dic
hiéu ba trong mot (Tutt et al., J. Immunol. 147: 60, 1991; Xu et al., Science,
358(6359):85-90, 2017). Khang thé da héa tri c6 thé dugc ndi tai héa (vi/hodc duge di
héa) nhanh hon khang thé hoa tri hai bang té bao biéu hién khéng nguyén ma khang
thé lién két v6i. Khang thé theo séng ché c6 thé 1a khang thé da héa tri v6i ba hodc hon
ba vi trf lién két khang nguyén (vi du nhuw, tkhang thé héa tri bdn), ma c6 thé dugc sin
xuit d& dang bing su biéu hién tai t& hop cia axit nucleic ma hoéa cho céc chudi
polypeptit cua khang thé. Khang thé da hoa tri co th8 c6 chira mién dime hoéa va ba
hodc hon ba vi trf lién két khang nguyén. Mién dime héa duge wu tién c6 chira (hodc
gdm c6) ving Fc hodc ving ban 18. Trong truong hop nay, khang thé c6 chira ving Fc
va ba hodc hon ba vi tri lién két khang nguyén & dAu tan cung amino ddi véi ving Fe.
Khang thé da héa tri dugc uvu tién & ddy c6 chira (hodc gbm c6) tir ba dén khoang tam,
nhung t6t hon 12 bén, vi tri lién két khang nguyén. Khang thé da héa tri c6 chira it nhat
12 mdt chudi polypeptit (va tdt hon 1a hai chudi polypeptit), trong dé (céc) chudi
polypeptit cé chira hai hodc nhiéu hon hai ving bién ddi. Vi dy, (céc) chudi polypeptit
c6 thé c6 chita VD1-(X1),-VD2-(X2),-F, trong d6 VDI la ving bién ddi thir nhat,
VD2 1 ving bién dbi thit hai, Fe 1 mot chudi polypeptit cua vung Fc, X1 va X2 thé
hién axit amin hoic polypeptit, van bang 0 hozc 1. Vi dy, (c4c) chudi polypeptit co thé
cé chita: chudi VH-CHI1-ciu ndi linh hoat-VH-CHI1-ving Fc; hodc chudi VH-CH1-
VH-CHI-ving Fe. Khang thé da héa tri & ddy t6t hon 12 con chira it nhat 12 hai (va 6t
hon 14 bdn) polypeptit ving bién dbi chudi nhe. Khang thé da héa trj & ddy c6 thé, vi
du nhu, c6 chia tir khodng hai dén khoang tam polypeptit ving bién dbi chudi nhe.
Polypeptit vung bién d6i chudi nhe duoc dy tinh & ddy co chira vung bién ddi chudi

nhe va, mét cach tity ¥, con chira mién Cr.

Su cai bién dién tich dic biét hiru dung trong trudng hop cua khang thé da dic

hiéu, trong d6 cc dot bién thé axit amin trong phan t& Fab dan dén 1am giam su bét
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cip nhim ctia chudi nhe véi chudi ning khong #n khép (san phdm phu kiéu Bence-
Jones), ma c6 thé xdy ra dé san xuét phan i lién két khang nguyén dic hiéu kép/da
dic hiéu dua trén Fab vdi su trao ddi VH/VL & mdt (hoidc hon, trong truong hop cia
phéan tr ¢6 chira hon hai phan tir Fab lién két khang nguyén) cta c4c nhanh lién két cta
ching (ciing xem cong b3 PCT s6 WO 2015/150447, cu thé 1 cac vi du & trong do,

duoc két hop & day dé tham khao dén toan bd ndi dung cta nd).
Theo do, theo phuong én cu thé, khang thé chira trong tic nhén tri liéu c6 chira
(2) phan tit Fab thir nhAt ma lién két dic hiéu véi khang nguyén thir nhét

(b) phén tir Fab tht hai ma lién két dic hicu véi khang nguyén thi hai, va trong
d6 c4c mién bién dbi VL va VH ctia chudi nhe Fab va chudi ning Fab duoc

thay th# cho nhau,

trong d6 khang nguyén thi nhét 13 khang nguyén té bao T hoat héa va khing
nguyén thir hai 1a khang nguyén t& bao dich, hodc khang nguyén thir nhit 13
khang nguyén té bao dich va khéang nguyén thir hai la khing nguyén té bao T

hoat hoa; va
trong do

i) trong mién khéng d6i CL ctia phan tir Fab th nhét duéi a) axit amin & vi tri
124 duge thé bang axit amin tich dién dwong (danh 36 theo Kabat), va trong d6
trong mién khéng ddi CH1 ciia phan t&r Fab thir nht duéi a) axit amin & vi tri
147 hodc axit amin & vi tri 213 dugc thé bing axit amin tich dién am (dénh s6

theo chi s6 EU Kabat); hoic

ii) trong mién khong dbi CL ciia phan tir Fab thir hai du6i b) axit amin & vi trf
124 duoc thé bang axit amin tich dién duong (danh sb theo Kabat), va trong do
trong mién khong d6i CH1 ctia phén tir Fab thir hai duéi b) axit amin ¢ vi tri
147 hoic axit amin & vi tri 213 dugc thé bing axit amin tich dién am (d4nh sb
theo chi s6 EU Kabat).
Khéng thé c6 thé khong chira ca hai sur cai bién duge d& cap theo i) va ii). Mién khong
dbi CL va CH1 cta phan t Fab tht hai khong dugc thay thé boi nhau (zfe 1o, van

khong duoc trao doi).
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Theo phuong an khéc cia khang thé, trong mién khong d6i CL ctia phan tir Fab
thir nht dudi a) axit amin & vi tri 124 dugc thé doc lap bang lysin (K), arginin (R)
hoic histidin (H) (d4nh sb theo Kabat) (theo mdt phurong 4n duge uu tién doc 14p bang
Iysin (K) hodc arginin (R)), va trong mién khong d6i CH1 ctia phén tir Fab thu nhét
dudi a) axit amin & vi tri 147 hodc axit amin ¢ vi tri 213 dugce thé doc lap béng axit

glutamic (E), hodc axit aspartic (D) (danh s6 theo chi s6 EU Kabat).

Theo phuong an khéc, trong mién khong dbi CL ctia phan tir Fab tha nhét dudi
a) axit amin ¢ vi tri 124 duoc thé doc 14p bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin (H)
(d4nh sb theo Kabat), va trong mién khong d6i CH1 ciia phan tir Fab thr nhit dudi a)
axit amin & vi tri 147 dugc thé doc 1ap bing axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D)

(d4nh sb theo chi s6 EU Kabat).

Theo phuong an cu thé, trong mién khong dbi CL cta phan tir Fab thi nhit
dudi a) axit amin & vi tri 124 duoc thé doc lap bang lysin (K), arginin (R) hodc histidin
(H) (danh s6 theo Kabat) (theo mét phuong 4n duge uu tién doc 1ap bang lysin (K)
hodc arginin (R)) va axit amin & vi tri 123 dugc thé doc 14p bang lysin (K), arginin (R)
hodc histidin (FI) (dénh s theo Kabat) (theo mot phuong dn duge wu tién ddc 14p bang
lysin (K) hodc arginin (R)), va trong mién khong ddi CHI cta phan tir Fab thir nhit
duéi a) axit amin ¢ vi tri 147 dugc thé doc 1ap bang axit glutamic (E), hodc axit
aspartic (D) (d4nh s6 theo chi s6 EU Kabat) va axit amin & vi tri 213 dugc thé doc 1ap
bang axit glutamic (E), hodc axit aspartic (D) (danh s4 theo chi s6 EU Kabat).

Theo phuong 4n cu thé hon, trong mién khong dbi CL ctia phan tit Fab thu nhét
dudi a) axit amin & vi tri 124 duoc thé bang lysin (K) (danh s6 theo Kabat) va axit
amin & vi tr 123 duoc thé bing lysin (K) hoic arginin (R) (dénh sb theo Kabat), va
trong mién khong dbi CHI ciia phan tir Fab thtr nhat dudi a) axit amin & vi trf 147
durge thé bing axit glutamic (E) (danh s theo chi sb EU Kabat) va axit amin & vi tri
213 dugc thé bang axit glutamic (E) (danh s theo chi s6 EU Kabat).

Theo phuong én cu thé hon nita, trong mién khong d6i CL ctia phan ti Fab thir
nhit duéi a) axit amin & vi trf 124 dugc thé bing lysin (K) (d4nh s6 theo Kabat) va axit
amin & vi trf 123 duoc thé bing arginin (R) (danh s theo Kabat), va trong mién khong
d6i CH1 cta phan tir Fab tht nhét duéi a) axit amin & vi tri 147 duogc thé béng axit
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glutamic (E) (d4nh sb theo chi s6 EU Kabat) va axit amin & vi tri 213 dugc thé bang
axit glutamic (E) (d4nh s6 theo chi s6 EU Kabat).

F. Thu Thé Khang Nguyén Kham

Thu thé t& bao T nhén tao (con goi 12 thu thé té bao T kham, thu thé mién dich
khém, thu thé khing nguyén kham (CAR)) 13 thu thé dugc thiét ké, ma ghép tinh dic
hiéu tuy y 1én trén t€ bao tac dong mién dich. Thong thudng, cac thu thé nay dugc s
dung dé ghép tinh ddc hiéu cta khing th& don dong 1én trén té bao T, v6i viée chuyén
trinh tr mi héa cua ching dugc 1am cho thuin lgi bé‘lng vecto retrovirut. Theo cach
nay, s6 luong 16n ctia té bao T dic hiéu dich c6 thé duoc tao ra dé chuyén t€ bao nubi.

Céc nghién ciru 14m sang Giai doan I ctia phuong phép nay cho thdy hiéu qua.

Dang phd bién nhit clia cc phan t&r ndy 13 dang dung hop cla cac manh bién
dbi don chudi (scFv) c6 ngudn gbc tir khang thé don dong, dung hop véi mién xuyén
mang va ndi bao CD3-zeta. Phan tir nay din dén sy truyén tin hiéu zeta trong dép Umg
v6i su nhén dién bdi scFv cua dich ctia n6. Vi du vé cAu tric nay 13 14g2a-Zeta, ma 1a
su dung hop cua scFv co ngudn gbc tir té bao lai 14g2a (ma nhén dién disialogangliosit
GD2). Khi té bao T biéu hién phan tir ndy (thuong dat duoc bang su tai nap vecto
oncoretrovirut), chiing nhan dién va tiéu diét t& bao dich ma biéu hién GD2 (vi du nhu,
té bao u nguyén bao than kinh). D& nhim dich té bao B 4c tinh, cdc nha nghién ctru da
t4i dinh huéng tinh dic hiéu cia t& bao T bing cach sit dung thu thé mién dich kham
dic hiéu d6i véi phan tir dong B, CD19.

Cac ph@in bién ddi cta chudi ning va chudi nhe globulin mién dich duoc dung
hop bang cau ndi linh hoat dé tao thanh scFv. scFv nay dugc dan truée boi peptit tin
hidu d& dinh huéng protein méi sinh dén luéi noi cht va su biéu hién bé mit tiép d6
(n6 dugc phan cit). Poan dém linh hoat cho phép scFv huéng theo cac chiéu khéac
nhau dé c6 thé lién két khang nguyén. Mién xuyén mang 1a xo4n alpha ky nuéc thong
thuong thuong cd ngudn gbc tir phan tir ban dAu ctia mién nodi bao truyén tin hidu ma
nhd vao trong té bao va truyén tin hiéu mong mudn.

Protein Kidu I trén thuc té 13 hai mién protein dugc lién két bing xo#n alpha
xuyén mang & gitta. Lép lipit kép mang té bao, ma mién xuyén mang di qua, hoat dong

d8 tach phan bén trong (mién ndi bao) khéi phin bén ngoai (mién ngoai bo). Khong
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bét ngd 13 viéc gin mién ngoai bao tir mot protein v6i mién ndi bao cla protein khac
din dén phan tir ma két hop sy nhan dién ciia protein truéc vdi tin hiéu clia protein

Ssau.

Mién Ngoai Bao. Peptit tin hiéu dinh huéng protein méi sinh dén luoi noi chat.
Didu nay 14 thiét yéu néu thu thé can duge glycosyl héa va duge neo trong mang té
bao. Trinh tu peptit tin hiéu sinh v4t nhan chuén bat ky thuong hoat dong t6t. Thong
thuong, peptit tin hiéu dugc gin tr nhién vao thanh phin & gin du tin cling amino
nhét duoc st dung (vi du nhuw, trong scFv vé6i su dinh hudng chudi nhe - cdu ndi -

chudi ning, tin hiéu ty nhién cua chudi nhe duoc st dung

Mién nhan dién khéng nguyén thuong la scFv. Tuy nhién c6 nhiéu phuong 4n
thay'thé. Mién nhén dién khing nguyén tir cic chudi don 1€ alpha va beta thu thé té
bao T tr nhién (TCR) di dugc mé t4, 13 c6 mién ngoai bao don gidn (v du nhu, mién
ngoai bao CD4 @ nhan dién té bao bi 1ay nhiém HIV) va céc thanh phin nhan dién
ngoai lai hon ching han nhu xytokin dugc lién két (ma dén dén sy nhén dién cta céc
t& bao mang thu thé xytokin). Trén thuc té, hdu nhu bit ky c4i gi ma lién két dich nhét

dinh véi 4i luc cao cé thé duoc sir dung lam ving nhén dién khang nguyén.

Vung doan dém lién két mién lién két khang nguyén véi mién xuyén mang. N6
can phai du linh hoat d& cho phép mién lién két khang nguyén hudéng theo cac chiéu
khéac nhau dé 1am thuan loi cho su nhan dién khéng nguyén. Dang don gian nhét 13
ving ban 1& tir IgG1. Céc phuong an thay thé bao gdm viung CH,CH; cta globulin
mién dich va cac ph?m ctia CD3. Déi véi hau hét cac ciu trac dua trén scFv, ban 18
IgGl 1a dd. Tuy nhién, doan dém tdt nhét thudong phai duge x4c dinh theo kinh

nghiém.

Mién Xuyén Mang. Mién xuyén mang 1a xo4n alpha ki nuéc ma m& rong qua
mang. Thong thuong, mién xuyén mang tr thanh phin gin Vméng nhit ctia mién ndi
bao dugc str dung. Diéu tha vi 13, viéc sir dung mién xuyén mang CD3-zeta ¢ thé dan
dén su két hop ctia TCR nhén tao vao TCR tu nhién yéu t6 ma phu thudc vao su cé
mit cia gdc axit aspartic tich dién xuyén mang CD3-zeta tu nhién. Cac mién xuyén
mang khac nhau din dén @6 n dinh thu thé khac nhau. Mién xuyén mang CD28 din
dén thy thé &n dinh, dugc biéu hién tot.
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Mién Noi Bao. Day 1a "ddu c6 chirc ning" ciia thu thé. Sau khi nhén dién khang
nguyén, thu thé két cum va tin hidu duogc truyén @n té bao. Thanh phin mién ndi bao
thuong diung nhét 13 CD3-zeta, ma chira 3 ITAM. N6 truyén tin hiéu hoat héa dén té
bao T sau khi khang nguyén dugc lién két. CD3-zeta c6 thé khong cung cép tin hiéu
hoat héa bd thé day da va tin hidu ddng kich thich b sung 12 can thiét.

CAR "thé hé thir nhat" thuong c6 mién ndi bao tir chudi & CD3, ma 1 chat
truyn so cip cia tin hiéu tir TCR ndi bao. CAR "thé hé thir hai" bd sung mién truyén
tin hiéu néi bao tir cac thu thé protein déng kich thich khéc nhau (vi du nhu, CD238,
41BB, ICOS) vao dudi té bao chit ctia CAR @ tao ra tin hiéu bd sung cho té bao T.
Céc nghién ciru tién 14m sang da ching minh ring thé hé tht hai cia thiét ké CAR cai
thién hoat tinh khang khéi u cta té bao T. Gin ddy hon, CAR "thé hé tht ba" két hop
phiéu mién truyén tin hiéu, ching han nhu CD3z-CD28-41BB hodc CD3z-CD28-
OX40, dé gia ting hon nita hiéu lyc.

G. ADC

Thé Lién Hop Thudc Khang Thé hay ADC Ia 16p méi cla thude duge phim
sinh hoc ¢ hiéu luc cao dugc thiét ké dudi dang tri lidu nhédm dich dé diéu tri cho
ngudi mic bénh truyén nhidm. ADC 12 phan tir phirc hop gdm c6 khang thé (toan bd
mAb hodc manh khang thé chéng han nhu manh bién dbi don chudi, hoic scFv) duoc
lién két, théng qua cAu ndi hoa hoc dn dinh véi lién két khong bén, véi tai lugng hodc
thudc gy doc té bao/khang virut cé hoat tinh sinh hoc. Thé lién hop thudc khang thé

14 céc vi du vé thé lién hop sinh hoc va thé lién hop mién dich.

| Bing cach két hop kha ning nhim dich doc nhit cta khang thé don dong véi

kha nang triét ti€u ung thu cta thubc gy doc té bao, th8 lién hop thube khang thé cho

phép phan biét nhay gilta m6 khée manh va m6 bi bénh. Diéu nay c6 nghia 13, trai

ngugc véi phuong phép toan thin truyén théng, thé lién hop thudc khang thé nhim

dch va tAn cong té bao bi 1y nhiém nhd d6 té bao khdée manh bi anh hudng it nghiém
trong hon.

Trong liéu phap khang khéi u dya trén ADC phat trién, thudc khang ung thir (v

du nhur, ddc t6 té bao hoic chit gay doc té bao) dugc ghép ndi véi khang thé ma nhim

dich dac hiéu chi thi t& bao nhét dinh (vi du nhue, protein ma, Iy tudng 1a, chi duge tim
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thiy & trong hodc & trén té bao bi lay nhiém). Khang thé theo vét cac protein ndy vao
trong co thé va gin ban than chiing vao bé mit cta té bao ung thu. Phan ng hoéa sinh
gilta khang thé va protein dich (khang nguyén) kich hoat tin hi¢u trong té bao khéi u,
ma sau do hép thu hodc ndi tai hoa khang thé cung véi doc td t& bao. Sau khi ADC
duoc ndi tai hoa, thude gdy doc té bao dugc giai phong va tidu diét té bao hodc 1am hu
héng su sao chép virut. Do su nhim dich nay, 1y tuéng 12 thudc ¢6 tac dung phu giam
di va tao ra cira sd tri liéu rong hon so v6i cac tac nhén khéc.

Lién két én dinh gitta khang thé va tac nhan giy doc té bao/khang virut 1 khia
canh ¢t yéu cia ADC. Cau nbi dugc dua trén mé tip héa hoc bao gdm disulfua,
hydrazon hodc peptit (co thé phén cit), hodc thioete (khong thé phén cit) va diéu khién
s phan bé va phan phéi ciia tic nhan gdy doc t& bao dén té bao dich. Cac loai c6 the
phan cit va khong thé phan cit cia cAu ndi di dugc chimg minh 1 an toan trong cac
thr nghiém c4n 14m sang va 14m sang. Brentuximab vedotin bao gdm cdu ndi c6 thé
phan cét nhay cdm v6i enzym ma phan phéi tac nhan khéng vi dng hiéu nghiém va do
ddc cao Monometyl auristatin E hodc MMAE, tac nhan khang u tdng hop, dén té bao
4c tinh CD30-duong dic hiéu & ngudi. Do d§ doc cao cua n6 MMAE, ma tc ché su
phan chia té bao bang cach phong bé su polyme hda cua tubulin, khong thé st dung
1am thudc héa tri liéu tic nhan don 16. Tuy nhién, dang két hop cia MMAE duoc lién
két v6i khang thé don dong khang CD30 (cAC10, protein mang té bao ctia yéu t hoai
tt khdi u hoic thu thé TNF) dugc chirng minh 12 dn dinh trong dich ngoai bao, c6 thé
phéan cit béng cathepsin va an toan dé tri liéu. Trastuzumab emtansin, ADC da dugc
phé chuén khac, 1a dang két hop cua chét trc ché tao thanh vi dng mertansin (DM-1),
din xuit cia Maytansin, va khéang thé trastuzumab (Herceptin®/Genentech/Roche)

dugc gin bang ciu ndi khong thé phan cit, on dinh.

Do kha dung clia cau nbi t6t hon va dn dinh hon 1am thay d6i chirc ning cta lién két
hoéa hoc. Loai cau nbi, ¢6 thé phan cit hoic khong thé phén cit, muon tinh chit dic
hidu dbi véi thube gy doc té bao (khang ung thu). Vi du nhu, cdu nbi khong thé phan
cét gift thudc & trong té bao. K&t qua 13, toan bd khéng thé, ciu ndi va tac nhan gy doc
té bao di vao t& bao ung thu dugc nhim dich trong d6 khang thé bi thodi bién dén cip
dd axit amin. Phttc hop thu dugc — axit amin, cau ndi va tic nhan giy doc té bao — bay
gi¢ tré thanh thudc hoat tinh. Ngugc lai, cau ndi c6 thé phan cit duge xuc tac béng

enzym trong t& bio chi trong d6 né giai phong tac nhan gy doc té bao.
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Loai khéc cta ciu ndi c6 thé phan cit, hién dang dugc phat trién, bd sung phan
tir phu thém gitta thubc gdy doc t& bao/khang virut va vi tri phan cdt. Cong nghé ciu
néi ndy cho phép céc nha nghién ctru dé ché tao ADC linh hoat hon ma khong lo ling
vé viéc lam thay dbi dong hoc phan cat. Cac nha nghién ctru cling dang phat trién
phuong phip moéi @& phan cit peptit dya trén su thoai bién Edman, phuong phép xac
dinh trinh tw axit amin trong peptit. Sy dinh hudng trong twong lai trong viéc phat trién
ADC ciing bao gém su phat trién cta sy lién hop dic hiéu vi tri (TDC) dé cai thién
thém d6 dn dinh va chi sb tri liéu v thé lién hop mién dich phat tia o va hat nano lién

hop khéng thé.

H. BiTE

Chét an khép té bao T dic hidu kép (BIiTE) 1a 16p khéng thé don dong dic hiéu
kép nhén tao ma dugc nghién clu d8 sir dung 1am thudc chéng ung thu. Chiing dinh
hudéng hé mién dich ciia vat chu, dic biét hon 12 hoat tinh gdy doc té bao cia té bao T,

chéng lai té bao bi 14y nhiém. BiTE 1a nhin hiéu da dugc dang ky ctia Micromet AG.

BiTE la protein dung hop gbm c6 hai manh bién dbi don chudi (scFv) cta cac
khéang thé khac nhau, hoic cic trinh ty axit amin tir bdn gen khéac nhau, trén chubi
peptit don 1& ning khoang 55 kilodalton. Mgt trong sb cac scFv lién két vé6i té bao T
thong qua thu thé CD3, va scFv khac lién két v6i té bao bi lay nhiém thong qua phan
ti dédc hiéu.

Gibng nhu khang thé dic hiéu kép khac, va khong gidng nhu khang thé don
dong théng thudng, BiTE tao thanh lién két gitra t& bao T va té bao dich. Didu nay
Jam cho 6 bio T gy ra hoat tinh gdy doc té bao/khang virut trén t€ bao bi lay nhiém
bang cach san xuit protein nhu perforin va granzym, doc 1dp trong sy c6 mat cia
MHC I hoic phén tir ddng kich thich. Céc protein ndy di vao té bao bi lay nhiém va
1am bat dau su chét theo chuong trinh cia té bao. Tac dong nay bit chudc quy trinh
sinh 1y dugc quan sat thdy trong qua trinh té bao T tin cong chdng lai t& bao bi lay
nhiém.
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L. Intrabody

Theo phuong 4n cy thé, khang thé 1a khang thé tai t& hop ma thich hop dé tac
dong bén trong té bao — khang thé nay dugc biét dén dudi dang "intrabody." Céc
khang thé nay c6 thé gy tr& ngai cho chitc nang dich bang nhiéu co ché, ching han
nhu bing cach thay dbi viéc chuyén chd protein ni bao, gdy trd ngai cho chirc nang
enzym, va phong bé tuong tac protein-protein hodc protein-ADN. Theo nhiéu cach,
c4u tric cta chung bat chudc hoic song song véi chu trac cta khang thé don chudi va
don mién, duge thao ludn & trén. Qua thyuc, ban phién ma don 1é/don chudi 1a dic diém
quan trong ma cho phép su bidu hién ndi bao trong té bao dich, va cling lam cho

protein di qua mang t€ bao dé dang hon. Tuy nhién, céc dAu hiéu khéc 13 can thiét.

Tai vin d& chinh 4nh huéng dén viée thyc hién tri liéu intrabody 1a phan phéi,
bao gdm viéc nhim dich t& bao/mo, va do dn dinh. Péi véi phan phéi, nhidu phuong
phéap d& duogc sir dung, ching han nhu phan phdi dinh huéng md, sit dung ving khéi
dong dic hiéu loai té bao, phan phéi dya trén virut va st dung peptit c6 khd nang thidm
té bao/di chuyén qua mang. DP&i v&i @6 dn dinh, phuong phép nay thuong 1a sang loc
bang tong luc, bao gbdm phuong phap ma gbm su hién thi phago va c6 thé bao gdm su
truéng thanh hodc su phat trién trinh tu cla cdc trinh tu lién Gng, hodc nhiéu sy cai
bién dugc dinh huéng chéng han nhu su cai xen lam 4n dinh céc trinh tlI (vi du nhu,
ving Fc, cac trinh ty protein chaperon, khéa kéo loxin) va su thay thé/cai bién
disulfua.

Pic didm khic ma intrabody ¢6 thé doi hoi 12 tin hiéu dé nham dich noi bao.
Vecto ma c6 thé nhdm dich intrabody (hodc protein khéc) dén cac ving dudi té bao
ching han nhu té bao chét, nhan, ty thé va ER di dugc thiét ké va c6 trén thi truong
(Invitrogen Corp.; Persic et al., 1997).

Nho kha nang di vao té bao cta chung, intrabody c6 tng dung khac ma céc loai
khac khang thé c6 thé khong dat duge. Trong trudng hop cta khang thé nay, kha ning
dé tuong tac véi mién t& bao chit MUCI trong té bao sdng c6 thé giy tré ngai cho céc
chirc nang c6 lién quan dén MUC1 CD, ching han nhu c4c chic ning truyén tin hiéu
(lién két vé6i phan tir khac) hodc sy tao thanh oligome. Cu thé 13, du tinh ring khang
thé nay cé théAdutq'c st dung dé e ché su tao thanh dime MUCI.
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1. Tinh Ché

Theo phuong 4n nhét dinh, khang thé theo sang ché co thé duge tinh ché. Thust
ngit "duge tinh ché," nhu dugce st dung trong ban md ta nay, duoc dy dinh dé aé cap
dén hop phan, c6 thé phén 14p tir céc thanh phan khac, trong d6 protein dugc tinh ché
dén murc d6 bat ky tuong quan véi tinh trang c6 thé thu dugc trong tu nhién cta nd. Do
do protein dugce tinh ché con ding dé chi protein, khong chtra méi trudng ma né cé thé
¢4 mit trong tu nhién & trong d6. Trong d6 thuat ngit "v& co ban duge tinh ché" dugc
st dung, ky hiéu nay dung dé chi hop phan trong d6 protein hodc peptit tao thanh
thanh phan chinh ciia hop phin, ching han nhu cdu thanh khoang 50%, khoang 60%,
khoang 70%, khoang 80%, khoang 90%, khoang 95% hodc nhiéu hon cta protein
trong hop phan.

Céc ky thudt tinh ché protein dugc biét 5 ddi voi ngudi cé trinh do trung binh
trong linh vuc. Céc k¥ thult nay gém, o mot cép do, su cat phan doan thd cia moi
trrong té bao thanh cac phan doan polypeptit va khong c6 polypeptit. Bing céch tach
polypeptit khéi céc protein khac, polypeptit dugc quan tam co thé dugc tinh ché thém
béng cach st dung céc k¥ thult sic ky va dién di dé dat dugc su tinh ché mot phén
hodc hoan toan (hodc tinh ché dén khi ddng nhit). Phuong phép phén tich cu thé 1a
duoc 1am cho phi hop d& didu ché peptit tinh khiét 13 sic ky trao d6i ion, sdc ky loai
trir; dién di gel polyacrylamit; tip trung dang dién. Phuong phép khéc dé tinh ché
protein bao gém, két tha v6i amoni sulfat, PEG, khang thé va dang tuong tu hodc béng
c4ch 1am bién tinh bang nhiét, sau d6 1a ly tAm; loc gel, pha ddo, sic ky hydroxylapatit

va 4i luc; va dang két hop clia cac k¥ thuét ndy va cac k§ thudt khéc.

Trong vi€c tinh ché khang thé theo sing ché, c6 thé mong mubn bidu hién
polypeptit trong hé théng biéu hién nhan so hodc nhén chuén va chiét protein bing
cach st dung cac didu kién 1am bién tinh. Polypeptit c6 thé dugc tinh ché tir cac thanh
phén té bao khac béng cach sir dung c6t 4i lyc, ma lién Kkét voi phﬁn dugc gén duoi cua
polypeptit. Nhu thuong 1a da biét trong Iinh vue, ngudi ta tin rang tht tu thuc hién cic
buée tinh ché khac nhau c6 thé dugc thay d6i, hodc cac bude nhét dinh c6 thé duge bo
qua, va van dan dén phuong phép thich hop dé didu ché protein hodc peptit vé co ban
duoc tinh ché. '
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Thong thudng, khang thé hoan chinh dugc phan doan bang cach sir dung céc
tac nhan (fzc la, protein A) ma lién két phan Fc ciia khang thé. Theo cach khéc, khang
nguyén co thé duge st dung dé tinh ché va chon loc ddng thoi cac khang thé thich
hop. Phuong phép nay thudng sir dung tac nhan chon loc lién két v6i gia do, ching
han nhtr ¢t, b loc hodc hat. Khang thé duoc lién két véi gia 3, chat tap nhiém dugc
loai bd (Vi du nhu, dugce rira di), va khang thé duoc giai phéng bang cach 4p dung cac

diéu kién (muoi, nhiét, v.v.).

Céc phuong phép khac nhau dé dinh luong mirc do tinh ché cua protein hoic
peptit da dugc biét dén ddi v6i ngudi cé trinh do trung binh trong linh vye nhd vao
sang ché nay. Chiing bao gdm, vi du nhu, x4c dinh hoat tinh ddc hi¢u ctia phan doan
hoat tinh, hodc danh gia lugng cua cdc polypeptit & trong phan doan bing phan tich
SDS/PAGE. Phuong phap khac dé danh gi4 do tinh khiét ctia phan doan 1a dé tinh hoat
tinh d3c hiéu cia phén doan, dé so sanh no6 vai hoat tinh dic hiéu cda dich chiét ban
diu, va do d6 dé tinh mc d o tinh khiét. Don vi thuc sy duge sir dung dé thé hién
lugng cta hoat tinh sg, tat nhién, phu thudc vao ky thuat thir nghiém cu thé dwoc chon
dé tuan theo sy tinh ché va viéc c6 hay khong c6 protein hodc peptit duge biéu hién thé

hién hoat tinh c6 thé phat hién dugc.

D3 biét rang su di chuyén ciia polypeptit c6 thé thay d6i, doi khi 14 dang ké, véi
cac didu kién khéc nhau cia SDS/PAGE (Capaldi et al.,, 1977). Do d6 rd rang ring
duéi cée didu kién dién di khac nhau, khéi luong phan tir bidu kién ciia san phdm biéu

hién dugc tinh ché hodc duge tinh ché mot phin c6 thé thay doi.

III. Su Gay Mién Dich Cha Dong/Thu Pdéng Va Su Diéu Tri/Ngan Ngua Nhiém
- SARS-CoV-2

A.  Ché Phidm Va Cach Ding

Séng ché @& xudt dugc phim c6 chira khang thé khang virut SARS-CoV-2 va
khang nguyén dé tao ra ching. Dugc phim ndy c6 chira lugng hitu hiéu dé phong ngira
hoic diéu tri cia khang thé hoic manh cta ching, hodc chét gay mién dich peptit, va
chét mang dugc dung. Theo phuong an cu thé, thut ngir "dugc dung" cd nghia 1a
dugc co quan quan ly cua chinh quyén lién bang hoic tiéu bang phé chuan hoic dugc

liét k& trong Dugc Dién Hoa Ky hodc dugc dién duoc cOng nhan chung khéc dé su
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dung & dong vat, va cu thé hon 13 & ngudi. Thuat ngit "chit mang" dung dé chi chét
pha loing, t4 dugc, hodc ta duge long ma chét tri liéu duoc dung véi nd. Chét mang
dugce nay co thé 12 chét long tiét trung, chéng han nhu nudc va dau, bao gém cac dich
long co nguf‘)n géc tir diu mo, dong vit, thuc vat hodc téng hop, chéng han nhu dau
lac, diu d4u twrong, dau khoéng, diu vimg va dang trong tu. Nudc 1a chét mang cu thé
khi dugc phdm dugc ding trong tinh mach. Dung dich nuéc mubi va dung dich
dextroza va glyxrol trong nuéc cling ¢ thé dugc st dung 13m chit mang 16ng, cu thé
13 1am dung dich dé tiém. T4 dugc thich hop khac bao gdm tinh bdt, glucoza, lactoza,
sucroza, gelatin, mach nha, gao, bot my, da phén, silicagel, natri stearat, glyxerol
monostearat, d4 talc, natri clorua, sita gdy sdy kho, glyxerol, propylen, glycol, nudc,

etanol va dang tuong tu.

Duogc phém, néu mudn, ciing c6 thé c6 chira lugng nhé cua chét 1am 4m hoic
nhii trong hda, hodc chit dém pH. Céac dugc phim nay cé thé c6 dang dung dich,
huyén phu, nhil tuong, vién nén, vién tron, vién nang, bot, ché phim dugc giai phéng
duy tri va dang tuong tu. Ché phdm ding qua dudng miéng cd thé bao gdm céc chét
mang tiéu chuin ching han nhu c4c loai dang cho dugc pham ctia mannitol, lactoza,
tinh bot, magie stearat, natri sacarin, xenluloza, magie cacbonat, v.v.. Céc vi du vé cac
tac nhan duoc thich hop duge mo ta trong "Remington's Pharmaceutical Sciences."
Duogc phiam nay chira lugng hiru hiéu dé phong ngira hodc didu tri ctia khang thé hodc
ménh cua ching, tot hon 13 & dang dugc tinh ché, cling véi lugng thich hop cta chét
mang sao cho cung cép dang thich hop dé dung cho bénh nhan. Ché phim nay can
phai phi hop vé6i phuong thire dung, ma ¢ thé 13 qua dudng miéng, trong tinh fnach,
trong dong mach, trong m4, trong mili, phun suong, xong khi quén, trong truc trang,

qua &m dao, tai chd hoic dugc phan phéi b?mg cach thong khi co hoc.

Vic xin hoat tinh cling dugc hinh dung trong d6 khang thé nhu cdc khang thé
dugce boc 10 duogc san xuét in vivo & dbi tugng c6 nguy co nhidm SARS-CoV-2. Vic
xin ndy cé thé dugc tao ché phém dé dung ngoai duong tiéu hoa, vi du nhu, dugc tao
ché phdm dé tiém qua dudng trong da, trong tinh mach, trong co, dudi da, hodc tham
chi trong mang bung. Viéc dung bang dudng trong da va trong co duogc du tinh. Vic
xin ¢é thé theo cach khéac dugc ding béng duong tai chd truc tiép vao niém mac, vi du
nhu, bing thudc nhé mili, xong, bing dung cu phun swong, hodc théng qua su phan

phdi trong truc trang hodc qua 4m dao. Mudi duge dung bao gdm mudi axit va muoi
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ma dugc tao thanh véi axit vo co ching han nhu, vi dy, axit hydrocloric ho3c axit
phosphoric, hodc cic axit hitu co nhu axit axetic, axit oxalic, axit tartaric, axit
mandelic, va axit tuong tu. Cac mudi duogc tao thanh véi nhém carboxyl tir do cling ¢6
thé c6 ngu?)n gbc tir bazo v co ching han nhu, vi dy, natri, kali, amoni, canxi hogc sét
hydroxit, vd bazo hitu co nhu isopropylamin, trimetylamin, 2-etylamino etanol,

histidin, procain va bazo tuong tu.

Viéc chuyén thu dong cua khang thé, d3 duoc biét dén dudi dang mién dich thu
dong méc phai nhan tao, thudng gdm viéc st dung tiém trong tinh mach hodc trong co.
Céc dang cua khang thé ¢4 thé 14 huyét tuong hoic huyét thanh méu ngudi hodc dong
vat, du6i dang globulin mién dich nguoi d duge thu gom dé sir dung trong tinh mach
(IVIG) hoic trong co (IG), dudi dang IVIG hodc IG ngudi dd chudn cao tir thé cho da
dugc gay mién dich hoic tir thé cho dang hdi phuc tir bénh, va dudi dang khang thé
don dong (MAb). Sy mién dich nay thuong két thic chi trong thoi gian ngén, va ciing
6 nguy co tiém ning dbi v6i phan tmg qua man, va bénh huyét thanh, dic biét 1a tir
globulin gamma co ngudn gbc khong phai tir ngudi. Tuy nhién, mién dich thu dong
mang lai su béo v€ ngay 1ap tirc. Khang thé duoc tao ché phém trong chit mang thich

hop d& tiém, fizc Ia, tiét tring va c6 thé phan phéi bang xy lanh.

Nhin chung, cac thanh phan ctia cac hop phan theo séng ché duoc cung cép
riéng r& hodc dugc tron voi nhau ¢ dang lidu don vi, vi du nhu, dudi dang bot dugc
lam déng lanh kho hodc chét c6 khong chira nuée trong vét chira kin khit ching han
nhu ampun hodc tai xac dinh luong hoat chét. Khi hop phan dugce ding bang cach
truyén, né cé thé dugc lam phan tin bang chai truyén cé chira nude hodc nude mudi
loai dung cho dugc pham tiét trung. Khi hop phin dugc ding bang cach tiém, ampun
ctia nudc tiét tring dé tiém hodc nudce mubi ¢ thé duge cung cdp sao cho céc thanh

phan c6 thé dugc tron trudce khi st dung.

Hop phén theo séng ché c6 thé dugc tao ché phim duéi dang dang trung tinh
hodc dang mudi. Cac mudi duge dung bao gém cac mudi dugc tao thanh véi anion
ching han nhu axit clohydric, axit phosphoric, axit axetic, axit oxalic, axit tartaric, v.v.
va cac mudi duogc tao thanh véi cation chéng han nhu céc mudi dugc tao din xuét tir
natri, kali, amoni, canxi, st hydroxit, isopropylamin, trietylamin, 2- etylamino etanol,

histidin, procain, v.v..
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2. ADCC

Su gdy doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang th8 (ADCC) 1a co ché
mién dich din dén su dung gidi cua té bao dich dugc phii khéng thé bang té bao tac
d6ng mién dich. Té bao dich 1a t& bao ma khéng thé hodc cic manh ciia ching c6 chira
ving Fc lién két dic hiéu véi, thudng 13 thong qua phan protein ma & dAu tan cing N
d6i v6i vimg Fe. "Kkhéng thé ¢6 sy gay doc té bao qua trung gian t€ bao phy thude
khéng thé (ADCC) ting lén/giam di" ¢6 nghia 1a khang thé c6 ADCC ting lén/giam di
nhur xéc dinh duoc bing phuong phép thich hop bét ky da biét dbi véi ngudi ¢6 trinh
do trung binh trong linh vye.

Nhu dugc st dung trong ban mé ta nay, thuit nglt "ADCC ting 1én/giam di"
duoc x4c dinh dudi dang sy ting 1én/gidm di cua sb luong cta té bao dich ma duge
dung giai trong thoi gian nhit dinh, & ndng d6 nhit dinh cla khéng thé trong moi
trrong xung quanh té bao dich, béng co ché ctia ADCC d3 x4c dinh & trén, va/hodc sy
giam di/tdng 1én cua ndng do ctia khang thé, trong mdi trudong xung quanh té bao dich,
cin dé dat duoc su dung giai cta $6 lugng nhét dinh cta té€ bao dich trong thoi gian
nhit dinh, bing co ché cia ADCC. Sy tang lén/giam di cia ADCC tuong quan vdi
ADCC qua trung gian cung mot khang thé duoc san xuét bang cing mot loai té bao
chi, st dung cung mdt phuong phdp sén xuét, tinh ché, tao ché phim va hru trit tidu
chudn (ma di duoc biét dén ddi v6i ngudi 6 trinh d6 trung binh trong linh vuc),
nhung khdong dugc thiét ké. Vi du nhu, su ting 1én cia ADCC qua trung gian khéng
thé dugc sin xuAt bing t& bao chi dugc thiét ké dé c6 kiéu glycosyl héa da dugc thay
dbi (vi du nhu, dé biéu hién glycosyltransferaza, GnTIII, hodc glycosyltransferaza
khac) bang phuong phap dugc md ta trong ban mo ta nay, twong quan vdi ADCC qua
trung gian cung mot khang thé duoc san xuit bang cing mot loai té bao chi khong

duoc thiét k&.

3. CDC
Su gy doc té bao phu thudc bd thé (CDC) 14 chire nang cia hé thong b thé.
N6 13 quy trinh trong hé théng midn dich ma tiéu diét tAc nhan gdy bénh bang cach 1am

hu héng mang ctia ching ma khong cé su tham gia cta khang thé hozc té bao ctia hé
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théng mién dich. C6 ba quy trinh chinh. Ca ba quy trinh nay cai xen médt hodc nhidu
phtic hop thn cong mang (MAC) vao tic nhén gdy bénh ma gy ra su truong do 4p
suét thAm thiu keo gy chét, zizc la, CDC. N6 1a mot trong sd cac co ché ma nhd d6

khang thé hodc manh khéng thé cé tac dung khang virut.

IV. Thé Lién Hop Khang Thé

Khang thé theo sang ché c6 thé dugc lién két véi it nhat 13 mot tac nhan dé tao
thanh thé lién hop khang thé. D& lam ting hiéu qua cta phén tir khang thé dudi dang
tac nhan chin doan hodc tri lidu, nd thudng phai lién két hoic lién Két cdng hoa tri
hoic tao phtre hop it nhét 12 mot phén tr hodc géc mong mudn. Phan tr hoic géc nay
c6 thé 13, nhung khong gi6i han ¢, it nhét 13 mét phén tir tac d@ng hodc bao cdo. Phan
tir tac dong c6 chtra phan tir c6 hoat tinh mong mudn, vi du nhw, hoat tinh gdy doc té
bao. Céc vi du khdéng lam giéi han sing ché vé phén tir tic dong ma di duoc gn vio
khang thé bao gsm doc td, tac nhan khang khéi u, enzym tri liéu, nuclit phong xa, tac
nhan khéng virut, tic nhan chelat héa, xytokin, yéu t6 sinh trudng, va oligo- hoic
polynucleotit. Ngugc lai, phan tir bio cdo duge xdc dinh duéi dang gbc bét ky ma cé
thé dugc phat hién bing cach st dung thir nghiém. Cac vi du khong 1am gi6i han sang
ché vé& phan tir bdo cdo ma dd dugc lién hop v6i khang thé bao gdm enzym, nhin
phéng xa, hapten, nhin huynh quang, phan tr 1&n quang, phan tir phat quang héa hoc,

chét mang mau, phin tr va anh sdng, hat hoéc phéi tr ¢6 mau, chéng han nhu biotin.

Thé lién hop khéng thé thuong dugc wu tién dé sir dung 1am téc nhén chan
doén. Khang thé chén doan thudng nim trong hai 16p, khing thé @ st dung trong
chin doan in vitro, ching han nhu trong nhiu thr nghiém mién dich, va khang thé dé
sir dung quy trinh chdn doanin vivo, thuong 1a d& dugc biét dén duéi dang "chup anh
duoc dinh huéng bing khang thd." Nhidu tac nhan chup anh thich hop da duogc biét
dén trong linh vuc, nhu 12 phuong phap gén ching vao khéng thé (xem, vi du nhur, cac
Bing Sing Ché My 5,021,236, 4,938,948, va 4,472,509). Goc chup anh duoc st dung
c6 thé 13 ion thuan tir, ddng vi c6 hoat tinh phéng xa, chét phéat huynh quang, chét ¢6
wthé phét hién dugc bang NMR, va tic nhin chup anh tia X.

Trong trudng hop ctia ion thudn tir, ngudi ta c¢6 theé d€ cap lam vi du céc ion

ching han nhu crom (III), mangan (II), sat (III), sit (II), coban (II), niken (II), dong
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(1), neodim (I1T), samari (ITT), ytebi (I1I), gadolini (IIT), vanadi (II), tecbi (IID), dyprosi
(II1), honmi (IIT) va/hodc ecbi (III), véi gadolini duge ddc bigt uu tién. Céc ion hitu
dung trong céc trudng hop khac, ching han nhu chup anh tia X, bao g6m nhung khéng
giéi han & lantan (I11), vang (III), chi (IT), va ddc biét 1a bitmut (I1D).

Trong tfu:c‘mg hop ciia dong vi c6 hoat tinh phéng xa cho tng dung tri liéu

\ - A r N e 7 A 1R A . 14 5
va/hodc chan doan, ngudi ta co the ké dén astatin®!!, “cacbon, Lerom, *°clo, *’coban,

67 152

¢coban, dong®’, "°Eu, gali®, *hydro, iot'®, iot'”

. 131 . q:111 59 2. 32
, iot”", indi ", sdt, ~“photpho,

reni'®, reni'®®, Pselen, 3Jru huynh, technicium®™ va/hoic ytri90. 11 thuong duge wu
tién dé st dung theo phuong 4n nhét dinh, va technicium®™™ va/hodc indi''' ciing
thudng dugce vu tién do ndng lugng thip ciia chting va sy thich hop dé phat hién pham
vi dai. Khéng thé don dong dugc gin nhin c6 hoat tinh phéng xa theo séng ché c6 thé
duoc san xuit theo phuong phép da dugc biét r6 trong linh vyc. Vi du nhu, khing thé
don dong c6 thé duge iot héa bang cach cho tiép xtic v6i natri va/hodc kali iodua va
tdc nhan oxy hda hoéa hoc ching han nhu natri hypoclorit, hodc tic nhan oxy héa
enzym, ching han nhu lactoperoxidaza. Khang thé don dong theo sing ché c6 thé
dugc gin nhin bang technetium”™ bang quy trinh trao d6i phéi tr, vi du nhu, bang
cach khir pertechnat bang dung dich chira thiéc, chelat héa technetium d3 dugc khir
trén cOt Sephadex va cho khang thé vao cot nay. Theo céach khac, cac ky thuat gin
nhan truc tiép 6 thé duoc st dung, vi du nhu, béng cach 0 pertechnat, tdc nhan khir
chéng han nhu SNCl,, dung dich dém ch'fmg han nhu dung dich natri-kali phthalat, va
khang thé. C4c nhém chirc trung gian ma thudng duge st dung dé lién két ddng vi
phéng xa ma t@)n tai du6i dang ion kim loai véi khang thé 13 axit

dietylentriaminpentaaxetic (DTPA) hodc axit etylen diamintetraxetic (EDTA).

Trong s& cac nhan huynh quang dugc du tinh @2 st dung 1am thé lién hop bao
gdm Alexa 350, Alexa 430, AMCA, BODIPY 630/650, BODIPY 650/665, BODIPY-
FL, BODIPY-R6G, BODIPY-TMR, BODIPY-TRX, Cascade Blue, Cy3, Cy5,6-FAM,
Fluorescein Isothioxyanat, HEX, 6-JOE, Oregon Green 488, Oregon Green 500,
Oregon Green 514, Pacific Blue, REG, Rhodamin Green, Rhodamin Red,
Renographin, ROX, TAMRA, TET, Tetrametylrhodamin, va/hodc Texas Red.

Céc loai khac cua khang thé dugc du tinh trong séng ché 1a khang thé duoc du
dinh ban dAu dé st dung in vitro, trong d6 khéng thé duoc lign két voi phdi tir lién ket

thtr cAp va/hoic véi enzym (dudi enzym) ma s& tao ra sin pham co6 mau khi tiép xtc
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v6i co chat sinh mau. Céc vi du vé enzym thich hop bao gdm ureaza, phosphataza
kiém, hydro peroxidaza (ci cai ngua) hodc glucoza oxidaza. Phéi tir lién két thir cdp
dugc wu tién 1a cac hop chét biotin va avidin va streptavidin. Viéc st dung céc nhin
nay da dugc biét r5 dbi véi ngudi c6 trinh d6 trung binh trong linh vuc va dugc mo ta,
vi du nhu, trong cdc Bing Sang Ché My 3,817,837, 3,850,752, 3,939,350, 3,996,345,
4277,437,4,275,149 va 4,366,241.

Phuong phép da biét khac nita d& gén ddc hiéu vi trf phan tir vao khang thé c6
chra phan Umg cua khang thé v&i nhin 4i luc dyua trén hapten. V& co ban, nhan 4i luc
dua trén hapten phan ung v6i axit amin & vi tri lién két khang nguyén, bdi n6 pha hiry
vi tri nay va phong bé phan tmg khang nguyén ddc hiéu. Tuy nhién, didu nay c6 thé
khong c6 lgi vi né dan dén sy mAt di cta sy lién két khdng nguyén bang thé lién hop

khang thé.

Phan ti chtra cdc nhom azido cling cd thé dwoc st dung dé tao thanh lién két
cong hoa tri v6i protein théng qua hop chét trung gian nitren phan Gtng ma dugc tao ra
bang tia curc tim cudng do thip (Potter and Haley, 1983). Cu thé 13, chét tuong tu 2- va
8-azido cua céac nucleotit purin da dugce st dung lam mau do quang hoc dinh hudéng vi
tri @& x4c dinh protein lién két nucleotit trong dich chiét té bao thé (Owens & Haley,
1987; Atherton et al., 1985). Céc nucleotit 2- va 8-azido ciing da dugc st dung dé 1ap
ban dd midn lién két nucleotit ctia protein dugc tinh ché (Khatoon et al., 1989; King et
al., 1989; Dholakia ef al,, 1989) va c6 thé duoc sit dung 1am tac nhan lién két khang
the.

Mot vai phuong phap da dugce biét dén trong linh vuc d& gin hodc lién hop
khéng thé dbi véi gbc lién hop ctia nd. Mot s phwong phép ghn gdm viéc st dung
phtic hop chelat kim loai sir dung, vi du nhu, tac nhan chelat héa hitu co nhu axit
dietylentriaminpentaaxetic anhydrit (DTPA); axit etylentriaminetetraaxetic; N-clo-p-
toluensulfonamit; va/hodc tetraclo-3a-6a-diphenylglycouril-3 dugc gén vao khang thé
(chc Bing Séng Ché My 4,472,509 va 4,938,948). Khéng thé don dong cling co thé
dugc cho phan (mg v6i enzym trong sy ¢d mit cta tdc nhan ghép ndi ching han nhu
glutaraldehyt hodc periodat. Thé lién hop véi chi thi fluorescein dugc diéu ché trong
sur ¢6 mit cta céc tdc nhan ghép néi nay hoic bing phan tng vdi isothioxyanat. Trong
Bing Sang Ché My 4,938,948, viée chup anh khéi u via dat duge bang cich sir dung
khang thé don dong va gbc chup anh ¢6 thé phat hién dugc dugc lién két v6i khang thé
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bing cach st dung cdu ndi ching han nhu metyl-p-hydroxybenzimidat hodc N-

sucxinimidyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionat.

Theo cac phuong 4n khac, su tao dAn xuit cta globulin mién dich bing cach
dua chon loc cac nhém sulthydryl trong ving Fe ctia globulin mién dich, st dung diéu
kién phan g ma khéng 1am thay @i vi tri két hop khéng thé duoc dy tinh. Thé lién
hop khéng thé dugc san xuat theo phuong phap ndy duge boc 10 dé thé hién do bén
lau, d6 dic hiéu va d6 nhay duge cai thién (Bing Sang Ché M¥ 5,196,066, dugc két
hop & ddy dé tham khao). Su gén ddc hiéu vi trf cta phén tir tic dong hodc béo cdo,
trong d6 phan t& béo cdo hodc tac dong duoc lién hop vao gbc carbohydrat trong ving
Fc cling d3 duge boc 19 trong tai liéu (O'Shannessy et al., 1987). Phuong phép nay da
duogc bdo céo dé san xuét khéang thé hra hen vé mit chan dodn va tri liéu ma hién nay

dang dugc ddnh gi4 1am sang.

V.  Phuong Phap Phat Hién Mién Dich

Theo phuong 4n khic nira, sang ché dé cap dén phuong phép phat hién mién
dich @ lién Két, tinh ché, loai b6, dinh lugng va theo cach khdc thuong 1a phat hién
SARS-CoV-2 va khang nguyén két hop ctia né. Mic du phuong phép nay c6 thé duoc
ap dung theo nghia truyén thdng, cach st dung khéc s& dugc kiém soét chit luong va
theo ddi ctia véc xin va dich du trit virut khéc, trong d6 khang thé theo sang ché c6 thé
duoe st dung dé danh gia luong hodc tinh toan ven (tie la, d on dinh lau dai) cta
khang nguyén & virut. Theo cach khéc, phuong phap c6 th dugc st dung dé sang loc

c4c khang thé khac nhau vé bién dang kha ning phén (g thich hop/mong mudn.

Céc phuong phap phat hién mién dich khac bao g0m céc thir nghiém dic hiéu
dé x4c dinh sy c6 mit cia SARS-CoV-2 & d6i tuong. Pham vi rong cta c4c dinh dang
thtr nghiém dugc dy tinh, nhung ddc biét 1a céc dinh dang thir nghiém ma duogc st
dung dé phat hién SARS-CoV-2 trong dich 16ng thu dugc tir d6i trong, ching han nhu
nuée bot, mau, huyét trong, dom, tinh dich hodc nude tiéu. Cu thé 13, tinh dich da
duge chimg minh 13 mu c6 thé séng ¢ phat hién SARS-CoV-2 (Purpura et al., 2016;
Mansuy et al., 2016; Barzon et al., 2016; Gornet et al., 2016; Duify et al., 2009; CDC,
2016; Halfon et al., 2010; Elder et al. 2005). Céc thir nghi€ém c6 thé dugc dinh dang

theo cach c6 lgi dé st dung khong phéi 14 trong viée cham séc sttc khoe (tai nha), bao
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gdm thir nghiém dong chay bén (xem dudi ddy) twong ty voi thu thai tai nha. Cac tht
nghiém nay co thé dugc dong gbéi & dang bd kit véi cac chét phan tng thich hop va
huéng dan st dung dé cho phép sir dung bai d6i tuong 13 thanh vién trong gia dinh.

Mot sb phuong phap phat hién mién dich bao gbm c6 thé ké dén mot vai nhu 1a
thir nghiém hép thu mién dich lién Két enzym (ELISA), thir nghi€ém mién dich phéng
xa (RIA), thir nghiém do phong xa mién dich, thtr nghiém mién dich huynh quang, thir
nghiém phat quang héa hoc, thir nghiém phét quang sinh hoc, va thim tach western.
Cu thé 13, thir nghiém canh tranh d& phat hién va dinh luong khang thé SARS-CoV-2
duoc dinh hudng dén epitop ky sinh trung ddc hiéu trong céc mau cling duoc dé xudt.
Céc budce cua cac phuong phép phat hién mién dich hitu dung khac nhau di dugc md
ta trong tai liéu khoa hoc, ching han nhu, vi du nhur, Doolittle and Ben-Zeev (1999),
Gulbis and Galand (1993), De Jager et al. (1993), va Nakamura et al. (1987). Nhin
chung, phuong phép lién két mién dich bao gom viéc thu 14y mau bi nghi ngd chita
SARS-CoV-2, va cho miu tiép xtc véi khang thé thir nhit theo séng ché, nhur truong
hop ¢6 thé 13, duéi didu kién hitu hiéu dé cho phép sy tao thanh cia phiic hop mién
dich.

Céac phuong phap nay bao gbm phuong phép tinh ché SARS-CoV-2 hodc khang
nguyén lién quan tu mAiu. Khang thé ot hon 1a dugce lién két v6i gid d& ran, ching han
nhu & dang chit nén cdt, va mau bi nghi ngd chira SARS-CoV-2 hogc thanh phan
khang nguyén s&€ dugc cho vao khang thé d3 dugc gitr ¢b dinh. C4c thanh phan khong
mong mudn s& dugc ria ra khoi ct, dé lai khang nguyén SARS-CoV-2 duoc tao phic
hop mién dich v6i khang thé d3 duge gitt c¢b dinh, ma sau d6 duge thu thép bang cach

14y sinh vét nay hodc khang nguyén tir cot.

Phuong phép lién két mién dich con bao gdm phuong phép dé phét hién va dinh
luong lugng SARS-CoV-2 hodc céc thanh phin lign quan trong mau va phéat hién va
dinh luong phtrc hop mién dich bét ky dugc tao thanh trong quy trinh lién két. O day,
nguoi ta sé thu 14y mAu bi nghi ngd chira SARS-CoV-2 hogc khang nguyén ctia n6 va
cho mau tiép xtic v6i khang thé ma lién két SARS-CoV-2 hodc céc thanh phan cua
chung, sau d6 1a phéat hién va dinh luong luong phtrc hop mién dich duoc tao thanh
duéi diéu kién dic hidu. V& su phat hién khang nguyén, mau sinh hoc dugc phén tich
c6 thé 13 mAu bat k¥ ma bi nghi ngd chira SARS-CoV-2 hodc khéng nguyén SARS-

CoV-2, chng han nhu phin hodc mAu vat mo, dich chiét md da dugc dong nhét hoa,
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dich sinh hoc, bao gbm méu va huyét thanh, hosc chét tiét, chang han nhu phan hogc
nuée tidu.

Cho mAu sinh hoc d4 duoc chon tiép xuc v6i khang thé duéi diéu kién hitu hiéu
va trong khoang thoi gian du dé cho phép su tao thanh cta phitc hop mién dich (phtc
hop mién dich so cip) thuomg 1a vén d8 bd sung don gian hop phan khang thé vao mau
va U hdn hop ndy trong khoang thoi gian du dai cho khang thé tao thanh phirc hop
midn dich véi, ik la, dé lién két véi SARS-CoV-2 hodc khang nguyén cé mit. Sau
thoi gian ndy, hop phin miu-khang thé, ching han nhu phin md, dia ELISA, thdm
tach diém hoic thidm tach Western, thudong dugc rira dé loai bo bét ky loai khéang thé
ndo khong lién két dac hiéu, chi cho phép khang thé @4 lién két dic higu § trong phire

hop mién dich so cip duge phét hién.

Nhin chung, su phat hién cua su tao thanh phic hop mién dich dugc biét rd
trong linh vuc va cd thé dat dugc thong qua viéc si dung nhiéu phuong phép. Céc
phuong phép ndy thudng dya trén su phat hién nhan hogc chi thi, ching han nhu dudi
bat ky trong sb cac dudi c6 hoat tinh phong xa, huynh quang, sinh hoc va enzym. Céc
bing sang ché d& cap dén viéc st dung cac nhin nay bao gbm cac Bing Sang Ché My
3,817,837, 3,850,752, 3,939,350, 3,996,345, 4,277,437, 4,275,149 va 4,366,241. Tt
nhién, nguoi ta cd thé phat hién thdy cac uu diém khac thong qua viée st dung phéi tr
lién két thtr cdp ching han nhu khang thé thr hai va/hogc su sip xép lién két phdi tir
biotin/avidin, nhu d3 biét trong linh vyc.

Ban than khang thé duoc sir dung trong viéc phat hién c6 thé dugc lién két véi
nhin c6 thé phat hién dugc, trong d6 ngudi ta sau d6 don gién 1a phat hién nhén nay,
bdi né cho phép luong cua phic hop mién dich so cip trong hop phén duge xac dinh.
Theo cach khéc, khang thé thtr nhit ma tré nén dugc lién két & trong phirc hgp mién
dich so cip co thé duge phat hién bing phéi tir lién két thir hai ma c6 &i luc lién két dbi
v6i khang thé. Trong céc trudng hop nay, phéi tir lién két thir hai c6 thé duoc lién két
v6i nhiin 6 thé phat hién duge. Ban than phéi tir lién két thtr hai thuong 1a khéng thé,
ma c6 thé do d6 duge goi 1a khang thé "tha cAp". Phirc hop mién dich so cap duoc cho
tiép xuc v6i phéi tir, hodc khang thé, lién két thir cép, di dugc gin nhan, dudi dieu
kién hiru hiéu va trong khoang thdoi gian du dé cho phép su tao thanh cla tht cép phirc

hop mién dich. Sau d6 phurc hop mién dich thir cdp thudng duoc ria dé loai bé khéng
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thé hodc phéi t& duoc gén nhéan thir cép khong lién két dac hidu bét ky, va sau d6 nhan

vAn con & lai trong thir cdp phitc hop mién dich dugc phét hién.

Céc phuong phép khéc bao gdm sur phét hién ctia phtrc hop mién dich so cip
bang phuong phap hai budc. Phéi tir lién két tht hai, chdng han nhu khéng thé ma c6
4i Iuc lién két déi v6i khang thé, dugc sir dung d8 tao thanh tht cép phirc hop mién
dich, nhu mo ta & trén. Sau khi rira, phtrc hop mién dich tha cép dugc cho tiép xuc véi
phéi tir hoge khéng thé lién két thir ba ma c6 4i luc lién két d6i voi khang thé thir hai,
cling dudi didu kién hiru hiéu va trong khoang thoi gian du dé cho phép su tao thanh
ctia phtrc hop mién dich (phirc hop mién dich bac ba). Phéi tir hodc khang thé thir ba
duoc lién két v6i nhin c6 thé phat hién duge, cho phép phét hién phirc hop mién dich
béc ba di duogc tao thanh nhu vay. Hé théng nay co thé tao ra su khuéch dai tin hiéu

néu muon.

Mot phuong phép phat hién mién dich sir dung hai khang thé khac nhau. Khéng
thé d3 duoc biotinyl héa thir nhét duoc st dung dé phat hién khang nguyén dich, va
sau d6 khang thé thir hai dugc st dung @& phat hién biotin dugc gin vio biotin d
duoc tao phirc hop. Trong phuong phép nay, mau cAn thir nghiém trude hét duge &
trong dung dich chtra khang thé budc thir nhit. Néu khang nguyén dich c6 mat, mot sd
khang thé lién két voi khang nguyén dé tao thanh phirc hop khang thé d& dugc biotinyl
héa/khang nguyén. Sau dé phirc hop khang thé/khang nguyén duo’c‘khuéch dai bing
cach @ cac dung dich lién tiép cla streptavidin (hodc avidin), ADN da dugc biotinyl
héa, va/hoic ADN di dugc biotinyl hoa bd sung, v6i mdi budce bd sung thém cac vi tri
biotin vao phirc hgp khang thé/khang nguyén. Céac bude khuéch dai duge lap lai dén
khi dat dugc muc do khuéch dai thich hop, tai thoi diém d6 mau dugc 1 trong dung
dich chira khang thé buéc thir hai chéng lai biotin. Khéng thé budc thtr hai nay dugc
gén nhan, vi du nhu, véi enzym ma cé thé duoc st dung dé phat hién sy c6 mit cua
phirc hop khang thé/khang nguyén bing md enzym hoc st dung co chat sinh mau. Véi
st khuéch dai thich hop, thé lién hop c6 thé duge san xuAt ma c6 thé nhin thdy bing

mit thudng.

Phuong phap phét hién mién dich da biét khéc ¢6 wu diém cia phuong phap
immuno-PCR (phan tmg chudi polymeraza). Phuong phap PCR nay tuong tu véi
phuong phép Cantor vé viéc U v6i ADN da duge biotinyl hoa, tuy nhién, thay vi sit
dung nhidu chu ky @ streptavidin vd ADN di dugc biotinyl hoa, phuc hop
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ADN/biotin/streptavidin/khang thé dugc rira sach v6i chit dém do pH thép hogc mudi
cao ma giai phéng khing thé. Sau d6 dung dich rira thu dugc duge sir dung dé thuc
hién phéan tng PCR véi cdc doan mdi thich hop véi céac dbi chung thich hop. It nhét 13
vé ly thuyét, kha ndng khuéch dai 16m va do dic hiéu cia PCR ¢6 thé dugc st dung dé

phat hién phén t khdng nguyén don 1é.

A.  ELISA

Thir nghiém mién dich, theo nghia truc tiép va don gian nhét cta ching, 13 thir
nghiém lién két. Céc thir nghiém mi&n dich dwgc uu tién nhat dinh 1a cic loai khac
nhau cua thir nghiém hip thu mién dich lién két enzym (ELISA) va thtr nghiém mién
dich phéng xa (RIA) da biét trong linh vyc. Sy phét hién héa md mién dich sir duﬁg
phan mé ciing dic biét hitu dung. Tuy nhién, d& dang hidu r6 ring sy phat hién nay
khong bi gi6i han ¢ cac ky thudt nay, va thdm tach western, thdm tach diém, phan tich

FACS, va dang tuong tu cling ¢o thé duoc st dung.

Trong mot ELISA vi dy, khang thé theo sang ché duogc giit c¢b dinh trén bé mit
dugce chon thé hién 4i luc protein, ch?mg han nhu giéng trong dia vi chudn d6
polystyren. Sau d6, hop phan thir nghiém bi nghi ngd chita SARS-CoV-2 hogc khang
nguyén SARS-CoV-2 dugc bd sung vao céc giéng. Sau khi lién két va rira dé loai bd
khong lién két dic hidu phic hop mién dich, khang nguyén di dugc lién két 6 thé
dugc phat hién. Sy phét hién ¢ thé dat dugce bing cach bd sung khang thé khang
SARS-CoV-2 khéc ma duoc lién két véi nhén ¢ thé phat hién duge. Kiéu ELISA nay
13 "ELISA kep” don gian. Su phét hién cling ¢o thé dat dugc bang cach bd sung khang
thd khang SARS-CoV-2 thir hai, sau d6 12 bd sung khéng thé thir ba ma ¢ 4i lyc lién
két d6i véi khang thé thtr hai, v6i khang thé thir ba duge lién két véi nhan c6 thé phit
hién duoc.

Trong ELISA vi du khic, céac mau bi nghi ngd chira SARS-CoV-2 ho#c khing
nguyén SARS-CoV-2 dugc gilt cb dinh 1én trén bé mit giéng va sau d6 dugce cho tiép
xtic v6i khang thé khang SARS-CoV-2 theo sang ché. Sau khi lién két va rira dé loai
b6 khong lién két dic hiéu phtre hop mién dich, khang thé khang SARS-CoV-2 d3 lién
két dugc phat hién. Khi khang thé khang SARS-CoV-2 ban dau dugc lién két v6i nhan

¢6 thé phat hién duoc, phirc hop midn dich ¢6 thé duge phat hién mot céch truc tiép.
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Mot 1in nita, phtic hop min dich c6 thé dugc phat hién bing céch sir dung khang thé
thir hai ma c6 4i lwc lién két ddi véi khéng thé khang SARS-CoV-2 thir nhat, véi
khang thé thi hai duoc lién két véi nhan 6 thé phét hién dugc.

Bit k& dinh dang nao dugc st dung, ELISA c6 cic dAu hiéu nhét dinh chung,
ching han nhw phi, @ va lién két, rira dé loai b6 cdc loai khong lién két dic hiéu, va

phat hién phirc hgp mién dich d4 lién két. Chiing dugc md ta dudi déy.

Trong viéc phu dia bang khang nguyén hodc khang thé, nguoi ta thudng u cac
giéng ctia dia v6i dung dich ciia khdng nguyén hodc khang thé, qua dém hoic trong
khoang thdi gian xac dinh tinh theo gi¢. Sau d6 cac giéng ctia dia duge ria dé loai bd
nguyén li€u hép thu khong hoan toan. Sau dé bé mit sin sang con lai bt ky cia cac
giéng "dugc phu" bing protein khong dic hiéu ma trung tinh vé tinh khang nguyén ddi
v6i khang huyét thanh thir nghiém. Ching bao gdm albumin huyét thanh bd (BSA),
casein hoic dung dich bdt sira. Viéc phu cho phép phong bé cac vi tri hép thu khong
ddc hiéu trén bé mat da ¢d dinh va do d6 1am gidm muc nén gdy ra bdi sy lién két

khong dic hi¢u cia khing huyét thanh trén bé mit.

Trong ELISA, c6 kha nédng tuy chinh nhiéu hon @& st dung phuong thirc phat
hién bac hai ho#ic bac ba chir khong phdi quy trinh trye tiép. Do d6, sau su lién két cta
protein hodc khang thé véi giéng, phit bang nguyén liéu khong phan Gng dé 1am giam
mirc nén, va rira dé loai bo nguyén liéu khong lién két, bé mat di ¢ dinh dugce cho
tiép xtic véi mau sinh hoc cn dugc thir nghiém dudi diéu kién hitu hiéu dé cho phép
tao thanh phirc hop mién dich (khang nguyén/khdng thé). Su phat hién cta phirc hop
mién dich sau d6 doi héi phéi t& hoac khang thé lién két tht cdp dugc gén nhan, va
phdi tir hodc khang thé lien két thir cAp két hop voi khéng thé bac ba duoc gin nhin
hodc phdi tir lién két thu ba.

"Duéi didu kién hitu hidu dé cho phép tao thanh phiic hop mién dich (khing
nguyén/khang thé)" ¢6 nghia 1a cic didu kién tdt hon 1a bao gdm viéc pha lodng khéng
nguyén va/hodc khing thé bang céc dung dich chéng han nhu BSA, globulin gamma
bo (BGG) hodc nudc mudi dém photphat (PBS)/Tween. Cac tic nhan bb sung nay

cling ¢6 xu huéng hd trg trong viée 1am gidm mirc nén khong dac hiéu.

Céc diéu kién "thich hop" cling ¢6 nghia 12 viéc G ¢ nhiét 4 hodc trong khoang

thdi gian dd dé cho phép lién két hiéu qua. Céc budc u thudng 1a tir khoang 1 dén 2
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dén 4 gid hodc twong ty, & nhiét do tdt hon 12 trén mue tir 25°C dén 27°C, hofic c6 the

12 qua dém & nhiét 46 khoang 4°C hodc tuong tu.

Sau tit ca cac budc 1 trong ELISA, bé mit d3 tiép xuc duoc rua dé loai bo
nguyén liéu khong dugce tao phirc hop. Quy trinh rira dugc uu tién bao gdm rira bing
dung dich chfmg han nhu PBS/Tween, hoac chit dém borat. Sau khi tao thanh phtc
hop mién dich dic hiéu gitra mau thir nghiém va nguyén li¢u da lién két ban dau, va
buée rira tiép theo, su xuét hién cia thim chi 1a lugng phit cia phic hop mién dich ¢6

thé duoc xac dinh.

Dé tao ra phuong thirc phét hién, khang thé thi hai hogc thi ba c6 nhin két hop
dé cho phép phat hién. Tbt hon 13, n6 13 enzym ma tao ra sy phét trién mau khi @ véi
co chét sinh mau thich hop. Do d6, vi du nhu, ngudi ta mudn cho tiép xuc hodc 1 cdc
phtrc hop miénvdich thir nhét va thtr hai v6i khang thé di lién hop ureaza, glucoza
oxidaza, phosphataza kiém hoic hydro peroxidaza trong khoang thoi gian va dudi didu
kién ma co thién huéng phat trién sy tao thanh phirc hop mién dich hon nita (v du
nhu, 0 trong thoi gian 2 gid & nhiét do trong phong trong dung dich chira PBS ching
han nhu PBS-Tween).

Sau khi 0 v&i khang thé da gin nhin, va tiép do rtra dé loai bo nguyén liéu
khong lién Két, luong nhéin dugce dinh luong, vi du nhu, béng cach 0 v6i co chét sinh
mau chéng han nhu ure, hoic mau tim bromocresol, hodc axit 2,2'-azino-di-(3-etyl-
benzthiazolin-6-sulfonic (ABTS), hoic H,0,, trong trudng hop cla peroxidaza lam
nhin enzym. Sau d6 su dinh luong dat duoc béng cach do mtrc do mau dugc tao ra, vi

du nhwe, stt dung mdy do quang phd & phd nhin thiy.

Theo phuong an khac, sang ché du tinh viéc st dung céc dinh dang canh tranh.
Diéu nay dic biét hitu dung trong su phat hién khang thé SARS-CoV-2 trong mau.
Trong thir nghiém duya trén sy canh tranh, lugng chua biét cta chit phén tich hodc
khang thé duge xac dinh bang kha ning cla n6 @8 chiém chd luong da biét ctia khing
thé da gén nhdn hodc chét phén tich. Do do, su mét di c6 thé dinh luong cda tin hiéu 12
d4u hiéu chi ra lugng khang thé hodc chét phan tich chua biét trong mau.

G ddy, téc gia sang ché d& xudt viéc sit dung khéng thé don dong SARS-CoV-2
da gén nhin dé xé4c dinh lugng cua khéng thé SARS-CoV-2 trong mau. Pinh dang co
ban bao gdm budc cho lugng di biét cia khang thé don dong SARS-CoV-2 (duge lién
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két v6i nhan c6 thé phat hién dugc) tiép xtic voi khang nguyén hogc hat SARS-CoV-2.
Khang nguyén hodc sinh vit SARS-CoV-2 t6t hon 12 duge gan vao gia do. Sau sy lién
két ciia khang thé don dong d3 gin nhin vao gia 4o, mAu dugc bd sung va dugc G dudi
diéu kién cho phép khéang thé khong gén nhin bét ky trong mau canh tranh véi, va do
d6 chiém chd, khang thé don dong di gin nhin. Bing cach do nhén bi mét di hodc
nhén con lai (va trir n6 di tir lugng ban dAu ctia nhin d3 lién két), ngudi ta c6 thé xac
dinh c6 bao nhiéu khang th khong gin nhin duge lién két v6i gia 45, va do do c6 bao

nhiéu khang thé c6 mit trong mau.

B. Thim Tach Western

Tham tach Western (theo cach khdc, thAm tach mién dich protein) 13 k§ thudt
phén tich dugc st dung dé phat hién céc protein dic hi¢u trong maAu nhit dinh ctia dich
ddng nhit hoic dich chiét m6. N6 st dung dién di trén gel dé tach protein ty nhién
hodc bién tinh theo chiu dai ciia polypeptit (céc didu kién l1am bién tinh) hoic theo
cAu triic 3-D cua protein (cic didu kién tu nhién/khong bién tinh). Sau d6 cac protein
duge chuyén vao mang (thudng 13 nitroxenluloza hodc PVDF), trong d6 ching dugc

do (dugc phat hién) bing cach st dung khang thé dic hiéu di véi protein dich.

Céc mau c6 thé dugc 14y tir md hoan chinh hodc tir mdi trudng nudi chy té bao.
Trong hau hét cac trudng hop, mod rin trude hét bi pha v& co hoc bang cach st dung
may pha trdn (cho thé tich mau 16n hon), st dung mdy ddng nhat hoéa (thé tich nhé
hon), hodc bang cach nghién siéu am. Té bao ciing c¢6 thé duge pha vo mé ra bang mot
trong cac phuong phép co hoc néu trén. Tuy nhién, can lwu ¥ rang cdc mau vi khudn,
virut hodc méi trudng cod thé 12 ngudn protein va do d6 thdm tach Western khong bi
giGi han chi & nghién ctru té bao. Céc loai chét tiy tap, mudi, va chat dém c6 thé dugc
st dung dé gitip cho sy dung gidi clia cac té bao va dé 1am tan protein. Chét trc ché
proteaza va phosphataza thudng dugc bd sung dé ngin chin sy phan ct ctia mau bing
enzym cla ban than né. Viéc chudn bj md thudng dugce thuc hién & nhiét do lanh dé
tr4nh 13m bién tinh protein.

Céc protein cua mau dugce tach bé‘mg cach st dung dién di trén gel. Viéc tach
protein cd thé 1a theo diém ding dién (pD), khéi lugng phan t, dién tich, hodc dang két

hop clia cac yéu t6 nay. Ban chat cta viéc tach phu thudc vao viéc x ly mau va ban
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chét cta gel. Day 1a cach rAt hitu dung dé x4c dinh protein. Ciing ¢ thé sir dung gel
hai chiéu (2-D) ma 1am lan céc protein tir mau don 16 ra hai chiéu. Protein dugc tach
theo didm ding dién (46 pH ma tai d6 ching c6 dién tich toan phan trung tinh) & chiéu

thir nhét, va theo khéi luong phén tir ciia chiing & chidu th hai.

Dé tao ra cac protein co thé tiép can duge dé phat hién khang thé, chiing dugc
di chuyén tir trong gel 1én trén mang lam bing nitroxenluloza hodc polyvinyliden
diflorua (PVDF). Mang dugc dit 1én phia trén gel, va chdng gidy loc duge dit 1én trén
nd. Toan bd chdng nay duoc dit trong dung dich dém ma di chuyén Ién trén gidy bing
tac dong cia mao din, mang céc protein theo n6. Phuong phap khic d& chuyén céc
protein dugc goi la thdm tach dién va st dung dong dién dé kéo protein tir gel vao
mang PVDF hodc nitroxenluloza. C4c protein di chuyén tir & trong gel 1én trén mang
trong khi duy tri su td chtrc ma ching cé & trong gel. Két qua clia quy trinh thdm tach
nay 13, cac protein dugc 10 ra trén 16p bé mit mong dé phat hlén (xem duéi day). Ca
hai loai mang nay dugc chon vi tinh chét lién két protein khong dic hiéu cta ching
(tirc 1o, lién két voi tat ca protein ngang bang nhau). Sy lién két protein duogc dya trén
su twong téc ky nude, cling nhu 14 su trong téc tich dign gilta mang va protein. Mang
nitroxenluloza ré hon PVDF nhung dé v& hon nhiéu va khong dimg thing t6t cho viéc
do 13p di lap lai. Tinh dbng déu va hiéu qua tdng thé ctia viéc chuyén protein tir gel
sang mang co thé dugc kidm tra bing cich nhudm mau mang béng cac thudc nhudm
Coomassie Brilliant Blue hodc Ponceau S. Khi da dugc chuyén, protein dugc phat hién
bang cach st dung khing thé so cp da gin nhin, hodc khang thé so cép khong gin
nhan sau d6 1a sy phat hién gian tiép bang cach st dung protein A di gin nhin hodc

khang thé d4 gin nhan tha cap lién ket voi ving Fe clia khang the so cap.

C.  Thit Nghiém Dong Chay Bén

Thir nghiém dong chay bén, con goi 1a thir nghiém séc ky mién dich dong chay
bén, l1a thiét bi don gian dugc du dinh dé phét hién sy ¢4 mit (hodc khong c6 mat) cla
chit phén tich dich trong mau (chét nén) ma khéng c6 nhu cAu vé thiét bi chuyén dung
va dét tién, du nhidu tng dung dua trén phong thi nghiém tdn tai ma duge hd tro béi

thiét bi doc. Thong thudng, cdc thtt nghiém ndy duoc st dung lam chin doén y té can
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it tai nguyén, dé thur nghiém tai nha, diém thir nghiém chim sdc, hodc st dung trong

phong thi nghiém. Ung dung phd bién va di duogc biét 13 12 thir thai tai nha.

Cong nghé nay dua trén day tAng mao din, ching han nhu mAu gidy xp hoic
polyme thiéu két. M&i thanh phan niy c6 kha ning van chuyén dich 1ong (vi du nhu,
nuée tidu) tu phat. Thanh phin thir nhét (miéng dém miu) hoat dong nhu 12 bot bién
va gift lugng du cua dich méu. Khi duoc nhing, dich nay di chuyén sang thanh phan
thir hai (miéng dém lién hop) trong d6 nha san xudt da lwu trix céi‘ goi 12 thé lién hop,
dinh dang khd ctia hat c6 hoat tinh sinh hoc (xem dudi day) trong chit nén mudi-
dudong ma chira moi thir dé bao dam phan tng héa hoc t81 wru gitta phan tir dich (vi du
nhie, khadng nguyén) va dbi tac hoa hoc cta né (vi du nhur, khang thé) ma da dugce gilt
¢ dinh trén bé mat cua hat. Trong khi dich mAu hoda tan chét nén muéi-dub’ng, no
cling hoa tan hat va trong mot tac dong vén chuyén két hop miu va thé lién hop tron
14n trong khi chdy qua chu triic x6p nay. Theo cach ndy, chét phan tich lién két v6i hat
trong khi di chuyén tiép qua tAng mao din thir ba. Nghién liéu nay c6 mot hodc nhiéu
khu vuc (thuong dugc goi 1 dai) trong d6 phéan tir thi ba dé duoc giflr ¢ dinh boi nha
sin xuit. Khi ma hdn hop miu-thé lién hop dén duoc cac dai nay, chit phan tich dugc
lién két trén hat va phan tr 'bit gitt' tht ba lién két phtrc hop. Sau mét luc, khi ngay
cang nhiéu dich 16ng di qua dai, hat tich tu va khu vuc dai d6i mau. Thong thudng cb
it nhAt 13 hai dai: mot dai (d6i chimg) ma bét giit hat bat ky v nhd d6 cho thay ring
didu kién phan (g va cong nghé hoat dong tdt, dai thir hai chira phan tir bt gitr dac
hiéu va chi bét gift cac hat ma phén tr chét phén tich da dugc gitr c¢b dinh trén d6. Sau
khi di qua khu vuc phén ng, dich 16ng di vao nguyén liéu x6p cudi cling — bic — ma
hoat dong don gian nhu 13 vt chtra réc thai. Thir Nghi¢ém Dong Chay Bén c6 thé hoat
dong nhu 1a thit nghiém canh tranh hodc kep. Thu nghiém dong chay bén dugc boc 16
trong Bing Sang Ché My 6,485,982,

D.  Hoa M6 Mién Dich

Khang thé theo sang ché ciing ¢6 thé duge st dung két hop v6i ca hai khéi mo
duoc két dong tuoi va/hodc dugce ¢ dinh trong formalin, dugc nhung parafin dugc
didu ché @ nghién ctru bing héa mé mién dich (immunohistochemistry - IHC).

Phuong phap diéu ché cac khbi mé tir mau vat dang hat nay d& dugc su dung thanh
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cong trong cac nghién ctru IHC trude déy cua cac yéu t6 tién luong khéc nhau va da
duge biét r6 dbi véi ngudi cb trinh do trung binh trong linh vyc (Brown ez al., 1990;
Abbondanzo et al., 1990; Allred et al., 1990).

Mot cach van tit, cac phén két doéng co thé dugc diéu ché béng cach khir nuée
50 ng mé két dong "da dugc tan thanh bot" & nhigt do trong phong trong nuée mudi
dém photphat (PBS) trong c4c vién nang nhua nho; tao vién hat bang ly tdm; tdi tao
huyén phii ching trong méi trudng nhing nhét (OCT); 10n ngugce vién nang va/hodc
tao vién lai bing ly tdm; két dong nhanh trong isopentan -70°C; cit vién nang nhua
va/hoic loai bo xy lanh di két dong ciia md; kep chat xy lanh mo trén d6 kep vi phiu
diéu lanh; va/hoic cit 25-50 phﬁn ndi tiép tr vién nang. Theo cach khéc, cac mau md

két dong toan phan c6 thé duge sir dung dé cit cac phan theo day.

Céc phan lau bén c6 thé duge didu ché bang phuwong phap tuong tur gbm sy khir
nudc cua 50 mg mAu trong vi éng ly tdm nhya; tao vién; tai tao huyén phu trong
formalin 10% dé c¢b dinh trong 4 gid; rira/tao vién; tai tao huyén phu trong aga 2,5%
Am; tao vién; 1am lanh trong nuGe da dé 1am cung aga; loai bod khdi mo/aga khoi 6ng;
lam thdm nhdp va/hodc nhing khéi nay trong parafin; va/hodc c4t 1én dén 50 phan lau

bén theo diy. Mt 14n nita, cic mAu mod hoan chinh ¢6 thé dugc thay the.

E. B6 Kit Phat Hién Mién Dich

Theo phuong 4n khic nita, sang ché @& cap dén bo kit phat hién mién dich dé su
dung v6i phuong phép phat hién mién dich dugc mo ta & trén. Khi khéng thé c6 thé
duoc st dung dé phat hién SARS-CoV-2 hoic khang nguyén SARS-CoV-2, khang thé
¢6 thd dugc bao gdm trong bo kit. Do do bd kit phat hién mién dich c6 chira, trong
phuong tién vat chira thich hop, khang thé thtr nht ma lién két voi SARS-CoV-2 hodc
khang nguyén SARS-CoV-2, va mot cich tuy ¥ chét phan g phat hién mién dich.

Theo phuong 4n nhat dinh, khéng thé SARS-CoV-2 ¢6 thé dugc lién két truée
v6i gia do ran, ching han nhu cdt chét nén va/hoic giéng cta dia vi chudn do. Chét
phan Ung phat hién mién dich cta bd kit ¢6 thé c6 dang bét ky trong s6 nhiéu dang,
bao gém c4c nhan c6 thé phét hién dugc ma dugc két hop v6i hodc dugce lién két véi

khang thé duge d& xuit. Nhan c6 thé pht hién duge ma dugc két hop voi hodc duge
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gén vao phéi tir lién két thir cdp cling dugc tu tinh. Phéi tir thir cdp vi du 12 khang thé
thir c¢Ap ma 6 &i luc lién két dbi vi khang thé thir nhat.

Chét phan tmg phat hién mién dich thich hop khac dé sir dung trong bo kit nay
bao gdm chét phan tmg hai thanh phin ma c6 chita khéng thé thit cp ma c6 4i lyc lién
két d5i v6i khang thé thit nhat, cing véi khang thé thir ba ma 6 4i luc lién két d6i véi
khéng thé thir hai, khang thé thtt ba dugc lién két v6i nhén c6 the phit hién dugc. Nhu
Ivu y & trén, nhiéu nhén vi du d3 duoc biét dén trong linh vuc va tAt ca cac nhin ndy

cé thé duge str dung cho sang che.

B kit ¢ thé con chira hop phan dugc 14y phan phan udc thich hop cia SARS-
CoV-2 hodc khang nguyén SARS-CoV-2, du dugc gin nhin hay khong dugc gin
nhin, nhu ¢6 thé dugc st dung d& diéu ché duodng cong tiéu chuén cho thtr nghiém
phat hién. Bo kit c6 thé chra thé lién hop khang thé-nhdn ¢ dang dugc lién hop day
da, & dang hop chét trung gian, hodc dudi dang cac gbc riéng & can dugc lién hop béi
ngudi st dung clia bd kit. Cac thanh phan cia bd kit ¢o thé dugc dong goi trong moi

trudng nude hodc ¢ dang kho lanh.

Cac phuong tién chtra cia cic bd kit thudng bao gdm it nhat 1a mot lo, bng
nghiém, binh thot cd, chai, xylanh hozc cac phuong tién chira khic, ma trong d6 khang
thé c6 thé dugce dit vao, hodc tdt hon 13, duge phan udc mot cach thich hgp. Bo kit
theo séng ché ciing thudng bao gbm c4c phuong tién chira khang thé, khang nguyén va
c4c vat chira chét phan tng khéc bt ky trong su bao kin dé ban trén thi truong. Céc
vét chira nay c6 thé bao gff)m vat chtra dang tiém hodc cac vat chira nhya €p khudn thdi

ma lo mong mudn duoc giit lai trong do.

F.  Tha Nghiém Kiém Soét Chét Luong Véc Xin Va Khang Nguyén

Sang ché cling bao ham viéc sit dung khing thé va manh khang thé nhu dugc
mo ta trong ban mo ta nay dé sir dung trong viéc danh gia tinh toan ven khang nguyén
cua khang nguyén virut trong mAu. Céc san phdm sinh y nhu véc xin khéc véi thude
héa hoc trong d6 chung khong thé duoc xac dinh dic diém phan t& mot cach binh
thuong; khang thé 12 phan tir 16n c6 do phirc tap dang ké va c6 kha nang thay d6i nhiéu
tir 14n didu ché nay sang lan diéu ché khac. Chung cling dugce dung cho ca thé khoe

manh, bao gom tré em khi bat dau cudc sdng, va do @6 can phai nhan manh rang chat
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lugng cua chung phdi dugc dam bao, dén mirc @6 16n nhit c6 thé, ma ching c6 hiéu
qué trong viéc ngin ngtra hodc diéu tri bénh de doa tinh mang, ma ma khong gy hai

cho ban than ching.

St toan ciu héa ngdy cang ting trong san xudt va phan phéi vic xin d3 mé ra
cac kha ning méi dé quan ly t8t hon cac quan ngai y té cong ddng nhung ciing 1am
nay sinh céc cau héi vé sy tuong duong va kha ning thay thé 13n nhau ciia cic véc xin
tim dugc bing nhiéu ngudn khac nhau. Sy tiéu chun héa qudc té clia nguyén liu bét
dau, cta thir nghiém sén xuAt va kiém so4t chét lugng, va viéc dit ra ky vong cao vé
giam sat quan ly vé cach ma cac san phim nay duge san xuét va duoc sir dung, do d6
dit nén tang cho su thanh cong lién tuc. Nhung né vAn 13 linh vire thay ddi khong
ngat, va cac tién bd k§ thuat lién tuc trong linh virc mang lai hira hen cho viéc phat
trién cac vii khi méi hiéu nghiém chdng lai céc de doa 'y té cong cong ci, cling nhu 14
cac de doay té cong cong méi - bénh sbt rét, dich cam, va HIV, chi ké tén mot sb it -
nhung cling d3t ra 4p luc 16n cho céc nha san Xuét, cac co' quan quan Iy, va cong dong
y té rong hon @& dam bao ring céc sin pham tiép tuc dép Ung tiéu chudn cao nhit vé

chét luong ¢6 thé dat dugc.

Do do, nguoi ta ¢d thé thu dugc khang nguyén hodc véc xin tir ngudn bat ky
hodc & diém bét ky trong quy trinh san xuét. Do d6 quy trinh kiém sodt chét luong c6
thé bit dau véi viee diéu ché m3u cho thir nghiém mién dich ma xéac dinh sy lién Kkét
ctia khéng thé hozic manh duge boc 1o & ddy véi khéang nguyén virut. Thu nghiém mién
dich ndy dugc bac 16 & chd khac trong tai liéu ndy, va thir nghiém bat ky trong sd
ching ¢6 thé dugc st dung dé danh gi4 tinh toan ven cAu trac/tinh khang nguyén cua
khang nguyén. Tiéu chuén d& im kiém mAu chira lugng chip nhan dugc cta khang
nguyén nguyén ven va dung vé tinh khing nguyén cé thé dugc thiét 1ap bdi cac co

quan quan ly.

Phuong 4n quan trong khic trong d6 tinh toan ven khéng nguyén dugc danh gia
[a xac dinh tudi tho va do én dinh luu trix. HAu hét cac thude, bao g?)m véc xin, ¢ thé
hu héng theo thoi gian. Do do, didu quan trong dé x4c dinh, theo thoi gian, khang
nguyen, chéng han nhu trong vic xin, c6 bi thodi bién hoic mét 6n dinh dén mutc do
ma né khong con ¢6 tinh khang nguyén va/hodc c6 kha néng tao ra dap Gng mién dich

khi duge dung cho d6i tugng. Mt 1an nira, tiéu chuan dé tim kiém mau chtra lugng
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chép nhén dugc clia khdng nguyén nguyén ven v& tinh khéng nguyén cd thé duoc thiét

14p bdi cac co quan quén ly.

Theo phuong an nhét dinh, c4c khang nguyén virut c6 thé chira hon mot epitop
bao vé. Trong céc trudng hgp nay, nd cd thé chung t6 13 hitu dung dé str dung céc thir
nghiém ma xem xét sy lién két cua hon mdt khang thé, chéng han nhir 2, 3, 4, 5 hodc
tham chi 12 nhiéu khang thé hon. Céc khéng thé nay lién két vé6i cac epitop c6 quan hé
gan gili, sao cho ching lidn k& hoic tham chi 12 gbi 1én nhau. Mit khac, chung c6 thé
thé hién céc epitop khac biét tlr cac phin khéc hin ctia khéng nguyén. Bing cach danh
gia tinh toan ven cua nhidu epitop, anh hoan chinh hon cta tinh toan ven tdng thé cla
khang nguyén, va do d6 kha nang dé tao ra dap ing mién dich béo vé, co thé duoc xéac

dinh.

Khang thé va cdc manh cta ching nhu md ta trong sang ché ciing c6 thé dugc
str dung trong bd kit dé theo doi hiéu qua cta quy trinh ching ngira bang cach phat
hién sy ¢6 mit cua khang thé SARS-CoV-2 bao vé. Khang thé, manh khang thé, hoic
bién thé va din xuét cia chiing, nhu md ta trong sang ché ciing c6 thé duoc st dung

trong bo kit dé theo ddi su san xuét vic xin véi kha nang gay mién dich mong muén.

G.  ViDu Thuc Hién Sang Ché

Céc vi du sau day dugc bao gdm dé chimg minh cac phuong &n dugc uu tién.
Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nén hiéu 3 ring cac k¥ thuat dugc boc 10
trong cac vi du sau déy la theo cic k¥ thuét ti€u biéu duoc phéat hién boi tac gia sang
ché dé thuc hién tét chirc ning trong thyc hanh cac phuong én, va do d6 ¢6 thé dugc
xem 1a thiét 14p céc phuong thirc uu tién dé thuc hanh n6. Tuy nhién, ngudi cd hidu
biét trung binh trong linh vyc nén, dua trén ban mo ta sang ché nay, hiéu r3 ring nhidu
su thay ddi c6 thé duge thuc hién trong cac phuong an cu thé ma duoc boc 16 va van
dat duge cing két qua hodc két qua twong tu ma khong nim ngoai tinh thin va pham

vi clia sang che.
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Vidu 1 — Tinh Hiép Pdng Khang thé

Tinh hiép ddng dugc dinh nghia & ddy dudi dang hoat tinh trung hoa cao hon
qua trung gian hdn hgp cia hai mAb khi duge so sénh v6i mhoat tinh trung hoa qua
trung gian mAb riéng 1¢ & cimg mot tong ndng dd (in vitro) hodc lieu lugng (in vivo)
cia khang thé. P& d4nh gid liéu hai mAb c6 hiép ddng trong hdn hop dé trung hoa
SARS-CoV-2 hay khong, tac gid sang ché st dung phuong phép duge bdo cdo trude
ddy @& dinh lwong tinh hiégp dong (lanevski A, He L, Aittokallio T, Tang J.
Bioinformatics. 33, 2413-2415, 2017). Pé danh gia mirc y nghia cia tic dung c6 loi tir
viée két hop cac mAb, ddp tng két hop dugc quan sét thdy (chit nén dép Gng lidu
lugng) dugc so sanh véi dép tng ky vong duge tinh bing mo hinh tinh diém tinh hiép
ddng (Ianevski A, He L, Aittokallio T, Tang J. Bioinformatics. 33, 2413-2415, 2017).
Su trung hoa virut duge do trong thir nghiém xét nghiém trung hoa lam giam tap trung
théng thudng (FRNT) sit dung SARS-CoV-2 kiéu dai va don 16p nudi cdy té bao
Vero-E2. Cac mADb riéng 1&é COV2-2196 va COV2-2130 dugc trdn 6 cac néng dd khac
nhau dé d4nh gia hoat tinh trung hoa ctia céc ti 1¢ mADb khac nhau trong hdn hop. Dic
biét 13, mbi dich pha lodng by 1an cia mAb COV2-2130 (bét dau tir 500 ng/ml) duge
tron véi mdi trong sd chin dich pha logng ciia mAb COV2-2196 (bat dau tir 500
ng/ml) trong tdng thé tich 50 pl cta mdi diéu kién va sau d6 dugc u v4i 50 pl SARS-
CoV-2 sbng trong moi trudng nudi cy té bao (mdi truong RPMI-1640 c6 bd sung véi
2% FBS) trudc khi cho vao té bao Vero-E2 hop Iuu sinh truéng trong dia 96 giéng.
Céc gia tri ddi ch&ﬁg bao gdm céc gia tri d6i véi dap tmg lidu luong cua hoat tinh
trung hoa dugc do mot cach riéng ré dbi v6i cac mAD riéng 16 COV2-2196 va COV2-
2130 ma dugc danh gid & cung lidu lvgng nhu trong hdn hop (xem cic HINH 1-3).
M3i phép do dugc thyc hién trong hai ban sao. Tdc gia sang ché tinh tiép phéan trim
trung hoa virut i voi m&i didu kién va sau d6 tinh diém ctia gid tri tinh hiép dong, ma
x4c dinh su tuong tac gitta hai mAb nay trong hdn hop 12 hiép dbng (diém cia tinh
hiép ddng = 17,4). Luu y, diém cta tinh hiép dong nhé hon -10 chi ra hién tuong ddi
khang, diém tir -10 dén 10 chi ra tac dung cong gdp, va diém 16n hon 10 chi ra tac
dung hiép ddng. Vi du trén cac HINH 1-3 thé hién chat nén dép tmg lidu lugng va
chimg minh ring _li?:u lugng mAb két hop bang 79 ng/ml trong hdn hop (16 ng/ml cia
COV2-2196 va 63 ng/ml cia COV2-2130) c6 cing hoat tinh nhu 250 ng/ml cia mdi
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mAb riéng 1é. Phét hién nay cho thdy ring trong hdn hop lidu lrong c6 thé duge 1am
giam hon 3 14n dé dat dugc cung hiéu luc trong su trung hoa virut.

DPé danh gia hiéu qua didu tri ctia viée didu tri, cac tac gid sang ché trude hét
thir nghiém mAb COV2-2196 hodc COV2-2130 hodc dang két hop 1:1 cta chung
bing cach st dung md hinh thir thich MA-SARS-CoV-2. T4t ca cac phuong phap didu
tri 1am giam virut 14y nhiém trong phéi nhu do duge bang do chuén méang ctia md phoi
& 2 ngay sau khi gay nhiém virut. Viéc diu tri bing hdn hop dugc phan phdi & lidu
lwong bing 400 pg/con chudt nhit (~ 20 mg/kg) hiéu qua nhét, vi 1am gidm déng ké
génh ndng phdi 1én dén 3 x 10* 1dn; 4 trong s6 5 con tir nhém diéu tri nay khéng con
c6 virut 18y nhiém trong phdi (HINH 4A). Tuong tu, viéc didu tri cia chudt nhit c6
phéi di duge tai nap véi adenovirut tai td hop dé biu hién thu thé SARS-CoV-2
ACE2 ngudi (AdV-hACE2) bing 400 pg/con chudt nhét cia hon hop mAb 12 gi sau
khi thtr thach virut SARS-CoV-2 nguyén ban phét hién ra sy trung hoa ddy du cia
virut 1y nhiém & phéi in vivo (HINH 4B). Su biéu hién clia cic gen xytokin va
chemokin INF-y, IL-6, CXCL10 va CCL2, ma la chét chi thi cta viém, cling dugc lam
gidm & phdi cia chudt nhét duge didu tri bang hon hop mAb khi dugc so sanh v6i phéi
ctia chudt nhit duoc diéu tri bang dbi chimg isotyp (HINH 4C). Céc két qua nay cing
nhau goi y hiéu qua didu tri sau phoi nhiém qua trung gian hdn hop cla COV2-2196 +
COV2-2130 trong mé hinh thir thach SARS-CoV-2 chudt nhét.

Vi du 2 - Nghién Ctru Thtt Thach Pong Vét Linh Truéng Khong Phai La Nguoi

San xuit va tinh ché MADb. Céc trinh ty cia mAb ma da dugc téng hop (Twist
Bioscience) va tach dong vao vecto biéu hién don cistron IgGl (dugc dat tén 1a
pTwist-mCis_G1) duoc sur dung dé tiét mADb trong nudi cdy té bao dong vat c6 vu.
Vecto nay chua trinh ty 2A duge ting cudng va ciu ndi GSG ma cho phép su biéu
hién ddng thoi cla cc gen chudi ning va chudi nhe mAb tir chu trac don 18 khi
chuyén nap'. C4c tac gia sang ché dugc mo ta trude day su biéu hién quy md nhé cua
mAb trong 1 ml méi truong nuodi ciy ExpiCHO trong dia 96 giéng2 . D& biéu hién mAb
quy md 16n hon, cdc tic gia sang ché thuc hién su chuyén nap (tir 1 dén 300 ml cta
mdi khéng thé) cia mdi trudng nudi chy té bao CHO st dung Hé Théng Biéu Hién
Gibco™ ExpiCHO™ va quy trinh d&i v6i éng binh phan Gmg nhé 50 ml (Corning) nhur
mb ta bdi nha cung cip. Dich ndi bé& mit nudi cdy dugc tinh ché bang cach str dung

HiTrap mAbelect SuRe (Cytiva, truéc ddy la GE Healthcare Life Sciences) trén hé
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thdng séc ky protein song song 24 cdt (Protein BioSolutions). mAb di dugce tinh ché
duoc trao dbi chat dém vio PBS, ¢o bing cach st dung Pon Vi Loc Ly TAdm Amicon®
Ultra-4 50KDa (Millipore Sigma) va luu trit & nhiét 4 4°C dén khi st dung. mAb da
dwoc tinh ché duge thir nghiém déu dan vé ham lugng ndi doc tb ma duge phat hién 1a
<1 EU/mg IgG dbi v6i nghién ctru NHP. Thir nghiém ndi doc t6 dugc thyc hién bing
céch st dung hop chira PTS201F (Charles River), v6i 4 nhay nim trong khoang tir 10
dén 0,1 EU/ml, va thiét bi Endosafe Nexgen-MCS (Charles River).

Céc tac gia sang ché d3 thir nghiém hiéu qua bao vé clia mAb bang 4ch st dung
mé hinh thtr thach dong vat linh trudng khong phéi 14 nguoi (NHP) SARS-CoV-2
duge mo ta gin day>”. Pi v6i md hinh ndy, cac tic gia sang ché d3 tht nghiém dudi
dang don tri litu COV2-2196 mADb trung hoa duge ma héa béi cing doan gen bién doi
nhur COV2-2196 nhung st dung nhidu sy khdc biét axit amin ddng chd y trong
HCDR3 vi LCDR3. Céc con vt nhan mot lidu lugng 50 mg/kg ciia mAb COV2-2196
hoic mAb dbi ching isotyp trong tinh mach vao ngay -3 va sau d6 dugc thir thach
trong miii va trong khi quan vao ngay 0 véi lidu lugng bang 1,1 x 10* PFU SARS-
CoV-2. Sau khi thir thach, céc tac gia sdng ché d4nh gia ARN virut bdng RT-gPCR
trong dich rua phé quan (BAL) va mau phét miii. Ham lugng cab ctia ARN virut dudi
hé gen dugc quan sat thiy & NHP dugc diéu tri bang mAb dbi chimg isotyp, v6i dinh
trung vi 1a 7,53 (trong khoang tir 5,37 dén 8,23) logy ban sao ARN/mau phét trong
mau phét mili va dinh trung vi 1a 4,97 (trong khoang tir 3,81 dén 5,24) log, ban sao
ARN/ml trong BAL. ARN virut du6i hé gen khong duge phat hién trong cac mau tir
nhém didu tri bing mAb (LOD = 50 [1,7 logyo] ban sao ARN/mAu phét hoge cho mdi
ml) thé hién su bao vé. Phan tich dugc dong hoc phat hién ra néng d6 on dinh cua

mAb ngudi tudn hoan & NHP.

Nghién ctru thtr thaich NHP. Nghién ciru NHP gan véi nguyén tic néu trong 4n
ban thir tam cia Hudéng Dén Cham Séc Va St Dung Ddng Vat Thi Nghiém (Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals). Nha may noi ma nghién ctru nay dugc tién
hanh (Bioqual Inc., Rockville, MD) dugc cong nhén dy di boi TS Chitic Panh Gia Vi
Cong Nhan Sy Cham Séc Bong Vit Thi Nghiém (Assessment and Accreditation of
Laboratory Animal Care International - AAALAC) va ¢6 Véan Phong Bao Vé Dong
Vat Thi Nghiém da dugc phé chudn. Nghién ctru NHP duge tién hanh tuan theo tat ca

céc quy dinh dia phuong, bang, va lién bang lién quan va dugc phé chuén bai Uy Ban
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Hudéng Dan Cham Séc Va St Dung Dong Vit Thi Nghiém (Institutional Animal Care
and Use Committee - IACUC) lién quan.

T4m con khi rhesus macaque (Macaca mulatta) truéng thanh khoe manh c6
ngudn gbc tir An Do (khéi luong co thé tir 5 dén 15 kg) duge nghién ctru. Céc con vit
dwoc phan ngiu nhién vao nhom didu tri bang mAb khéng SARS-CoV-2 (n = 4 trong
mdi nhém) va mdt nhém dbi chimg (dugc didu tri biang isotyp) (n = 4 trong mdi
nhém). Céac con vat nhin mot lidu luong 50 mg/kg cia mAb COV2-2196 hodc mAb
dbi chimg isotyp trong tinh mach vao ngay -3 va sau d6 dugc thir thach trong ba ngay
vol 1,1 x 10* PFU SARS-CoV-2, dugc dung dudi dang 1 ml theo duong in va 1 ml
theo dudng ndi khi quan. Sau khi thtr thach, ARN virut duge danh gia bing RT-qPCR
trong dich rira phé quan va méu phét miii & nhidu thoi didm nhu moé ta>°. TAt ci céc
con vat dugc kham stc khde. Ngoai ra, tAt ca cac con vat duoc theo ddi hang ngay véi
quy tinh tinh diém noi bd duge phé chuan bsi Uy Ban Huéng Din Chim Séc Va Sir
Dung Pdng Vat Thi Nghiém. Céc nghién cttu nay khong mu.

Phat hién mAb ngudi tudn hoan trong huyét thanh NHP. Bia ELISA dugc phu
qua dém & nhiét o 4°C véi 1 pg/ml khang thé thir cdp IgG khéang nguoi & dé (H+L)
(khi da duogc hép thu tir truéce) (Novus Biological) va sau d6 duge phong bé trong thoi
gian 2 gi®. Cac mau huyét thanh dugc thtt nghiém & cac dich pha lodng 3 1an bét dau &
dich pha lodng 1:3 trong Blocker Casein trong chét pha loang PBS (ThermoFisher).
Cac mAu duge G trong thoi gian 1 gio ¢ nhiét do moi truong va sau do duge 14y ra, va
céc dia duoc rira. Sau d6 cac giéng duge G trong thoi gian 1 gio v6i IgG khing ngudi &
dé d3 lién hop HRP (khi da dugc hép thu tir truéc) (Southern Biotech) & do pha loang
1:4.000. Céc giéng dugc rtra va sau d6 duoc u véi Co Chét Peroxidaza SureBlue
Reserve TMB Microwell (Seracare) (100 ul/giéng) trong th&i gian 3 phut sau do la
Dung Dich Lam Dung TMB (Seracare) dé 1am dimg phan tng (100 pl/ giéng). Cac vi
dta duoc doc & 450 nm. Nong d6 ctia mAb ngudi duoc nghich déo tir khoang gid tri
tuyén tinh cta dudng cong tiéu chuén IgG ngudi duge tinh ché (Sigma) bang céch st

dung phan mém Prism, phién ban 8,0 (GraphPad).
Vi du 3 — Nguyén Liéu Va Phuong Phap Déi Véi Vi Du 4

Su biu hién va tinh ché cia mién lién két thu thé (RBD) t4i tb hop cia protein
gai SARS-CoV-2. Cic doan ADN tuong tng véi RBD protein S (cac gbc 319 - 528)
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duoc t6i wu hoa trinh ty & bidu hién, dugc tdng hop, va tach dong vao plasmit ADN
bidu hién pTwist-CMV  xudi dong coa peptit tin  higu IL-2
(MYRMQLLSCIALSLALVTNS) (Twist Bioscience). Cau ndi ba axit amin (GSG) va
dudi His dugc két hop & d4u tan cing C cia cAu trac biéu hién dé 1am thuan 1¢i cho su
tinh ché protein. Té bao Expi293F dugc chuyén nap tam thoi vé6i plasmit ma héa cho
RBD, vA dich ndi b& mit nudi cdy dugc thu 14y sau khi 5 ngay. RBD dugc tinh ché tir
dich ndi bé mit béng sdc ky 4i luc niken véi cot HisTrap Excel (GE Healthcare Life
Sciences). Dé san xuit protein dugc st dung trong thir nghiém két tinh héa, 5 pM
kifunensin dugc bao gdém trong moéi trudong nudi chy dé san xudt RBD vé6i manoza
glycan cao. Glycoprotein manoza cao tiép d6 dugc xu ly bang endoglycosidaza F1

(Millipore) d thu dugc RBD d3 dugc deglycosyl héa dong nhat.

Su bidu hién vA tinh ché cta céc Fab COV2-2196 va COV2-2130 ti t6 hop.
Céc manh ADN tuong tng v6i cac mién bién ddi chudi nang COV2-2196 va COV2-
2130 v6i midn CH1 IgG1 ngudi va cic mién bién déi chudi nhe v6i mién khong doi
chudi kappa ngudi duge tbng hop va tach dong vao vecto pTwist (Twist Bioscience).
Vecto nay bao g@)m chudi ning ctia mdi Fab, sau d6 12 ciu ndi GGGGS, vi tri phan cat
~furin, vi tri phan cit ribosom T2A, va chudi nhe cia mdi Fab. Su biéu hién cta chudi
ning va chudi nhe dugc gy ra boi cing mot ving khoi dong CMV. Cac Fab COV2-
2196 va COV2-2130 dugc biéu hién trong t& bao ExpiCHO bing sy chuyén nap tam
thoi v6i plasmit biéu hién. Fab t4i tb hop dugc tinh ché tir dich ndi bé mat moi truong
nudi cdy bang cach sir dung cot CaptureSelect khang CH1 (Thermo Fisher Scientific).
Pbi véi phitc hgp RBD/COV2-2196, trinh ty wt cia COV2-2196 dugc st dung dé
bidu hién. Péi véi phitc hop RBD/COV2-2196/COV2-2130, phién ban duge cai bién
ctia Fab COV2-2196 dugc st dung trong d6 hai axit amin dAu tién cia ving bién dbi

bi dot bién tir QM thanh EV.

Su két tinh hoa va su x4c dinh cdu tric clia phtrc hop khang thé-khang nguyén.
Fab COV2-2196 d3 dugc tinh ché duoc tron véi RBD da duge deglycosyl hoa & ti 1€
mol bing 1:1,5, va hdn hop dugc tinh ché thém bang séc ky loai trir kich thude véi cot
Superdex-200 Increase (GE Healthcare Life Sciences) dé thu dugce phitc hop khéng
thé-khang nguyén. Dé thu dugc phirc hop ba thanh phin RBD/COV2-2196/COV2-
2130, RBD da duoc tinh ché va d3 dugc deglycosyl hoa dugce tron véi ca hai Fab
COV2-2196 vi COV2-2130 & ti 1& mol bing 1:1,5:1,5, va phiic hgp ba thanh phan
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duoc tinh ché vé6i cot Superdex-200 Increase. Phirc hop dugce cd dén khoang 10 mg/ml
va duge dua di thir nghiém két tinh héa. Phirc hop RBD/COV2-2196 duge két tinh hoa
trong 16% - 18% PEG 3350, 0,2 Tris-HCI pH 8,0 — 8,5, va phirc hop RBD/COV2-
2196/COV2-2130 dugc két tinh héa trong 5% (khdi lugng/thé tich) PEG 1000, 100
mM natri photphat dibazo/axit xitric 46 pH 4,2, 40% (thé tich/thé tich) rugu phén tng.
Dung dich bao v¢ lanh cryo dugc tao ra béng cach tron dung dich két tinh héa véi
100% glyxerol & ti 1& thé tich bing 20:7 dbi v6i tinh thé ciia ca phirc hop. Tinh thé
protein dugc két dong nhanh trong nito 16ng sau khi ngdm nhanh trong dung dich bao
vé lanh cryo. Dt liéu nhiéu xa dugc thu thdp & chum tia 21-ID-F dbi véi phic hop
RBD/COV2-2196 v 21-ID-G dbi v6i phirc hop RBD/COV2-2196/COV2-2130 &
Advanced Photon Source. Di liéu nhidu xa dugc xtt Iy bang XDS*® va bd CCP4>°. Céu
tric tinh thé duoc 1am sdng té bang su thay thé phan tir bang cach st dung chu tric clia
RBD trong phttc hgp v6i Fab CC12,1 (PDB ID 6XC2) va céu trac Fab ctia MR78
(PDB ID 5JRP) véi chuong trinh Phaser®®. CAu triic dugce tinh chinh va dugc x4y dung
lai tht cOng 1an luot béng Phenix®! hoic Coot®?. Cac mé hinh ndy d3 duge ndp luu vao
Ngan Hang Dir Liéu Protein (Protein Data Bank). Phan mém PyMOL63 dugc st dung

dé tao ra tat ca cac hinh v& cau truc.

Thi nghiém do phd khéi hydro doteri (HDX-MS). Th1 nghiém HDX-MS dugc
tién hanh bang cach st dung ngudi may xir ly mau tuy dong (cong nghé LEAP, Fort
Lauderdale, FL, USA) duoc ghép ndi véi hé théng M-Class Acquity LC va bd quan 1y
HDX (Waters Ltd., Wilmslow, UK). 7,6 pl trime gai SARS-CoV-2 S2P 4,3 pM mot
minh, hodc véi ti 16 mol 1:1,12 cia AZD1061 hodc AZD8895 dugc bd sung vao 52,4
ul chit dém nhén (50 mM kali photphat pD 6,2) va dugc U trong thoi gian 1 phut &
nhiét d6 20°C. Sau khi 1, 50 pl miu nay dugc bd sung vao 50 pl dung dich dap tit (50
mM kali photphaf, 200 mM TCEP, 2 M Gdn-HC], pH 2,3) ¢ nhiét do 1°C. 50 ul mau
da dugce dap tit dugc cho di qua cot BEH pepsin dd dugc gift ¢ dinh (Waters Ltd.,
Wilmslow, UK) & nhiét d6 20°C ¢ 100 pl ph\’lt‘1 (~4,000 psi) trong thoi gian 4 phut
fruée khi peptit thu duge duge biy bing cich sit dung tién cdt Vanguard cot bly
Acquity UPLC BEH C18 (1,7 pm, 2,1 mm x 5 mm, Waters Ltd., Wilmslow, UK). Sau
khi chuyén ddi van, peptit dugc tach & nhiét do 1°C bang céch rira giai gradien tir 0
dén 35% MeCN (0,2% thé tich/thé tich axit formic) trong HyO (0,2% thé tich/thé tich
axit formic) trong thoi gian 6 phat & 40 pl phtt”’ bang cach sit dung cdt phén tich
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Acquity UPLC BEH C18 (1,7 pm, 1 mm x 100 mm). Peptit dugc phén tich bang cach
stt dung méy do phd khéi dung hop Orbitrap (Thermo Fisher, Bremen, Ditc) hoat dong
& ché do phat hién orbitrap ¢ d§ phén gidi 120K (cac mau d3 dugc doteri hda) hodc
ché do orbitrap-iontrap DDA (c4c mdu t=0). Dit liéu MS/MS peptit dugc st dung dé
xéac dinh peptit dugc phén tich bing cach st dung BioPharma Finder v3,0 (Thermo
Fisher, Bremen, Dtc) va su hép thu doteri dugc x4c dinh b?mg cach st dung
HDExaminer v2,0 (Sierra Analytics). Két qua tap hop peptit v bang tém tit do hép
thu csv xuét ra tir HDExaminer dugc dinh dang lai b?mg cach str dung ban R: ndi bo dé
tao ra hinh vé& d6 thi do hép thu va ban dd nhiét cu trac béng cach st dung PAVED
(University of Leeds)™.

Sy lién két ELISA ctia céc thé dot bién COV2-2196. Céc giéng ctia dia vi chudn
do 384 giéng dugc phu bang duge tinh ché protein S 6P SARS-CoV-2 tai td hop &
nhiét d6 4°C qua dém. Céac dia dugc phong bé bang 2% sita kho khong béo va 2%
huyét thanh dé binh thuong trong DPBS chtra 0,05% Tween-20 (DPBS-T) trong thoi
gian 1 gi¢. Khang thé dugc pha lo3ng dén 10 pg/ml va duoc chuén d6 23 14n hai lan
trong DPBS-T va dugc bd sung vao cac giéng, sau d6 1a G trong thoi gian 1 gio & nhiét
d6 trong phong. Khang thé da lién két duoc phét hién bing cach st dung IgG khang
ngudi & dé duge lién hop véi peroxidaza cu cai ngya (Southern Biotech) va co chit
TMB (Thermo Fischer Scientific). Cac phan tmg dugc dép tit bang axit clohydric 1 N
va d6 hép thu dugc do & 450 nm bang cach st dung may do quang phd (Biotek).

Lap ban dd tht ca cac dot bién ma tron thoat khoi sy lién két khéng thé. Tét ca
céc dot bién ma trdn thoét sy lién két khang thé duoc 1ap ban d6 thong qua phuong
phip DMS*!. Céc tac gia séng ché sir dung thu vién thé dot bién RBD hién thi nim
men dugc md ta trude déy41’42. Mot cach van tat, thu vién thé dot bién hai ban sao
duoc xay dung trong mién lién két thy thé (RBD) gai tir SARS-CoV-2 (thé phan 1ap
Wuhan-Hu-1, ma s truy cp Genbank MN908947, cic gbc N331-T531) va chira
3,804 trong b 3,819 dot bién axit amin c6 thé cd, v6i >95% phén tram dudi dang cac
thé dot bién riéng 1&. Mbi bién thd RBD dugc lién két véi trinh tw m vach 16-nucleotit
ddc nhat @& 1am thudn loi cho viéc xéc dinh trinh tw xu6i dong. Nhu dd mo ta trude
day, cc thu vién duoc phan loai dé bidu hién RBD va ACE2 lién két dé triét tiéu bién
thé RBD ma bi cudn gip nham hoan toan hoic khong hoat dong (#ic la, thiéu 4i luc
lién két ACE2 vira phai*).
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Thi nghiém 13p ban dd trén thoat khang thé duge thuc hién trong hai ban sao
sinh hoc sir dung hai thu vién thé dot bién RBD doc 1ap, nhu di md ta trude day*, véi
su cai bién nho. Mét cach van tat, cac thu vién ndm men thé dot bién duoc gdy cam
trng d& biéu hién RBD dugc rira va dugce 1 véi khing thé & 400 ng/ml trong thoi gian 1
gio & nhiét do trong phong co khudy nhe. Sau khi 0 khang thé, cac thu vién duoc gin
nhin tht cip bang khang thé khang MYC dugc lién hop FITC 1:100 (Immunology
Consultants Lab, CYMC-45F) dé gén nhin dbi vdi su biéu hién RBD va IgG khéng
ngudi & dé dugc lién hop PE 1:200 (Jackson ImmunoResearch 109-115-098) dé gan
nhan dbi v6i khang thé di lién két. Tuyén chon dém té bao theo dong dugc sir dung dé
lam giu dbi voi té bao bidu hién bién thé RBD véi su lién két khang thé giam di thong
qua céng choc loc dugc rat ra dé bat gitt té bao SARS-CoV-2 khéng dot bién dugc gén
nhin & ndng d6 khang thé 1% ctia céc mAu thu vién. Déi v6i mbi mau, xap xi 10 triéu
" t& bao RBD+ dugc xit Iy trén may dém t& bao. Té bao trén thoat khang thé dugc cho
sinh truéng qua dém trong SD-CAA (6,7 g/l Nén Nito Ndm Men, 5,0 g/l axit
Casamino, 1,065 g/l axit MES, va 2% khéi luong/thé tich dextroza) dé mé rong € bao

truée khi chiét plasmit.

Céc mAu plasmit dugc diéu ché tir su chon loc trudc va méi trudng nudi cly
qua dém cua té bao trén thoat khang thé (Zymoprep Yeast Plasmid Miniprep II) nhu
% mo ta trude day’'. Céc trinh ty ma vach 16-nucleotit xac dinh mdi bién thé RBD
duge khuéch dai bing PCR va duge x4c dinh trinh ty trén Tllumina HiSeq 2500 v6i két

qué doc mdi ddu 50 bp nhu di mo ta*"*.

Céc phan doan trdn thoat duge tinh nhu d¢3 mo ta", vé6i su cai bién nhé nhu luu
y dudi ddy. Céc tic gia sang ché st dung g6i dms variants
(jbloomlab.github.io/dms_variants/, phién ban 0.8.2) dé xt 1y céc trinh tu Illumina
thanh s& dém ctia mdi bién thd RBD d3 dugc gin mi vach trong mdi quén thé tuyén
chon tudc va trdn thoét khang thé st dung bang tra cru md vach/RBD dugc mo ta
trude day®.

Déi v6i mbi su chon loc khang thé, céc téc gi sdng ché tinh "phén doan trén
thoat" @i v6i mdi bién thé di dugc gén ma vach béng cach st dung s6 dém xac dinh
trinh ty sau dbi v6i mdi bién thé trong cac quin thé ban dAu va trdn thoat khang thé va
toan bd phin doan cda thu vién ma trén thoat sy lién két khang thé thong qua cong

thitc dwoc md ta trude ddy’'. Cac phan doan trén thoat nay thé hién phan doan udc
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tinh ciia cAc t& bao bidu hién bién thé cu thé d6 ma nim trong nhém trdn thoét khéng
thé, sao cho gia tri bing 0 c6 nghia 12 bién thé ludn ludn duge lién két béi huyét thanh
va gi4 tri bing 1 c6 nghia 13 n6 ludn trén thodt sw lién két khang thé. Sau d6 cac téc gia
sang ché 4p dung bo loc tinh todn d& loai bo bién thé c6 s6 dém x4c dinh trinh ty thip
hodc cac dot bién c6 hai & mtc dd cao ma cé thé gdy ra su trdn thoat khéng thé don
gian 13 bang cach din dén su biéu hién kém ciia RBD cudn gp phu hop trén bé mit té
bao nim men*"*2. Dic biét I3, ho d3 loai bd bién thé ma cb (hodc chira cic dot bién
v6i) diém lién két ACE2 < —2,35 hodc diém biéu hién < -1, bing céach sir dung diém
quét dot bién sau cip do bién thé va chp do dot bién nhu d md ta trude day*™. Luu ¥
rdng cac tiéu chuan loc ndy nghiém ngit hon mot chut so véi cac tiéu chudn loc duoc
st dung tru6e day dé 1ap ban dd bang cua cac khang thé nguoi®! nhung gibng véi cac
tiéu chudn loc duge sir dung trong cac nghién clu gin day dinh ra cac gbc RBD ma

anh hudng dén su lién két cia mAb®® va huyét thanh da dong™.

Céc tAc gia sang ché m& cudn tiép diém trn thoat cp do bién thé thanh gi4 tri
uée tinh phan doan trén thoat dbi v6i cac dot bién don 16 bang cach sit dung mo hinh
at gen toan cau® duoc thuc hién trong go6i dms variants, nhu néu chi tiét trong
(jbloomlab.github.io/dms_variants/dms_variants.globalepistasis.html) va d& dugc mo
t4*!. C4c phan doan tron thoat dd dugc béo céo trong toan bd bai béo 1a gid tri trung
binh cua céc thu vién (su tuong quan dugc thé hién trén cac HINH 18A-B); cac diém
nay ciing & trong Bang B. Cac vi tri cia sy trén thoat manh tr mdi khang thé dé lam
ndi bat trong cac dd thi biéu trung duge x4c dinh theo kinh nghiém duéi dang céc vi tri
ma didm trén thoat dot bién téng cong ctia ching bang it nhat 13 10 14n tong timg Vi tri
trung vi cta su chon loc, va trong vong 10 14n cua té)ng tteng vi tri cia vi tri dugc chon
loc manh nhit. Tai lieu ddy da vé phan tich tinh todn c6 &
github.com/jbloomlab/SARS-CoV-2-RBD_MAP_AZ Abs. Cac két qua nay ciling c6
san & dang twong tic & https://jbloomlab.github.io/SARS-CoV-2-
RBD MAP AZ Abs/.

Céc thi nghiém chon loc trén thoat khang thé v6i VSV-SARS-CoV-2. Déi véi
cac thi nghiém chon lgc trén thoat véi COV2-2196 va COV2-2130, céc tac gid sang
ché st dung virut VSV tai td hop c6 kha ning sao chép ma hda cho protein gai tir
SARS-CoV-2 véi dot bién mét dlu tan cung C 21 axit amin®. Virut VSV biéu hién gai
duoc nhén 1én trong t& bao MA104 (khi xanh Chau Phi, ATCC CRL-2378,1) nhur mé
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ta trudce déy43 , va dich dy trit virut dugc chudn dd trén mdi trudong nudi ce“iy don 16p té
bao Vero E6. Cac mang dugc truc quan héa béng cach st dung nhuém mau dé trung
tinh. Dé sang loc ddi voi cac dot bién trén thoat dugce chon loc trong sy cb mit cua
COV2-2196, COV2-2130, hosc hdn hop gdm c6 hdn hop 1:1 clia COV2-2196 va
COV2-2130, cac tac gia sang ché st dung thir nghiém phén tich t€ bao thoi gian thuc
(RTCA) va xCELLigence RTCA MP Analyzer (ACEA Biosciences Inc.) va so dd
chon loc trdn thoat duge md ta trude déy“. Mbt cach van tat, 50 pul moi truong nudi
chy té bao (DMEM cb bd sung véi 2% FBS) duge bd sung vio mdi giéng ctia dia E 96
giéng @& thu duogc két qua doc muc nén. Mudi tdm nghin (18,000) té bao Vero E6
trong 50 pl moi truong nudi chy té bao dugc cdy trong mdi giéng, va cac dia dugc dé
trén may phan tich. C4c phép do dugc thyc hién tur dong 15 phut mot 14n va c4c so dd
cam bién duge truc quan héa bing cach sir dung phin mém RTCA phién ban 2.1.0
(ACEA Biosciences Inc). Virut VSV-SARS-CoV-2 (5¢3 don vi tao méng (PFU) cho
mdi giéng, ~0,3 MOI) dugc tron v6i ndng @0 trung hoa bdo hoa cia COV2-2196,
COV2-2130, hodc hdn hop 1:1 cua khang thé COV2-2196 va COV2-2130 (5 pg/ml
tdng néng do ctia khang thd) trong tdng thé tich 12 100 pl va duge u trong thoi gian 1
gitr & nhiét d6 37°C. G 16-20 gids sau khi cAy té bao, hén hop virut-khang thé duge bd
sung vao don 16p té bao. Cac giéng chi chira virut khong cé khang thé va cac giéng
chtra chi t& bao Vero E6 trong mdi truong duge bao gdm trén mdi dia lém d6i ching.
Céc dia duge do lién tuc (15 phat mdt 1an) trong thdi gian 72 giv. Céc dot bién tron
thoat duoc nhéan dién bang theo ddi chi s6 t& bao dbi véi su sut gidm cua kha ning
sdng t& bao. Pé x4c nhan sy trén thoat khai su chon loc khang thé, cac giéng trong d6
tac dung gdy bénh té bao duoc quan sat thdy trong su c6 mit cia COV2-2130 dugc
danh gia trong thi nghiém RTCA tiép theo trong su c6 mit cta 10 ug/ml cia COV2-
2130 hoic COV2-2196. Sau khi xac nhén tinh khdng cla virut duoc chon loc dbi vai
s trung hoa bing COV2-2130, thé phan 14p virut duge mé rdng trén té bao Vero E6
trong su ¢6 mat cia 10 pg/ml cia COV2-2130. ARN virut duge phéan lap bang cach sir
dung bd kit chiét ARN Virut QiAmp (QIAGEN) theo quy trinh cta nha san xudt, va
gen gai SARS-CoV-2 dugc phién mé ngugc va duoc khuéch dai véi bo kit SuperScript
IV One-Step RT-PCR (ThermoFisher Scientific) st dung cac doan modi kep hai bén
gen S. Sén phém PCR d3 khuéch dai dugc tinh ché béng cach str dung hat tir tinh SPRI



51670 120/289

(Beckman Coulter) & ti 1€ 1:1 va dugc x4c dinh trinh tur bing phuong phap Sanger, st

dung cac doan moi mang lai két qua doc xudi va nguge ctia RBD.

Céy chuyén theo diy va thir nghiém ciia SARS-CoV-2 dé chon cac dot bién
khang mAb. Ching SARS-CoV-2 USA-WA1/2020 duge cdy chuyén theo diy trong
moi trudng nudi cdy don 16p té bao Vero véi AZD8895, AZD1061 hodc AZD7442, &
ndng do bit ddu & gia tri ICso twong Gng cua ching va ting 1én timg bac dén gi4 tri
ICyp ctia ching véi mbi 1an cdy chuyén. Dé lam ddi ching, virut duge cdy chuyén khi
khong c6 khéng thé. Sau 14n cAy chuyén cudi clng, virut dugc dénh gia vé tinh mén
cam chdng lai khang thé nghich dao & ndng d6 cubi cling bing 10 14n ndng d6 ICy,
bang thtr nghiém mang. Céc méng (n=6) dugc chon loc ngau nhién d& nudi cly

AZD1061, va gen ma héa cho gai virut ciia ching duge x4c dinh trinh tur.

Phén 14p hodc tao ra virut SARS-CoV-2 nguyén ban, bao gdm virut c6 cac gbc
bién thé. Thé phan lap UK B.1.1.7-OXF dugc thu 14y tir mAu phét mfii-hong tir c& thé
bi lay nhiém & Kent, Anh. Céc nghién ciru 1dm sang dé thu duoc mau vat sau khi su
chdp thuin sau khi dugc giai thich dugc phé chudn b&i John Radcliffe Hospital &
Oxford, Vuong Qubc Anh. Miu duge pha lodng trong DMEM véi 2% FBS va dugce
cho di qua b0 loc 0,45 pm truéce khi bd sung vio don 16p cua té€ bao Vero-hACE2-
TMPRSS2 (mén qua cia A. Creanga va B. Graham). Hai ngay sau, dich ndi bé mit
duge thu hoach duge thiét 1ap dich du trit cdy chuyén 1dn khéng (p0). Thé phan lap
2019n-CoV/USA. WA1/2019 cia SARS-CoV-2 dugc thu ldy tir Trung Tam Kiém
Soat Bénh Hoa Ky (CDC) va dugc cdy chuyén trén té bao Vero E6. Cac dot bién diém
riéng 1 trong gen gai (D614G va E484K/D614G) duge dua vao trong dong cADN lay
nhidm ctia ching 2019n-CoV/USA_WA1/2019 nhu mé ta truée day®’. Cac dot bién
thé nucleotit dugc dua vio trong dong phu puc57-CoV-2-F6 chira gen gai cia dong lay
nhidm SARS-CoV-2 kiéu dai®®. C4c dong cADN lay nhiém chidu dai ddy du clia virut
SARS-CoV-2 bién thé duoc 1ip rap bang cach nbi in vitro bly manh cADN tiép gidp
theo quy trinh dugc mo ta trude dﬁyég. Sau d6 su phién ma in vitro dugc thyc hién aé
téng hop ARN hé gen chidu dai ddy du. Dé thu hdi virut dot bién, ban phitn mi ARN
dugc duc 16 dién vao t& bao Vero E6. Virut tir dich ndi bé mit ciia c4c t€ bao duge thu
thap 40 gi¢ sau va déng vai tro lam dich dy trit p0. Tét ca dich du trix virut duoc xac

nhin bang cach x4c dinh trinh tu.
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Thir nghiém trung hoa 1am gidm b tap trung. Dich pha lodng theo diy ctia mAb
hoic huyét thanh dugc 0 véi 10? don vi tao 6 tap trung (focus-forming unit - FFU) cia
c4c ching hodc bién thé khac nhau ciia SARS-CoV-2 trong thoi gian 1 gid' & nhiét do
37°C. Phirc hop khang thé-virut dugc bd sung vao méi trudng nudi cdy don 16p té bao
Vero-hACE2-TMPRSS? trong dia 96 giéng va duge 0 & nhiét do 37°C trong thoi gian
1 gid. Tiép d6, té bao duge phi bing 1% (khbi luong/thé tich) metylxenluloza trong
MEM c6 bd sung v6i 2% FBS. Céc dia duge thu 14y 20 gid sau bing cach 14y phan
phit va ¢b dinh bing 4% PFA trong PBS trong thoi gian 20 phut & nhiét do trong
phong. Céc dia dugc rira va duge  lién tuc véi tép hop c6 vai dong ciia mAb khang S
va IgG khéang nguoi ¢ dé da lién hgp HRP trong PBS ¢o bd sung vé6i 0,1% saponin va
0,1% albumin huyét thanh bo. O té bao bi lay nhiém SARS-CoV-2 dugc tryc quan hoa
bing céach st dung co chét TrueBlue peroxidaza (KPL) va dugc dinh luong trén thiét

bi vi phén tich ImmunoSpot (Cellular Technologies).

Su sép xép thing hang nhiéu trinh ty. C4c téc gia séng ché tim kiém trinh tur gen
bién ddi khéng thé bt ngudn tir cing d4u hiéu nhu d4u hiéu ma héa cho COV2-2196
va tim dugc céac trinh ty phu hop tr kho cua mdi c4 thé duoc xét nghiém. Ho tim kiém
c4c trinh tu tuong tu trong kho trinh ty khing thé quy mo 16n c6 sin cong khai d6i voi
ba c4 thé khée manh va kho mau day ron (d3 ndp luu & SRP174305). Céc thong s6 im
kiém d6i v&i chudi ndng 14 cac trinh ty v6i IGHVI-58 va IGHJ3 c6 cac gbe P99,
D108, va F110. Ngoai ra, c4c thong sb tim kiém ddi v6i chudi nhe 14 céc trinh tur co
cac gbe Y92 va W98. Céc trinh tu tir kiéu dong v6 tinh phit hop ma thudc vé mdi ca
th8 duoc sép xép thing hang véi ClustalO (chudi ning) hoic v6i MUSCLE (chudi
nhe). Sau d6, cac dd thi LOGO cua c4c trinh tw dugce sip xép thing hang dugc tao ra
bang cach sir dung WebLogo.

Do kha dung dir li€u va nguyén liu: CAu trac tinh thé duoc bao céo trong bai
béo ndy da dugc ndp luu vao Ngin Hang Dir Liéu Protein v6i ma s truy cap 7L7D,
7L7E. Su ndp luu Sequence Read Archive dbi vé6i bd dit liéu kho gen khang thé ngudi
duge sip xép thing hang dugc ndp luu & NCBI: PRINAS11481. Tt ¢4 dit liéu khéc ¢6
san trong vin ban ching hodc nguyén liéu phu thém.

Do kha dung phin mém. Puong éng tinh todn dbi v6i phan tich quét dot bién
shu cha cac dot bién trdn thoat khang thé c6 sin trén  GitHub:

github.com/jbloomlab/SARS-CoV-2-RBD_MAP_AZ_ Abs. Céc t¢p FASTQ co san
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trén NCBI Sequence Read Archive dudi BioSample SAMNI17532001 nhu 12 mot phén
cta BioProject PRINA639956. C4c phan doan trén thoat hoan vi c6 san trén GitHub
(github.com/jbloomlab/SARS-CoV-2-

RBD MAP_AZ Abs/blob/main/results/supp_data/AZ cocktail raw_data.csv) va
trong Béang B.

Vi du 4 — K&t Qua Va Thao Luan

Khéng thé dua trén COV2-2196 dugc nghién ctru dé phong ngira hoic tri liéu
két hop v6i khang thé dua trén khang thé dic hiéu RBD khong canh tranh COV2-
2130. Dé hidu v& chi tiét phan t cia sy nhén dién cia RBD bang COV2-2196 va
COV2-2130, va céc co ché ciu trac ¢6 thé ¢6 nim dudi tinh hiép ddng duge thé hién
trong su bao vé& phong ngira ctia hai mAb khong canh tranh trong md hinh dfng vat',
c4c téc gia sang ché xac dinh cAu tric tinh thé ctia RBD protein S trong phfrc hop véi
COV2-2196 & 2,50 A (cac HINH 8A-E, Bang B) va trong phic hgp v6i ca COV2-
2196 va COV2-2130 & 3,00 A (cac HINH 9A-F, Bang B). CAu trtc con cua RBD-
COV2-2196 trong phitc hgp RBD-COV2-2196-2130 chdng khit v6i cdu tric cta phic
hgp RBD-COV2-2196 (HINH 12). Dién tich bé mit bi che 14p ctia mit phén cach gitra
COV2-2196 va RBD 1a khoang 650 A? trong c4 hai cdu tric tinh thé, va dién tich bé
mit bi che 14p ctia mit phan cich gitta COV2-2130 va RBD la khoang 740 A% Ccov2-
2196 lién két v6i cau ndi lién két thu thé ctia RBD, va COV2-2130 lién két v6i mot
bén ctia ria RBD xung quanh gbc K444 vi ving hinh yén cia md tip lién két thu thé
(RBM), gbi lén vi trf lién két ACE2 (cac HINH 8A-B, cac HINH 9A-B). Cc déu hiéu
ndy giai thich su canh tranh giita khang thé va ACE2 d¢ lién két RBD tir nghién ctru
trude day cua chung toi, vi du nhw, cd COV2-2196 va COV2-2130 déu trung hoa virut
bing cach phong bé su tiép can ctia RBD dén thy thé ngudi ACE2'. Géc thom tir
chudi naﬁg va chudi nhe COV2-2196 tao thanh tii ki nuéc ma bao quanh gbc RBD
F486 va cac gbe lién k& (G485, N487) (HINH 8A, 8D va 8E; cic HINH 13A-C).
Phuong thirc nay cia su tuong tic Ab-Ag hiém gip trong d6 su tao thanh cia géi
khang thé duoc gy ra bsi su tach rong trong khong gian cia HCDR3 va LCDR3.
Ngoai ra, mdc du vi tri khang nguyén duoc nhan dién béi COV2-2196 khong bi che
14p trong mit phan céach gitta ving khéi dong cia chinh trime S, COV2-2196 khong
thé lién két RBD & hinh dang "xudng" do sy va cham trong khong gian v6i RBD trong
ving khéi dong S lién k&. Do d6, COV2-2196 chi lién két véi RBD trong hinh dang
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"lén" (HINH 8C). Phin phit cia cAu trac con ctia RBD trong phtc hgp véi COV2-
2130 (HINH 9C) va cAu tric ctia RBD trong phtrc hgp véi ca COV2-2196 va COV2-
2130 (HINH 9D) chi ra ring COV2-2130 c6 thé lién két RBD trong ca hai hinh dang
"&n" va "xudng" cta trime S. Cac phat hién cAu trac ndy théng nhét véi két qua dd
phan gidi thip hon truéc ddy cia ching t6i déi véi phire hop sir dung kinh hién vi dién
tir bét mau am tinh'.

Phan tich cdu truc cia COV2-2196 trong phuc hgp véi RBD khéam phd ra lam
thé ndo COV2-2196 nhén dién duge ciu ndi lién két thy thé trén RBD. Mot trong cée
géc tiép xtic chinh, F486, nim & trung tAm clia vi trf lién Kkét, tuwong tac rong rai voi tii
ki nudc (géc P99 ctia chudi ning va "léng thom" dugc tao thanh béng 5 chudi bén
thom) gitra chudi ning/chudi nhe COV2-2196 théng qua hiéu tng ki nude va su tuong
tac van der Waals (cac HINH 8D-E, céc HINH 13A-B). Mang luéi lién két hydro (lién
két H), dugc xdy dung véi 4 lién két H Ab-Ag tryc tiép va 16 lién két H qua trung gian
nuéce, bao quanh gbc F486 va clng c¢d su tuong tic Ab-Ag (HINH 13C). Quan trong
13, dbi voi tt ca cac gbe ngoai trir mot (gbc P99 clia chudi ndng) ma twong tac rong rai
v6i epitop, ching duge ma héa béi trinh ty dong mam (IGHVI-58*01 va IGHJ3*02
d6i vi chudi ning, IGKV3-20%01 va IGKJI*01 dbi véi chudi nhe) (HINH 10A) hogc
chi cic nguyén tir khung ctia ching tham gia vao sy tuong tac Ab-Ag, ching han nhu
N107 va G99 ctia chudi ning va S94 ctia chudi nhe. Cac tac gia sang ché d3 néu ra
khang thé khac trong tai liéu, S2E12, ma dugc md héa bdi cung su tai tb hop
IGHV/IGHJ va IGKV/IGKJ, véi cac gen tuong tu nhung c6 kha nidng nhét 13 khac biét
IGHD véi chc gen cia COV2-2196 (IGHD2-15 so v6i IGHD2-2)**. So sanh céu triic
cryo-EM cua S2E12 trong phirc hop véi protein S (PDB 7K4N) goi ¥ ring mAb
S2E12 c¢6 kha nang sir dung su tuong tac Ab-Ag gan nhu gidng hét nhu sy tuong tac
Ab-Ag ctia COV2-2196, mdc du cac bién dbi trong hinh dang cta céc chudi bén gbc
mat phén cach c6 thé dugc nhin thiy (HINH 13D). Vi du nhu, déi véi gbe Y92 cia
chudi nhe, vong phenyl trong cAu trac tinh thé vudng goc véi vong do trong chu tric
EM khi l1am khép.

Céc thc gia sang ché d tra clru co s6 dit lidu di truyén dé xédc dinh lidu cac ddu
hiéu ciu trac ndy cé mit trong mAb SARS-CoV-2 khéc dugc phén 14p béi nhimg
ngudi khéc vi tim théy céc thanh vién khéc cta kiéu dong vé tinh hay khong (HINH

10A). Hai nghién ctru khac da béo céo cung mot kiéu dong vo tinh hodc kiéu dong vo
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tinh twong tr cla khdng thd dugc phan 1ap tir nhidu bénh nhan COVID-19 dang hdi
phuc**®, va mét nghién ctru d tim thy ba khang thé vé6i cling sy bat cip IGHVI-58 va
IGKV3-20, ma khong cung cip thong tin vé viée st dung gen D hodc 7. Tht ca céc
khang thé nay dugc béo céo 12 lién két RBD SARS-CoV-2 manh mé va trung hoa virut
vé6i hiéu luc cao™****°. Cho dén nay, chi c6 hai cAu triic phan giai nguyén ti ctia khang
thé duoc mi héa béi cac sy tai td hop Vu(Dp)y va Vi-Jk 6 san, cdu tric dbi véi
COV2-2196 duge thé hién & day va cdu triic dbi véi S2E12°%. Céc tac gia séng ché
thue hién viéc 14p md hinh tuong ddng ddi véi hai khang thé khac cua kiéu dong vo
tinh nay tir bang cta ban than ching t6i ctia khdng thé khang SARS-CoV-2, dugc dat
tén 13 COV2-2072 va COV2-2381. Nhu mong dgi, vdi viée cdc khang thé nay 14 thanh
vién cia kidu dong vé tinh di truyén chung, cdu tric di dugce 1ap md hinh cia céc phic
hop COV2-2072/RBD va COV2-2381/RBD chdng khit 4o véi ciu tric cia COV2-
2196/RBD va S2E12/RBD & mit phan cach Ab-Ag (cac HINH 14A-E). Ngoai ra,
COV2-2072 ma hoéa cho sequon glycosyl hoa duoc lién két N trong HCDR3 (HINH
14D), diic diém hiém gap d6i véi khang thé, véi vide glycosyl hoa ciia CDR ¢6 thé anh
huéng xdu dén su nhin dién khang nguyén. Tuy nhién, cAu trac COV2-2196 cho thiy
rang HCDR3 dugc dinh bang disulfua trong kiéu dong v6 tinh nay dugc tao gbc ra xa
fr vi tri lién két, giai thich viéc 1am thé nio ma su glycosyl héa HCDR3 hiém gp nay
trong COV2-2072 c6 thé duge dung nap ma khong phai théa hiép sy lien két (HINH
14E). |

Céc tac gia sang ché x4c dinh tiép liéu ho co thé x4c dinh duoc céc tién chét
ti®m ning ctia kiéu dong vo tinh ndy cong khai trong tip hop gen bién dbi khang thé
cha té bao B tudn hoin tir ¢4 thé chwa timg nhiém SARS-CoV-2 hay khong. Céc tac
gia séng ché tim kiém céc gen V(D)J va VI trong b¢ dit liéu kho toan dién duge mo ta
trude day bat ngudn tir 3 ngudi cho khoe manh, ma khong c6 tién sit nhiém SARS-
CoV-2, va trong bd dit lidu tir méu dy rén dugc thu thap truée dich COVID-19%.
Téng cdng 386, 193, 47, hodc 7 trinh tur chudi ning déi véi kiéu dong vo tinh chung
phan tmg SARS-CoV-2 dugc phét hién 14n lugt trong mdi ngudi cho hodc kho mau
day rén (HINH 15A). Ngoai ra, cac tac gid sang ché tim thiy 516,738 trinh tu khang
thé ngudi c6 clng su tai t hop V-J chudi nhe (IGKV3-20-IGKJI1*01). Tong cong
103.534, 191.039, hodc 222.165 trinh tu chudi nhe dugc phat hién dbi véi kiéu dong

v6 tinh chung nay 1an lugt trong mdi ngudi cho. Do 0 lugng 16n ca céc trinh tw, ndm
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trinh tr ¢6 mat nhidu nhit dugc sip xép thing hang tir mdi ngudi cho. Sy sap xép
thing hang nhiéu trinh tu duge tao ra dbi vé6i cac trinh tr cia mdi ngudi cho bing cach
stt dung ClustalOmega, va cac dd thi biéu trung dugc tao ra. 5 trinh tuy hang dau véi
clng mdt su kién tai td hop trong mdi ngudi cho 12 gibng nhau, din dén cing dd thi

bidu trung (cac HINH 15A-B).

Céc tac gia sang ché thdy rang 8 trong sb 9 gbc phd bién quan trong dé lién két
trong khang thé durgc ma héa bdi céc trinh tw gen dong mam, va tt ca déu c6 mat & tat
c4 14 thanh vién cta kiéu dong vo tinh chung duoc liét ké & day tir bbn nhém nghién
ctru khang thé khac nhau (HINH 10A). D& danh gi4 tdm quan trong clia cic d4u hiéu
nay, chung biéu hién khéng thé bién thé v6i cac dot bién diém trong paratop dé xac
dinh tac dung cua sy bién dbi & cac géc duoc bao toan (H‘INH 10B). Viéc lam thay dbi
géc D108 thanh A, N, hodc E c6 it tac dung, nhung viéc loai bd lién két disulfua trong
HCDR3 ma lam cung viing vong d6 1am gidm sy lién két. Goc P99 ma hudng vong
HCDR3 ra xa khéi vi tri tuong tdc v6i khang nguyén cling quan trong, vi thé a6t bién
P99G thé hién sy lién két giam, va dang hdi bién dong mam ctia COV2-2196 véi P99
lién két v6i khang nguyén, nhung P99G trong murc nén hdi bién dong mam thi khong

(HINH 10B).

Khang thé dua trén ving bién ddi COV2-2196 duge thir nghiém két hop véi
khang thé dya trén ving bién dbi COV2-2130 trong thir nghiém ldm sang. HCDR3
COV2-2130, véi 22 gbc axit amin, 1a twong ddi dai dbi v6i khang thé ngudi, va bi dot
bién mirc do cao tir gen /GHD3 dong mam duge suy ra. HCDR3 tao thanh vong c6 chu
triic, dai tao thanh béi cac vong nhé, duge lam bn dinh bing cach lién két hydro pham
vi ngin va sy tuong tac ky nuéc/su xép chdng thom & trong HCDR3, va dugc clng cb
thém bang su twong tac ctia né (lién két hydro va su xép chdéng thom) véi cac gbc cla
chudi nhe (c4c HINH 16A-B). Chudi ning va chudi nhe COV2-2130 dugc ma héa lan
luot béi cac gen dong mam IGHV3-15 va IGKV4-1, va hai gen ndy ma héa cho cac
vong HCDR2 (10 aa) va LCDR1 (12 aa) dugc mi héa dong mam dai nhat, ma duge st
dung trong COV2-2130. Sy tai t6 hop V(D)J chudi ning, céc dot bién HCDR3, va su
bat cip cta chudi ning va chudi nhe din dén khe lién két gitta chudi ning va chudi
nhe, &n khdp hinh dang cia ving RBD c6 trong tdm & vong S443 — Y449 (HINH 9A,
HINH 16C). C6 lién quan chit ché véi cac ddu hiéu céu tric nay 13, chi HCDR3,
LCDR1, HCDR2, va LCDR2 tham gia vao su tao thanh paratop (cac HINH 9E-F, cac
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HINH 13E-F). Kiém tra mit phan cach Ab-Ag khim ph4 ra ving ma c6 kha ning la
ding nhiéu ning hrgng su tuong tac. Chudi bén gbc K444 ctia RBD dugc bao quanh
bdi vong con Y104 — V109 cua vong HCDR3, va dién tich duong trén nguyén tir NZ
chudi bén duge trung hoa bing chudi bén gdec D107 ciia HCDR3, ba nguyén tir oxy
carbonyl chudi chinh tir Y105, D107, va V109, va mit giau dién tr cia vong phenyl
Y104 (su tuong tic cation-m) (HINH 13E). Vi c4c nguyén tir trong tac duge bao vé
hoan toan khoi dung méi, su twong tac tp trung cao & trong khong gian han ché nay
thuén loi vé mit nang lugng. Ngoai ra, "diém néng" cia mat phan cach Ab-Ag dugce
bao quanh bdi hodc duge bao vé khoi dung moi bang sy tuong tic Ab-Ag v6i su ting
ning lrong tu do it hon, bao gbm cdu mudi gitta gbc RBD R346 va D56 HCDR2, sy
twong tac tinh dién gitta RBD R346 va oxy chudi chinh ciia Y106 HCDR3, lién két
hydro gitra N450 RBD va oxy chudi chinh Y105 HCDR3, lién két hydro gifta oxy
chudi chinh V445 RBD va chudi bén Y104 HCDR3, su twong tac ki nudc gitta chudi
bén V445 va chudi bén cia 1113 va F118 HCDR3 (HINH 13E). Ngodi ra, sy xép
chdng thom gitra gbc Y105 HCDR3 va gbc W56 LCDR2 tham gia vao su che chin
ciia "diém néng" khoéi dung moéi (HTNH 13E). Ngoai ra, chudi nhe COV2-2130
LCDRI1 va LCDR2 tao ra sy tiép xuc rong véi RBD. Trong sb ching, chudi bén S32
LCDRI1, oxy chudi chinh $33, chudi bén N34, va chudi bén Y55 LCDR2 tao thanh
lién két hydro véi chudi bén E484 RBD, nito chudi chinh S494, oxy chudi chinh
Y449, va nito chudi chinh G446 (HINH 13F). Cac gbc LCDR1 K36, Y38, va LCDR2
W56 trong tac véi RBD Y449 thong qua su xép chdng thom va su tuong téc cation-,
tao thanh "cum tuong tac" (HINH 13F), mic di cic twong téc ndy c6 kha ning la
khong manh nhu trong truong hop cia RBD K444.

Trong ciu triic tinh thé cia RBD trong phtc hop véi ca hai COV2-2196 va
COV2-2130, cac tac gia sang ché thdy su tuong tac giita cdc Fab COV2-2196 va
COV2-2130 ndm gan nhau vé mit khong gian (HINH 17). C6 thé 14 su twong tac giita
hai Fab trong trang thai lién két RBD c6 thé g6p phan vao su trung hoa hiép ddng cua
SARS-CoV-2 dugc quan sat thdy trude ddy'. Tuy nhién, khong 1 13 tdc dung hiép
dbng dong gbp vao su twong tac Fab-Fab nay bao nhiéu.

To better understand the RBD sites critical for binding of COV2-2196 va

COV2-2130, the inventors used a deep mutational scanning (DMS) approach to map
all mutations to the RBD that escape antibody binding*'; (FIG. 18). For both
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antibodies, they identified several key sites, all trong the antibody structural footprint,
where RBD mutations strongly disrupted binding (FIGS. 11A-D). The inventors
leveraged our previous work quantifying the effects of RBD mutations on ACE2
binding™* to overlay the effect on ACE2 binding for mutations that abrogated antibody
binding to RBD (FIGS. 11A-B). Dbi v6i COV2-2196, many mutations to F486 va
N487 had escape fractions approaching 1 (i.e., those RBD variants completely escaped
antibody binding under the conditions tested), reinforcing the importance of the
contributions of these two residues to antibody binding. Similarly, for COV2-2130,
mutation at site K444 to any of the other 19 amino acids abrogated antibody binding,

indicating that the lysine at this position is critical to the Ab-Ag interaction.

Nevertheless, not all antibody contact residues were identified as sites where
mutations greatly reduced binding. Several explanations are possible: 1) some binding
site residues may be not critical for binding, 2) some residues may use their backbone
atoms to interact with their side chain pointing away from the binding interface, hodc
3) mutations to some sites may not be tolerated*’. For instance, residues 1455, F456,
va Q493 are part of the structurally-defined binding site for COV2-2196 (FIG. 8D),
but mutations to these sites did not impact antibody binding detectably (FIGS. 11A va
11C), suggesting that these residues do not make critical binding contributions.
Superimposition of the COV2-2196/RBD structure onto the S2E12/RBD structure
clearly demonstrates a flexible hinge region between the RBD ridge va the rest of the
RBD that is maintained when antibody is bound (FIG. 13D). This finding indicates
that mutations at these three positions could be well tolerated for Ab-Ag binding va
supports the non-essential nature of these particular residues for COV2-2196 hoic
S2E12 binding.

Importantly, COV2-2196 va COV2-2130 do not compete for binding to the
RBD', suggesting they could comprise an escape-resistant cocktail for prophylactic
hoic therapeutic use. Indeed, the structural binding sites va escape variant maps for
these two antibodies are non-overlapping. To test whether there were single mutations
that could escape binding of both antibodies, the inventors performed escape variant
mapping experiments with a 1:1 mixture of the COV2-2196 va COV2-2130

antibodies, but they did not detect any mutation that had an escape fraction of greater
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than 0,2, whereas the mutations with the largest effects for each of the single

antibodies was approximately 1 (FIG. 18D).

Although these experiments map all mutations that escape antibody binding to
the RBD, the inventors also sought to determine which mutations have the potential to
arise during viral growth. To address this question, they first attempted to select escape
mutations using a recombinant VSV expressing the SARS-CoV-2 S glycoprotein
(VSV-SARS-COV-2)43; (HINH 11E). The inventors expected that the only amino acid
mutations that would be selected during viral growth were those 1) arising by single-
nucleotide RNA changes, 2) causing minimal deleterious effect on ACE2 binding va
expression, va 3) substantially impacting antibody binding***. Indeed, the inventors
did not detect any COV2-2196-induced mutations that were both single-nucleotide
accessible va relatively well-tolerated with respect to effects on ACE2 binding (FIG.
11B), which may explain why escape mutants were not selected trong any of the 83
independent replicates of recombinant VSV growth trong the presence of antibody
(FIG. 11E, HINH 18G). For COV2-2130, mutations to site K444, a site that is
relatively tolerant to mutation*?, demonstrated the most frequent escape of antibody
binding trong the high-throughput antibody escape selection with the VSV chimeric
virus. Trong 40% of the antibody selection experiments, two of the single-nucleotide
mutations with the greatest effects on antibody binding, K444R (selected trong 6 out
of 20 ban sao) va K444E (dugc chon loc ¢ 2 trong sd 20 ban sao) ndi 1én trong qua
trinh sinh trudng virut (HINH 11E, HINH 18G).

Pé tham do tinh khang véi virut ldy nhiém nguyén ban, ching SARS-CoV-2
USA-WA1/2020 dugc cdy chuyén theo diy trong moi trudng nudi cdy don 16p té bao
Vero v6i khang thé 1am sang dwya trén COV2-2196 (AZD8895), COV2-2130
(AZD1061) hodc dang két hop 1:1 ctia chiing (AZD7442), & nong d¢ bt dau & gié tri
IC50 twong Gng cta ching va tdng tirng béc dén gia tri ICy, ctia ching voi mdi 14n cdy
chuyén (HINH 19). Pé 1am dbi chung, virut dugc cdy chuyén khi khong c6 khéng thé.
Sau lan cdy chuyén cudi clng, virut dugc danh gia vé tinh man cam chdng lai khing
thé nghich d4o & ndng do cudi cing bang 10 14n ndng d6 ICq bang thir nghiém mang.
Céc tac gia sang ché khong phét hién ra mang bét ky khéng vé&i su trung hoa bang
AZD8895 (dua trén COV2-2196) hodc hdn hgp AZD7442. Virut ma dugce cdy chuyén
theo diy trong AZD1061 tao thanh cic mang dén @6 chudn bang 1,2 x 107 pfu/ml
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trong su c6 mét cia 10 14n ndéng do gia tri ICq, ctia AZD1061, nhung c4c mang khong
duoc tao thanh véi AZD7442. Cac mang (n=6) dugc chon loc ngau nhién, va gen ma
héa cho gai virut cta chung dugc xac dinh trinh tir, khdm pha ra cung mét sy thay dbi
3 axit amin & ca 6 mang duoc chon loc va duge xac dinh trinh ty doc 14p: N74K,
R3461 va S686G (HINH 11F). Sy thay ddi S686G di dugc bao cdo trude day 14 két
hop véi su cdy chuyén theo diy ciia SARS-CoV-2 & té bao Vero™, duoc phan 1ap tir
nghién ctru thir thach & chdn surong45 hoéc NHP*, va dugc du doan 13 1am giam hoat
tinh furin®. Géc N74K nim trong mién ddu tin cling N bén ngodi vi tri lién két
AZD1061 va din dén sy mét di cta glycan”’. Goc R3461 ndm trong vi tri lién két cua
AZD1061 va c6 thé lién quan dén tinh khang AZD1061. Su anh hudéng cta sy thay dbi
R3461 16n AZD1061 (COV2-2130) lién két v6i protein S dugc thé hién trén HINH
11G. Céc dot bién thé K444R va K444E duge chon loc trong hé théng VSV-SARS-
CoV-2 va 4ot bién thé R3461 duoc chon loc béng Sur céy chuyén v6i SARS-CoV-2
‘nguyén ban c6 thé tiép can dugc bang dot bién thé nucleotit don 1& va bao toan hoat
tinh lién két ACE2 (HINH 11G), chi ra ring phan tich DMS cua chiing t6i d3 dy doan
cac dot bién duge chon loc trong su ¢6 mit clia khéng thé COV2-2130. Cung nhau,
cac két qua nay 14p ban dd toan dién céc tac dung ctia tAt ca cac dot bién thé axit amin
trén su lién két cia COV2-2196 va COV2-2130 va x4c dinh céc vi tri cla lo ngai ¢6
thé co vé su tién hoéa virut. Pidu d6 néi 1én rﬁng, bién thé chua cac dot bién & cac géc
K444 va R346 1 hiém gép trong sb tht ca virut dugce xac dinh trinh tuy ¢6 mit trong co
s¢ dit liu GISAID (déu < 0,01% khi truy cap vao 12/23/20).

Gén déy, bién thé virut c6 kha ning lay truyén ting 1én va cc dot bién khang
nguyén tiém ning da duge bdo cdo trong cac thé phan 1ap 1am sang™”!. Céc tac gia
sang ché d3 thir nghiém liéu mot sb gbe bién thé trong cac ching méi ndi nhanh chéng
nay c6 triét tiéu hoat tinh cta khang thé trung hoa hiéu nghi¢ém hay khong. Ho da thu
nghiém thé phan l4p virut tir mau mi thu dugc & Oxford & Vuong Quédc Anh (virut
B.1.1.7 dugc dit tén 12 UK B.1.1.7-OXF), ma chra dong B.1.1.7 xéc dinh sy thay dbi
gen gai bao gdm céc dot bién mét 69-70 va 144-145 trong NTD, va c4c dot bién thé &
N501Y, A570D, D614G, va P681HY. Cac tc gia séng ché cling da thir nghiém céc
bién thé D614G va E484K clng ngudn gbc trong mic nén ching WA-1 (2019n-
CoV/USA_WA1/2019, [WA-1]), tit ca dugc diéu ché dudi dang virut SARS-CoV-2

nguyén ban va dugc st dung trong thtr nghiém trung hoa lam giam b tap trung®. Dot



51670 130/289

bién E484K dugc dic biét quan tam, vi géc nay nam & trong 4,5 A ctia mdi mAb trong
phirc hop ciia Fab va RBD, mic du & ngoai cling ddu chan Fab, c6 mit trong c4c dong
méi ndi B.1.351 (501Y.V2)*® va P.1 (501Y.V3)"!, va d& dugc chiing minh 13 13m thay

233 ¢iing nhur 13 khang thé huyét thanh

dbi su lién két ciia mot s6 khang thé don dong
da dong ngudi’®. Bién thé chira E484K ciing d3 dugc chig minh 13 duge trung hoa it
hon mdt cach hi¢u qua Bﬁng huyét thanh vA huyét trong dang hdi phuc tir nhitng nguoi
séng s6t sau khi nhifm SARS-CoV-2°°"°. Béi véi COV2-2196, COV2-2130, vi
COV2-2050 (khang thé trung hoa thir ba céc tac gia sng ché bao gdm dé so sanh vi né
twong tdc v6i gbc E484), ho di phat hién ra gin nhu khéng anh huéng dén ciia dot
bién D614G hodc tap hop dot bién cé mit trong chimg UK B.1.1.7-OXF; néu cb, cac
tac gia séng ché d3 quan sat thiy xu hudéng vé phia dwgc cai thién mot chut (gidm tir 2
dén 3 13n & gia tri ICso) chdng lai virut tuAn hoan muén hon (HINH 11H). Tuy nhién,
ho khéng quan sat thdy tic dung trén su trung hoa véi virut D614G/E484K. COV2-
2050 mét hoan toan hoat tinh trung hoa, théng nhit véi nghién ciu trude ddy cia
chiing t6i x4c dinh E484K 14 dot bién pha hiy su lién két COV2-2050*". Ngugc lai,
COV2-2196, COV2-2130, va COV2-2196 + COV2-2130 chi thé hién kha ning trc ché
giam di mot chut (ting tir 2 dén 5 14n & gia tri ICs).

Théo Luan. Cac phén tich cdu tric nay xac dinh co s& phan tir dé chon loc
thuong xuyén kiéu dong vo tinh chung ciia khang thé ngudi c6 chung suAtéi td hop V-
D-J chudi nang va V-J chudi nhe ma nhim dich ciing mot ving ctia RBD S SARS-
CoV-2. Céc gbc duoc mi héa bing gen khang thé dong mam trong chudi ning va
chubi nhe dong vai trd sdng con trong su nhan dién khang nguyén, ggi y rang mot sb it
d6t bién sinh dudng 13 cin thiét dbi v6i sy truéng thanh khang thé cta kiéu dong vo
tinh nay. Lién két disulfua duoc ma hoa béi gen IGHD? tao ra sy kidém ché bd sung
d6i véi HCDR3 @& chip nhan hinh dang véi hinh dang va su b sung héa hoc véi vi tri
khang nguyén trén RBD. Duong nhu 14 ba gen /GHD2 khac nhau (/GHD2-2, IGHD2-
8, va IGHD2-15) ma héa cho cac phin cia HCDR3 ma c6 thé hoat dong trong truong
hop ciia kiéu dong v6 tinh ndy. Céc tac gia sang ché goi ¥ rang sy xuit hién nay cla
khang thé duwgc m3 héa bdi gen dong mam chung véi cac ddu hiéu ciu tric di duge
dinh hinh tr trude giup cho c¢6 duge do ddc hiéu cao va hoat tinh trung hoa hiéu
nghiém 13 du hiéu bt ngd va c6 loi clia dap tmg mién dich ngudi so chp v6i SARS-

CoV-2. Su chon loc t& bao B tir kiu dong vé tinh chung nay gitip cho c6 thé phén 1ap
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nhanh khang thé trung hoa cuc ky hiéu nghiém ma chéng lai su trbén thodt va c6 thé
giai thich cho mot phan cia hidu qua dang chi y cia vac xin dua trén protein S ma
dugc quan sat thiy trong 1am sang. Ngudi ta c6 thé muong tuong ra co hdi dé gay tao
ra @ chudn khang thé trung hoa huyét thanh v6i hiéu lyc trung hoa tham chi la cao
hon bang cach st dung thiét ké véc xin dua trén mién hodc mo tip d6i v6i vi tri khang

nguyén nay dé mdi cho d4p tmg mién dich ngudi dé gay tao ra kiéu dong v tinh nay.

Phan tich cAu trac cta cac phiic hgp RBD-COV2-2196 va RBD-COV2-2130
duoc thé hién & ddy goi ¥ ring hai khang thé lién két v6i khang nguyén RBD béng
c4ch tao thanh sy tuong tac " gidng dinh tén" v6i mét do ning lugng cao cho mdi don
vi ctia dién tich bé mit mit phan céch, va phat hién nay gidi thich khang thé hiéu
nghiém nay co thé ¢6 dién tich bé mit duge che gidu twong dbi nhé (< 750 A?) trong
mit phan cich Ab-Ag nhu thé ndo. Viée 14p ban dd cta cdc dot bién trdn thoét ddi véi
hai khang thé dugc nghién c(ru & day dugc chi ra céc locut cta cac dot bién trbn thoat
théng nhat v6i vi trf lién két x4c dinh béi cdu tric tinh thé Ab-Ag ciia ching toi, xdc
nhan thém su chinh x4c ctia phuong phdp DMS. Céc tac gia sang ché goi y ring dir
liéu phéan doan trdn thoét c¢6 thé duge st dung trong tuong lai 1am sy rang budc cho sy
14p ghép tinh toan ctia khang thé trén khang nguyén hodc thong thudng hon la protein
trén protein, vi vi du nhu, cac gbc K444 hoic F486 v6i cac phan doan trbn thoat cao
nhét 1An Iuot d6i véi COV2-2130 hosic COV2-2196, thé hién sy twong tic manh mé |
nhét v6i khéng thé trong cAu tric cta phirc hop khang nguyén-khang thé. -

Su ndi 1én gin ddy clia cac dong virut bién thé c6 kha ning lay truyén ting 1én
va cac trinh tr di dugc thay dbi & nhiéu vi tri da biét cta su trung hoa gy lo ngai vé
kha ning cia SARS-CoV-2 trénh khoi bién phap dbi pho bang khang thé hién nay
dang dugc phat trién va thr nghiém. Céc tac gia sang ché d thir nghiém hoat tinh cua
khang thé va hdn hop ctia ca hai va phat hién ra hoat tinh dugc duy tri chéng lai mot
vai bién thé quan trong, bao gé)m virut chira dot bién E484K va virut B.1.1.7 ¢4 nhidu
bién d6i gen S. Co s& di truyén va ciu tric dbi v&i hoat tinh rong nay dugce phat hién
ra trong cu tric tinh thé va nghién ctru DMS ma céc tac gia sdng ché trinh bay & day.
Sy nhén dién trong tAm ctia gbc F486 tuong ddi khong thay ddi bang mién "long
thom" trong COV2-2196 1a c6 1¢i, vi su thay dbi cta géc nay lién quan dén su vira vin
cua virut gidm di. Viéc nhim dich vi tri lién két nay duong nhu 1 dic biét hiru hiéu

trong viéc thiét 1ap sy trung hoa hiép ddng & dang két hop v6i mAb COV2-2130 ma



51670

132/289

nhan dién ca hai trime S "mé" va "déng". Do d6, dang két hop nay duong nhu mang

lai co ché rong va hiéu nghiém cta sy (rc ché ma céan trd tron thoat.

Béang Di Lidu M& Rong 1. Thu thip di liéu va théng ké tinh v& tinh thé clia cac phic

hop RBD-COV2-2196 va RBD-COV2-2196-2130

Thu thép dit liéu

Tinh thé

PDBID

Chiéu Dai Buéc Séng (A)
Nhém khong gian

Kich thuéc té bao don vi

RBD-COV2-2196

7L7D

0,97872

P2,

RBD-COV2-2196-2130

TLTE

0,97857

P2,

a,b,c(A) 44,1, 81,6, 101,2 97,2, 152,5,199,2
o, B,y 90,0, 96,6, 90,0 90,0, 94,7, 90,0
D6 phén gidi (A) 43,98 — 2,50 35,21 - 3,00
D¢ phéan xa don nhat 24896 (13417) 115751 (16908)
D nhidu 3,7 (3,7) 7,7(7,7)

Tinh hoan chinh (%) 99,9 (99,6) 99,9 (100)

Ry (%) 4,6 (24,5) 23,1 (81,0
I/o(T) 19,2 (4,8) 6,4 (2,3)

Théng ké tinh

Ryzu1s (%0) 18,5 21,5

R a0 (%0) 23,1 27,3

R.m.s.d (lién két) (%) 0,0030 0,0023
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R.m.s.d (gbc) (d0) 0,563 0,598

Do thi Ramachandran

Pugc ru tién (%) 95,82 95,34
Puoc cho phép (%) 4,18 4,37
Khoang 1éch (%) 0,00 0,09

Resp = 2 T Thig — Tha)l/Z T, trong d6 Inag 12 cuong dd dugce quan sat thiy va Ing 13
cuong do trung binh cong cubi cing.

Rt dong = = ||Fobs| - [Fealc|/Z [[Fobs| va Ry 40 = X |[Fobs| - |Fealc||/Z |[Fobs|, trong do
Ry do V2 Rioat dgng dugc tinh bang cach st dung 13n lugt bd thir nghiém duge chon ngiu
nhién ciia 5% dit liéu va tit ca cac dd phan xa ngoai trir bd thtr nghiém 5%. S6 lugng

trong ngodc 1a d6i véi 16p vo phén xa cao nhat.

% sk sk ok ok ok ok sk sk sk sk ok ok sk ok ok %
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Dich COVID-19 1a de doa chinh cho y té toan cau ma chi ¢6 céc bién phap tng
pho y té han ché dbi v6i n6, va ching ta thidu hiéu biét thiu ddo v& co ché cia mién

dich dich thé1,2. Tir bang ciia khang thé don dong (mAb) nhim dich gai

Glycoprotein (S) dugc phén 1ap tir té bao B cta dbi tuong bi 1ay nhiém, ching t6i da
nhin dién mdt vai mAb ma thé hién hoat tinh trung hoa hiéu nghiém véi gia tri IC50
thdp bang 0,9 hodc 15 ng/ml lan luot & thir nghiém trung hoa SARS-CoV-2 virut gia
hodc kiéu dai (wr). mAb hiéu nghiém nhit phong bé diy du mién lién két thu thé cia S
(SRBD) khoi tuong tac v6i ACE2 nguoi. Céc nghién ciru lién két canh tranh, cau tric,
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va chirc nang cho phép két cum mADb vao cac 16p xac dinh nhén dién céc epitop khac
biét & trong cac vi tri khdng nguyén chinh trén SRBD. Nghién ciru bang kinh hién vi
dién t phat hién ra rang cdc mAb nay nhan dién céc trang thai hinh dang khac biét cia
protein S dang trime. mAb trung hoa hi¢u nghiém nhin dién cac vi tri doc nhét,
COV2-2196 v COV2-2130, dugc lién két ddng thoi v6i S va trung hoa hiép dong
virut SARS-CoV-2 nguyén ban. Trong hai m6 hinh chut nhit cta sy nhiém SARS-
CoV-2, viéc chuyén thu dong cia COV2-2916 hodc COV2-2130 mot minh hodc dang
Két hop cta ca hai mAb bdo vé chudt nhét khoi su giam khdi lrong nghiém trong va
l1am giam ganh ning virut va sy viém trong phdi. Két qua nay x4c dinh epitop bao vé
trén SRBD va tao ra khung dua trén cAu tric dbi véi thiét ké véc xin hop 1y va su chon

loc ctia hon hop tri liéu mién dich manh mé.

Protein S ctia SARS-CoV-2 13 yéu t6 quyét dinh phén t& cta su gin, su dung
hop, va su di vao cla virut vao té bao cho®. Céu tric cryo-EM cla mién ngoai bao
protein S dang trime duoc lam n dinh bang cach dung hop tir trude (S2Pecto) d6i voi
SARS-CoV-2 khim pha ra cic ddu hiéu twong tu v6i céc ddu hiéu ctia protein S4
SARS-CoV. Protein mang tich hop loai I ndy va protein dung hgp 16p [ mang tiéu don
vi dau tan cing N (S1) ma lam trung gian cho su lién két v6i thu thé va tiéu don vi dau
tan cung C (S2) ma 1am trung gian cho su dung hop virut-mang té bao. Tiéu don vi S1
chira mién dAu tan cting N (SNTD) va mién lién két thy thé (SRBD). SARS-CoV-2 va
SARS-CoV, ma c6 chung do tuong ddng trinh ti x4p xi 78% trong hé gen cua ching’
ca hai st dung enzym chuyén héa angiotensin ngudi 2 (hACE2) lam thu thé xam
nhap>’. Céc nghién ctru trude dy cia mién dich ngudi d6i v6i betacoronavirus 18y
truyén tir dong vat sang ngudi c6 kha nang gy bénh cao khac bao gbm SARS-CoV® "
va hoi chimg hé hip Trung Dong (MERS)B'22 cho thiy ring Ab dbi véi glycoprotein
gai bé mit virut (S) lam trung gian cho sur mién dich bio vé. mAb dic hiéu protein S
hiéu nghiém nhat duong nhu trung hoa betacoronavirus bang cach phong bé sy gin
ciia virut vao té bao chi bang cach lién két véi ving trén SRBD ma 1am trung gian
truc tiép cho su an khép cua thu thé. C6 kha ning 1a Ab ngudi hita hen dé st dung
trong viéc cai bién bénh trong su nhidm SARS-CoV-2, khi dugc st dung dé phong
ngtra, phong nglra sau phoi nhiém, hoic diéu tri sy nhiém SARS-CoV-2%. Nhiéu
nghién ctru bao gém thir nghiém d6i chimg ngiu nhién héa danh gia huyét trong hdi

phuc va mdt thir nghiém dénh gid globulin mién dich ting mién dich dang dién ra,
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nhung van chua rd rang rang liéu viéc dicu tri ndy c6 thé lam gidm ty 1¢ mdc bénh

hodc ti 1€ t vong hay khong™*.

Chung t61 da phan 14p bang 16n ciia mAb phan tng protein S SARS-CoV-2 tur
t6 bio B ciia hai ¢4 thé ma truée ddy bi nhidm SARS-CoV-2 & Vi Hén Trung Qudc™.
Tap hop con ciia cac khang thé nay lién két voi mién lién két th thé cia S (SRBD) va
thd hién hoat tinh trung hoa trong thtr nghiém sang loc nhanh véi SARS-CoV-2
nguyén ban?. G déy, chung toi xac dinh khu vuc c6 tinh khéng nguyén cla SARS-
CoV-2 va xac dinh réng céc vi tri ciia SRBD 1a dich ctia mAb bao vé. Chung t61 da thir
nghiém bang ctia 40 mAb ngudi khang S trude day ching t6i da chon loc trude bang
thir nghiém sang loc trung hoa nhanh trong thir nghiém trung hoa 1am giam 6 tap trung
dinh luong (FRNT) véi ching SARS-CoV-2 WA1/2020. Cac thir nghiém nay phat
hién ra bang nay thé hién khodng gia tri clia céc gid tri ndng o e ché ntra t6i da
(IC50), tur 15 dén hon 4.000 ng/ml (dugc truc quan hoéa dudi dang ban dd nhiét trén
HINH 20a, cac gia tri dugc thé hién trong Bang B, va cac dudng cong day du duge thé
hién trén HINH 24). Chung t6i gia thiét ring nhiéu mAb phan tng SRBD nay trung
hoa su nhiém virut bang cach phong b& SRBD lién két véi hACE2. Qua thuc, hau hét
mADb trung hda ma ching t0i da thir nghiém wc ché su tuong tic ciia hACE2 véi
protein S dang trime mot cach truc tiép (HINH 20a, HINH 25). Théng nhéit véi cac két
qua nay, cdc mAb nay cling lién két manh mé v&i protein mién ngoai bao S dang trime
(S2Pecto) hoic SRBD dang monome (HINH 20a, HINH 26). Chiing toi dénh gié li¢u
s lién két S2Pecto hodc SRBD hodc hiéu Iuc phong bé hACE2 ¢6 dw dodn hi¢u lyc
trung hoa lién két mot cach doc 1ap hay khong, nhung khong s& do nao trong sb cac sb
do nay tuong quan v6i hiéu lyc trung hoa (HINH 20b-d). Tuy nhién, mdi mAb trong
béc hiéu lyc trung hoa cao nhét (IC50<150 ng/ml) ciing cho thdy hoat tinh phong bé
manh nhit chéng lai hACE2 (IC50< 150 ng/ml) va hoat tinh lién két khac thuong
(EC50< 2 ng/ml) d6i v6i trime S2Pecto va SRBD (HINH 20e). Dudng cong trung hoa
dai dién dbi v&i hai mADb trung hoa hiéu nghiém dugc dat tén 1la COV2-2196 va
COV2-2130 duge thé hién trong (HINH 20f). Su trung hoa hiéu nghiém dugc xac
nhén bing cach st dung thir nghiém trung hoa virut gia, ma phat hién ra kiéu hinh
trung hoa nhay cam hon nhiéu so véi virut wt va ching té nhu cdu dbi véi viée str
dung tht nghiém virut séng dé danh gia do hiéu nghiém mAb (HTNH 20g). Ca hai
mADb ndy lién két manh mé véi trime S2Pecto va phong bé diy du su lién két hACE2
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(HINH 20h-i).

Chiing t6i x4c dinh tiép cac vi tri khang nguyén chinh trén SRBD dbi v6i mAb
trung hoa bing phan tich lién két canh tranh. Trudc hét ching t6i st dung thir nghiém
canh tranh dua trén phép do can trd 16p sinh hoc véi mién SRBD t4i thiéu dé sang loc
d6i v6i mAb ma canh tranh d& lién két v6i mAb trung hoa hiéu nghiém COV2- 2196
hodc phién ban tai t6 hop cia mAb SARS-CoV dugc mo té trude day CR3022, ma
nhén dién epitop bi 4n duoc bao toan10,26. Ching t6i dd nhén dién ba nhém chinh caa
mADb canh tranh (HINH 21a). Nhém 16n nhét ciia mAb phong bé COV2-2196 nhung
khéng phong bé rCR3022, trong khi mot s mAb dugc phong bé bang rCR3022 nhung
khong duge phong bé bing COV2-2196. Hai mAb, bao gdm COV2-2130, khong dwoc
phong bé bang mot trong cdc mAb tham chiéu. Hiu hét cic mAb canh tranh voi
hACE2 d8 lién két, goi y ring ching lién két & gin vi tri lign két hACE2 ctia SRBD.
Chung t6i d& st dung COV2-2196, COV2-2130, va rCR3022 trong thr nghiém lién
két canh tranh dya trén ELISA v6i protein S2Pecto dang trime va cling phat hién thiy
réng SRBD chira ba vi tri khang nguyén chinh, vdi mot s& mAb c6 kha ning 14 tao ra
su tiép xuc & hon mot vi tri (HTNH 21b). Hau hét cac mADb trung hoa hiéu nghiém

canh tranh truc tiép dé lién két véi COV2-2196.

Vi COV2-2196 vi COV2-2130 khong canh tranh dé lién két v6i SRBD, chiing
toi d3 danh gia liéu cdc mAb ndy cd hiép dbng ddi véi sy trung hoa virut hay khong,
hién tugng trude day duoc quan sat thiy ddi v6i mAb SARS-CoV10. Ching tdi da thir
nghiém dép Ung két hop (xem chit nén trung hoa dap ung lidu lugng, HINH 21c)
trong FRNT bang cach st dung SARS-CoV-2 va so sanh cac gié tri thi nghiém nay véi
dap Gmg ky vong dugc tinh bang md hinh tinh diém tinh hiép ddng”’. Su so sanh nay
phat hién ra ring dang két hop cia COV2-2196 + COV2-2130 ¢ tinh hiép dong (véi
diém cta tinh hiép ddng bing 17,4, trong d6 diém bét ky >10 chi ra tinh hiép dong).
Dit lidu trén HINH 21c thé hién ma trdn hiép ddng dap tmg liéu lugng va chimg minh
ring lidu lugng mADb két hop bang 79 ng/ml trong hén hop (16 ng/ml cia COV2-2196
va 63 ng/ml ciia COV2-2130) c6 cing hoat tinh nhu 250 ng/ml ctia mdi mAb riéng 1&
(xem HINH 21c). Phét hién nay cho thdy rang bang cach sir dung hén hop lidu luong
ctia mdi mAb c6 thé duge 1am gidm hon ba 14n dé dat dugce ctng hiéu lyc cua su trung

hoa virut in vitro.

Ching t6i x4c dinh tiép epitop dugc nhan dién béi mAb dai dién trong hai
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nhém lién két canh tranh chinh ma hiép ddng dé trung hoa. Chung t6i dé thuc hién
nghién ctru gdy dot bién ctia SRBD bang céch st dung dot bién thé alanin hoic arginin
d& xdc dinh cic gbe thibt yéu dé lién két cia mAb trung hoa (HINH 27). Nghién ctru
su mét di cta lién két phét hién ra F486A hodc N437A 1a cac géc thiét yéu dbi voi
COV2-2196 vi N487A 1a gbc thibt yéu ddi véi COV2-2165, ma canh tranh v6i nhau
d% lien két, va ciing nhu vay nghién ctru gdy dot bién ddi véi COV2-2130 bang cach
stt dung cac thé dot bién K444A va G447R xéc dinh céc gdc nay 12 thiét yéu cho su
nhan dién (HINH 22a). Nghién ctru cAu tric trudc ddy di xac dinh sy tuong tac gilta
" SRBD va hACE2 (HINH 22b)?®. Hau hét céc gbe twong tac trong SRBD dugc chira &
trong peptit tuyén tinh c6 60 axit amin ma xéc dinh mo tip nhén dién hACE2 (HINH
22¢). Chiing t5i thir nghiém tiép sw lién két cia mAb ngudi véi peptit rAt nho nay va
phat hién ra rang thanh vién trung hoa hiéu nghiém ctia nhém lién két canh tranh 16n
nhét bao gdbm COV2-2196, COV2-2165, va COV2-2832 nhan dién peptit nay (HINH
22c¢), goi y cac mAb nay tao ra sy tiép xtic thiét yéu & trong mo tip nhan dién hACE2.

Chting t6i da st dung viéc soi kinh hién vi dién tir bat mau Am tinh cla phic
hop trime S2Pecto/Fab @ x4c dinh céu triic epitop dbi v6i cac mAb nay. Céc khang
thé trung hoa hiéu nghiém COV2-2196 va COV2-2165 lién két v6i mo tip nhan dién
hACE2 ctia SRBD va nhén dién trang thai hinh dang ‘m¢' cla trime S2Pecto (HINH
22d). Tuy nhién,‘ phuong thirc &n khép cua hai khang thé nay khac biét, vi tu thé lién
két va goc tuong quan véi ‘than' gai d6i véi mot khang thé 14 khac so vé6i khang thé
kia. COV2-2130, ma thé hién nhém lién két canh tranh thit hai, lién két voi RBD trong
trime S2Pecto & vi tri ‘dong' (HINH 22d). Vi COV2-2196 va COV2-2130 khong canh
tranh @ lién két, ching toi cb ging tao ra phirc hop ctia ca hai Fab dugc lién két cung
lic véi trime S2Pecto. Chung toi dd phat hién ra rang ca hai Fab dugc lién két dong
thoi khi trime S2Pecto & vi tri mé, chi ra réng COV2-2130 c¢6 thé nhan dién SRBD
trong ca hai hinh dang (HINH 22e). Bing c4ch gdi 1én phirc hop hai Fab bang céu tric
ctia phire hop RBD:CR3022%, chiing t0i quan sat thiy ring cdc khang thé nay lién két
v6i ba vi trf khac biét trén SRBD, nhu d& du dodn dua trén cic nghién ctru lién két
canh tranh cta chung t6i (HINH 221).

Tiép theo, ching tdi da thir nghiém hiéu qua phong ngira cia don tri lidu
COV2-2196 hodc COV2-2130 hodc dang két hop ctia COV2-2196 + COV2-2130
trong mo6 hinh nhiém SARS-CoV-2 méi phat tridn & chudt nhit BALB/c trong d6
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hACE2 dugc biéu hién trong phdi sau khi tai nap adenovirut (AdV- hACE2) trong
miii. Trong m6 hinh bénh tuong d6i nghiém ngit ndy, chung t6i cling dung lidu lugng
don 1¢ cta khang thé khang Ifnarl dé gia ting sy nhiém virut va su phéat sinh bénh, ma
dAn dén bénh viém phdi k& rai rdc (A. Hassan and M. Diamond, duoc ndp dé cong bd).
Chung t6i da bi dong chuyén liéu lugng don 1& cia mAb COV2-2196 (10 mg/kg),
COV2-2130 (10 mg/kg), dang két hop cia COV2-2196 + COV2-2130 (5 mg/kg mdi
chét), hoic mAb déi chimg isotyp (10 mg/kg) cho chudt nhét di dugc tai nap AdV-
hACE2 mot ngay trude khi thir thach trong mii bang 4 x 105 PFU ctia SARS-CoV-2.
Viéc phong ngtra bang COV2-2196 hoic COV2-2130 hodc dang két hop cia ching
ngin chédn sy gidm khéi luong nghiém trong do SARS-CoV-2 gy ra qua tuan thir nhét
cla su nhiém (HINH 23a). Ham luong ARN virut duge 1am gidm déng ké & 7 dpi
trong phdi va cac vi tri & xa bao gbm tim va lach (HINH 23b). Su biéu hién cta cac
gen xytokin va chemokin interferon gamma (INF-g), IL-6, CXCL10 va CCL2, ma la
chét chi'thi cta viém, ciing dugc 1am gidm trong phéi ctia chudt nhit dugc diéutri & 7

dpi —dinh ctia bénh (HINH 23c).

Chung t6i cling da tht nghiém COV2-2196 hodc COV2-2130 hodc dang két
hop cta ching vé hiéu qua phong nglra trong md hinh thdm quyén mién dich bing
céch st dung virut SARS-CoV-2 da thich tmg chuét nhat (MA)29 (HINH 23d). Thi
nghi€m in vitro cho thdy rang gia tri IC50 dbi v6i su trung hoa c6 thé so sanh duge a6i
v6i virut SARS- CoV-2 we va MA di v6i cdc mAb nay (dir liéu khong duge thé hién).
M3i vide didu tri mAb duge phan phéi & lidu lvgng 200 pg/con chudt nhit (~ 8 mg/kg)
lam giam ham lugng ARN virut 1€n dén 105 1dn & 2 dpi trong phdi khi duge so sanh
v6i nhém dbi chimg isotyp (HINH 23e, bén trai). Phit hop 13, tht c céc con vat tir céc
nhém didu trj COV2-2196 va COV2-2196 + COV2-2130 v 8 trong s6 10 con vat tir
viéc didu trji COV2-2130 khéng con ¢6 virut 1ay nhiém & 2 dpi trong phdi nhu do duge
bing d6 chudn méang clia mo phdi (HINH 23e, bén phai). Tém lai, cac két qua nay &
chudt nhét dua ra gia thiét COV2-2196 hoic COV2-2130 mdt minh hodc & dang két
hop 1a cac tng vién htra hen dé diéu tri hodc ngan nglra COVID-19.

O day, chung t6i di xac dinh khu vyc c6 tinh khang nguyén dbi voi bang 16n
ctia mAb c6 hiéu luc cao chng lai SARS- CoV-2. C4c nghién ctu chi tiét nay va cac
nghién ciru sang loc ma nhén dién bang nay ctia mAb tir bang 16n hon cua hang tram

mAb25 chimg minh ring mic du khang thé trung hoa nguoi da dang duge gly tao ra
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béi s 14y nhiém SARS-CoV-2 ty nhién, chi tap hop con nhd cua cac mAb co6 hiu luc
cao (IC50<50 ng/ml chéng lai virut SARS-CoV-2 séng), va do d6, thich hop dé phat
trién tri liéu. Phén tich sinh héa v cdu triic clia cdc mAb hiéu nghiém nay xéc dinh ba
vi tri khang nguyén chinh ctia kha ning bi thn cong dbi véi su trung hoa bing mAb
ngué“i duoc gdy ra bai su 1ay nhiém SARS-CoV tu nhién trén SRBD. mAb dai dién tir
hai vi tri khang nguyén hiéu nghi€ém nhét dugc thé hién 13 hiép ddng in vitro va bao vé
du6i dang hon hgp in vivo. Phat hién nay cho thdy cac du hiéu thiét yéu ctia mién
dich dich thé hitu hiéu dbi v6i SARS-CoV-2 va goi ¥ rang vai trd cta hoat tinh trung
hoa hiép ddng trong dap tmg da dong can dugc nghién cru thém. Hon nita, vi SARS-
CoV-2 tiép tuc luu hanh, mién dich cong ddng dugc giy ra béi su 14y nhiém ty nhién
c6 thé bt dAu dé chon bién thé co tinh khang nguyén ma trdn thoat khoi 4p wc chon
loc ctia khéng thé trung hoa, ciing c¢b nhu cau phai nhim dich nhiéu epitop cla protein

S trong vac xin hodc liéu phap mién dich.

Bién thé gen S phd bién trén toan ciu duogc bao céo cho dén nay nim & vi tri
D614G, V483A, L5F, Q675H, H655Y va S939F*°, xa khoi bién thé axit amin & cdc
géc 486 hodc 487 dugc nhan dién trong nghién ctru dot bién ciia ching toi ddi véi cac
mAb din dau duoc nghién ctu & day. Cac hon hop tri liéu duge chon loc hop Iy nhu
hdn hop dugc mo ta & ddy co thé mang lai tinh khang 16n hon nita d6i v6i sy trdn thoat
SARS- CoV-2. Cac nghién clru nay thiét 1ap giai doan dé& danh gia va phat trién tién
1am sang cia mAb dugc nhén dién dudi dang cdc ung vién dé str dung 1am liéu phép

mién dich COVID-19 & nguoi.

DO kha dung dir liéu. Ban dd EM d3 dugce nop luu & Ngan Hang D Liéu Kinh
Hién Vi Pién Tt (Electron Microscopy Data Bank) véi mé s6 truy cap EMBD 21965
(S2Pecto apo), EMD-21974 (S2Pecto + Fab COVs-2165), EMD-21975 (S2Pecto +
Fab COVs-2196), EMD-21976 (S2Pecto + Fab COVs-2130) va EMD-21977 (S2Pecto
+ Fab COV2-2196 + Fab COV2-2130). Nguyén liéu dugc bdo cdo trong nghién ctu
ndy ¢ sin nhung ¢ thé doi hoi phai thuc thi Hop Ddng Chuyén Giao Nguyén Liéu.

Loi cam on. Chung t6i xin cim on Angela Jones va nhan vién cua phong thi
nghiém 151 Vanderbilt VANTAGE vi di xé4c dinh trinh tw nhanh chong, Ross Trosseth
vi gitp d& quan ly va phan tich dir liéu, Robin Bombardi va Cinque Soto of VUMC vi
tu vAn k§ thuat v& phuong phép nghién ctru h¢ gen, Arthur Kim, Adam Bailey, Laura
VanBlargan, James Earnest, Broc McCune va Swathi Shrihari of WUSTL vi su trg
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gitip thi nghiém va céc chét phan tmg quan trong, va Kevin M. Tuffy, Seme Diallo,
Patrick M. McTamney, v Lori Clarke of AstraZeneca vi da tao ra cac chét phan tng
protein va virut gia va dit liéu lién quan. Nghién ctru nay dugc hd trg bdi cac khoan trg
cép ctia Co Quan Chi Pao Cac Du An Nghién Ctu Quéc Phong Tién Tién (DARPA)
HR0011-18-2-0001 v HROO 11-18-3-0001, c4c hop ddéng NIH 75N93019C00074 va
75N93019C00062 va Quy Nghién Ctu Dolly Parton COVID-19 ¢ Vanderbilt. Cong
trinh nay dugc hd trg bsi khoan trg cAp NIH 1S10RR028106-01A1 dbi v6i Bo Xéc
Pinh Trinh Ty Axit Nucleic Thé Hé Tiép Theo, ndm & Vanderbilt Technologies for
Advanced Genomics (VANTAGE) va Vanderbilt Institute for Clinical and
Translational Research véi su hd tro tro cip tir (UL1TR002243 tir NCATS/NIH).
S.J.Z. duoc hd tro bsi NIH T32 AI095202. J.B.C. dugce hd trg boi hoc bong sau tién st
Helen Hay Whitney Foundation. D.RM. dugc hé trg boi NIH T32 AI007151 va
Burroughs Wellcome Fund Postdoctoral Enrichment Program Award. J.E.C. 1a nguoi
nhan ctia 2019 Future Insight Prize tr Merck KGaA, Darmstadt Dtrc, ma hd tro nghién
ctru nay vdi khoén trg cap nghién ctru. N¢i dung nay chi 12 trach nhiém cua céc tac gia
va khong nhét thiét thé hién quan diém chinh thtrc cta chinh phi Hoa Ky hogc cac nha
tai trg khéc.

Su déng gop cla tac gia. Trinh bay du 4n: SJ.Z., P.G,, RH.C.,LB.T., M.SD.,
J.E.C.; Nhan tai tro: J.E.C. va M.S.D. Thuc hién thi nghiém 'trong phong thi nghiém:
SJZ.,P.G.,JB.C,EB,REC,JXR,AT,RSN,RES, NS, LEW,AOH,
NMK., EW., JMF.,LBT,J1JS,KR, Y-ML, AS., LEG., D.RM, Thyuc hién
cong viée tinh toan: E.C.C., T.J.,, S.D., L.M.; Gidm sat nghién ctru: NL.K, M.S.D.,,
LB.T., R.S.B.,, RH.C., I.E.C. Viét ban thao déu tién ca bai béo: S.J.Z.,P.G., RH.C,

J.E.C.; T4t ca c4c tac gia d3 xem xét va phé chuan ban thao cudi cing.

Xung dot loi ich. R.S.B. déng vai trd lam nguoi tu van cho Takeda va Sanofi
Pasteur vé c4c van d& lién quan dén véc xin. M.S.D. 12 ngudi tu van cho Inbios, Vir
Biotechnology, NGM Biopharmaceuticals, Eli Lilly, va trén Scientific Advisory Board
of Moderna, ngudi nhan trude day cua khoan tai trg nghién ctru khong lién quan tr
Moderna va ngudi nhdn hién nay cta khoang tai trg nghién ctru khong lién quan
Emergent BioSolutions. J.E.C. dong vai tro lam ngudi tu vén cho Sanofi va trén
Scientific Advisory Boards of CompuVax va Meissa Vaccines, 1a nguoi nhdn cla cac

khoan i tro nghién ctru khong lién quan trude ddy tir Moderna va Sanofi va la
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Founder of IDBiologics, Inc. Vanderbilt University dd ndp don sang ché cho khang thé
SARS-CoV-2 ma c6 lién quan dén cong trinh ndy. AstraZeneca di nop don sing ché
cho nguyén liéu/phét hién li€n quan dén céng trinh nay. JJ.S., KR, Y-ML, va
N.LK. 13 nhan vién ctia AstraZeneca va hién dang gitt ¢ phiéu hogc quyén mua ban

cb phiéu AstraZeneca. Tat ca céc tac gid khic tuyén bo khong co xung dot loi ich.

Thong tin bd sung -
Thong tin bd sung cé san cho bai béo nay.

Thu tir v yéu cau vé nguyén liéu can duoc giri cho J.E.C.
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Bang B. IC50 trung hoa, IC50 phong bé hACE2, va gid tri EC50 dbi v6i sur lién két
v&i S2Pecto hodc khang nguyén SRBD d6i v6i bang mAb

EC50 lién | EC50 EC50
IC50  trung | IC50 ket lien  két|lien  két
\ | S2Pecto,

MADb hoa, ng/ml phong  bé SRBD, S2Pecto
hACE2, ng/ml ng/ml SARS-
ng/ml CoV,

ng/ml

COV2- 154 53 1,8 1,4 11,7

2094

COV2- 59 67 1,0 1,0 —

2096

COV2- 107 61 1,5 0,7 —

2130

COV2- 332 62 1,4 0,6 —-

2165

COV2- 15 48 1,2 1,1 —

2196

COV2- 37 41 1,1 1,1 —

3025

rCR3022 — — 10,2 1,1 52

r2D22
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Phuong phép

Khang thé. Khang thé ngudi duoc nghién ciru trong bai bdo nay duge phan 18p tir cac
mAu mau tir hai dbi trong & Bic My véi véi su nhiém SARS-CoV-2 ¢6 triéu chimg
dugc x4c nhin trong phong thi nghiém tir truéc ma mic phai & Trung Quédc. Céc
nghién ctru 14m sang ban dAu dé thu dugc miu vat sau khi ¢6 sy chép thusn sau khi
duoc giai thich dugc mo ta trude day' va da dugc phé chudn boi Hoi Péng Xét Duyét
Y Sinh Hoc cia Vanderbilt University Medical Center va Ban Dao Duc Trong Nghién
Ctru cua University of Toronto. Cac d6i tuong (nam gidi 56 tudi va phu nit 56 tudi) 13
cap doi da két hon va cu trii & Vi Han, Trung Quéc d3 di dén Toronto, Canada, trong
d6 PBMC duoc thu 14y bang cich gan bach cau 50 ngay sau khi khéi phat triéu chimg.
Khang thé dugc phéan 14p b%ng cach sir dung céc cong cu da dang dé phéan 18p va tach
dong té bao B dic hiéu khang nguyén don léva céc gen bién ddi khang thé mi héa cho

khéng thé don dong'.

Nubi cdy t& bao. Vero E6 (CRL-1586, Bao Tang Giéng Chuan Hoa Ky (American
Type Culture Collection, ATCC), Vero CCL81 (ATCC), HEK293 (ATCC), va
HEK293T (ATCC) dugc duy tri & nhiét do 37°C ;[rong CO2 5% trong moi trudng thiét
véu t6i thidu Dulbecco (DMEM) chita 10% (thé tich/thé tich) huyét thanh thai bo |
(FBS) bi bat hoat boi nhiét, 10 mM HEPES d6 pH 7,3, 1 mM natri pyruvat, 1x axit
amin khong thiét yéu, va 100 U/ml cta penicillin-streptomycin. Té bao Vero-furin
dugc thu iy tir T. Pierson (NIH) va di dugc mo ta trudce day”. Té bao Expi293F
(ThermoFisher Scientific, A1452) dugc duy trl & nhiét do 37°C trong 8% CO2 trong
méi trudng biéu hién Expi293F (ThermoFisher Scientific, A1435102). Té bao
ExpiCHO (ThermoFisher Scientific, A29127) dugc duy tri & nhi€t do 37°C trong 8%
CO2 trong mdi trudng biéu hién ExpiCHO (ThermoFisher Scientific, A2910002). Thu
nghiém mycoplasma ctia cadc mdi truong nudi cay Expi293F va ExpiCHO dugc thuc
hién trén co so hang thang bang cach st dung bd kit phat hién mycoplasma dua trén

PCR (ATCC, 30-1012K).

Virut. Ching SARS-CoV-2 2019 n-CoV/USA_WA1/2020 dugc thu 14y tir Trung T4m
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Kidm Soat va Phong Ngira Bénh (mén qua tir Natalie Thornburg). Virut dugc chy
chuyén trong t& bao Vero CCL81 va dugc chuén d6 bang thir nghiém mang trén té bao
Vero E6. Tit ca cac cong viéc véi SARS-CoV-2 lay nhim dugc phé chuidn béi
Washington University School of Medicine hoic UNC-Chapel Hill Institutional
Biosafety Committees va duoc tién hanh trong nha may BSL3 da dugc phé chuén
bang cach st dung may hit lam sach khong khi dugc cip ngudn thich hgp va thiét bi

bao hd ca nhan.

Khang nguyén va protein tai t6 hop. Gen md héa cho mién ngoai bao cia protein gai
SARS-CoV-2 d3 duge 1am 4n dinh hinh dang dung hop tir trudc (S2Pecto) dugce tbng
hop va tach dong vao vecto biéu hién plasmit ADN dbi voi té bao dong vat c6 vi.
Khang nguyén protein S dugc thiét ké tuong tuw vé6i hai prolin va viéc loai bé vi tri
phan cét furin dé 1am 6n dinh dang dung hop tir trude clia S dugce bao cdo trude day’.
Mot cach van tit, gen ndy bao gdm mién ngoai bao cia SARS-CoV-2 (dén gbc 1.208),
mién trime hoa T4 fibritin, trinh tu biotinyl héa dic hiéu vi trf AviTag, va 8x-dudi His
dAu tan cing C. Pé 1am dn dinh ciu tric trong hinh dang d3 dung hop tir trudce, ching
t6i bao gdm cac dot bién thé K986P va VI87P va gy dot bién vi tri phan cét furin &
céc gbe 682-685 tir RRAR thanh ASVG. Protein da dugc 1am on dinh gai 2P téi td hop
(dugc dit tén 1a & day 1a S2Pecto) dugc phén lap bang séc ky 4i luc kim loai trén cot
HisTrap Excel (GE Healthcare), va cac ché pham protein dugc tinh ché thém bang sic
k¥ loai trir kich thudc trén cft Superose 6 Increase 10/300 (GE Healthcare). Su c6 mat
ctia protein S ¢6 hinh dang d3 dung hop tir truéc, dang trime dugc xac nhan bing cich
soi kinh hién vi dién tr bit mau 4m tinh!. D& soi kinh hién vi dién tr v6i S va Fab,
ching toi d4 biéu hién bién thé ctia S2Pecto thiéu AviTag nhung chira dudi Twin-Strep
d4u tan cung C, tuong ty v6i dang duoc md ta trudce déy3. Protein di dugc biéu hién
dugce phén lap bing sic ky 4i luc kim loai trén ¢4t HisTrap Excel (GE Healthcare), sau
@6 13 tinh ché thém trén cot StrepTrap HP (GE Healthcare) va séc ky loai trir kich
thuée trén TSKgel G4000SW XL (TOSOH). Pé biéu hién mién con SRBD cia
protein S SARS-CoV-2, cac géc 319-541 duoc tach dong vao vecto biéu hién dong vat
¢6 vit xudi dong cuia peptit tin hiéu IL-2 va ngugc dong cua vi trf phan cit thrombin,
AviTag, va du6i 6x-His. Protein RBD dung hop véi mién Fc IgG1 chudt nhit (duoc
dat tén 13 RBD-mFc), duge mua tir Sino Biological (40592-VO5H). P& 14p ban do
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epitop bang cach quét alanin, RBD SARS-CoV-2 (céc gbc 334-526) hodc bién thé co
mot dot bién RBD dugc tach dong véi trinh tue din diu CD33 & dau tan cung N va cau
ndi GSSG & dau tan cung C, AviTag, ciu ndi GSSG, va 8xHisTag. Protein gai dugc
biéu hién trong t& bao FreeStyle 293 (Thermo Fisher) va dugc phan 18p bang séc ky 4i
luc bang cach st dung cdt HisTrap (GE Healthcare), sau do 1a sic ky loai trir kich
thude v6i cot Superdex200 (GE Healthcare). Protein dugc tinh ché dugc phén tich
bing SDS-PAGE dé dam béo do tinh khiét va khéi lugng phan tir thich hop.

Pidu ché Iudi nhuém mau kinh hién vi dién tir (EM), chup anh va xir Iy protein SARS-
CoV-2 S2Pecto hoidc phirc hgp S2Pecto/Fab. Pé thuc hién chup anh EM, Fab dugc san
xuit bing cach phan cét IgG tai td hop duge tinh ché bang sic ky sir dung enzym
xystein proteaza dugc gilt c¢b dinh bing nhwa (FabALACTICA, Genovis). Su phan cit
xay ra & 100 mM natri photphat, 150 mM NaCl d6 pH 7,2 trong thoi gian ~16 gio &
nhiét do trong phong. Dé loai b Fe da phén cit va IgG nguyén ven, hdn hop phan cat
duoc G v6i nhwa Fe CaptureSelect (Genovis) trong thoi gian 30 phit ¢ nhiét do trong
phong trong chit dém PBS. Néu cin, Fab dugc trao dbi dém vao chit dém Tris bing

cach ly tAm v6i cdt quay Zeba (Thermo Scientific).

Dé sang loc va chup anh protein SARS-CoV-2 S2Pecto b4t mau am tinh (NS) trong
phtrc hop véi Fab ngudi, céc protein dugc U trong thoi gian ~1 gio va xdp xi 3 ul cia
mau & ndng d6 bang khoang tr 10 dén 15 pg/ml dugce cho vao ludi phéng dién phét
sang v6i mang cacbon lién tuc trén luéi EM ddéng 400 mesh vudng (Electron
Microscopy Sciences). Céc lu6i nay dugc nhudm mau bang 0,75% uranyl format
(UF)*. C4c anh dugc ghi lai trén mashy dnh Gatan US4000 4k x 4k CCD bang cach sir
dung kinh hién vi dién tir truyén FEI TF20 (TFS) hoat dong & 200 keV va diéu khién
bing SerialEM’. T4t ca cac anh dugc chup & do phong dai 50.000x véi kich thude
pixel ctia 2,18 A/pix & ché do lidu thip & do léch tiéu tir 1,5 dén 1,8 pm. Tong lieu
lwong d6i v6i anh hién vi 1a tir ~25 dén 38 e~/A”. Viée xir I anh dugc thuc hién bang
cach str dung goi phin mém cryoSPARC6. Anh dugc nhép vao, va hat duge udce tinh
CTF. Sau d6 anh duoc khir nhidu va duoc nhit bang Topaz'. Hat duge trich xudt véi
kich thuéc khung bang 256 pixel va duge gom vao 128 pixel. Tinh trung binh 16p 2D
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dugc thuc hién va cac 16p tdt duge chon loc cho mo hinh ngay tir ddu v 1am tinh ma
khong c6 tinh dbi xtmng. Dé 13p ghép mod hinh EM cua protein SARS-CoV-2 S2Pecto,
md hinh déng (PDB: 6VXX) dugc sir dung & Chimera® dé lip ghép vao ban dd EM
(cling xem chi tiét trong Bang C). i vé6i cac phirc hgp SARS-CoV-2 S2Pecto/Fab
COV2-2165 vi SARS- CoV-2 S2Pecto/Fab COV2-2165, m6 hinh mé cia SARS-
CoV-2 (PDB: 6VYB) va Fab (Fab: 12E8) dugc sit dung & Chimera d& 1ap ghép vao
ban d6 EM (cling xem chi tiét trong Bang C). Pbi véi phitc hgp SARS-CoV-2
S2Pecto/Fab COV2-2130, mdé hinh déng va Fab (PDB: 12E8) duge st dung &
Chimera dé 1ip ghép vao ban dd EM (ciing xem chi tiét trong Bang C). T4t ca cac anh

dugc tao ra bang Chimera.

San xuét va tinh ché MAb. Céac trinh tu cia mAb ma dd dugc tbng hop (Twist
Bioscience) va tdch dong vao vecto biéu hién don cistron IgGl (dugc dat tén 1a
pTwist-mCis_G1) dugc st dung d8 tiét mAb trong nudi cy t€ bao dong vat co vu.
Vecto nay chta trinh tu 2A dugc ting cudng va ciu nbi GSG ma cho phép su biéu
hién ddng thoi clia cac gen chudi nang va chudi nhe mAb tir cdu tric don 1& khi
chuyén nap’. Chung t6i i mo ta trudc day su biéu hién quy mé nho ciia mAb trong 1
ml méi trudng nudi cdy ExpiCHO trong dia 96 giéng'. Pé biéu hién mAb quy mo 16n
hon, chung tdi da thuc hién su chuyén nap (tir 1 dén 300 ml cia mdi khang thé) cia
mdi trrdng nudi ciy té bao CHO st dung Hé Théng Biéu Hién Gibco™ ExpiCHO™
va quy trinh d6i véi 6ng binh phan tng nhé 50 ml (Corning) nhu mo ta bdi nha cung
cép. Dich nbi bé mat nudi cdy dugc tinh ché bang cach st dung HiTrap mAbelect
SuRe (Cytiva, truéc day 1a GE Healthcare Life Sciences) trén hé thdng séc ky protein
song song 24 cdt (Protein BioSolutions). mAb da duge tinh ché duge trao dbi chét
dém vao PBS, c6 bang cach sit dung Pon Vi Loc Ly Tdm Amicon® Ultra4 50KDa
(Millipore Sigma) va luu trit & nhiét 4o 4°C dén khi st dung.

Thir nghiém lién két ELISA. Céc giéng ciia dia vi chudn do 96 giéng dugc phi bang
protein S SARS-CoV-2 tai t6 hop d3 dugc tinh ché hoic protein SARS-CoV-2 SRBD
& nhiét do 4°C qua dém. Céc dia dugc phong bé bing 2% sita kho khdng béo va 2%
huyét thanh dé binh thudng trong DPBS chira 0,05% Tween-20 (DPBS-T) trong thoi
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gian 1 gi¢. Khang thé d lién két duge phat hién bing cach st dung IgG khang ngudi &
dé duoc lién hop véi HRP (peroxidaza ci cai ngya) (Southern Biotech) va co chét
TMB (3,3',5,5'-tetrametylbenzidin) (Thermo Fisher Scientific). Su phat trién mau duogc
theo ddi, axit clohydric 1N dugc bd sung dé lam dimg phan mg, va d6 hdp thu dugc
do & 450 nm st dung mdy do quang phd (Biotek). Déi v6i thir nghiém dép tmg lidu
lwong, dich pha lodng theo diy clia mAb di dugce tinh ché duoc cho vio cac giéng
trong ba bén sao, va su lién két mAb dugc phét hién nhu néu chi tiét & trén. Céc gia tri
ndng dd hiru hiéu nira tdi da (EC50) ddi véi sy lién két duge xdc dinh bang céch st
dung phan mém Prism v8.0 (GraphPad) sau su bién ddi log cta ndng d6 mAb bing

c4ch sir dung phén tich héi quy khong tuyén tinh dap tng liéu luong dang xich ma.

ELISA lién két peptit md tip lién két ACE2 t5i thiéu RBD. C4c giéng ctia dia vi chudn
d6 384 giéng dugc phu bing 1 pg/ml streptavidin & nhiét do 4°C qua dém. Céc dia
dugc phong bé bing 0,5% BSA trong DPBS chtra 0,05% Tween-20 (DPBS-T) trong
thoi gian 1 gio. Céac dia dugc rira 4x bang 1x PBST va 2 pg/ml peptit mé tip lién két
ACE?2 d dugc biotinyl héa (cat. # LT5578, tir LifeTein, LLC) duge b sung dé lién
két streptavidin trong thoi gian 1 gid & nhiét do trong phong. mAb da duoc tinh ché
duoc pha loang trong chét dém phong bé, dugc b sung vao cac iéng, va dugc U trong
thri gian 1 gio & nhiét do trong phong. Khéng thé da lién két duoc phat hién bing cich
st dung IgG khang nguoi & dé dugc lién hop véi HRP (peroxidaza cu cai ngyua) (cat. #
2014-05, Southern Biotech) va co chit TMB (3,3',5,5'-tetrametylbenzidin)
(ThermoFisher Scientific). Su phat trién mau dugc theo ddi, axit clohydric 1N dugc bd
sung dé 1am dimg phan mg, va dd hép thu dugce do & 450 nm st dung médy do quang
phd (Biotek). Péi véi thir nghiém dép tng lidu luong, cac dich pha lodng 3 14n theo
diy bt dau & ndéng d6 10 pg/ml cia mAb da dugc tinh ché duge cho vio cac giéng

trong ba ban sao, va su lién két mAb dugc phét hién nhu néu chi tiét & trén.

Phan tich vé su lién két cia khang thé véi protein RBD bién thé cé céc dot bién diém
alanin hodc arginin. Phép do giao thoa 4nh sing I&p sinh hoc (biolayer light
interferometry - BLI) dugc thuc hién bang cach st dung thiét bi Octet RED96

(ForteBio; Pall Life Sciences) va protein RBD kiéu dai hoic protein RBD dot bién véi
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su thay ddi axit amin don 1& & vi tri x4c dinh thanh alanin hodc arginin. Su lién két cua
proteinkRBD dugc xac nhan b??mg cach trude hét bat gilt protein kiéu dai hodic dot bién
RBD duogc gin dudi octa-His tir dung dich 10 pg/ml (=200 nM) trén cam bién sinh hoc
Penta-His trong thoi gian 300 gidy. Sau d6 dAu cam bién sinh hoc duge nhing chim
trong chit dém lién két (PBS/0,2% Tween 20) & rira 60 gidy, sau d6 14 ngdm trong
dung dich chira 150 nM cia mAb trong thoi gian 180 gidy (két hop), sau @6 1a ngdm
tiép trong chit dém lién két trong thoi gian 180 gidy (phén ly). Pap tmg d6i v6i mbi

protein dot bién RBD duoc chudn héa dbi véi dap ting ciia protein RBD kiéu dai.

Thir nghiém trung hoa lam gidm b tap trung (FRNT). Dich pha lodng theo ddy cia
mAb duoc @ v6i 102 FFU ciia SARS-CoV-2 trong thoi gian 1 gid & nhiét 46 37°C.
Phirc hgp mAb—virut dugce bd sung vao méi trudong nudi cdy don 16p t& bao Vero E6
trong dia 96 giéng trong thoi gian 1 gio & nhiét do 37°C. Tiép d6, té bao dugc phu
bing 1% (khéi rong/thé tich) metylxenluloza trong Méi Truong Thiét Yéu Téi Thiéu
(MEM) dugce bd sung dé chira 2% FBS d3 dugc bat hoat béng nhiét. Cac dia dugc cb
dinh 30 gi¢r sau bing céch 14y phan phi va c6 dinh bing 4% PFA trong PBS trong thoi
gian 20 phiit & nhiét do trong phong. Cac dia dugc u lién tuc véi 1 pg/ml cta khidng
thé khang S rCR3 022'% va IgG khéng nguoi ¢ dé da lién hop peroxidaza cu cai ngya
(HRP) trong PBS c6 bd sung vdi 0,1% (khéi lugng/thé tich) saponin (Sigma) va 0,1%
albumin huyét thanh bd (BSA). O té bio bi lay nhiém SARS- CoV-2 dugc truc quan
héa bang cach st dung co éhét TrueBlue peroxidaza (KPL) va dugc dinh lugng trén
ImmunoSpot 5.0.37 Macro Analyzer (Cellular Technologies). D liéu duoc xtr Iy bang
céch st dung phan mém Prism phién ban 8.0 (GraphPad).

Tao ra lentivirut kiéu gia protein S. Huyén phu té bao 293 duoc cdy va dugc chuyén
nap vG&i vecto lentivirut dya trén HIV thé hé thtr ba biéu hién luciferaza cing voi
plasmit dong géi ma héa cho céc thanh phan sau: Protein gai SARS-CoV-2 véi 19 dot
bién mAt axit amin & dAu tin cung C, Rev, va Gag-pol. Mdi truong dugc thay d6i tir 16
dén 20 gi¢ sau khi chuyén nap, va dich ndi bé mit chtra virut dugc thu hoach 24 gio
- sau. Manh vun té bao duoc loai bd bé"mg ly tdm tdc do thép, va dich nbi bé mit dugc

cho di qua bd loc 0,45 pm. Virut gid dugc tao vién bang siéu ly thm va téi tao huyén
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phu trong PBS cho dich du trit dugce ¢6 100 1an.

Thtr nghiém trung hoa virut gia. Dich pha lodng theo diy cia mAb dugc diéu ché
trong dia vi chudn d6 384 giéng va dugc U trude v6i virut gia trong thoi gian 30 phit &
nhiét d6 37°C, ma té bao 293 ma biéu hién én dinh ACE2 ngudi duge bd sung vao do.
Dia dugc dua trd lai thiét bi 1 37°C, va sau d6 48 git sau hoat tinh luciferaza dugc do
trén May Poc Dia Da Ché Db EnVision 2105 (Perkin Elmer) st dung Hé Théng Thir
Nghiém Luciferaza Bright-Glo™ (Promega), theo céc khuyén nghi cia nha sén Xuét.
Phan tram su &rc ché dugce tinh twong quan véi d6i chimg c6 mdt minh virut gia. Gia tri
IC50 dugc xac dinh bang hdi quy khong tuyén tinh bing céach sir dung phan mém
Prism phién ban 8.1.0 (GraphPad). Gi4 trj IC50 trung binh déi véi mdi khéng thé dugc
xé4c dinh tir toi thiéu 3 thi nghiém doc 14p.

Do su trung hoa hiép ddng bang dang két hop khang thé. Tinh hiép ddng dugc x4c
dinh dudi dang hoat tinh trung hoa cao hon qua trung gian hdn hop cia hai mAb khi
duoc so sanh véi hoat tinh trung hoa qua trung gian mAb riéng 1€ & cung mot ndng 4o
tdng cong clia cac khdng thé in vitro. Dé danh gia liéu hai mAb c6 hiép ddng trong hdn
hop dé trung hoa SARS-CoV-2 hay khong, chung t6i da st dung phuong phép dugc
b4o céo trude day dé dinh lugng tinh hiép ddng''. P& d4anh gid mic ¥ nghia cla tac
dung ¢o lgi tr viée két hop cac mAb, dap ung két hop dugc quan sat thdy (chit nén
dap tmg liéu luong) duge so sénh véi dap tmg ky vong duge tinh bing mo hinh tinh
diém tinh hiép ddng''. Su trung hoa virut duge do trong thir nghiém xét nghiém trung
hoa lam gidm tap trung thong thuong (FRNT) st dung SARS-CoV-2 kiéu dai va don
16p nuodi cdy té bao Vero E6. Cac mAD riéng 1¢ COV2- 2196 va COV2-2130 dugc tron
& cac ndng d6 khac nhau dé danh gia hoat tinh trung hoa cia céc ti 1¢ khc nhau cta
chc mAD trong hdn hop. Pic biét 13, m3i dich pha loing bay lan ciia mAb COV22130
(bt dau tir 500 ng/ml) dugc trdn véi mdi trong sd chin dich pha lodng cia mAb
COV2-2196 (bit diu tir 500 ng/ml) trong tdng thé tich 50 pl cia mdi diéu kién va sau
d6 dugc u vai 50 pl SARS-CoV-2 sbéng trong moi trudng nudi chy té bao (mdi trudong
RPMI-1640 ¢6 bd sung véi 2% FBS) trude khi cho vao té bao Vero E6 hop luu sinh

trudéng trong dia 96 giéng. Céc gia tri d6i ching bao gdm cac gid tri dé xé4c dinh dap
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ung lidu lugng cua hoat tinh trung hoa dugc do mot cach riéng ré& dbi v&i cac mAb
riéng 1¢ COV2-2196 hojc COV2-2130, ma dugc danh gia ¢ cung mot lidu lwgng nhu
trong hdn hop. Mbi phép do duge thuc hién trong hai ban sao. Chung t6i tinh tiép phan
tr¥m trung hoa virut d6i v6i mdi diéu kién va sau d6 tinh diém cla gid tri tinh hiép
ddng, ma xac dinh sy tuong tac gilta hai mAb nay trong hdn hop. Piém cta tinh hiép
dong nho hon - 10 chi ra hién tuong db6i khang, diém tir -10 dén 10 chi ra tic dung

cdng gop, va diém 16n hon 10 chi ra téc dung hiép ddng'.

Dinh lvong mAb. Su dinh lugng cia mAb di dugce tinh ché dugc thuc hién béng phép
do quang phd UV bang céch st dung mdy do quang phd NanoDrop va 1y giai cho hé

s0 tat cta IgG nguoi.

Phan tich lién két canh tranh théng qua phép do can tr 16p sinh hoc. Cam bién sinh
hoc bét gift Fe IgG khéng chudt nhit (FortéBio 18-5089) trén thiét bi do can tr& 16p
sinh hoc Octet HTX (FortéBio) duge ngdm trong thdi gian 10 phut trong 1x chét dém
dong hoc (Molecular Devices 18-1105), sau d6 la phép do tin hi¢u duong co sG trong
thoi gian 60 gidy. RBD SARS-CoV-2 t4i td hop dung hop véi IgG1 chudt nhdt (RBD-
mFc, Sino Biological 40592- VOSH) dugc giit ¢b dinh lén trén du cam bién sinh hoc
trong thoi gian 180 gidy. Sau budce rira trong 1x chit dém dong hoc trong thdi gian 30
gidy, khang thé tham chiéu (5 pg/ml) duge 0 v6i cam bién sinh hoc chirta khang
nguyén trong thoi gian 600 gidy. Khang thé tham chiéu bao gdm mAb ngudi SARS-
CoV CR3022 va COV2-2196. Sau buéc rua trong 1x chit dém dong hoc trong thoi
gian 30 gidy, sau do d4u cam bién sinh hoc dugc ngdm trong khang thé tha hai (5
pg/ml) trong thoi gian 300 gidy. Su lién két 16n nhét ctia mdi khang thé dugc chudn
hoa dbi véi dbi chimg chi chua chét dém. Su tu phong bé duoc trir di. So sanh gifta tin
hiéu 16n nhat ctia mdi khang thé duoc st dung dé xac dinh phan tram lién két cia moi
khéng thé. Su giam di ca tin hidu 16n nhat xubng <33% cta tin hiéu khong canh tranh
duoc coi 14 su canh tranh ddy du cla sy lién két dbi v6i khang thé thit hai trong su ¢6
mat cua khang thé tham chiu. Su giam di cta tin hiéu 16n nhat dén tir 33 dén 67% clia
su khéng canh traﬁh dugc coi 13 sy canh tranh trung gian cta su lién két @i voi khang

thé tht hai trong su ¢6 mit cua khang thé tham chiéu. Phén trdm lién két cia tin hidu
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16n nhit >67% duoc coi 13 khong co sy canh tranh cua su lién két d6i véi khang thé

tht hai trong su ¢6 mit cia khang thé tham chifu.

Phan tich tc ché 1ién két ACE-2 thong lugng cao. Céac giéng ctia dia vi chuin do 384
giéng dugc phu bing protein SARS-CoV-2 S2Pecto tai t6 hop d& duoc tinh ché & nhiét
d6 4°C qua dém. Cic dia dugc phong bé bing 2% sita kho khong béo va 2% huyet
thanh dé binh thuong trong DPBS-T trong thoi gian 1 gid. Cic mAb da dugc tinh ché
tir sy bidu hién quy md nho duge pha lodng hai 14n trong chat dém phong bé bit dau tir
10 pg/ml trong ba ban sao, duogc bd sung vao cac giéng (20 ul/giéng), va duge u trong
thoi gian 1 gid & nhiét do mdi truomg. ACE2 ngudi tai tb hop v6i protein dudi FLAG
du tan cing C dugc bd sung vao cac giéng & 2 pg/ml trong thé tich 5 ul/giéng (ndng
d6 cubi cing 0,4 pg/ml cia ACE2) ma khong rira khang thé va sau d6 dugc 0 trong
thoi gian 40 phtt & nhiét do moi truong. Céc dia dugc rira, va ACE2 d3 lién két duge
phét hién bang céach sir dung khéng thé khang FLAG d3 lién hop HRP (Sigma) va co
chét TMB. Su lién két ACE2 ma khong c6 khéng thé déng vei trd 1am dbi chimg. Tin
hiéu thu dugce dbi vé6i su lién két cia ACE2 trong su ¢6 mit cliia mdi dich pha lodng
cua khang thé dugc thtr nghiém duge biéu dién dudi dang ti 1€ phén tram cua su lién
két ACE2 ma khong c6 khang thé sau khi trir di tin hiéu nén. Cic gia tri nong do tc
ché nira tdi da (IC50) dbi véi su te ché bang mAb ciia protein S2Pecto lién két voi
ACE2 dugc xac dinh sau su bién dbi log cuia ndéng do khang thé bang cach sir dung
phan tich hdi quy khong tuyén tinh dép tng lidu luong dang xich ma (phdn mém
Prism, GraphPad Prism phién ban 8.0).

Thit nghiém phong bé ACE2 sir dung cam bién sinh hoc do cén tré 16p sinh hoc. Cam
bién sinh hoc IgG khéng chuft nhit trén thiét bi do can trd 16p sinh hoc Octet HTX
(FortéBio) dugc ngdm trong thoi gian 10 phut trong 1x chat dém dong hoc, sau d6 1a
phép do tin hiéu dudng co s¢ trong thoi gian 60 gidy. RBD SARS- CoV-2 téi td hop
dung hop véi IgG1 chudt nhit (RBD-mFc, Sino Biological 40592-V05H) duge gilt cb
dinh 1én trén du cim bién sinh hoc trong thoi gian 180 gidy. Sau budce rira trong 1x
chit @ém dong hoc trong thoi giah 30 gidy, khang thé (5 pg/ml) duge 0 véi cam bién

sinh hoc dwge phi khang nguyén trong thoi gian 600 gidy. Sau bude rira trong 1x chét
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dém dong hoc trong thoi gian 30 gidy, sau do6 diu cam bién sinh hoc duge ngdm vao
thy th8 ACE2 (20 pg/ml) (Sigma-Aldrich SAE0064) trong thoi gian 300 gidy. Su lién
1t 16n nhat ciia ACE2 dugc chun hoéa dbi véi déi chimg chi chira chit dém. Phin
tram lién két ctia ACE2 trong su c6 mit cia khang thé dugc so sanh véi su lién két 16n

nhit ACE2. Su giam di cta tin hiéu 16n nhat xudng <30% duge coi 12 phong bé ACE2.

Phan tich lién két canh tranh théng lugng cao. Céc giéng cta dia vi chuin do 384
giéng dugc phit bing protein S SARS-CoV-2 t4i t6 hop di dwoc tinh ché & nhiét d6
4°C qua dém. Céc dia dugc phong bé bing 2% BSA trong DPBS chira 0,05% Tween-
20 (DPBS-T) trong thoi gian 1 gid. Cac mAb khong dugc gén nhin d3 dugc tinh ché
quy méd nhé duge pha lodng mudi 14n trong chét dém phong bé, dirge bd sung vao cac
giéng (20 ul/giéng) trong bdn ban sao, va dugc 0 trong thoi gian 1 gio & nhiét 4§ moi
truong. Ché phém di duoc biotinyl héa cia mAb tai td hop dua trén trinh tu gen bién
d6i cﬁa mAb dugc md ta trude ddy CR302212 va ciing nhur 1a mAb mdi duge nhén
dién COV2-2096, -2130, va -2196 ma nhén dién cac ving c6 tinh khing nguyén khac
biét ctia protein S SARS-CoV-2 dugc bd sung vao mdi giéng trong s6 bbn giéng véi
mADb tuong tng ¢ 2,5 pg/ml trong thé tich 5 pl/giéng (ndng do cudi cing 0,5 pg/ml
ctia mAb d3 dugc biotinyl hoa) ma khong rira khang thé khong gin nhin va sau d6
duoc 0 trong thoi gian 1 gid & nhiét d6 moi truong. Céc dia dugce ria, va khang thé da
lién két 'duqc phat hién bang cach st dung avidin d lién hop HRP (Sigma) va co chat
TMB. Tin hiéu thu duogc vé su lién két cia khing thé tham chiéu da gén nhéan biotin
trong sy ¢6 mat cia khang thé dugc thir nghiém khong dugc gén nhan duoc biéu dién
dudi dang ti 1€ phan trim cta sy lién két ctia khang thé tham chiéu mot minh sau khi
trir di tin hiéu nén. mAb dugc thir nghiém dugc coi la canh tranh néu su c6 mit cla
ching lam giam sy lién két cua khang thé tham chiéu xubng nhé hon 41% cia sy lién
két 16n nhét ciia n6 va khong canh tranh néu tin hiéu 16n hon 71%. Mtrc 40-70% dugc

coi 12 su canh tranh trung gian.

Phan tich lién két cia mAb véi céc thé dot bién RBD alanin hodc arginin. Phép do
"giao thoa 4nh sang 16p sinh hoc dugc thyc hién bang cach st dung thiét bj Octet
RED96 (ForteBio; Pall Life Sciences). Sy lién két dugce x4c nhan béng cach trude hét
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bt gift cac thé dot bién RBD dugc gin dudi octa-His 10 pg/ml (=200 nM) trén cam
bién sinh hoc Penta-His trong thoi gian 300 gidy. Sau d6 cam bién sinh hoc dugc
nhting chim trong chét dém lién két (PBS/0,2% TWEEN 20) dé rira trong thoi gian
60 gidy sau d6 1a ngdm trong dung dich chira 150nM cia mAb trong thoi gian
180 gisy (két hop), sau d6 13 ngdm tiép trong chit dém lién két trong thdi gian
180 gidy (phan ly). Dap tmg dbi v6i m&i thé dot bién RBD dugc chuin héa dbi v6i dép
trng ciia RBD kiéu dai.

Thi nghiém chudt nhit st dung chudt nhét da duoc tai nap h4CE2 ngudi. Cic nghién
ctru déng vat duge tién hanh theo khuyén nghi trong Huéng Din Chim Séc Va St
Dung Dong Vat Thi Nghiém ctia Vién Y Té Qudc Gia. Cac quy trinh duge phé chuén
béi Uy Ban Huéng Dan Chiam Séc Va St Dung Pdng Vit Thi Nghiém & Washington
University School of Medicine (ma s6 bao dam A3381-01). Su gy nhiém virut dugc
thuc hién dudi diéu kién gdy mé ma dugc gdy ra va dugc duy tri béng ketamin
hydroclorua va xylazin, va tAt ca nd luc duoc tao ra dé 1am giam thidu su mic & dong

vat.

Chudt nhit BALB/c dugc mua tir Jackson Laboratories (chiung 000651). Chudt nht
-~ c4i (10-11 tudn tudi) duge cung cip lidu tiém trong mang bung don 1¢ cta 2 mg mAb
khang Ifnarl (MAR1-5A3 13, Leinco) mdt ngay trude khi dung trong mai 2,5 x 108
PFU ctia AdV-hACE2. Nam ngay sau khi tai nap AdV, chudt nhit duge gy nhiém véi
4 x 105 PFU ciia SARS-CoV-2 bing dudng trong mili. mAb nguoi khang SARS-CoV-
2 hodc mAb dbi ching isotyp dugc dung 24 gid trude khi gdy nhiém SARS-CoV-2.
Khéi lugng duge theo doi trén co s¢ hang ngay, va dong vét bi giét chét vao ngay 5

hodc 7 sau khi lay nhiém, va m6 dugc thu 14y.

Do ganh nang virut. Mo dugc can va dugc d6ng nhit héa bang hat zirconi trong_thiét
bi MagNA Lyser (Roche Life Science) trong 1 ml mdi trudng DMEM ¢ bd sung véi
2% FBS di bi bit hoat bing nhiét. Dich ddng nhit hoa mé duge lam trong bang cach
ly tam & téc do 10.000 vong/phut trong thoi gian 5 phut va luu trl ¢ nhiét do —80°C.
ARN dugc chiét bing cach sir dung b kit phan 1ap ARN tbng s6 MagMax mirVana
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(Thermo Scientific) va may chiét 96 giéng Kingfisher Flex (Thermo Scientific). Céc
doan mdi TagMan dugc thiét k& dé nhim dich ving bao toan cua gen N bang 4ch st
dung trinh ty SARS-CoV-2 (MN908947) lam trinh tu din (Poan mdi L:
ATGCTGCAATCGTGCTACAA; doan mdi R: GACTGCCGCCTCTGCTC; doan do:
/56-FAM/TCAAGGAAC/ZEN/AACATTGCCAA/3IABKFQ/). D¢ thiét lap duong
cong chudn ARN, chung tdi tao ra cic doan ghép v6i nhau cia gen N trong ménh
gBlock (IDT) va tach dong né vao vecto PCR-II topo (Invitrogen). Vecto dugc tao
mach thing, va su phién m3 ARN phu thuéc ADN T7 in vitro duoc thuc hién dé tao ra

nguyén liéu cho dudng cong chuén dinh luong.

Cac phép do mARN xytokin va chemokin. ARN dugc phan 14p tir dich ddng nhat héa
phdi & 7 dpi nhu md ti & trén. cADN dugc tong hop tir ARN dé duge xir Iy bing
ADNaza bing cach st dung bd kit Phién Ma Nguoc cADN Nang Luc Cao (Thermo
Scientific) véi viée bd sung chit tc ché ARNaza, theo quy trinh ctia nha san xuét. Su
biéu hién xytokin va chemokin dugc xdc dinh bing cach st dung hdn hop chinh
TaqMan Fast Universal PCR (Thermo Scientific) vdi cac b0 doan mdi/doan do thuong
mai dic hiéu dbi véi IFNy (IDT: Mm.PT.58.41769240), IL-6 (Mm.PT.58.10005566),
CXCLI0 (Mm.PT.58.43575827), CCL2 (Mm.PT.58.42151692 va két qua dwoc chuin
héa déi véi ham luong GAPDH (Mm.PT.39a.1). S6 lan thay ddi dugc xéc dinh bang
céch sit dung phuong phép 2-AACt so sanh chudt nhit dugc diéu trj bang mAb dic
hiéu khang SARS-CoV-2 hodc mAb dbi chung isotyp véi dbi ching nguyén ban.

Thi nghiém chudt nhét st dung chudt nhét kiéu dai. Cac nghién ctru dong vt duogc
tién hanh theo khuyén nghi trong Hudng DA4n Chim S6c Va St Dung Pong Vit Thi
Nghiém cua Vién Y Té Quéc Gia. Céc quy trinh dugc phé chudn béi Uy Ban Huéng
Dan Chim Séc Va St Dung Dong Vat Thi Nghiém ¢ UNC Chapel Hill School of
Medicine (M3 S6 Bao Dam Bao Vé Dong Vat Thi Nghiém NIH/PHS la D16-00256
(A3410-01)). Su giy nhidm virut duge thuc hién dudi didu kién gdy mé ma dugc gy
ra va dugc duy tri bang ketamin hydroclorua va xylazin, va tAt ca nd luc duoc tao ra dé

lam giam thiéu sy mic & dong vat.
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Virut SARS-CoV-2 (MA-SARS-CoV-2) dd thich ung chudt nhit. Virut duge tao ra

nhu mo ta trudce déy14

. Virut dugc nhén lén trong t& bio Vero E6 sinh trudng trong
DMEM véi 10% Dong Thai II va 1% Pen/Strep. D chuén virut duge x4c dinh bing
thir nghiém mang. Mot cach vén tat, virut duge pha lodng theo diy va dugc gy nhiém
trén don 16p hop luu cua té bao Vero E6, sau d6 1a phu agaroza. Cac mang dugce truc
quan héa vao ngay 2 sau khi lay nhidm sau khi nhuém mau bing thudc nhudm do

trung tinh.

Chudt nhit kiéu dai. Chuot nhiat BALB/c 12 thang tudi tir Envigo dugc st dung & thi
nghiém. Chudt nhét duge dé cho thich nghi trong BSL3 trong it nhét 13 72 gid trudce
i b4t ddu thi nghiém. Vao 6 gios trude khi 4y nhidm, chudt nhit dugc dieu tri phong
ngira bang 200 pg khang thé don dong ngudi thong qua tiém trong mang bung. Ngay
hom sau, chudt nhit duge gdy mé bing hdn hop cua ketamin va xylazin va duge gay
nhidm trong miii 105 PFU cia MA-SARS-CoV-2 da pha loang trong PBS. Sy giam
khdi luong hang ngay duge do, va vao hai ngay sau khi lay nhiém chudt nhat bi giét

chét bing cach ding qua lidu isofluran trudc khi thu hoach mo.

Thir nghiém méng cta dich ddng nhét héa mé phdi. Thiry dusi cla phdi bén phai duge
dbng nhét héa trong 1 ml PBS bing cach st dung MagnaLyser (Roche). Dich pha
long theo ddy cua virut dugc chuén d6 trén don 16p nudi cdy t€ bao Vero E6, va cac
mang virut dugc truc quan hoa bing cach nhuém mau do6 trung tinh & hai ngay sau khi

gay nhidm. Gi6i han phét hién ddi v6i thir nghiém 1a 100 PFU cho mdi phdi.

Su dinh lugng va phan tich théng keé. Théng ké mo ta trung binh + SEM hodc trung
binh + SD dugc xéac dinh dbi véi cac bién lién tiép nhu d3 néu. Ban sao ky thuét va
sinh hoc dugc md ta trong chi thich hinh v&. Trong nghién ciu chudt nhit, phén tich
v& sy thay doi khéi lwong va ganh ning virut in vivo dugce xéc dinh 1in luot bang céc
kiém dinh ANOVA hai chiéu va Mann-Whitney. Phan tich théng ké dugc thyuc hién
bang céch st dung Prism v8.0 (GraphPad).
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BANG 1 - CAC TRINH TU NUCLEOTIT DOI VOI VUNG BIEN DOI KHANG
THE

Ving Trinh Ty Bién Déi

o
o
o £ 7 0O

b=t
(==Y

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTCCAGCCTG
GGGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGACTCACCGTC
CGTAGCAACTACATGACCTGGGTCCGCCAGACTCCAGGGAAGG
GGCTGGAATGGGTGTCAGTTATTTATAGCGGTGGTAGCACATTC
1 TACGCAGACTCCGTGAAGGGCAGATTCACCATCTCCAGAGACA
ATTCCAAGAACACGGTGTATCTTCAAATGAACAGCCTGAGAGC
CGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGATCTCGTGACTT
ACGGTTTGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTC
CTCA

Q¢

v < O O
gQ B

GACATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTTCCTGTCTGCATCTGTA
GGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCCAGTCAGGGCATTA
GCAATTATTTAGCCTGGTATCAGCAAAAACCAGGGACAGCCCC
TAACCTCCTGATCTATGCTGCATCCACTTTGCAAAGTGGGGTCC
CATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTC
ACAATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTG
TCAACTACTTAATAGTCACCCCCTCACCTTCGGCCAAGGGACAC
GACTGGAGATTAAA

w N =N

CAAATGCAGCTGGTGCAGTCTGGGCCTGAGGTGAAGAAGCCTG
GGACCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATTCACCTTT
3 ATGAGCTCTGCTGTGCAGTGGGTGCGACAGGCTCGTGGACAAC
GCCTTGAGTGGATAGGATGGATCGTCATTGGCAGTGGTAACAC
- AAACTACGCACAGAAGTTCCAGGAAAGAGTCACCATTACCAGG

N O O
Q¢

e B
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oo W oo N

GACATGTCCACAAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGA
GATCCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGGCCCCATATTGT
AGTAGTATCAGCTGCAATGATGGTTTTGATATCTGGGGCCAAGG
GACAATGGTCACCGTCTCTTCAG

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCC

AGGGGAGAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTT

AGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGG
CTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGC
ATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCA

CTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTITGCAGTGTAT
TACTGTCAGCACTATGGTAGCTCACGGGGTTGGACGTTCGGCCA
AGGGACCAAGGTGGAAATCAAAC

o< O 0O

3]

D o O

Q¢

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTCCAGCCTG
GGGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGACTCACCGTC
CGTAGCAACTACATGACCTGGGTCCGCCAGACTCCAGGGAAGG
GGCTGGAATGGGTGTCAGTTATTTATAGCGGTGGTAGCACATTC
TACGCAGACTCCGTGAAGGGCAGATTCACCATCTCCAGAGACA
ATTCCAAGAACACGGTGTATCTTCAAATGAACAGCCTGAGAGC
CGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGATCTCGTGACTT
ACGGTTTGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTC
CTCA

GACATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTTCCTGTCTGCATCTGTA
GGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCCAGTCAGGGCATTA
GCAATTATTTAGCCTGGTATCAGCAAAAACCAGGGACAGCCCC
TAACCTCCTGATCTATGCTGCATCCACTTTGCAAAGTGGGGTCC
CATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTC
ACAATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTG
TCAACTACTTAATAGTCACCCCCTCACCTTCGGCCAAGGGACAC
GACTGGAGATTAAAC
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N < O O

N Y, I S

QI

g B

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGTGTGGTACGGCCTG
GGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCATCTTT
GATGATTATGACATGACCTGGGTCCGCCAAGCTCCAGGGAAGG
GGCTGGAGTGGGTCTCTGGTATTAATTGGAATGGTGGTAGCACA
GGTTATGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGA
CAACGCCAAGAACTCCCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGA
GCCGAGGACACGGCCTTGTATCACTGTGCAGTGATTATGTCTCC
AATCCCCCGTTATAGTGGCTACGATTGGGCGGGTGATGCTTTTG
ATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCAG

TCTTCTGAGCTGACTCAGGACCCTGCTGTGTCTGTGGCCTTGGG
ACAGACAGTCAGGATCACATGCCAAGGAGACAGCCTCAGAAGC
TATTATGCAAGTTGGTACCAGCAGAAGCCAGGACAGGTCCCTA
TACTTGTCATCTATGATAAAAACAACCGGCCCTCAGGGATCCCA
GACCGATTCTCTGGCTCCAGCTCAGGAAACACAGCTTCCTTGAC
CATCACTGGGGCTCAGGCGGAAGATGAGGCTGACTATTACTGT
AACTCCCGGGACAGCAGTGGTAACGCCGTGGTATTCGGCGGAG
GGACCAAGCTGACCGTCCTAG

L AR SR G

_ 0 W N

-0

g B

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTG
GGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTC
GGCAGCTTTGATATCAACTGGGTGCGACAGGCCACTGGACAAG
GGCTTGAGTGGATGGGACGGATGAACTCTAACAGTGGGAACAC
AGCCTATGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACTATGACCAGG
GACACCTCCACAAATACAGCCTACATGGAGTTGAGCAGCCTGA
GATCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCGAGAATGCGCAG

TGGCTGGCCCACACATGGCCGCCCGGATGACTTCTGGGGCCGG

GGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG

CAGTCTGTGCTGACTCAGGCACCCTCAGCGTCTGGGACCCCCGG
GCAGAGGGTCACCATCTCTTGTTCTGGAAGCAACTCCAATATCG
GAAGTTATACTATAAACTGGTACCAGCAGCTCCCAGGAACGGC

CCCCAAACTCCTCATTTATGGTAATGATCAGCGGACCTCAGGGG
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TCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTTTGGCACCTCGGCCTCC
CTGGCCATCAGTGGGCTCCAGTCTGAGGATGAAAATAATTATTA
CTGTGCAGTATGGGATGACAGCCTGAATGGCCTGGTATTCGGCG
GAGGGACCAAACTGACCGTCCTAG

R O 0O

wv N O W

QI

GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGCCTGAGGTGAAGAAGCCTG
GGACCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATTCACCTTT
ATGAGCTCTGCTGTGCAGTGGGTGCGACAGGCTCGTGGACAAC
GCCTTGAGTGGATAGGATGGATCGTCATTGGCAGTGGTAACAC
AAACTACGCACAGAAGTTCCAGGAAAGAGTCACCATTACCAGG
GACATGTCCACAAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGA
GATCCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGGCCCCATATTGT
AGTAGTATCAGCTGCAATGATGGTTTTGATATCTGGGGCCAAGG
GACAATGGTCACCGTCTCTTCA

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTITTGTCTCC
AGGGGAGAGAGTCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTT
AGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGG
CTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGC
ATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCA
CTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTAT
TACTGTCAGCACTATGGTAGCTCACGGGGTTGGACGTTCGGCCA
AGGGACCAAGGTGGAAATCAAA

< O 0

AN O = N

Q¢

CAAATGCAGCTGGTGCAGTCTGGGCCTGAGGTGAAGAAGCCTG
GGACCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATTCACCTTT
ATGAGCTCTGCTGTGCAGTGGGTGCGACAGGCTCGTGGACAAC
GCCTTGAGTGGATAGGATGGATCGTCATTGGCAGTGGTAACAC
AAACTACGCACAGAAGTTCCAGGAAAGAGTCACCATTACCAGG
GACATGTCCACAAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGA
GATCCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGGCCCCATATTGT
AGTAGTATCAGCTGCAATGATGGTTTTGATATCTGGGGCCAAGG
GACAATGGTCACCGTCTCTTCA
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GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTITTGTCTCC
AGGGGAGAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTT
AGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGG
CTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGC
ATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCA
CTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTAT
TACTGTCAGCACTATGGTAGCTCACGGGGTTGGACGTTCGGCCA
AGGGACCAAGGTGGAAATCAAA

N < O O

A O O N

0

0w B

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGTGTGGTACGGCCTG
GGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCATCTTT
GATGATTATGACATGACCTGGGTCCGCCAAGCTCCAGGGAAGG
GGCTGGAGTGGGTCTCTGGTATTAATTGGAATGGTGGTAGCACA
GGTTATGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGA
CAACGCCAAGAACTCCCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGA
GCCGAGGACACGGCCTTGTATCACTGTGCAGTGATTATGTCTCC
AATCCCCCGTTATAGTGGCTACGATTGGGCGGGTGATGCTTTTG
ATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCA

TCTTCTGAGCTGACTCAGGACCCTGCTGTGTCTGTGGCCTTGGG
ACAGACAGTCAGGATCACATGCCAAGGAGACAGCCTCAGAAGC
TATTATGCAAGTTGGTACCAGCAGAAGCCAGGACAGGTCCCTA
TACTTGTCATCTATGATAAAAACAACCGGCCCTCAGGGATCCCA
GACCGATTCTCTGGCTCCAGCTCAGGAAACACAGCTTCCTTGAC
CATCACTGGGGCTCAGGCGGAAGATGAGGCTGACTATTACTGT
AACTCCCGGGACAGCAGTGGTAACGCCGTGGTATTCGGCGGAG
GGACCAAGCTGACCGTCCTA

NS O O

Q¢

e B

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTG
GGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTC
GGCAGCTTTGATATCAACTGGGTGCGACAGGCCACTGGACAAG
GGCTTGAGTGGATGGGACGGATGAACTCTAACAGTGGGAACAC
AGCCTATGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACTATGACCAGG
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AN O O N

GACACCTCCACAAATACAGCCTACATGGAGTTGAGCAGCCTGA
GATCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCGAGAATGCGCAG
TGGCTGGCCCACACATGGCCGCCCGGATGACTTCTGGGGCCGG
GGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

CAGTCTGTGCTGACTCAGGCACCCTCAGCGTCTGGGACCCCCGG
GCAGAGGGTCACCATCTCTTGTTCTGGAAGCAACTCCAATATCG
GAAGTTATACTATAAACTGGTACCAGCAGCTCCCAGGAACGGC
CCCCAAACTCCTCATTTATGGTAATGATCAGCGGACCTCAGGGG
TCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAGTTTGGCACCTCGGCCTCC
CTGGCCATCAGTGGGCTCCAGTCTGAGGATGAAAATAATTATTA
CTGTGCAGTATGGGATGACAGCCTGAATGGCCTGGTATTCGGCG
GAGGGACCAAACTGACCGTCCTA

LR SR G

O W =N

SQ(

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTAAAGCCTG
GGGGGTCCCTTAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTC
AGAGACGTCTGGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGG
GGCTGGAGTGGGTTGGCCGTATTAAAAGCAAAATTGATGGTGG
GACAACAGACTACGCTGCACCCGTGAAAGGCAGATTCACCATC
TCAAGAGATGATTCAAAAAACACGCTGTATCTGCAAATGAACA
GCCTGAAAACCGAGGACACAGCCGTGTATTACTGTACCACAGC
GGGAAGCTATTACTATGATACTGTTGGTCCAGGCCTCCCAGAGG
GAAAATTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCC
TCA

GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCT
GGGCGAGAGGGCCACCATCAACTGCAAGTCCAGCCAGAGTGTT
TTATACAGCTCCAACAATAAGAACTACTTAGCTTGGTACCAGCA
GAAACCAGGACAGCCTCCTAAGCTGCTCATGTACTGGGCATCTA
CCCGGGAATCCGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTC
TGGGGCAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGGCTGAA
GATGTGGCAATTTATTACTGTCAGCAATATTATAGTACCCTCAC
TTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAA
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BANG 2 - CAC TRINH TU PROTEIN POI VOI VUNG BIEN POI KHANG THE

D|S | C| Ving Trinh Ty Bién Déi
ole |h
n|iq|u

I |d

D |i
C n | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGLTVRSNYMTWVRQTPG
0|2 |4 | KGLEWVSVIYSGGSTFYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSL
V|1 |n| RAEDTAVYYCARDLVTYGLDVWGQGTTVTVSS
2 g
5 DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQGISNYLAWYQQKPGTAP
2 0| NLLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQ
o |2 LLNSHPLTFGQGTRLEIK

€
5
C n | QMQLVQSGPEVKKPGTSVKVSCKASGFTFMSSAVQWVRQAR
0|2 |3 | GQRLEWIGWIVIGSGNTNYAQKFQERVTITRDMSTSTAYMELS
V|3 |n| SLRSEDTAVYYCAAPYCSSISCNDGFDIWGQGTMVTVSS
2 g
5 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQA
g |2 PRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC
5|4 QHYGSSRGWTFGQGTKVEIK
€

8
C n | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGLTVRSNYMTWVRQTPG
0|2 |3 | KGLEWVSVIYSGGSTFYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSL
V|5 |n| RAEDTAVYYCARDLVTYGLDVWGQGTTVTVSS
2 g

DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQGISNYLAWYQQKPGTAP
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NLLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQ
LLNSHPLTFGQGTRLEIK

<< O QO

o

A= O

Q¢

g B

EVQLVESGGGVVRPGGSLRLSCAASGFIFDDYDMTWVRQAPG

KGLEWVSGINWNGGSTGYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMN
SLRAEDTALYHCAVIMSPIPRYSGYDWAGDAFDIWGQGTMVT

VSS

o

=B

SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASWYQQKPGQV
PILVIYDKNNRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYC
NSRDSSGNAVVFGGGTKLTVL

Ny S 0 O

—_ O W

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFGSFDINWVRQATG
QGLEWMGRMNSNSGNTAYAQKFQGRVTMTRDTSTNTAYME
LSSLRSEDTAMYYCARMRSGWPTHGRPDDFWGRGTLVTVSS

QSVLTQAPSASGTPGQRVTISCSGSNSNIGSYTINWYQQLPGTA
PKLLIYGNDQRTSGVPDRFSGSKFGTSASLAISGLQSEDENNYY
CAVWDDSLNGLVFGGGTKLTVL

N < O O

w O W

EVQLVQSGPEVKKPGTSVKVSCKASGFTFMSSAVQWVRQARG
QRLEWIGWIVIGSGNTNYAQKFQERVTITRDMSTSTAYMELSS
LRSEDTAVYYCAAPYCSSISCNDGFDIWGQGTMVTVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERVTLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQA
PRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC
QHYGSSRGWTFGQGTKVEIK
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Vo< O O

AN O = N

BT

o B

QMQLVQSGPEVKKPGTSVKVSCKASGFTFMSSAVQWVRQAR
GQRLEWIGWIVIGSGNTNYAQKFQERVTITRDMSTSTAYMELS
SLRSEDTAVYYCAAPYCSSISCNDGFDIWGQGTMVTVSS

o3

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQA
PRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC
QHYGSSRGWTFGQGTKVEIK

N O QO

A O O N

EVQLVESGGGVVRPGGSLRLSCAASGFIFDDYDMTWVRQAPG
KGLEWVSGINWNGGSTGYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMN
SLRAEDTALYHCAVIMSPIPRYSGYDWAGDAFDIWGQGTMVT

- VSS

SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASWYQQKPGQV
PILVIYDKNNRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYC
NSRDSSGNAVVFGGGTKLTVL

N g O O

N O O N

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFGSFDINWVRQATG
QGLEWMGRMNSNSGNTAYAQKFQGRVTMTRDTSTNTAYME
LSSLRSEDTAMYYCARMRSGWPTHGRPDDFWGRGTLVTVSS

QSVLTQAPSASGTPGQRVTISCSGSNSNIGSYTINWYQQLPGTA
PKLLIYGNDQRTSGVPDRFSGSKFGTSASLAISGLQSEDENNYY
CAVWDDSLNGLVFGGGTKLTVL

Q

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFRDVWMSWVRQAP
GKGLEWVGRIKSKIDGGTTDYAAPVKGRFTISRDDSKNTLYLQ




51670

184/289

o

O W =

MNSLKTEDTAVYYCTTAGSYYYDTVGPGLPEGKFDYWGQGT
LVTVSS

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQ
QKPGQPPKLLMYWASTRESGVPDRFSGSGSGAEFTLTISSLQAE
DVAIYYCQQYYSTLTFGGGTKVEIK
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Dong CDRHI CDRH2 CDRH3

COV2- GLTVRSNY | IYSGGST ARDLVTYGLDV

2165 41 42 43

COV2- GFTFMSSA IVIGSGNT AAPYCSSISCNDGFDI

2838 44 45 46

COV2- GLTVRSNY |IYSGGST ARDLVTYGLDV

2952 47 48 49

COV2- GFIFDDYD INWNGGST AVIMSPIPRYSGYDWAGDAFDI
2514 50 51 52

COV2- GYTFGSFD MNSNSGNT ARMRSGWPTHGRPDDF

2391 53 54 55

COV2- GFTFMSSA IVIGSGNT AAPYCSSISCNDGFDI

3025 56 57 58

COV2- GFTFMSSA IVIGSGNT AAPYCSSISCNDGEFDI

2196 59 60 61

COV2- GFIFDDYD INWNGGST AVIMSPIPRYSGYDWAGDAFDI
2094 62 63 64

COV2- GYTFGSFD MNSNSGNT ARMRSGWPTHGRPDDF

2096 65 66 67

COV2- GFTFRDVW | IKSKIDGGTT | TTAGSYYYDTVGPGLPEGKFDY
2130 68 69 70
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BANG 4 - CAC TRINH TU CHUOI NHE

186/289

Dong CDRL1 CDRL2 CDRL3

QGISNY AAS QLLNSHPLT
COV2-2165

71 72 73

QSVSSSY GAS QHYGSSRGWT
COV2-2838

74 75 76

QGISNY AAS QLLNSHPLT
COV2-2952

77 78 79

SLRSYY DKN NSRDSSGNAVV
COV2-2514

80 81 82

NSNIGSYT GND AVWDDSLNGLV
COV2-2391

83 84 85
| QSVSSSY GAS QHYGSSRGWT
COV2-3025

86 87 88

QSVSSSY GAS QHYGSSRGWT
COV2-2196

89 90 91

SLRSYY DKN NSRDSSGNAVV
COV2-2094

92 93 94

NSNIGSYT GND AVWDDSLNGLV
COV2-2096

95 96 97

QSVLYSSNNKNY | WAS QQYYSTLT
COV2-2130

98 99 100
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ok sk sk sk sk sk ook skoskoskoskoskosk ok ook ok

T4t ca cac hop phan va phuong phap dugce boc 1§ va duge yéu ciu bao ho trong
sang ché nay c6 thé dugc tao ra va thi hanh ma khong c6 thi nghiém phi ly dua trén
ban mé ta sang ché nay. Mic du hop phén va phuong phép theo sang ché da dugc md
ta & cac phuong 4n wu tién, nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc hiéu 15 ring
cac bién thé co thé duge 4p dung dbi v&i hop phan va phuong phap nay va theo cic
budc hodc theo trinh tr cac buée ciia phuong phap dugc md ta trong ban md ta nay ma
khong ndm ngodi ¥ tudng, tinh thin va pham vi cta sang ché. Cuy thé hon 13, cin hidu
r0 réng cac chit nhat dinh ma c6 lién quan ca vé mat héa hoc va sinh 1y hoc ¢6 thé
dugc thay thé cho cac chit dugc mo ta trong ban md ta ndy trong khi dat dugc cung
két qua hodc két qua twong tu. TAt ca cac dang thé va cdi bién tuong tu nay 1 rang d6i
v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vye duge cho 1a nim trong tinh thin, pham

vi, va ¥ tudng clia sang ché nhu duge xac dinh boi cdc yéu cau bdo ho kem theo nay.
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TAI LIEU THAM KHAO

Céc tai liéu tham khao sau ddy, dén pham vi ma chung cung cap céc chi tiét quy
trinh vi du hodc cac chi tiét khac bd sung cho nhing gi néu trong ban mo ta ndy, dugc

két hop cu thé & day dé tham khdo.
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Bing Sang Ché My 3,996,345
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Bing Sang Ché My 4,277,437
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YEU CAUBAO HO

1. Khéang thé hoic doan khang thé ma gin két voi protein gai bé mit SARS-CoV-2,
trong d6 khang thé hodc doan khang thé nay bao gdbm CDRHI chtra trinh tu axit amin
SEQ ID NO:59, CDRH2 chura trinh tu axit amin SEQ ID NO:60, CDRH3 chtra trinh
tu axit amin SEQ ID NO:61, CDRL1 chtra trinh tu axit amin SEQ ID NO:89, CDRL2
chira trinh tu axit amin SEQ ID NO:90, CDRL3 chira trinh tur axit amin SEQ ID
NO:91.

2. Khéang thé hoic doan khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé hoic doan khang
thé chira trinh tu bién déi chudi ning va nhe c6 it nhat 70%, 80%, 90%, hodc 95% do
twong ddng véi trinh tu axit amin SEQ ID NO:33 va trinh tu axit amin SEQ ID NO:34.

3. Khang thé hoic doan khang thé theo diém 1, trong d6 khang thé hoic doan khang
thé bao gdm trinh tu bién dbi chudi ning chira trinh tw axit amin SEQ ID NO:33 va
trinh tu bién ddi chudi nhe chira trinh tu axit amin SEQ ID NO:34.

4. Khang thé hoic doan khang thé ma gén két véi protein gai bé mit SARS-CoV-2,
trong d6 khang thé hogc doan khang thé bao gdbm CDRHI1 chira trinh tu axit amin SEQ
ID NO:68, CDRH2 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO:69, CDRH3 chtra trinh tu axit
amin SEQ ID NO:70, CDRL1 chira trinh tyr axit amin SEQ ID NO:98, CDRL2 chtra
trinh tu axit amin SEQ ID NO:99, CDRL3 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO:100.

5. Khang thé hoic doan khang thé theo diém 4, trong d6 khang thé hodc doan khang
thé chira trinh tu bién déi chudi ning va nhe c6 it nhit 70%, 80%, 90%, hodc 95% do
tuong dong véi trinh ty axit amin SEQ ID NO:39 va trinh tu axit amin SEQ ID NO:40.

6. Khang thé hoic doan khéng thé theo diém 4, trong d6 khang thé hoic doan khang
thé bao gém trinh tu bién ddi chudi ning chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:39 va
trinh tu bién ddi chudi nhe chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO:40.

7. Khang thé hodc doan khang thé theo diém bat ky trong s6 cac didm tir 1 dén 6, trong
d6 khang thé hoic doan khang thé bao gdm dot bién YTE.

8. Khang thé hoic doan khéng thé theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 7, trong
d6 khang thé hoic doan khang thé 12 khang thé hodc doan khang thé IgG.

9. Khang thé hodc doan khang thé theo diém 8, trong d6 khang thé hoic doan khang
thé IgG 1 khang thé IgG.

10. Duoc phdm chira khang thé hodc doan khang thé theo diém bat ky trong s céac
didm tir 1 dén 9, trong d6 dugc pham nay tiy y dugc bao ché dé dung trong tinh
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mach.

11. Duoc pham chira khang thé hozc doan khang thé thir nhat ma 12 khang thé hoic
doan khang thé theo diém bt ky trong sb cac didm tir 1 dén 3 va khang thé hodc doan
khang thé thir hai 1a khang thé hodc doan khang thé theo diém bét ky trong s6 cac diém
tir 4 dén 6.

12. Dugc pham theo diém 11, trong d6 khang thé hoic doan khang thé thir nhét bao
gbm dot bién YTE va khéang thé hoic doan khang thé thtr hai bao gom dot bién YTE.

13. Dugc phim theo diém 11 hoic 12, trong d6 khang thé hozc doan khang thé thir
nhét 1a khang thé IgG1 va khéng thé hoic doan khang thé thi hai 1a khang thé IgG1 .

14. Hon hop khang thé hodc doan khang thé thi nhit ma gin két V01 protem gai bé
miit SARS-CoV-2 va khang thé hodc doan khang thé tht hai ma gin két v6i protein
gai bé mit SARS-CoV-2 dé sir dung trong phuong phap diéu tri hodc ngin ngira tinh
trang nhiém ngira SARS-CoV-2 & d6i tuong, trong d6

khang thé hoic doan khang thé th nhét bao gdbm CDRH]1 chira trinh tir axit amin SEQ
ID NO:59, CDRH2 chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:60, CDRH3 chura trinh tu axit
amin SEQ ID NO:61, CDRLI1 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO:89, CDRL?2 chira
trinh tu axit amin SEQ ID NO:90, CDRL3 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO:91; va

khang thé hoic doan khang thé thi hai bao gdm CDRHI chira trinh tu axit amin SEQ
ID NO:68, CDRH2 chtra trinh ty axit amin SEQ ID NO:69, CDRH3 chtra trinh tu axit
amin SEQ ID NO:70, CDRLI1 chira trinh tu axit amin SEQ ID NO:98, CDRL2 chtra
trinh tu axit amin SEQ ID NO:99, CDRL3 chita trinh tu axit amin SEQ ID NO: 100.

15. Hon hop dé str dung theo diém 14, trong d6 khang thé hodc doan khang thé thir
nhit bao gdm trinh tu bién déi chudi nang chira trinh tu axit amin SEQ ID NO:33 va
trinh tu bién d6i chudi nhe chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:34.

16. Hon hop dé str dung theo diém 14 hoic 15, trong d6 khang thé hoic doan khang
thé tha hai bao gdm trinh tu bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin SEQ ID
NO:39 va trinh tu bién déi chudi nhe chira trinh ty axit amin SEQ ID NO:40.

17. Hon hop dé str dung theo diém bt ky trong sé cac diém tir 14 d&én 16, trong d6
khang thé hozc doan khang thé tha nhat bao gdm dot bién YTE va khang thé hodc
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doan khéang thé tht hai bao gé)m dot bién YTE.

18. Hdn hop dé st dung theo diém bat ky trong sé cac diém tir 14 dén 17, trong d6
khang thé hodc doan khang thé thtt nhét 1a khang thé hogc doan khang thé IgG va
khang thé hodic doan khang thé thtr hai la khang thé hodc doan khéng thé IgG.

19. Hon hop dé st dung theo diém bAt ky trong sd cac diém tir 14 dén 18, trong d6
khang thé hoic doan khang thé thir nhét 12 khang thé IgG1; va khang thé hodc doan
khang thé thir hai 1a khéng thé IgG1 .

20. Hdn hop dé st dung theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 14 dén 19, trong d6
khéng thé hoac doan khang thé thir nhit dugc bao ché dé dung trong tinh mach
va/hodc khang thé hodc doan khang thé thir hai dwoc bao ché dé dung trong tinh mach.

21. Hon hop dé stt dung theo diém bét ky trong sé cac didm tir 14 dén 20, trong d6
khang thé hodc doan khang thé thir nhat va khang thé hoc doan khang thé tht hai 1a

trong cung mot duoc pham.
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PatentIn phién
1

351

ADN

ban 3.5

Trinh ty Nhan tao

Chudi N&ng COV2-2165

1

gaggtgcagc tggtggagtc
tcctgtgcag cctctggact

ccagggaagg ggctggaatg
gactcecgtga agggcagatt

caaatgaaca gcctgagagc

acttacggtt tggacgtctg

<210>
<211>
<212>

<213>

2
321
ADN

tgggggaggc
caccgtccgt
ggtgtcagtt
caccatctcc
cgaggacacg

gggccaaggg

Trinh ty Nhan tao

ttggtccagce
agcaactaca
atttatagcg
agagacaatt
gctgtgtatt

accacggtca

ctggggggtc tctgagactc
tgacctgggt ccgccagact
gtggtagcac attctacgca
ccaagaacac ggtgtatctt
actgtgcgag agatctcgtg

ccgtctecte a

60
120
180
240
300
351
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<220>
<223>
<400> 2

gacatccagt
atcacttgcc
gggacagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggacacgac
<210> 3

<211> 370
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 3

caaatgcagc
tcctgcaagg
cgtggacaac
gcacagaagt
atggagctga
tgtagtagta
gtctcttcag
<210> 4

<211> 328
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 4

gaaattgtgt
ctctcctgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
ggccaaggga
<210> 5

<211> 351
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 5

gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
gactccgtga
caaatgaaca
acttacggtt
<210> 6

<211> 322
<212> ADN
<213>

tgacccagtc
gggccagtca
ctaacctcct
gcagtggatc
caacttatta

tggagattaa

tggtgcagtc
cttctggatt
gccttgagtyg
tccaggaaag
gcagcctgag

tcagctgcaa

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccaggcet
gtggcagtgg
ttgcagtgta
ccaaggtgga

tggtggagtce
cctctggact
ggctggaatg
agggcagatt
gcctgagagce
tggacgtctg

chudi Nhe COV2-2165

tccatcctte
gggcattagce
gatctatgct
tgggacagaa
ctgtcaacta

a

Trinh ty Nhén tao

Chudi Ning COV2-2838

tgggcctgag
cacctttatg
gataggatgg
agtcaccatt
atccgaggac
tgatggtttt

Trinh tu Nhan tao

Chudi Nhe COV2-2838

tccaggcacc
gagtgttagc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag

aatcaaac

Trinh ty Nhén tao

Chudi ndng COV2-2952

tgggggaggc
caccgtccgt
ggtgtcagtt
caccatctcc
cgaggacacg

gggccaaggg

Trinh ty Nhé&n tao
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ctgtctgcat
aattatttag
gcatccactt
ttcactctca

cttaatagtc

gtgaagaagc
agctctgcetg
atcgtcattg
accagggaca
acggccgtgt
gatatctggg

ctgtctttgt
agcagctact
ggtgcatcca
gacttcactc

cactatggta

ttggtccage
agcaactaca
atttatagcg
agagacaatt
gctgtgtatt

accacggtca

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
caatcagcag

accccctcecac

ctgggacctc
tgcagtgggt
gcagtggtaa
tgtccacaag
attactgtgc

gccaagggac

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag

gctcacgggg

ctggggggte
tgacctgggt
gtggtagcac
ccaagaacac
actgtgcgag

ccgtctecte

cagagtcacc
gcaaaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct

cttcggccaa

agtgaaggtc
gcgacaggcet
cacaaactac
cacagcctac
ggccccatat

aatggtcacc

gagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
ttggacgttc

tctgagactc
ccgccagact
attctacgca
ggtgtatctt
agatctcgtg

a

60
120
180
240
300
321

60
120
180
240
300
360
370

60
120
180
240
300
328

60
120
180
240
300
351
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<220>
<223>
<400> 6

gacatccagt
atcacttgcce
gggacagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggacacgac
<210> 7

<211> 388
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 7

gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactctg
ctgcaaatga
tctccaatcce
caagggacaa
<210> 8

<211> 325
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
© <400> 8

tcttectgage
acatgccaag
caggtcccta
ttctctggcet
gatgaggctg
ggagggacca
<210> 9

<211> 370
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 9

caggtgcagc
tcctgcaagg
actggacaag
gcacagaagt
atggagttga
agtggctggce
gtctcctcag
<210> 10

<211> 331
<212> ADN

tgacccagtc
gggccagtca
ctaacctcct
gcagtggatc
caacttatta

tggagattaa

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtyg
tgaagggccg
acagtctgag
cccgttatag
tggtcaccgt

tgactcagga
gagacagcct
tacttgtcat
ccagctcagg
actattactg

agctgaccgt

tggtgcagtc
cttctggata
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag

ccacacatgg

Chudi nhe COV2-2952

tccatccttce
gggcattagc
gatctatgct
tgggacagaa
ctgtcaacta

ac

Trinh tu Nhén tao

Chudi n&ng COV2-2514

tgggggaggt
catctttgat
ggtctctggt
attcaccatc
agccgaggac
tggctacgat

ctcttecag

Trinh tu Nhan tao

Chudi nhe COV2-2514

ccctgcectgtyg
cagaagctat
ctatgataaa
aaacacagct
taactcccgg

cctag

Trinh ty Nhan tao

Chudi ndng COV2-2391

tggggctgag
caccttcggce
gatgggacgg
agtcactatg
atctgaggac

ccgeeeggat

51670

ctgtctgcat
aattatttag
gcatccactt
ttcactctca

cttaatagtc

gtggtacggc
gattatgaca
attaattgga
tccagagaca
acggccttgt
tgggcgggtg

tctgtggect
tatgcaagtt
aacaaccggc
tccttgacca

gacagcagtg

gtgaagaagc
agctttgata
atgaactcta
accagggaca
acggccatgt

gacttctggg

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
caatcagcag

accccctcac

ctggggggte
tgacctgggt
atggtggtag
acgccaagaa
atcactgtgce
atgcttttga

tgggacagac
ggtaccagca
cctcagggat
tcactggggc
gtaacgccgt

ctggggccte
tcaactgggt
acagtgggaa
cctccacaaa
attactgtgce
gccggggaac

cagagtcacc
gcaaaaacca
ggtcccatca
cctgcagect

cttcggccaa

cctgagactc
ccgccaagcet
cacaggttat
ctccctgtat
agtgattatg
tatctggggc

agtcaggatc
gaagccagga
cccagaccga
tcaggcggaa
ggtattcggce

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacagcctat
tacagcctac
gagaatgcgce

cctggtcacc

60
120
180
240
300
322

60
120
180
240
300
360
388

60
120
180
240
300
325

60
120
180
240
300
360
370
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<213> Trinh tyu Nhan tao

<220>

<223> Chudi nhe COV2-2391

<400> 10

cagtctgtgce
tcttgttctg
ccaggaacgg
gaccgattct
tctgaggatg
ttcggcggag
<210> 11

<211> 369
<212> ADN

tgactcaggc
gaagcaactc
cccccaaact
ctggctccaa
aaaataatta

ggaccaaact

accctcagceg
caatatcgga
cctcatttat
gtttggcacc
ttactgtgca

gaccgtccta

<213> Trinh tu Nhéan tao

<220>

<223> Chudi n&ng COV2-3025

<400> 11

gaggtgcage
tcctgcaagyg
cgtggacaac
gcacagaagt
atggagctga
tgtagtagta
gtctcttca

<210> 12

<211> 327
<212> ADN

tggtgcagtc
cttctggatt
gccttgagtg
tccaggaaag
gcagcctgag

tcagctgcaa

tgggcctgag
cacctttatg
gataggatgg
agtcaccatt
atccgaggac

tgatggtttt

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>

<223> Chudi nhe COV2-3025

<400> 12

gaaattgtgt
ctctcctgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
ggccaaggga
<210> 13

<211> 369
<212> ADN

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccaggcet
gtggcagtgg
ttgcagtgta
ccaaggtgga

tccaggcacc
gagtgttagc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag

aatcaaa

<213> Trinh tuy Nhén tao

<220>

<223> Chudi ning COV2-2196

<400> 13

caaatgcagc
tcctgcaagg
cgtggacaac
gcacagaagt
atggagctga
tgtagtagta
gtctcttca

<210> 14

<211> 327

tggtgcagtc
cttctggatt
gccttgagtg
tccaggaaag
gcagcctgag

tcagctgcaa

tgggcctgag
cacctttatg
gataggatgg
agtcaccatt
atccgaggac

tgatggtttt

51670

tctgggacce
agttatacta
ggtaatgatc
tcggcctceccce
gtatgggatg
g

gtgaagaagc
agctctgcetg
atcgtcattg
accagggaca
acggccgtgt
gatatctggg

ctgtctttgt
agcagctact
ggtgcatcca
gacttcactc

cactatggta

gtgaagaagc
agctctgctg
atcgtcattg
accagggaca
acggccgtgt
gatatctggg

ccgggcagag
taaactggta
agcggacctc
tggccatcag

acagcctgaa

ctgggacctc
tgcagtgggt
gcagtggtaa
tgtccacaag
attactgtgc

gccaagggac

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag

gctcacgggg

ctgggacctc
tgcagtgggt
gcagtggtaa
tgtccacaag
attactgtgce

gccaagggac

ggtcaccatc
ccagcagctce
aggggtccct
tgggctccag
tggcctggta

agtgaaggtc
gcgacaggct
cacaaactac
cacagcctac
ggccccatat

aatggtcacc

gagagtcacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
ttggacgttc

agtgaaggtc
gcgacaggct
cacaaactac
cacagcctac
ggccccatat

aatggtcacc

60
120
180
240
300
331

60
120
180
240
300
360
369

60
120
180
240
300
327

60
120
180
240
300
360
369
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<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 14

gaaattgtgt
ctctcctgcea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
ggccaaggga
<210> 15

<211> 387
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 15

gaggtgcagce
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactctg
ctgcaaatga
tctccaatce
caagggacaa
<210> 16

<211> 324
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 16

tcttctgagce
acatgccaag
caggtcccta
ttctectggcet
gatgaggctg
ggagggacca
<210> 17

<211> 369
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 17

caggtgcagc
tcctgcaagg
actggacaag
gcacagaagt
atggagttga
agtggctggce
gtctccteca

<210> 18

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccaggcect
gtggcagtgg
ttgcagtgta
ccaaggtgga

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagtctgag
cccgttatag
tggtcaccgt

tgactcagga
gagacagcct
tacttgtcat
ccagctcagg
actattactg
agctgaccgt

tggtgcagtc
cttctggata
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag

ccacacatgg

Trinh ty Nhan tao

Chudi nhe COV2-2196

tccaggcacc
gagtgttagc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag

aatcaaa

Trinh tu Nhan tao

Chudi ndng COV2-2094

tgggggaggt
catctttgat
ggtctctggt
attcaccatc
agccgaggac
tggctacgat

ctcttca

Trinh tu Nhan tao

Chudi nhe COV2-2094

ccctgetgtg
cagaagctat
ctatgataaa
aaacacagct
taactcccgg

ccta

Trinh ty Nhén tao

Chudi ning COV2-2096

tggggctgag
caccttcggce
gatgggacgg
agtcactatg
atctgaggac

ccgeceggat

51670

ctgtctttgt
agcagctact
ggtgcatcca
gacttcactc

cactatggta

gtggtacggce
gattatgaca
attaattgga
tccagagaca
acggccttgt
tgggcgggtg

tctgtggcct
tatgcaagtt
aacaaccggc
tccttgacca

gacagcagtg

gtgaagaagc
agctttgata
atgaactcta
accagggaca
acggccatgt
gacttctggg

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac

tcaccatcag

gctcacgggg

ctggggggtce
tgacctgggt
atggtggtag
acgccaagaa
atcactgtgc
atgcttttga

tgggacagac
ggtaccagca
cctcagggat
tcactggggc
gtaacgccgt

ctggggcctce
tcaactgggt
acagtgggaa
cctccacaaa
attactgtgc
gccggggaac

gagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
ttggacgttc

cctgagactc
ccgccaagcet
cacaggttat
ctccctgtat
agtgattatg
tatctggggc

agtcaggatc
gaagccagga
cccagaccga
tcaggcggaa
ggtattcggc

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacagcctat
tacagcctac
gagaatgcgc

cctggtcacc

60
120
180
240
300
327

60
120
180
240
300
360
387

60
120
180
240
300
324

60
120
180
240
300
360
369
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<211> 330
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 18
cagtctgtgce
tcttgttetg
ccaggaacgg
gaccgattct
tctgaggatg
ttcggcggag
<210> 19
<211> 393
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 19
gaggtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
gactacgctg
ctgtatctgc
gcgggaagcet
tggggccagg
<210> 20
<211> 336
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 20
gacatcgtga
atcaactgca
tggtaccagc
gaatccgggg
atcagcagcc
ctcactttceg
<210> 21
<211> 117
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 21

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Tyr Met Thr
35

Ser Val Ile

tgactcaggc
gaagcaactc
cccccaaact
ctggctccaa
aaaataatta

ggaccaaact

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
cacccgtgaa
aaatgaacag
attactatga

gaaccctggt

tgacccagtc
agtccagcca
agaaaccagg
tccctgacceg
tgcaggctga
gcggagggac

5

Trinh ty Nhé&n tao

Chudi nhe COV2-2096

accctcagceg
caatatcgga
cctcatttat
gtttggcacc
ttactgtgca

gaccgtecta

Trinh ty Nhan tao

Chudi ndng COV2-2130

tgggggaggc
cactttcaga
ggttggccgt
aggcagattc
cctgaaaacc
tactgttggt

caccgtctcce

Trinh tu Nhan tao

Chudi nhe COV2-2130

tccagactcc
gagtgtttta
acagcctcct
attcagtggc
agatgtggca
caaggtggag

Trinh ty Nhén tao

Chudi n&ng COV2-2165

Leu Val Glu Ser Gly

Leu Ser Cys Ala Ala

20

Trp Val Arg Gln Thr

40

Tyr Ser Gly Gly Ser

51670

tctgggaccc
agttatacta
ggtaatgatc
tcggcectccce

gtatgggatg

ttggtaaagc
gacgtctgga
attaaaagca
accatctcaa
gaggacacag
ccaggcctcce

tca

ctggctgtgt
tacagctcca
aagctgctca
agcgggtctg
atttattact

atcaaa

Gly Gly

10

Ser Gly Leu

25

Pro Gly Lys

Thr Phe Tyr

ccgggcagag
taaactggta
agcggaccte
tggccatcag

acagbctgaa

ctggggggte
tgagctgggt
aaattgatgg
gagatgattc
ccgtgtatta

cagagggaaa

ctctgggcga
acaataagaa
tgtactggge
gggcagagtt

gtcagcaata

Val Gln Pro

Thr Val

3
]

Gly Leu
45

Ala Asp

Arg

Glu

Ser

ggtcaccatc
ccagcagctc
aggggtccct
tgggctccag
tggcctggta

ccttagacte
ccgccaggct
tgggacaaca
aaaaaacacyg
ctgtaccaca

atttgactac

gagggccacc

ctacttagct

atctacccgg
cactctcacc

ttatagtacc

Gly Gly
15
Ser Asn

Trp Val

Val Lys

60
120
180
240
300
330

60
120
180
240
300
360
393

60
120
180
240
300
336



50
Gly Arg Phe
65

Thr

Gln Met Asn Ser
Arg Asp Leu Val
100
Val Thr Val Ser
115
<210> 22
<211> 107
<212> PRT )
<213> Trinh tu
<220>
<223>
<400> 22
Asp Ile Gln Leu
1
Asp Arg Val Thr
20
Leu Ala Trp Tyr
35
Tyr Ala Ala Ser
50
Ser Gly Ser Gly
65
Glu Asp Phe Ala
ThrvPhe Gly Gln
100
<210> 23
<211> 123
<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>
<223>
<400> 23

Gln Met Gln
1
Ser Val Lys

Ala Val Gln
35
Gly Trp Ile
50
Gln Glu Arg
65

Met Glu Leu

Ala Ala Pro

Trp Gly Gln
115

Leu

Val
20
Trp

Val

Val

Ser

Tyr

100
Gly

55

Ile Ser Arg Asp

70

Leu Arg Ala Glu

85

Thr Tyr Gly Leu

Ser

Nhén tao

Thr

5

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85
Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Chudi nhe COV2-2165

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Arg

Nhén tao

Val

5

Ser

Val

Ile

Thr

Ser

85

Cys

Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Met

Chudi ni&ng COV2-2838

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Ser

Val

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys (

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Ile

Thr
120

Asn

Asp

Asp
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Glu
105

Pro

Ser

25

Arg

Asn

Asp

Glu

Ser

105
Val

Ser

Thr

90
Val

Phe

10

Ser

Thr

Val

Thr

Ile

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Met

Asp

90

Cys

Ser

51670

Lys
75
Ala

Trp

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Leu

Lys

Val

Phe

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Asn

Ser

60

Asn

Val

Gly

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Lys

Thr

Arg

Tyr

60

Thr

Ala

Asp

Thr

Tyxr

Gln

Ala

Ile

Asn

45

Arg

Ser

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Val

Tyr

Gly
110

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

His

Pro

Met

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Phe
110

Tyr

Leu

80

Cys Ala

95
Thr

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95
Asp

Thr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Thr

Ser

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ile

200/289



51670 201/289

<210> 24
<211> 109
<212>  PRT

<213> Trinh ty Nhén tao
<220>
<223> Chudi nhe COV2-2838
<400> 24
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
20 25 . ‘30
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45 .
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Tyr Gly Ser Ser Arg
85 90 95
Gly Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 25
<211> 117
<212> PRT
<213> Trinh tu Nhan tao
<220>
<223> Chudi n&ng COV2-2952
<400> 25
@lu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Leu Thr Val Arg Ser Asn
20 25 30
Tyr Met Thr Trp Val Arg Gln Thr Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Val Ile Tyr Ser Gly Gly Ser Thr Phe Tyr Ala Asp Ser Val Lys
50 55 60
Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Val Tyr Leu
65 70 75 80
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Arg Asp Leu Val Thr Tyr Gly Leu Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 26
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tu Nhéan tao

<220>

<223> Chudi nhe COV2-2952

<400> 26

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Phe Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15



Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

35

Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Gln

50

55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe

65

70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr

85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Glu Val
1

100
27
129
PRT

Trinh ty Nhan tao

Chudi n#ng COV2-2514
27

Gln Leu Val Glu Ser

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

Asp Met

20
Thr Trp Val Arg Gln
35

Ser Gly Ile Asn Trp Asn Gly

50

55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser

65

70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg

Ala Val

Gly Asp

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Ser Ser
1

Thr Val

Ser Trp

Asp Lys

50

Ser Ser

85
Ile Met Ser Pro Ile
100
Ala Phe Asp Ile Trp
115

28
108
PRT

Trinh tu Nhén tao

Chudi nhe COV2-2514
28
Glu Leu Thr Gln Asp

Arg Ile Thr Cys Gln
20
Tyr Gln Gln Lys Pro
35
Asn Asn Arg Pro Ser
55
Gly Asn Thr Ala Ser

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Pro

Gly
120

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Arg

105
Gln

Ala

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ser

Thr

Val

Thr

Leu

90
Ile

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Gly

Val

10

Ser

Val

Pro

Ile

51670

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Leu

Lys

Val

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Ser

Thr

Ser

Leu

Pro

Asp

Thr

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Val

Ile

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Met

Vval

Arg

Ile

Arg

60
Gly

Ile

Asn

45

Arg

Ser

Ser

Arg

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Tyr

Val
125

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Ala

Ser

30

Leu

Phe

Leu

His

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Asp

110
Thr

Leu

Tyr

30

Val

Ser

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly
15
Asp

Trp

Ser

Leu

His

95

Trp

val

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Ala

Ser

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

202/289



51670 203/289

65 70 75 30

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn Ala
85 90 95

Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu

100 105
<210> 29
<211> 123
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>

<223> Chudi ning COV2-2391

<400> 29

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

1 5 10 15

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

20 25 30
Asp Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Thr Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Arg Met Asn Ser Asn Ser Gly Asn Thr Ala Tyr Ala Gln Lys FPhe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Asn Thr Ala Tyr

65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 S0 95

Ala Arg Met Arg Ser Gly Trp Pro Thr His Gly Arg Pro Asp Asp Phe

100 105 110
Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Sexr Sexr
115 120
<210> 30
<211> 110
<212> PRT

<213> Trinh tuy Nhan tao

<220>

<223> Chudi nhe COV2-2391

<400> 30

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

1 5 10 15

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

20 25 30
Thr Ile Asn Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu
35 40 45
Ile Tyr Gly Asn Asp Gln Arg Thr Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Lys Phe Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu Gln

65 70 75 g0

Ser Glu Asp Glu Asn Asn Tyr Tyr Cys Ala Val Trp Asp Asp Ser Leu
85 90 95

Asn Gly Leu Val Fhe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu

100 105 110
<210> 31
<211> 123
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao



<220>

<223>

<400>

Chudi ning COV2-3025

31

Glu Val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Trp

Val

val

Trp

50

Glu

Glu

Ala

Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Lys

Gln
35
Ile

Arg

Leu

Pro

Gln

115

32

109

PRT

Leu

Val
20

Trp

Val

Val

Ser

Tyr

100
Gly

Trinh tu

Val

Ser

Val

Ile

Thr

Ser

85

Cys

Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Met

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Ser

Val

Nhan tao

Chudi nhe COV2-3025

32

Glu Ile Val Leu

1
Glu

Tyr
Ile
Gly
65

Pro

Gly

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Trp

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Val

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Thr

33

123
PRT

Trp

Ala

Ser

Phe

Phe
100

Thr

5

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85
Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gln

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gly

Trinh ty Nhan tao

Chudi n&ng COV2-2196

33

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser

1

5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys

20

Ala Val Gln Trp Val Arg Gln

35

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Ile

Thr
120

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr C

Thr

Gly

Ala

Ala
40

Pro

Ser

25

Arg

Asn

Asp

Glu

Ser

105
Val

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Lys
105

Pro

Ser
25

Arg

51670

Glu Val Lys Lys
10
Gly Phe Thr Phe

Gly Gln Arg Leu
45
Thr Asn Tyr Ala
60
Met Ser Thr Ser
75

Asp Thr Ala Val
90

Cys Asn Asp Gly

Ser Ser

Thr Leu Ser Leu
10

Ser Gln Ser Val

Gly Gln Ala Pro
45
Gly Ile Pro Asp
60
Leu Thr Ile Ser
75

Gln His Tyr Gly
90

Val Glu Ile Lys

Glu Val Lys Lys
10
Gly Phe Thr Phe

Gly Gln Arg Leu
45

Pro Gly
15

Met Ser

30

Glu Trp

Gln Lys

Thr Ala

Tyr Tyr

95

Phe Asp
110

Ser Pro

15

Ser Ser

Arg Leu

Arg Phe

Arg Leu

Ser Ser

95

Pro Gly

Met Ser
30
Glu Trp

Thr

Ser

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ile

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80
Arg

Thr

Ser

Ile

204/289
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Gly Trp Ile Val Ile Gly Ser Gly Asn Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Glu Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Met Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Ala Pro Tyr Cys Ser Ser Ile Ser Cys Asn Asp Gly Phe Asp Ile
100 105 110
Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 34
<211> 109
<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>

<223> Chudi nhe COV2-2196

<400> 34

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

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser

20 25 30
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

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

65 70 75 80

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

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

100 105
<210> 35
<211> 129
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>

<223> Chudi ning COV2-2094

<400> 35

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

1 5 10 15

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

Asp Met Thr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

35 40 45
Ser Gly Ile Asn Trp Asn Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr

65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr His Cys

85 - 90 95

Ala Val Ile Met Ser Pro Ile Pro Arg Tyr Ser Gly Tyr Asp Trp Ala
100 105 110

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



Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

115

36
108
PRT

Trinh ty Nhén tao

Chudi nhe COV2-2094

36

Ser Ser Glu Leu

1

Thr

Ser

Asp

Ser

65

Asp

Val

Val

Trp

Lys

50

Ser

Glu

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gln
1
Ser
Asp
Gly
Gln
65

Met

Ala

Trp

Val

Val

Ile

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

Arg

Tyr

35

Asn

Gly

Ala

Phe

37

123
PRT

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly
100

Trinh tu

Thr Gln Asp

5
Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85
Gly

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Gln

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Thr

Nhan tao

Chudi ndng COV2-2096

37
Gln

Lys

Asn

35

Met

Arg

Leu

Met

Arg

115

38

110
PRT

Leu

Val
20

Trp

Asn

Val

Ser

Arg

100
Gly

Trinh tu

Val

5

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Ser

Thr

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Gly

Leu

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Trp

Val

Nhén tao

Chudi nhe COV2-2096

120

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Asn

Lys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Pro

Thr
120

Ala

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ser

Leu

105

Ala

Ser

25

Thr

Asn

Asp

Glu

Thr

105
Val

val

10

Ser

val

Pro

Ile

Arg

90
Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

His

Ser

51670

Ser

Leu

Pro

Asp

Thr

75

Asp

Val

Val

Tyr

Gln

Ala

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Val

Arg

Ile

Arg

60

Gly

Ser

Leu

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Arg

125

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Ala

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Met

Pro

Leu

Tyr

30

Val

Ser

Gln

Gly

Pro

Gly

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Asn

95

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Asp

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

80
Ala

Ala

Phe

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Phe

206/289
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<400> 38

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

1 5 10 15

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

20 25 30
Thr Ile Asn Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu
35 40 45
Ile Tyr Gly Asn Asp Gln Arg Thr Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Lys Phe Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu Gln

65 70 75 80

Ser Glu Asp Glu Asn Asn Tyr Tyr Cys Ala Val Trp Asp Asp Ser Leu
85 90 95

Asn Gly Leu Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu

100 105 110
<210> 39
<211> 131
<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao
<220>
<223> Chudi ndng COV2-2130
<400> 39
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Asp Val
20 25 30
Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Gly Arg Ile Lys Ser Lys Ile Asp Gly Gly Thr Thr Asp Tyr Ala Ala
50 55 60
Pro Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr
65 70 75 80
Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95
Tyr Cys Thr Thr Ala Gly Ser Tyr Tyr Tyr Asp Thr Val Gly Pro Gly
100 105 110
Leu Pro Glu Gly Lys Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
115 120 125
Val Ser Ser

130
<210> 40
<211> 112
<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>

<223> Chudi nhe COV2-2130

<400> 40

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

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Ser

20 25 30

Ser Asn Asn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln

35 40 45



Pro Pro Lys Leu Leu
50
Pro Asp Arg Phe Ser
65
Ile Ser Ser Leu Gln
85
Tyr Tyr Ser Thr Leu

100
<210> 41
<211> 8
<212> PRT

Met Tyr Trp Ala
55

Gly Ser Gly Ser

70

Ala Glu Asp Val

Thr Phe Gly Gly
105

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>

<223> (COV2-2165 CDRH1

<400> 41
Gly Leu Thr Val Arg

1 5
<210> 42

<211> 7

<212> PRT

Ser Asn Tyr

<213> Trinh tu Nhadn tao

<220>

<223> (COV2-2165 CDRH2

<400> 42
Ile Tyr Ser Gly Gly

1 5
<210> 43

<211> 11

<212> PRT

Ser Thr

<213> Trinh ty Nhé&n tao

<220>

<223> (COV2-2165 CDRH3

<400> 43

Ser

Gly

Ala

90
Gly

51670

Thr

Ala

75

Ile

Thr

Ala Arg Asp Leu Val Thr Tyr Gly Leu Asp Val

1 5
<210> 44

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tuy Nhan tao

<220>

<223> (COV2-2838 CDRH1

<400> 44
Gly Phe Thr Phe Met

1 5
<210> 45

<211> 8

<212> PRT

Ser Ser Ala

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>

<223> (COV2-2838 CDRH2

<400> 45
Ile Val Ile Gly Ser
1 5

Gly Asn Thr

10

Arg
60
Glu

Tyr

Lys

Glu

Phe

Tyx

Val

Ser

Thr

Cys

Glu
110

Gly

Leu

Gln

95
Ile

Val
Thr
80

Gln

Lys
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ala Ala Pro Tyr Cys Ser Ser Ile Ser Cys Asn Asp Gly Phe Asp Ile

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Gly Leu Thr Val Arg Ser Asn Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ile Tyr Ser Gly Gly Ser Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

46

16

PRT

Trinh tu Nhan tao

COV2-2838 CDRH3
46

5
47
8
PRT
Trinh ty Nhén tao

COV2-2952 CDRH1
47

5

PRT
Trinh ty Nhé&n tao

COV2-2952 CDRH2
48

5
49
11
PRT
Trinh ty Nhén tao

COV2-2952 CDRH3
49

10

51670

Ala Arg Asp Leu Val Thr Tyr Gly Leu Asp Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Gly Phe Ile Phe Asp Asp Tyr Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ile Asn Trp Asn Gly Gly Ser Thr

5
50
8
PRT
Trinh tu Nhan tao

COvV2-2514 CDRH1
50

5
51
8
PRT
Trinh ty Nhan tao

COV2-2514 CDRH2
51

10

15

209/289



1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ala Val Ile Met Ser Pro Ile Pro Arg Tyr Ser Gly Tyr Asp Trp Ala

1

52

22

PRT

Trinh ty Nhan tao

COV2-2514 CDRH3
52

5

Gly Asp Ala Phe Asp Ile

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Gly Tyr Thr Phe Gly Ser Phe Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Met Asn Ser Asn Ser Gly Asn Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ala Arg Met Arg Ser Gly Trp Pro Thr His Gly Arg Pro Asp Asp Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Gly Phe Thr Phe Met Ser Ser Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

20
53
8
PRT
Trinh ty Nhan tao

COV2-2391 CDRH1
53

5
54
8
PRT
Trinh tu Nhan tao

COV2-2391 CDRH2
54

5
55
16
PRT
Trinh tu Nh&n tao

COvV2-2391 CDRH3
55

5
56
8
PRT
Trinh ty Nhan tao

COV2-3025 CDRH1
56

5
57
8
PRT
Trinh ty Nhan tao

10

10

51670

15

15
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<223>

<400>

Ile Val Ile Gly Ser Gly Asn Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Ala Ala Pro Tyr Cys Ser Ser Ile Ser Cys Asn Asp Gly Phe Asp Ile

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Gly Phe Thr Phe Met Ser Ser RAla

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ile Val Ile Gly Ser Gly Asn Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ala Ala Pro Tyr Cys Ser Ser Ile Ser Cys Asn Asp Gly Phe Asp Ile

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Gly Phe Ile Phe Asp Asp Tyr Asp

1

<210>
<211>
<212>

<213>

COV2-3025 CDRH2
57

5
58
16
PRT
Trinh ty Nhé&n tao

COV2-3025 CDRH3
58

5
59
8
PRT

Trinh ty Nhé&n tao

COV2-2196 CDRH1
59

5
60
8
PRT
Trinh ty Nhén tao

COv2-2196 CDRH2
60

5

61

16
PRT
Trinh tu Nhdn tao

COV2-2196 CDRH3
61

5
62
8
PRT
Trinh tu Nhan tao

COvV2-2094 CDRH1
62

5
63
8
PRT

Trinh ty Nhén tao

10

10

51670

15

15
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<220>
<223>

<400>

COV2-2094 CDRH2
63

Ile Asn Trp Asn Gly Gly Ser Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ala Val Ile Met Ser Pro Ile Pro Arg Tyr Ser Gly Tyr Asp Trp Ala

1

5
64
22
PRT
Trinh ty Nhan tao

COV2-2094 CDRH3
64

5

Gly Asp Ala Phe Asp Ile

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

20
65
8
PRT
Trinh tu Nhé&n tao

COV2-2096 CDRHL
65

Gly Tyr Thr Phe Gly Ser Phe Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Met Asn Ser Asn Ser Gly Asn Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Ala Arg Met Arg Ser Gly Trp Pro Thr His Gly Arg Pro Asp Asp Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Gly Phe Thr Phe Arg Asp Val Trp

1
<210>

5
66
8
PRT
Trinh tu Nhén tao

COV2-2096 CDRH2
66

5
67
16
PRT
Trinh tu Nhén tao

COV2-2096 CDRH3
67

5
68
8
PRT
Trinh ty Nhan tao

COV2-2130 CDRH1
68

5
69

10

10

51670

15

15
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Ile Lys Ser Lys Ile Asp Gly Gly Thr Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Thr Thr Ala Gly Ser Tyr Tyr Tyr Asp Thr Val Gly Pro Gly Leu Pro

1

10
PRT
Trinh tuy Nhan tao

COV2-2130 CDRH2
69

5
70
22
PRT
Trinh ty Nhéan tao

COV2-2130 CDRH3
70

5

Glu Gly Lys Phe Asp Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

20
71
6
PRT
Trinh ty Nhén tao

COV2-2165 CDRL1
71

Gln Gly Ile Ser Asn Tyr

1

<210>
<211l>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

5
72
3
PRT

Trinh ty Nhan tao

COV2-2165 CDRL2
72

Ala Ala Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Gln Leu Leu Asn Ser His Pro Leu Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

73
9
PRT

Trinh ty Nhan tao

COV2-2165 CDRL3
73

5
74
7
PRT

Trinh tu Nhan tao

COVv2-2838 CDRL1
74

10

10

51670

15
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Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

5
75
3
PRT
Trinh ty Nhén tao

COV2-2838 CDRL2
75

Gly Ala Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Gln His Tyr Gly Ser Ser Arg Gly Trp Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

76

10

PRT

Trinh tu Nhé&n tao

COV2-2838 CDRL3
76

5
77
6
PRT
Trinh tu Nhé&n tao

COV2-2952 CDRL1
77

Gln Gly Ile Ser Asn Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

5
78
3
PRT

Trinh tu Nhan tao

COV2-2952 CDRL2
78

Ala Ala Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Gln Leu Leu Asn Ser His Pro Leu Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

79

9

PRT

Trinh tuy Nhé&n tao

COV2-2952 CDRL3
79

5
80
6
PRT

Trinh tyu Nhé&n tao

COv2-2514 CDRL1

10

51670
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<400>

80

Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

5
81l
3
PRT

Trinh ty Nhén tao

COV2-2514 CDRL2
81

Asp Lys Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

82

11

PRT

Trinh ty Nhan tao

COv2-2514 CDRL3
82

51670

Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn Ala Val val

1

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

<220>

<223>

<400>

Asn Ser Asn Ile Gly Ser Tyr Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

5
83
8
PRT

Trinh ty Nha&n tao

COV2-2391 CDRL1
83

5
84
3
PRT

Trinh ty Nhan tao

COvV2-2391 CDRL2
84

Gly Asn Asp

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

85
11
PRT

Trinh tu Nhan tao

COv2-2391 CDRL3
85

10

Ala Val Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Leu Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220?

5
86
7
PRT
Trinh tu Nh&n tao

10

215/289



<223> COV2-3025 CDRL1
<400> 86

Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr

1 5
<210> 87

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao
<220>

<223> COV2-3025 CDRL2
<400> 87

Gly Ala Ser

1

<210> 88
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao
<220>

<223> COV2-3025 CDRL3
<400> 88

Gln His Tyr Gly Ser Ser Arg Gly Trp Thr

1 5
<210> 89

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao
<220>

<223> COV2-2196 CDRL1l
<400> 89

Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr

1 5
<210> 90

<211l> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao
<220>

<223> (COV2-2196 CDRL2
<400> 90

Gly Ala Ser

1

<210> 91
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao
<220>

<223> COV2-2196 CDRL3
<400> 91

Gln His Tyr Gly Ser Ser Arg Gly Trp Thr

1 5
<210> 92

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao

10

10

51670
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<220>
<223> (COV2-2094 CDRL1
<400> 92

Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr

1 5
<210> 93

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhé&n tao
<220>

<223> (COV2-2094 CDRL2
<400> 093

Asp Lys Asn

1

" <210> 94
<211> 11
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao
<220>

<223> (COV2-2094 CDRL3
<400> 94

Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn Ala Vval val

1 5 10
<210> 95

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao

<220>

<223> (COV2-2096 CDRL1

<400> 95

Asn Ser Asn Ile Gly Ser Tyr Thr

1 5
<210> 96

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao
<220>

<223> (COV2-2096 CDRL2
<400> 96

Gly Asn Asp

1
<210> 97
<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhé&n tao
<220>

<223> COV2-2096 CDRL3
<400> 97

Ala Val Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Leu Val

1 5 10
<210> 98
<211> 12

<212> PRT
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<213> Trinh tu Nhén tao
<220>

<223> (COV2-2130 CDRL1
<400> 098

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

1 5 10
<210> 99

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao
<220>

<223> COV2-2130 CDRL2
<400> 99

Trp Ala Ser

1

<210> 100
<211> 8
<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao

<220>

<223> COV2-2130 CDRL3

<400> £00

Gln Gln Tyr Tyr Ser Thr Leu Thr

1 5
<210> 101
<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao
<220>

<223> IGHV1-58 FR2-HCDR2
<400> 101

Ile Gly Trp Ile Val

1 5
<210> 102
<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao
<220>

<223> IGHV1-58 HCDR3-FR4
<400> 102

Cys Ala Ala

1

<210> 103
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tyu Nhan tao

<220>

<223> IGHD2-2 HCDR3-FR4

<400> 103

Gly Tyr Cys Ser Ser Thr Ser Cys Tyr Ala
1 5 10
<210> 104

<211> 10



<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

Nhan tao

<223> IGHD2-8 HCDR3-FR4

<400> 104
Gly Tyr Cys Thr
1

<210> 105
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> IGHD2-15
<400> 105

Gly Tyr Cys Ser

1

<210> 106
<211l> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> IGHJ3*02
<400> 106

Asp Ala Phe Asp

1
<210> 107
<211l> 6

<212> PRT
<213> Trinh ty
<220>

<223> IGKV3-20
<400> 107

Ser Ser Tyr Leu

1

<210> 108
<211l> 6
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> IGKV3-20
<400> 108

Gln Tyr Gly Ser

1
<210> 109
<211l> 4

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> IGKJ1*01
<400> 109

Trp Thr Phe Gly
1

<210> 110

Asn Gly Val Cys Tyr Ala

5
Nhéan tao
HCDR3-FR4

Gly Gly Ser Cys Tyr Ser

5

Nhan tao

HCDR3-FR4

Ile Trp
5

Nhé&n tao

LCDR1-FR2

Ala Trp
5

Nhén tao

LCDR3-FR4

Ser Pro

5

Nhan tao

LCDR3-FR4

10

10

51670
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

51670

5
PRT
Trinh ty Nhén tao

COV2-2196 FR2-HCDR2
110

Ile Gly Trp Ile Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Cys Ala Ala Pro Tyr Cys Ser Ser Ile Ser Cys Asn Asp Gly Phe Asp

1
Ile Trp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Ser Ser
1
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

5
111
18
PRT
Trinh tu Nhan tao

COV2-2196 HCDR3-FR4
111

5 10
112
6
PRT

Trinh ty Nhén tao

COV2-2196 LCDR1-FR2

112

Tyr Leu Ala Trp
5

113

11

PRT

Trinh ty Nhan tao

COV2-2196 LCDR3-FR4
113

His Tyr Gly Ser Ser Arg Gly Trp Thr Phe Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

5 10
114
5
PRT
Trinh tuy Nhén tao

COV2-2381 FR2-HCDR2
114

Ile Gly Trp Ile Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

5
115
18
PRT
Trinh tuy Nhén tao

COV2-2381 HCDR3-FR4
115

220/289
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Ccys Ala Ala Pro Tyr Cys Ser Arg Thr Ser Cys His Asp Ala Phe Asp

1 5 10 15
Ile Trp

<210> 116

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao
<220>

<223> (COV2-2381 LCDR1-FR2
<400> 116

Ser Ser Tyr Leu Ala Trp

1 5
<210> 117

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>

<223> (COV2-2381 LCDR3-FR4

<400> 117

His Phe Gly Ser Ser Ser Gln Trp Thr Phe Gly

1 5 10 -
<210> 118
<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao
<220>

<223> (COV2-2072 FR2-HCDR2
<400> 118

Ile Gly Trp Ile val

1 5
<210> 119

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao
<220>

<223> (COV2-2072 HCDR3-FR4
<400> 119

Cys Ala Ala Pro His Cys Asn Arg Thr Ser Cys Tyr Asp Ala Phe Asp

1 5 10 15
Leu Trp

<210> 120

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhé&n tao
<220>

<223> COV2-2072 LCDR1-FR2
<400> 120

Ser Ser Tyr Leu Gly Trp

1 5

<210> 121

<211> 10



<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr Phe Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

PRT
Trinh ty Nhan tao

COV2-2072 LCDR3-FR4
121

5
122
5
PRT
Trinh tu Nhidn tao

MnC5t2pl_G1l FR2-HCDR2
122

Ile Gly Trp Ile Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Cys Ala Ala Pro Arg Cys Ser Gly Gly Ser Cys Tyr Asp Gly Phe Asp

5
123
18
PRT
Trinh tu Nhan tao

MnC5t2pl_ Gl HCDR3-FR4
123

1 5

Ile Trp

<210> 124

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao
<220>

<223> MnC5t2pl_Gl LCDR1-FR2
<400> 124

Ser Ser Tyr Leu Ala Trp

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr Phe Gly

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

5
125
10
PRT
Trinh tu Nhé&n tao

MnC5t2pl_G1l LCDR3-FR4
125

5
126
5
PRT
Trinh tu Nhan tao

HbnC3tlp2 C6 FR2-HCDR2
126

Ile Gly Trp Ile Val

10

10

10

51670
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1

<210> 127
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao

<220>

<223> HbnC3tlp2_ C6 HCDR3-FR4

<400> 127

Cys Ala Ala Pro Tyr Cys Ser Ser Thr Arg Cys Tyr Asp Ala Phe Asp

1

Ile Trp
<210> 128
<211l> 6
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>

<223> HbnC3tlp2 C6 LCDR1-FR2

<400> 128

Ser Ser Tyr Leu Ala Trp

1

<210> 129
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>

<223> HbnC3tlp2_ C6 LCDR3-FR4

<400> 129

Gln Tyr Gly Arg Ser Pro Trp Thr Phe Gly

1

<210> 130
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>

<223> HbnC3tlpl_ C6 FR2-HCDR2

<400> 130

Ile Gly Trp Ile Val

1

<210> 131
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao

<220>

<223> HbnC3tlpl C6 HCDR3-FR4

<400> 131

Cys Ala Ala Pro His Cys Ser Ser Thr Ile Cys Tyr Asp Gly Phe Asp

1

Ile Trp
<210> 132
<211l> 6

<212> PRT

5

5

5

5

5

10

10

10

51670

15

15
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<213> Trinh ty Nhan tao
<220>

<223> HbnC3tlpl C6 LCDR1-FR2
<400> 132

Ser Ser Tyr Leu Ala Trp

1 5
<210> 133

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tuy Nhan tao

<220>

<223> HbnC3tlpl C6 LCDR3-FR4

<400> 133

Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr Phe Gly

1 5 10
<210> 134

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao
<220>

<223> S2E12 FR2-HCDR2
<400> 134

Val Gly Trp Ile Val

1 5
<210> 135

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh tuy Nhé&n tao
<220>

<223> S2E12 HCDR3-FR4
<400> 135

Cys Ala Ser Pro Tyr Cys Ser Gly Gly Ser Cys Ser Asp Gly Phe Asp

1 5 10
Ile Trp

<210> 136

<21l> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhéan tao
<220>

<223> S2E12 LCDR1-FR2
<400> 136

Ser Ser Tyr Leu Ala Trp

1 5
<210> 137

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao

<220>

<223> S2E12 LCDR3-FR4

<400> 137

Gln Tyr Val Gly Leu Thr Gly Trp Thr Phe Gly
1 5 10

224/289



<210> 138
<211l> 5

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> COV107_1
<400> 138

Ile Gly Trp Ile

1
<210> 139
<211> 18

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> COV107_1
<400> 139

Cys Ala Ala Pro

1

Ile Trp
<210> 140
<211l> 6

<212> PRT
<213> Trinh tu
<220>

<223> COV107_1
<400> 140

Ser Ser Tyr Leu

1

<210> 141
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh tuy
<220>

<223> COV107_1
<400> 141

Gln Tyr Gly Asn

1

<210> 142
<211> 5
<212> PRT

<213> Trinh tu
<220>

<223> COV107_2
<400> 142

Ile Gly Trp Ile
1

<210> 143
<211> 18
<212> PRT

<213> Trinh ty
<220>
<223> COV107_2

Nhén tao

FR2-HCDR2

Val

Nhan tao

HCDR3-FR4

His Cys Ser Ser Thr Ser Cys Phe Asp Ala Phe Asp

5

Nhan tao
LCDR1-FR2
Ala Trp

5

Nhén tao
LCDR3-FR4

Ser Pro Trp Thr Phe Gly

5

Nhan tao
FR2-HCDR2
Val

5

Nhén tao
HCDR3 -FR4

10

10

51670

15
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<400> 143

Cys Ala Ala Pro Tyr Cys Ser Gly Gly Ser Cys Ser Asp Ala Phe Asp
1 5 10 15

Ile Trp

<210> 144

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao
<220>

<223> (COV107_2 LCDR1-FR2
<400> 144

Ser Ser Tyr Leu Ala Trp

1 5
<210> 145
<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhéan tao

<220>

<223> COV107_2 LCDR3-FR4

<400> 145

Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr Phe Gly
1 5 10
<210> 146

<211l> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>

<223> (COV72 FR2-HCDR2

<400> 146

Ile Gly Trp Ile Val

1 5
<210> 147

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao
<220>

<223> COV72 HCDR3-FR4
<400> 147

Cys Ala Ala Val Asp Cys Asn Ser Thr Ser Cys Tyr Asp Ala Phe Asp

1 5 10 15
Ile Trp

<210> 148

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao
<220>

<223> COV72 LCDR1-FR2
<400>- 148

Ser Ser Tyr Leu Ala Trp
1 5

<210> 149
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<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao
<220>

<223> COV72 LCDR3-FR4
<400> 149

Gln Tyr Asp Ile Ser Pro Trp Thr Phe Gly

1 5 10
<210> 150

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhéan tao
<220>

<223> COV21l_1 FR2-HCDR2
<400> 150

Ile Gly Trp Ile Val

1 5
<210> 151
<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>

<223> COV21_1 HCDR3-FR4

<400> 151

Cys Ala Ala Pro His Cys Ser Gly Gly Ser Cys Leu Asp Ala Phe Asp

1 5 10 15
Ile Trp

<210> 152

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao
<220>

<223> COV21_1 LCDR1-FR2
<400> 152

Ser Ser Tyr Leu Ala Trp

1 5
<210> 153
<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao

<220>

<223> COV21_1 LCDR3-FR4

<400> 153

Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr Phe Gly

1 5 10
<210> 154

<211l> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao
<220>

<223> COV21_2 FR2-HCDR2
<400> 154
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Ile Gly Trp Ile Val

1 5
<210> 155

<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao
<220>

<223> (COV21l_2 HCDR3-FR4
<400> 155

Cys Ala Ala Pro His Cys Ser Gly Gly Ser Cys Tyr Asp Ala Phe Asp

1 5 10 15
Ile Trp

<210> 156

<21l> 6

<212> PRT

<213> Trinh tuy Nhan tao
<220>

<223> (COV21l_2 LCDR1-FR2
<400> 156

Ser Ser Tyr Leu Ala Trp

1 5
<210> 157

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao

<220>

<223> COV21_2 LCDR3-FR4

<400> 157

Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr Phe Gly

1 5 10
<210> 158

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao
<220>

<223> COV57_1 FR2-HCDR2
<400> 158

Ile Gly Trp Ile Val

1 5
<210> 159
<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhan tao

<220>

<223> COV57_1 HCDR3-FR4

<400> 159

Cys Ala Ala Asn His Cys Ser Gly Gly Ser Cys Tyr Asp Gly Phe Asp
1 5 10 15

Ile Trp

<210> 160
<211> 6
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<212> PRT

<213> Trinh tu Nhan tao
<220>

<223> COV57_1 LCDR1-FR2
<400> 160

Ser Ser Tyr Leu Ala Trp

1 5
<210> 161

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>

<223> COV57_1 LCDR3-FR4

<400> 161

Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Met Phe Gly

1 5 10
<210> 162

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhéan tao
<220>

<223> COV57_2 FR2-HCDR2
<400> 162

Ile Gly Trp Ile Val

1 5
<210> 163
<211> 18

<212> PRT

<213> Trinh tu Nhé&n tao
<220>

<223> COV57_2 HCDR3-FR4
<400> 163

Cys Ala Ala Pro Tyr Cys Ser Gly Gly Ser Cys Asn Asp Ala Phe Asp

1 5 10 15
Ile Trp

<210> 164

<211l> 6

<212> PRT

<213> Trinh tyu Nhan tao
<220>

<223> COV57_2 LCDR1-FR2
<400> 164

Ser Ser Tyr Leu Ala Trp

1 5
<210> 165

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>

<223> COV57_2 LCDR3-FR4

<400> 165

Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Trp Thr Phe Gly

229/289



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>

166
129
PRT
Trinh ty Nhén tao

cuHudI NANG HIP1

pAC PIEM HON TAP
(81)..(81)
Xaa c6 thd 1a Met,

pAC PIEM HON TAP
(100) ..(100)

Xaa cé thé 1a Trp,

pAC PIEM HON TAP
(101) ..(101)

Xaa cé thé 1a Asp,

pAC DPIEM HON TAP
(102) ..(102)

Xaa cd th& 13 Leu,

pAC DIEM HON TAP
(103)..(103)
Xaa cé thé 13 Ala,

pAC DIEM HON TAP
(104) ..(104)
Xaa cé thé 1a Tyr,

pAC PIEM HON TAP
(107) ..(107)

Xaa cé thé 1la val,

PAC DIEM HON TAP
(108)..(108)

Xaa c6 thé 1la val,

pAC PIEM HON TAP
(109) ..(109)

Xaa c6 thé 1a Gly,

pAC PIEM HON TAP
(110) ..(110)

Xaa c6 thé 1a Asp,
pAC PIEM HON TAP
(111)..(111)

Xaa c6 thé 1a Cys,

pAC PIEM HON TAP

Val

Ser,

Arg,

Arg,

Gly

Ile

Cys

Tyr,

Val

val

Ala

Arg

Val

Ala

Thr

51670
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<222> (112)..(112)
<223> Xaa cb th& 1a Ser, Thr
<220>
<221> DAC DPIEM HON TAP
<222> (113) ..(113)
<223> Xaa c6 thé 1a Arg, His, Ala
<400> 166
Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Val Lys Lys Pro Gly Thr
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Ser Ser
20 25 30
Ala Val Gln Trp Val Arg Gln Ala Arg Gly Gln Arg Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Trp Ile Val Val Gly Ser Gly Asn Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Glu Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Met Ser Thr Ser Thr Ala-Tyr
65 70 75 80
Xaa Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Ala Pro Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
100 105 110
Xaa Asp Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser

115 120 125
Ser
<210> 167
<211> 128
<212> PRT

<213> Trinh tu Nhén tao
<220>

<223> CHUOI NANG HIP2

<220>

<221> dic diém hén tap

<222>  (3)..(3)

<223> Xaa c6 thé 1la Gln, Pro
<220>

<221> dic didm hén tap

<222>  (4)..(4)

<223> Xaa cé thé 13 Leu, Arg
<220>

<221> dic diém hdn tap

<222> (34)..(34)

<223> Xaa c6 thd 13 Met, Val
<220>

<221> dic d¢iém hén tap

<222> (100)..(100)

<223> Xaa c6 th& 1a Gly, Asn, Asp, Gln, Thr, Ser, Leu, Arg
<220>

<221> dic diém hén tap

<222> (101)..(101)

<223> Xaa cé thé 1la Pro, Gly, Leu, Ser, Val, Lys, Ala
<220>

<221> d&c diém hdn tap



<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
;220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

(102) ..(102)

Xaa c6 thé 13 Ser,

dic didm hdén tap
(103) ..(103)

Xaa c6 thé 1la Tyr,

dic didm hén tap
(104)..(104)

Xaa c6 thé 1la Cys,

dic diém hdn tap
(105) ..(105)

Xaa c6 thé 13 Ser,

dic diédm hén tap

(106) ..(106)

Xaa c6 thé 13 Ser,

dic diédm hdn tap
(107) ..(107)
Xaa c6 thé 1a Gly,

dic diédm hén tap
(108)..(108)

Xaa c6 thé 13 Ser,

d&c didm hén tap
(109)..(109)
Xaa cbé thé 1a Cys,

dic diém hén tap
(110)..(110)
Xaa cé thé 1a Tyr,

dic diédm hén tap
(111)..(111)

Xaa c6 th& 13 Ala,

d4c diédm hdn tap
(112) ..(112)

Xaa c6 thé 13 Asp,
167

Gly,

Leu,

Ser,

Arg,

Gly,

Thr

Gly,

Ala,

Arg,

Pro,

Thr,

Ile,

Ile,

val,

val,

val,

Val,

Thr,

Phe,

Gly,

Ser,

Gln Met Xaa Xaa Val Gln Ser Gly Pro

1

Ser Val

Ala Xaa

Gly Trp
50

Gln Glu Arg Val Thr Ile Thr

65

5

Lys Val Ser Cys Lys

20

Gln Trp Val Arg Gln

35

Ile Val val Gly Ser
55

70

40

Ala

Ala

Arg

Ser

25

Gly Asn

Asp

51670

Val, Arg, Pro, Ala,

Arg, Asn, Ala

Tyxr

Tyr, Met

Ccys

Thr

Asp

Pro, Thr

val, Cys, Arg

Asn, Leu, Ile, Tyr,

Glu Val Lys Lys Pro
10

Gly Phe Thr Phe Thr

30
Gly Gln Arg Leu Glu
45
Thr Asn Tyr Ala Gln
60
Met Ser Thr Ser Thr
75

Met

Pro

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Thr

Ile

Phe

Tyr
80

232/289
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Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Ala Pro Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
100 105 110
Asp Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

115 120 125
<210> 168
<211> 129
<212> PRT

<213> Trinh ty Nh&n tao

<220>

<223> CHUOI NANG HIP3

<220>

<221> dic diém hén tap

<222> (3)..(3)

<223> Xaa cb thé 13 Gln, Pro
<220>

<221> dic didm hdn tap

<222>  (34)..(34)

<223> Xaa cb6 th& 1a Met hodc Val
<220>

<221> d3c didm hén tap

<222> (35)..(35)

<223> Xaa cb thé 13 Gln, Arg
<220>

<221> d¥c didm hén tap

<222>  (43)..(43)

<223> Xaa cb thé 1la Gln, Arg
<220>

<221> dic didm hén tap

<222> (100)..(100)

<223> Xaa c6 th& 1la Tyr, Pro, Ala, Arg, Gly
<220>

<221> dic didm hén tap

<222>  (101)..(101)

<223> Xaa cd th& 13 Glu, Leu, Pro, Tyr, Ser
<220>

<221> d¥c diém hén tap

<222>  (102)..(102)

<223> Xaa cé6 thé 1a Gly, Val, Ser, Cys, Tyr
<220>

<221> dic diém hén tap

<222> (103)..(103)

<223> Xaa cb thé 1a Cys, Asp, Val, Gln, Thr
<220>

<221> dic diém hén tap

<222> (104)..(104)

<223> Xaa cb th&é 13 Gly, Asn
<220>

<221> dic diém hén tap

<222> (106)..(106)

<223> Xaa c6 thd 1a Asp, Val
<220>



<221> dic didm hén tap

<222> (108)..(108)

<223> Xaa c6 th& 1la Tyr,

<220>

<221> dic diém hén tap

<222> (109)..(109)

<223> Xaa c6 thé 1la Thr,

<220>

<221> dic didm hén tap

<222> (110)..(110)

<223> Xaa cé thé 1a val,

<220>

<221> dic diém hdén tap

<222> (111) .. (111)

<223> Xaa cé thé 1la Thr,

<220>

<221> dic didm hén tap

<222> (112)..(112)

<223> Xaa c6 thé 13 Ala,

<220>

<221> dic didm hén tap

<222> (113)..(113)

. <223> Xaa cé thé 1a Leu,

<400> 168

Gln Met Xaa Leu

1

Ser Val Lys Val

20

Ala Xaa Xaa Trp
35

Gly Trp Ile Val

50
Gln Glu Arg Val
65

Met Glu Leu Ser

Ala Ala Pro Xaa

100

Xaa Asp Ala Phe
115

Ser

<210> 169
<211> 106
<212> PRT

<213> Trinh ty Nhén tao

<220>

Val Gln
5

Ser Cys
Val Arg
val Gly
Thr Ile

70

Ser Leu
85

Xaa Xaa

Asp Ile

<223> CHUOI NANG CORD

<220>

<221> dic diém hén tap

<222>  (19)..(19)

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Xaa

Trp

Ala, His

Gln, Ser

His

Arg

Pro

Phe, Ala,

Gly Pro

Ala Ser
25

Ala Arg

40

Gly Asn

Arg Asp
Ser Glu
Xaa Gly

105

Gly Gln
120

<223> Xaa c6 th& 13 Arg, Leu

<220>

Gly,

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Met

Asp

90

Xaa

Gly

51670

Asn

Val

Fhe

Xaa

Asn

Ser

75

Thr

Cys

Thr

Lys

Thr

Arg

Tyr

60

Thr

Ala

Xaa

Met

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser
Val

Xaa

Val
125

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyxr

Xaa

110
Thr

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Xaa

Val

Thr

Ser

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Xaa

Ser
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<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

dic didm hdn tap
(78)..(78)

Xaa cbé thé 1a val,

ddc diém hdn tap
(79)..(79)

Xaa cé thé 1la Pro,

d4c diédm hén tap
(80) .. (80)
Xaa c6 thé 1la Cys,

d4c diém hén tap
(81)..(81)

Xaa cé thé 1la Ser,

d4c didm hén tap
(85) ..(85)

Xaa c6 thé 1a Cys,

d&c diédm hén tap
(86) ..(86)

Xaa c6 thé 1la Tyr,

dic diédm hén tap
(87)..(87)

Xaa cé thé 1la Ser,

dic diém hdn tap
(88) ..(88)

Xaa c6 thé 1la Tyr,

d4c diém hdn tap
(89)..(89)

Xaa c6 thd 13 Ser,

dic diédm hén tap
(90)..(90)

Xaa cé thé 1la Asp,
169

Glu,

Gly,

Ile,

Cys,

Ser,

Ser,

Thr,

Ala,

Ala,

Tyr

Gly

hodc

Tyr

Val

Val

Val

Val

Ser

Cys

Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Ser

1

Gln Ala Xaa Gly Gln Arg Leu

Ser Gly Asn Thr Asn Tyr Ala

20

35

40

Glu Trp

25

Gln Lys

Thr Arg Asp Met Ser Thr Ser Thr Ala

50

55

Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

65

70

Xaa Gly Gly Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

85

Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val

Ser

His

Ser

10

Ile

Phe

Tyr

Cys

Xaa

90

Ser

51670

Ala

Gly

Gln

Met

Ala

75

Asp

val

Trp

Glu

Glu

60

Ala

Ala

Gln

Ile

45

Leu

Pro

Phe

Trp

Val

30

Val

Ser

Xaa

Asp

val

15

Val

Thr

Ser

Xaa

Ile
95

Arg

Gly

Ile

Leu

Xaa

80
Trp
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>
<221>

<222>

<223>

<400>

170
109
PRT

170

Glu Ile Val

1
Glu

Gly
65

Pro

Xaa

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Trp

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>
<221>

<222>

<223>

<400>

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Thr

171
109
PRT

171

100

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Phe
100

Glu Ile Val Leu

1
Glu

Tyxr

Ile

Gly

65

Pro

Xaa

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Trp

<210>

<211>

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Thr

172
109

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Phe
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85
Gly

(97) ..(97)

Thr

5

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85
Gly

Trinh tu Nhé&n tao

cHUuOI NHE HIP1

dsc diédm hdn tap

(97) ..(97)

Xaa c6 thé 1a Pro, Leu, Ser,

Gln Ser Pro Gly

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gln

CcHUOI NHE HIP2

dic didm hén tap

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70
Val

cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gly

Trinh tu Nhan tao

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyxr

Thr

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Lys
105

Xaa c6 thé 1i Pro, Leu, Ser,

Ser Pro Gly

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gly

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Thr

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Lys
105

Thr

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90
val

Thr

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90
val

51670

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Glu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Glu

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60
Ile

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Lys

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Lys

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro
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<212>

<213>

<220>

<223>

<220>
<221>

<222>

<223>

<400>

PRT

Trinh tu Nhén tao

cHUOI NHE HIP3

dic diém hén tap

(97)..(97)

Xaa c6 thé 1a Pro, Leu, Ser,

172

Glu Ile Val

1
Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Xaa

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Trp

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Thr

173

108
PRT

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Phe
100

Trinh tu

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85
Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gln

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gly

Nhéan tao

Chudi nhe HIP1

173

Glu Ile Val Leu

1
Glu

Tyr
Ile
Gly
65

Pro

Trp

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

- <223>

<400>

Ala

Ala
35
Gly

Gly

Asp

Phe

174

109
PRT

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85
Gln

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Trinh ty Nhé&n tao

Chudi nhe HIP1

174

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Thr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Lys
105

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Thr

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90
Val

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90
Glu

51670

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Glu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyxr

Lys

Leu Ser

Val Ser
30

Pro Arg

45

Asp Arg

Ser Arg

Gly Ser

Lys

Leu Ser

Val Ser

30
Pro Arg
45

Asp Arg

Ser Arg

Gly Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

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

1

5

10

15
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Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Pro

Arg

Leu

Tyr
50

Ser

Glu

Trp

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Thr

175

108
PRT

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Phe
100

Trinh tu

Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala

85
Gly

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gln

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gly

Nhan tao

Chudi nhe HIP1

175

Glu Ile Val Leu

1
Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Trp

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

176

108
PRT

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Trinh tuy

Thr

5

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85
Gln

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Nhén tao

Chudi nhe HIP1

176

Glu Ile Vval

1
Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Trp

Arg

Leu

Tyxr

50

Ser

Glu

Thr

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu

Thr
20
Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85
Gln

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Thr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Lys
105

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90
Val

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90
Glu

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

51670

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Glu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Lys

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Leu

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Ser
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

177
109
PRT

Trinh tu Nhan tao

100

Chudi nhe HIP1

177

Glu Ile Val

1
Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Thr

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Trp

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Thr

178

108
PRT

Leu

Thr
20
Trp

Ala

Ser

Phe

Phe
100

Thr

5

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85
Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gln

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gly

Trinh ty Nhén tao

Chudi nhe HIP2

178

Glu Ile Val

1
Glu

Tyr

Ile

Gly

" 65

Pro

Trp

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

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

1

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

179

108
PRT

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85
Gln

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Trinh tu Nhan tao

chudi nhe HIP2

179

5

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Thr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

105

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Lys
105

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

90
Val

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

90
Glu

10

51670

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Glu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Lys

Leu

Val Ser Ser

Pro Arg Leu

45

Asp Arg Phe

Ser Arg Leu

Gly Ser Ser

Ser Pro

Ser Ser

30

Arg Leu

Arg Phe

Arg Leu

Ser Ser

Ser Pro

30

15

95

15

95

15

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
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Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Trp

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

20
Ala Trp
35
Gly Ala

Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly
100
180
109
PRT
Trinh tu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85
Gln

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Gln

Arg

55

Asp

Tyxr

Thr

Nhén tao

Chudi nhe HIP2

180

Glu Ile Val Leu

1
Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Pro

Arg

Ala Thr
20

Leu Ala Trp

Tyxr
50

Ser

35
Gly Ala

Gly Ser

Glu Asp Phe

Trp

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Thr Phe
100
181
108
PRT
Trinh tu

Thr

Leu

Tyxr

Ser

Gly

Ala

85
Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

val

Gln

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gly

Nhan tao

Chudi nhe HIP2

181

Glu Ile Val Leu

1
Glu

Tyxr

Ile

Gly

65

Pro

Trp

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Ala Thr
20

Ala Trp

35

Gly Ala

Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly
100

Thr

5

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85
Gln

Gln

Ser

Gln

Ser

vVal

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyxr

Lys

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Thr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Lys
105

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

val
105

Gly

Gly

Leu

Gln

90
Glu

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90
Val

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90
Glu

51670

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Glu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Pro
45
Asp

Ser

Gly

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Lys

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Leu

Ser

Glu

80

Leu

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Ser
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

182
109
PRT

Trinh tu Nhéan tao

Chudi nhe HIP2

182

Glu Ile Val

1
Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Thr

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Trp

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>
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