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Linh vuwc ki thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén ché phdm va cac phuong phép lam 6n dinh céc virut séng
da duge lam giam doc luc. Sang ché ciing d& cép dén cac ché phdm va cic phuong
phép 1am giam su thoai bién ctia cac virut sdng di dugc 1am gidm ddc luc. Sang ché
cling dé cap dén viéc st dung céc ché pham nay trong cic kit ding cho cic phuong

phap va img dung di dong.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Cac vacxin bao vé chéng lai cac virut gdy bénh do virut da dugc sit dung mot
céch c6 hiéu qua dé 1am giam ti 18 méc bénh & ngudi. Mot trong sb cac phuong phép
thanh cong nhit d6i véi cac vacxin virut 1 phwong phép tao mién dich cho nguoi hodc
dong vat bang chung virut da dugc giam doc luc hodc 1am giam ddc luc (“virut séng
da duoc lam giam doc luc”). Do muc do sao chép han ché sau khi tao mién dich,
ching virut d3 dugc giam doc luc khong giy ra bénh. Tuy nhién, mirc do sao chép han
ché cua virut ciing du dé biéu hién ddy dui cdc khdng nguyén cta virut va tao ra céc
dap tng mién dich 14au dai va hiéu nghiém dbi véi virut. Do dé, sau nay, khi bi phoi
nhi®m chung gy bénh cta virut, c4 nhan di dugc tao mién dich s& duge béo vé khong
bi nhifm bénh. Nhiing vacxin virut séng dugc lam giam ddc lyc nay nam trong sd cac

vacxin thanh cong nhét dugc sir dung trong y té.

Mudi trong s6 mudi su vacxin virut duge cép phép luu hanh & MY 1a cac virut
sébng da dugc 1am gidm doc luc. Céc vacxin virut séng dugc sit dung thanh cong bao
gdm céc vacxin virut 17D gy bénh sbt vang, vacxin virut bai liét Sabin typ 1, 2 va 3,
c4c vacxin virut gdy cac bénh sdi, bénh quai bi, bénh séi rubella, bénh thuy dau va
bénh d4u mua. Viéc st dung vacxin virut vacxinia dé kiém soét sy bung phéat cua bénh
dau mua din t6i viée 14n dau tién va duy nhét loai trir dwgc mdt cin bénh & ngudi.
Vacxiu virut gdy bénh bai liét Sabin da gitp phong bénh bai liét trén toan thé gidi va

dugc st dung trong cac nd luc loai bo bénh bai liét. Trén binh dién quéc té, viec ching
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nglra cho tré em véi cic vacxin séi, quai bi, sdi rubella va thuy déu da gitp cho hang

triéu nguoi tranh duge nguy co mac bénh va tir vong.

Nhimng tién bd v& k§ thudt gin ddy, nhu cic k§ thuat tai sip xép vat liéu di
truyén, di truyén nguoc va k¥ thuat tao thich Gng lanh, da dan t6i viéc cho phép sir
dung céc virut séng da duogc lam giam doc luc dé 1am vacxin phong bénh ciim va bénh
do rotavirut gy ra. Nhiéu vacxin virut sng duoc phét trién bang cac k§ thuat ADN tai
t5 hop trong xét nghiém 14m sing & ngudi, bao gdm cac vacxin phong cic bénh “sbt
tdy song Nile” (West Nile), virut gdy bénh danga, bénh sdt rét, bénh lao va vacxin
phong HIV. Cac vacxin virut tai t6 hop nay dua trén viéc thao tic cAc vacxin virut da
dugce giam doc luc da duge mo ta déic diém 16, vi dy, adenovirut, virut vacxinia, virut
gy bénh sét vang 17D hoic virut gdy bénh danga, DEN-2 PDK-53. C4c virut da dugc
giam doc luc, an toan dugc xu ly theo k¥ thuét di truyén dé biéu hién céc khang
nguyén bao vé d6i v6i cdc mam bénh do virut khac hodc cac mam bénh do vi khuén
gdy ra. Mot sb vacxin virut téi t6 hop duqc cAp phép sit dung cho dong vat, bao gbm
virut tai té hop tir virut canarypox/virut gy bénh bach cAu & méo, virut tai td hop tir
virut canarypox/virut gdy bénh & cho, virut tai td hop tir virut canarypox/virut Tay
song Nile va virut tai t5 hop tir virut gdy bénh sdt vang/virut TAy song Nile. V6i tu
cach 12 mot nhém, cac vacxin virut séng duoc 1am giam doc luc nam trong s cac bién
phép can thi€p y hoc thanh cong nhét trong lich sir con ngudi, chi dimg thir hai sau

thudc khang sinh va c6 trién vong nang cao strc khde cong dong trén toan thé gidi.

Pé céc vacxin virut séng duoc 1am giam doc luc c6 hiéu qua, ching phai cé kha
ning sao chép sau khi tao mién dich. Do d6, cac yéu t6 bét ky 1am bét hoat virut ciing
c6 thé pha huy vacxin. Vi du viéc phan phéi va sir dung rong rii vacxin bénh déu mua
trude chién tranh thé gi6i II bi han ché do virut bi bat hoat chi sau vai ngay & nhiét do
trong phong. Trong nhitng ndm cia thap nién 1920, cic nha khoa hoc Phéap da ching
minh riang vacxin dugc 1am kho dong lanh c6 do dn dinh trong thoi gian dai va cac k¥
thuét dé san xuét vacxin duoc lam kho ddng lanh trén quy mo 16n dugc phat trién vao
nhitng nim cua thap nién 1940 (vi du, xem tai liéu Collier 1955). Ngoai viéc lam kho
doéng lanh, da xé4c dinh dugc nhiéu chét phu gia khac nhau c6 thé gitp 1am bn dinh cac
virut trong céc vacxin virut séng dugc lam giam doc luc (vi du, xem Burke, Hsu va

cac dong tac gia 1999). Céc chét 6n dinh ndy thuong bao gdm mét hoic nhiu thanh
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phan duéi day: cac cation héa trj hai, cac dung dich mudi dém, cc chit tao phirc cang
cua, ure, dudong (vi du, sucroza, lactoza, trehaloza), cac polyol (vi du, glyxerol,
manitol, sorbitol, polyetylen glycol), cadc axit amin, cic san phidm thuy phén cuia
protein (vi du, san phim thity phén cla cazein, san pham thuy phén ctia lactalbumin,
pepton), cac protein (vi du, gelatin, albumin huyét thanh ngudi) hodc cac polyme (vi

du, dextran).

Tuy nhién, thdm chi véi céc chét 6n dinh nay, nhiéu vacxin thudng duoc st
dung van cin phai dugc bao quan lanh dé dam bao dn dinh. Cac vacxin thong dung
khéac thuong nhay véi nhiét 40 qué cao; ca nhiét du cling nhu viéc lam lanh dot ng6t
ddu c6 thé 1am bAt hoat vacxin. Viéc dam bao “chudi bao quan lanh” trong sudt qua
trinh phan phdi 12 céng viéc dic biét khé khin & cac nuéc dang phat trién. Do d6, can
phai cai thién do dn dinh cta ca cac vacxin virut sbng dugc 1am giam doc luc dang tdn

tai va da phat trién gan day.

Céc flavivirut ndm trong sé céc virut khong dn dinh nhét. Chiing 13 céc virut c6
v6 v&i hé gen ARN c6 xap xi 11.000 bazo. Phan 16n cac flavivirut dugc 14y truyén boi
sinh vat truyén bénh 14 dong vat chan dét, thuong 1a mudi. C6 hon 70 flavivirut khac
nhau dugc nhém thanh ba nhém chinh can ¢t theo phén loai huyét thanh hoc: nhém
bénh danga, nhom gy viém ndo Nhét Ban va nhém giy bénh sdt vang. Trong s cac
flavivirut da duoc biét dén, 40 virut dugc truyén bdi mudi, 16 virut duge truyén bdi ve
va 18 virut khong c6 con trung truyén bénh xé4c dinh. Do d6, hdu hét cac flavivirut
phat trién bang cach sao chép trong ca vat chu truyén bénh 13 dong vat chan ddt va cac
loai vt chi 13 dong vét c6 xuong song (thudng 1a chim va dong vat c¢6 va). Qua trinh
d6 thi héa, du lich trén toan thé giéi va bién d6i moi trudng (nhu hién twgng chit pha
rimg hodc thay ddi bidu db mua) din dén sy xuét hién cia nhiéu flavivirut 1a nhitng
mébi de doa dbi véi strc khoe clia con ngudi. Céc virut nhu vay bao gbm, nhung khong
chi giGi han &, cac virut gdy bénh sbt vang, cac virut gay bénh danga, virut TAy song

Nile, virut gy bénh viém ndo Nhat Ban, va virut gy bénh viém néo do ve truyén.

Nho céc nd luc ching ngira va phong trir mudi manh mé, bénh sot vang da
dugc loai trir tai nhiéu ving & Nam, Béac va Trung My, Caribé va Chau Au. Tuy nhién,
trong 20 nim gan day, nhiéu nude bao céo so lugng cac ca mac bénh da ting 1€n. Virut

gdy bénh sét vang hién tai 1a bénh dia phuong & céc ving chii yéu tai Chau Phi va
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Nam M§ va mot sb dao & Caribé. Té chirc y t thé gigi (WHO) uéc doan ring hang
nim c6 khoang 200000 ca méc bénh st vang, trong d6 c6 30000 ca tir vong. K& tir dai
chién thé gi6i 11, c4c flavivirut gdy bénh danga da phd bién & cac khu vuc nhiét d6i va
can nhiét d6i trén toan thé giéi va hién dang de doa stic khoe clia trén 3,5 ty nguoi, tirc
khoang mdt nira dan sb thé giéi. WHO udc doan ring mdi nim c6 khoang 50-100 tri€u
ca méc bénh danga. 500000 ca trong s6 nay la céc ca bénh danga ndng, c6 nguy co tu
vong, dan t6i hon 25000 ca tir vong hang ndm. Dang cyc ky nguy hai cta virut T4y
song Nile da thAm nhép vao tiy ban cau, c6 18 bang con dudng du lich, vao New York
nam 1999. C4c con chim bi nhiém virut duoc truyén qua mudi 13 vat truyén tht nhét,
nhung ciing d3 gy bénh va tir vong cho nguoi va ngua. Virut Tay song Nile da phat
tan khip nuéc M§ va thaim nhap vao cﬁ Canada va Mexico. K& tir khi thim nhép vio
nuéc My, virut Ty song Nile d gdy ra 20000 ca mic bénh sét Tay song Nile theo
nhu bao cdo, trong d6 ¢6 950 ca tir vong. Virut gdy bénh viém ndo Nhét Ban gdy ra tur
30000 t6i 50000 ca bénh 1y vé thin kinh mdi ndm, chi yéu & Pong va Nam Chau A.
25-30% sb ca theo bao cdo 14 & tinh trang nguy hiém dén tinh mang. Virut viém ndo do
ve truyén 13 bénh dia phuong & mot s6 noi & chau Au va chiu A va tiép tuc bung phat
anh hudng dén hang ngan ngudi. Céc virut lién quan véi pham vi phd bién vé mat dia
Iy han ché hon bao gdm virut Kunjin (mot loai twong d6i gan vdi virut Tay séng Nile)
va virut gdy bénh viém ndo Murray Valley & Uc va New Guinea, virut giy bénh viém
ndo St. Louis & Bic va Nam MyJ, cac virut Usutu, Koutango, va Yaonde & chau Phi, va

virut Cacipacore ¢ Nam My.

Vacxin virut sbng duoc 1am giam doc luc dugc phat trién 13 an toan va bao vé
chéng lai cac bénh do flavivirut gay ra, nhu bénh s6t vang va virut gy bénh viém ndo
Nhét Ban. Vacxin virut séng duogc lam giam doc luc, 17D, da dugc st dung rong rai dé
phong bénh sbt vang. Cac vacxin flavivirut hién nay dugc lam khd dong lanh véi su ¢
mit cia cdc chit on dinh. Tuy nhién, cdc vacxin cin phai dugc bao quan va van
chuyén & nhiét d6 nim trong khoang tir 2 dén 8°C, yéu cau nay kho c6 thé dap tng
duoc & cac nuée dang phat trién va nhidu viing xa x6i héo lanh cua cac qudc gia phat
trién. Ngoai ra, khi dugc hoan nguyén trong nudc, vacxin nhanh chong mét di hidu luc

ngay ca khi dugc bao quan & nhi¢t o ndm trong khoang tir 2 dén 8°C.
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Vacxin séi 1a vi du khac cia virut d@ dugc lam gidm doc luc khong 6n dinh
duoc sit dung rong rdi trén toan thé gisi dé phong bénh. Virut giy bénh séi 14 virut
ARN so¢i 4m khong phin doan, c6 mang bao thuéc ho Paramyxovirut. Bénh séi 1a
bénh thay ddi theo mua, c6 tinh dé lay cao, n6 hau nhu c6 thé tac dong t6i mdi tré em
trude tudi day thi khi thidu su ching ngira. O cac nuéc dang phat trién, ty 18 ti vong &
tré em bi nhiém bénh soi nam trong khoang tir 2 téi 15%. Thuc vay, méc du da nd luc
trong cong tac chung ngira trén toan thé giGi, bénh séi van gy ra hon 7000 ca t& vong
& tré em mdi ndm. Vacxin séi 13 virut séng da dugc 1am giam doc luc duge san Xuét
trong céc té bao nguyén bao soi ga so cép. Vacxin dugc lam n dinh bang gelatin va
sorbitol va sau d6 duoc lam khé dong lanh. Vacxin da dugc 1am kho dong lanh va lam
6n dinh c6 thoi han st dung 13 2 nim hodc 1au hon néu dugc bao quan & nhiét do nim
trong khoang tir 2 dén 8°C. Tuy nhién, vacxin d4 lam kho dong lanh van can phai c6
chudi bao quan lanh vén 1a vin dé khé khan & céc nude dang phat trién. Ngoai ra, khi
hoan nguyén trong nudc, vacxin bi mét di 50% hiéu luc ctia né trong thoi gian 1 giv &

nhiét d6 trong phong (nhiét @6 nim trong khoang tir 20 dén 25°C).
Do d6, cin phai nghién ciru @& dua ra cac ché phdm vacxin cai tién.
Ban chét k§ thuat ciia sing ché

Sang ché dé xuit cac phwong phép va céc ché phdm dé 1am giam hodc phong
nglra sy thoai hda hoac bét hoat cua ché phim virut sbng dugc 1am giam doc luc. Mot
s6 ché phdm dugc boc 16 co thé chira hdn hop gdm cac thanh phin ma lam giam sy
thoai hoa cta virut sdng da duoc 1am gidm doc lyc. Cac phuong 4n khac & day dé xuét
cac td hop ta duogc nham cai thién & muc cao do 4n dinh cua cac virut séng da duoc
lam giam ddc luc. Cac ché phim khac va cac phuong phap khéc theo sang ché dugc
nhim lam giam nhu cAu vé cac nhiét d6 thép (vi du, dugc dé lanh hoic bao quan dong
lanh) trong khi lam tang thoi han st dung cua virut sdng dd duge 1am gidm ddc luc

trong nudc va/hodc dugc hoan nguyén trong nudc.

Theo c4c phuong 4n nay, cac virut song dd dugc lam giam doc luc dugc quan
tam 1a cac flavivirut. Theo mot sO phuong an, sang ché dé xuat cac ché pham, ma c6
thé chira nhung khong chi giéi han & mdt hodc nhiéu virut song da dugce 1am gidm doc

luc, nhu mot hodc nhiéu flavivirut séng da duoc lam giam doc luc Két hop véi mot
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hodc nhiéu chit hoat dong bé mit c6 trong lugng phan t& cao, cic protein va cac

hydrat cacbon.

Céc ché phim duoc dé& xuit theo sang ché c6 thé 1am ting sy 6n dinh va/hosic
lam gidam su bit hoat va/hoidc sy thoai bién cua cac virut séng da dugc lam gidm doc
luc bao gébm nhung khong chi giéi han &, Flavivirut, Togavirut, Coronavirut,
Rhabdovirut, Filovirut, Paramyxovirut, Orthomyxovirut, Bunyavirut, Arenavirut,
Retrovirut, Hepadnavirut, Pestivirut, Picornavirut, Calicivirut, Reovirut, Parvovirut,

Papovavirut, Adenovirut, virut ecpet, hodc Poxvirut séng da dugc lam gidm doc luc.

Theo céc phwong 4n khéc, sang ché @& xuét cac ché phim chira virut séng da
duoc 1am giam ddc luc va cac phuong phap tao ra céc ché phdm vacxin c6 kha ning
lam giam hodc phong ngura sy khéi phat bénh do mot hodc nhidu virut dugc dé cap &
day gly ra. Theo cac phuong 4n nay, cac bénh co thé bao gdm, nhung khong chi gi6i
han &, bénh Tdy sdng Nile, bénh danga, bénh viém ndo Nhit Ban, bénh rung
Kyasanur, bénh viém nfo vung thung liing Murray, bénh danga Alkhurma, bénh viém
ndo St. Louis, bénh viém ndo virut do ve truyén, bénh sét vang va bénh viém gan do

virut viém gan C.

Theo mot sb phuong 4an, cac ché pham dugc d& xuét theo sang ché c6 thé duoc
hydrat héa hodc loai nudc toan bo hodc mot phﬁn. Theo cac phuong an khéc, cac chét
protein dugc dé xuét st dung trong céc ché phim theo sang ché co thé bao gdm, nhung
khong chi giéi han &, lactalbumin, albumin huyét thanh ngudi, albumin huyét thanh tai
t5 hop & ngudi (tHSA), albumin huyét thanh bd (BSA), c4c albumin huyét thanh khac
hoic céc thanh vién ho gen albumin. Cac sacarit hodc cic polyol ¢ thé bao gém,
nhung khong chi gigi han &, monosacarit, disacarit, cac rugu dudng, trehaloza,
sucroza, maltoza, isomaltoza, xelibioza, gentiobioza, laminariboza, xylobioza,
manobioza, lactoza, fructoza, sorbitol,‘ manitol, lactitol, xylitol, erythritol, rafinoza,
amylaza, cac xyclodextrin, chitosan, hodc xenluloza. Theo mot s6 phuong an, c4c chét
hoat dong bé mit co thé bao gém, nhung khong chi gidi han 6, chéit hoat dong bé mat
khong phai ion nhu alkyl poly(etylen oxit), cic copolyme ctia poly(etylen oxit) va
poly(propylen oxit) (cdc copolyme khéi EO-PO), poly(vinylpyrolidon) cac alkyl

polyglucosit (nhu sucroza monostearat, lauryl diglucosit, hodc sorbitan monolaureat,
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octyl glucosit va dexyl maltosit), cac rugu béo (ruou xetylic hodc rugu olelylic), hodc

céc cocamit (cocamit MEA, cocamit DEA va cocamit TEA).

Theo cac phuong 4n khéc, cac chét hoat dong bé mit co6 thé bao gbm, nhung
khong chi giéi han &, copolyme poloxame 407 (Pluronic F127%), (poloxame 188
(Pluronic F68®), copolyme poloxame 403 (Pluronic P123%), hodc cac copolyme khéi
EO-PO khéc c6 trong luong phén tir ndm trong khoang tir 3000 dén 4000.

Theo mdt sb phuong 4n, céc ché phdm vacxin c6 thé bao gdm, nhung khong
chi giGi han &, mot hodc nhidu chét protein 1a albumin huyét thanh; mét hozc nhiéu
chét sacarit 13 trehaloza; va mot hoac nhiéu chit polyme 1am chit hoat dong bé mit

nhu copolyme khéi EO-PO, copolyme poloxame 407, Pluronic F127°%.

Theo mét s6 phuong 4n, séng ché @ xuit cac ché phdm virut séng duge 1am
giam doc lyc dugc loai nudce toan by hodc mot phﬁn. Theo cac phuong an nay, ché
phim c6 thé duoc loai bé nuéc it nhit 1a 20%; it nhit 1a 30%; it nhét 1a 40%; it nhat
14 50%: it nhét 12 60%; it nhat 1a 70%; it nhét 12 80%; hoic it nhét 1a 90%.

Theo c4c phuong an khéc, cac phuong phap lam gidm su bat hoat ctia cac
virut séng da dwogc 1am giam doc luc bao gbm, nhung khong chi gi6i han &, budc két
hop mdt hodc nhiéu virut séng di dugc 1am gidm doc luc véi ché phim c6 kha ning
lam gidm su bét hoat cua virut sdng dd dugce lam gidm doc luc, bao gém, nhung
khong chi gidi han &, mdt hodc nhiu chét protein; mot hozc nhiéu chét sacarit hodc
polyol; va mot hodc nhiéu chét hoat dong bé mit c6 trong lugng phan tir cao, trong
d6 ché phdm nay lam gidm sy bét hoat cua virut sbng dd duoc lam giam doc lyc.
Theo cdc phuong &n nay, virut séng da dugc lam giam doc luc co thé bao gém,
nhung khong chi gi¢i han ¢, Flavivirut, Togavirut, Coronavirut, Rhabdovirut,
Filovirut, Paramyxovirut, Orthomyxdvirut, Bunyavirut, Arenavirut, Retrovirut,
Hepadnavirut, Pestivirut, Picornavirut, Calicivirut, Reovirut, Parvovirut, Papovavirut,
Adenovirut, virut ecpet, hodc Poxvirut. Ngoai ra, cdc phuong phéap va cac ché phdm
duoc d xuét theo sang ché c6 thé bao gdm cac phuong phap 1am kho dong lanh hodc
cac phuong phép loai nuéc khac cho hdn hop trén. Theo cac phuong phép va cic ché
pham nay, c4c phuong phap va cac ché phim 1am giam sy bét hoat cuia virut séng da

duogc 1am gidm doc lyc ma da duoc 1am kho dong lanh hodc duoc loai nudce toan bo
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hodc mdt phan. Theo cac phuong phap khéc, cac ché phim 1am giam su b4t hoat ciia
virut séng d3 duge lam giam ddc luc c6 thé bao gdm ché pham dang nuéc hogc c6
thé bao gdm ché phdm duoc tai hydrat héa sau khi loai nuéce. Céc ché phim dugc mod
ta & diy c6 kha nang lam ting thoi han st dung cua virut sdng da dugc lam gidm doc

luc trong nudce hodc da dugc tai hydrat hoa.

Theo mdt sb phuong 4n, virut sdng da dugc lam giam doc luc dé st dung cho
ché pham vacxin dugc @& xuét theo sang ché c6 thé bao gbdm, nhung khong chi gi6i
han &, mot hodc nhidu vacxin flavivirut sdng di dugc 1am giam doc luc, bao gém,
nhung khong chi gidi han &, cic virut gay bénh sbt vang (nhu 17D), virut gay viém
ndo Nhat Ban dugc lam giam doc luc, (nhu SA 14-14-2), virut gdy bénh bénh danga
(nhu DEN-2/PDK-53 hodc DEN-4A30) hodc cac flavivirut kham tai t hop.

~ Theo mét sb phuong 4n, céc ché phim duogc @& xuét c6 kha nang lam giam sy
bét hoat va/hoic sy thoai bién cua virut séng d4 dugc lam giam doc luc da duge hydrat
hoéa trong khoang thdi gian hon 24 gio ¢ nhiét do trong phong (vi du nim trong
khoang tir 20° dén 25°C) hoic & nhiét d6 lanh (vi dy, nhiét d6 nam trong khoang tir 0°
dén 10°C). Trong cic phuong 4an cu thé hon, ché phim td hop c6 kha ning duy tri
khoang 100% virut sbéng da dugc 1am giam ddc luc trong khoang thoi gian hon 24 gio.
Ngoai ra, cac ché phém t6 hop dugc dé xuét theo sang ché c6 kha ning lam gidm su
bét hoat cia virut séng d duoc lam giam doc lyc va da dugc hydrat hoa trong it nhét
hai chu ky lam lanh va r8 déng. Cac phuong phép khac d& xuét cac ché pham td hop
c6 kha nang 1am giam sy bét hoat ctia virut séng da duge 1am giam doc lyc va da duge
hydrat hoa trong khoang thoi gian tir khodng 24 gio dén khoang 50 ngay & nhiét do
lanh (vi du ndm trong khoang tir 0° dén 10°C). Céc ché phim dugc dé xuét trong cc
phuong phap nay, co thé bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, mdt hodc nhiéu chét
protein 14 albumin huyét thanh; mot hoac nhiéu chit sacarit 13 trehaloza; v mdt hodc
nhidu chét copolyme khéi EO-PO 1a copolyme poloxame 407, Pluronic F127®. Theo
mot ) phuong an, ché phém virut séng dugc lam giam doc lyc véi higu gia cia virut
dugc duy tri & mic khodng 100% sau 7 ngay & nhiét dd khoang 21°C va hiéu gia cia
virut khoang 100% sau 50 ngdy & nhiét do lanh khoang 4°C. C4c phuong an khac theo
sang ché dé xuat ché phim virut sébng duoc 1am giam doc lyc v6i hiéu gia cua virut

duoc duy tri & khoang 90%, hodc khoang 80% sau 7 ngdy & nhiét do khoang 21°C va

-0



26946

khoang 90%, hodc khoang 80% sau 50 ngay & nhiét do lanh khoang 4°C. Céac phuong
4n khéc theo sang ché bao gdm cac ché phim virut séng dugc 1am giam doc luc véi
ndng d6 duge duy tri & mirc nim trong khoang tir khoang 3 1an dén khoang 10 14n hiéu
gia cua virut sau vai gio (vi du 20 gid) & nhiét do khoang 37°C so véi cac ché phim
khéc da biét trong linh vuc k¥ thuét nay (vi dy, xem, céc Fig.4 va 5). Céc ché phim
dugc @& xuét theo sang ché 1am giam su thodi bién cua virut séng dd duoc 1am gidm

doc Iuc khi ché phdm dugce bao quan & nhiét do khoang 37°C.

Céc phuong an khac cua sang ché @& cap dén céc kit dé 1am giam su bét hoat
ctia ché phim virut séng duge lam giam doc lyc bao gbm, nhung khong chi gi6i han 6,
vat chtra; va ché phdm bao gém, nhung khong chi giéi han &, mot hodc nhiéu protein,
mot hodic nhidu sacarit hodc cac chét polyol, va mdt hoic nhidu copolyme khdi EO-
PO, trong d6 ché phém lam gidm su mét su hoat tinh va/hoic thoai bién virut séng da
dugce lam giam doc luc. Theo cac phuong 4n nay, ché phim c6 thé bao gdbm mot hoic
nhiéu chét protein 1a albumin huyét thanh; mot hoac nhiéu chét sacarit 13 trehaloza; va
mot hodic nhidu copolyme khdi EO-PO. Ngoi ra, ché phdm cho kit dugc dé xuét theo
sang ché c6 thé bao gdm thém mdt hozic nhiéu virut séng da dwgc lam giam doc luc
bao gdm nhung khdng chi gi¢i han &, Flavivirut, Togavirut, Coronavirut, Rhabdovirut,
Filovirut, Paramyxovirut, Orthomyxovirut, Bunyavirut, Arenavirut, Retrovirut,
Hepadnavirut, Pestivirut, Picornavirut, Calicivirut, Reovirut, Parvovirut, Papovavirut,
Adenovirut, virut ecpet, hodc Poxvirut. Theo mot s6 phuong 4n, cic ché phim theo
sang ché c6 thé bao gbm trehaloza 1am chét sacarit. Theo cac phuong 4n nay, ndng do
trehaloza c6 thé bang hodc 16n hon 5% trong luong/thé tich. Theo mot s6 phuong 4n,
cac ché phdm theo sang ché ¢6 thé bao gdm chit copolyme poloxame 407, Pluronic
F127® 1am chit copolyme khéi EO-PO. Theo cic phuong 4n nay, ndng d6 copolyme
poloxame 407, Pluronic F127%® ¢6 thé ndm trong khoang tir 0,1 dén 4 % trong

lugng/thé tich.

Theo c4c phuong 4an khac, cic ché pham dugc dé xuat c6 thé chira céc cation
hoa tri hai & mutc vi luong hodc khong chira cac cation hoa tri hai. Vi du, cic che pham
dugc dé xuét theo sang ché cé thé chira Ca**/Mg?" & muc vi lugng hodc khong chira

Ca?t /Mg2+
Mo ta van tat cac hinh vé
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Céac hinh v& duéi day dugc st dung d€ minh hoa séng ché va dé 1am rd thém
cho mét sO phuong 4n cua sang ché. Cac phuong an co thé dugc hiéu ro hon khi xem

c4c hinh v& nay két hop v6i phan md ta chi tiét & day.

Fig.1 12 biéu dd miu cua cic thir nghiém st dung cac ché pham khéac nhau dé

kiém tra do 6n dinh cua virut mau, flavivirut DEN-2 PDK 53, trong céc ché phém.

Fig.2 13 d6 thi mAu phan tich dong luc hoc cia virut mau, flavivirut DEN-2
PDK 53, dbi vé6i su bét hoat cta virut & nhiét dd 37° C trong cac ché phim mAu khac

nhau.

Fig.3 12 biéu dd mAu phan tich cta virut mau, virut DEN-2 PDK 53, dugc bao
quan & nhiét d6 37°C trong khoang thoi gian 21 gid. Cac tri s6 duge thé hién 1a ty 18
phan tram hiéu gia cta virut con lai sau khi @ so vé6i hiéu gia ban dAu. Cac ty 1& phan

tram cta ché pham 12 theo ti 1é trong luong/thé tich cta t4 dugc twong Gng.

Fig.4 thé hién biéu dd mau phan tich cta virut mau, virut DEN-2 PDK 53, dugc
bao quan & nhiét do 37°C trong khoéhg thoi gian 23 gid trong céac ché phdm khac
nhau. Céc tri s6 duge thé hién 1 ty 18 phan trim hiéu gi4 cla virut con lai sau khi @ so

v6i hi¢u gia ban dau.

Fig.5 thé hién biéu d6 mAu phan tich virut mau, virut DEN-2 PDK 53, dugc bao
quan & nhiét do 37°C trong khoang thoi gian 23 gid trong cac ché pham khac nhau.
Céc tri s6 duoc thé hién 12 ty 18 phan trim hiéu gid cua virut con lai sau khi u so véi
hiéu gia ban dAu. Hai cot cho mdi ché phém thé hién mtc d6 sao chép trong thuc

nghiém nay.

Fig.6 thé hién su phén tich biéu_d?) mau cda virut miu, virut DEN-2 PDK 53,
sau cac chu ky 1am lanh - rd dong khi dugc bdo quan trong cac ché pham khéc nhau.
Céc tri sb duoc thé hién 13 ty 1€ phén tram hiéu gia cta virut con lai sau cc chu ky lam

lanh - rd d6ng so véi hi€u gié ban dau.

Fig.7 12 d thi mAu phan tich dong luc hoc cua virut mau, flavivirut tai td hop
DEN-2 PDK 53/WN, trong cac ché phim méu khic nhau dbi voi su bat hoat cua virut

& nhiét do 25°C qua thoi gian vai tuan.
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Fig.8 13 d6 thi miu phan tich déng luc hoc ctia virut mau, flavivirut tai t6 hop
DEN-2 PDK 53/WN, trong céc ché phém mAu khac nhau d6i véi su bét hoat cia virut

& nhiét do 4° C qua thoi gian vai tun.

Fig.9 14 phan tich bidu d6 miu cia virut miu, virut DEN-2 PDK-53, sau khi
lam 1am kho dong lanh trong cic ché phAm mAu khic nhau. Mirc d§ bét hoat cua virut

dugc danh gia nhu d3 mo ta & trén sau hai tudn & cac nhiét d6 khéc nhau.
MBO ta chi tiét sang ché

Cdc dinh nghia

Nhu duoc st dung & day, tr sb it c6 thé bao ham ca nghia s6 nhiéu.

Nhu duoc st dung & day, “khoang” c6 thé 1a khoang gia tri bao gom cé cac tri
sO cong hodc trir ndm phan tram, vi du, “khoang” 100 thi c6 nghia la ¢6 thé ndm trong

khoang tir 95 dén 105.

Nhu duge st dung & déy, cac chit “sacarit” c6 thé nghia 12 mét hodc nhidu
monosacarit, (vi du, glucoza, galactoza, riboza, manoza, rhamnoza, taloza, xyloza,
ho#c allose arabinoza.), mdt hodc nhiéu disacarit (vi dy, trehaloza, sucroza, maltoza,
isomaltoza, xenlibioza, gentiobioza, laminariboza, xylobioza, manobioza, lactoza,
hodc fructoza.), cic trisacarit (vi dy, acarboza, raffinoza, melizitoza, panoza, hodc
cellotrioza) hodc c4dc polyme dudng (vi du, dextran, xanthan, pullulan, cac
xyclodextrin, amyloza, amylopectin, tinh bdt, xenlooligosacarit, xenluloza,

maltooligosacarit, glycogen, chitosan, hodc chitin).

Nhu dugce st dung & day, cac chit “polyol” c6 thé nghia 13 bét ky rugu dudng
ndo (vi du, manitol, sorbitol, arabitol, erythritol, maltitol, xylitol, glycitol, glycol,
polyglyxitol, polyetylen glycol, polypropylen glycol, hodc glyxerol). Nhu dugc sir
dung & day, “cac chét hoat dong bé mit c6 trong lugng phan tir cao” c6 nghia 1a phén

ti ludng tinh, c6 hoat tinh bé mit c6 trong lugng phén ti 16n hon 1500.

Nhu dugc st dung & day, “copolyme khéi EO-PO” ¢6 thé nghia 14 copolyme
bao gdm céac khdi poly(etylen oxit) va poly(propylen oxit). Ngoai ra, nhu dugc su

dung ¢ day, “Pluronic” ¢ thé nghia 13 c4c copolyme khéi EO-PO theo céu tric EOx-

-12-



26946

POy-EOx. CAu hinh nay cta copolyme khdi EO-PO con duoc goi 1a “Poloxame” hodc

“Synperonic”.

Nhu dugce st dung ¢ day, “virut dugc lam yéu di” c6 thé nghia 1a virut gay biéu
hién d4u hiéu 14m sang yéu hoic khong gy biéu hién d4u hiéu 1am sang khi dugc dua

vao dong vat.

Trong cic phan duéi day, céc ché phdm va cac phuong phép miu khéc nhau
duoc mo ta dé thé hién chi tiét cac cac phuong an khac nhau cia sing ché. R3 rang dbi
vGoi ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay 1a, viéc thuc hién cac
phuong an khéc nhau cua sang ché khong can phai st dung tht ca hodc tham chi mot
sb chi tiét cu thé dugc mo ta & ddy, ma céc tri s6 vé n@)ng do, thoi gian va céc chi tiét
cu thé khac co thé thay ddi thong qua thyc nghiém thong thuong. Trong mot s truong

hop, cac phuong phép hodc cac thanh phan da biét rd khong duoc dé cap dén ¢ ddy.

Po 6n dinh cia cac vacxin flavivirut duge danh gia dbi véi cac virut séng da
dugce lam giam doc lyc gay bénh s6t vang va viém ndo Nhit Ban dang hién hitu. Khi
dugc kiém tra trong nim 1987, chi 5 trong 12 vacxin bénh s6t vang duoc san xudt khi
do6 dap tng dugc céc ti€u chuén t6i thiéu v& d6 6n dinh. Sau dé, viéc thém vao hdn hop
ctia duong, axit amin va cation héa tri hai dugc chirng minh la c6 tdc dung lam 6n dinh
vacxin da lam kho dong lanh, dé muc d() tdn that vacxin it hon 1 loga cua d6 hiéu luc
sau khi @ & nhiét dd 37°C trong khoang thoi gian 14 ngay. Viéc lam bn dinh cac ché
phém duogc 1am kho dong lanh cho vacxin bénh sbt vang da dugc boc 10 (vi dy xem
patent M§ sé 4,500,512). Patent M§ sb 4,500,512, md ta sy két hop cta lactoza,
sorbitol, cac cation hoa tri hai, canxi va magie, va it nhit mot axit amin. Trong khi ché
phim nay c6 thé gitp 1am 6n dinh vacxin da 1am kho dong lanh, no lai khong thé 1am
én dinh vacxin dang nuéc. Nghién ctru khac dd khao sit kha ndng cia vai ché phim
khéc nhau bao gdm cac ché phim da mb ta & trén va tdc dong cta sucroza, trehaloza
va lactalbumin 1én d6 6n dinh ctia vacxin bénh sbt vang dugc lam kho dong lanh. Cac
ché phém bao gém sucroza don 10%, sorbitol 2% véi inositol 4%, hodc sucroza 10%
v6i lactalbumin 5%, CaCl, 0,1g/1 va MgSO4 0,076 g/l dugc thiy tao ra d6 n dinh tot
nhit (vi du, xem Adebayo, Sim-Brandenburg va céc dong tac gia. 1998). Tuy nhién,
trong tit ca céc trudng hop sau khi tao lai hdn dich, vacxin phong bénh st vang van

rAt khong 6n dinh va phai dugc loai bé chi sau khoang mét git (vi dy, xem Monath
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1996; Adebayo, Sim-Brandenburg va cac dong tac gia. 1998). Diéu nay dan téi su lang
phi vacxin va kha ning viéc cung cAp vacxin khong hiéu qua & cac diéu kién thuc dia,

néu vacxin khong on dinh dugc st dung.

Céc vacxin flavivirut sdng da dugce lam giam ddc luc khac dé bao vé chéng lai
virut gdy bénh viém ndo Nhat Ban dugc cap phép va st dung phd bién & Trung Quéc
(vi du, xem Halstead va Tsai 2004). Dang vacxin viém néo Nhit Ban, SA 14-14-2,
dugc phat trién du tién trén cac té bao than cta chudt déng va dich ndi té bao duogc
thu lai va dugce loc thd. Mot ché phim d4 biét bao gbm gelatin 1% va sorbitol 5% duoc
thém vao lam chit dn dinh. St dung céc chit 6n dinh ndy, vacxin dugc lam kho dong
lanh va sau dé6 la 4n dinh ¢ nhiét do nam trong khoang tir 2 t6i 8°C trong khoang thoi
gian it nhit 1 1,5 nam, nhung chi 6n dinh trong khoang thoi gian 4 thang & nhiét d§
trong phong va trong thdi gian 10 ngay ¢ nhiét d6 37°C. Nhu v6i vacxin bénh sdt
vang, vacxin dugc hoan nguyén trong nudc lai rat khong bén va chi 6n dinh trong
khoang thoi gian 2 gid & nhiét do trong phong (vi du, xem Wanf, Yang va cac ddng tac
gia 1990). Theo mot sb phuong an, c4c ché phim flavivirut séng duge lam gidm doc
luc dé lam 4n dinh hoic 13m gidm mirc 40 thoai bién cua vacxin viém ndo Nhat Ban

duogc d€ xuat.

Khong c¢6 ché phdm nao cho vacxin flavivirut sdng da dugc 1am giam doc luc
ma tao ra d6 on dinh trong thoi gian dai cho céc ché phdm dugc 1am kho dong lanh &
céc nhiét d6 16n hon nhiét @ 2 - 8° C. Ngoai ra, khong c6 ché pham nao da dugc boc
160 nao ma c6 kha nang ngan tdn thét hiéu gia, 1am dn dinh hodc 1am gidm sy thoai bién

clia c4c vacxin dang nudc trong khoang thoi gian 16n hon vai gio.

Céc ché phdm cho c4c virut sdng da dugc 1am gidm doc luc khéc ciing da dugc
mo ta (vi du, xem Burke, Hsu va cac ddng tac gid. 1999). Mot chét 6n dinh thong
thuong khac, c6 tén 12 SPGA, la hdn hop cua sucroza véi ndng d6 nim trong khoang
tir 2 dén 10%, phosphat, kali glutamat va albumin huyét thanh c6 ndng d6 nim trong
khoang tr 0,5 dén 2% (vi du, xem Bovarnick, Miller va cac déng tac gia. 1950). Cac
bién thé khac nhau ctia ché phdm co ban nay da dugc xac dinh bang viéc sir dung cic
cation khac nhau, thay sucroza bang san phdm thuy phan tinh bt hodc dextran, thay
albumin huyét thanh bing san phflm thuy phan cazein hodc poly-vinyl pyrolidon. Cac
ché phim khéc st dung gelatin bi thity phan thay cho albumin huyét thanh dé 1am
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ngudn protein (Burke, Hsu va céac ddng tac gia 1999). Tuy nhién, gelatin ¢ thé gay
cic phan Gng di tng cho tré em da dugc mién dich va c6 thé gy cac truong hop bat
loi lién quan tGi vacxin. Patent My s6 6,210,683 mo ta sy thay thé albumin dugc tinh
ché tir huyét thanh clia ngudi trong céc ché phim vacxin bing albumin huyét thanh tai

t6 hop & ngudi.

Céac phuong 4n theo sang ché bdc 16 cac ché phdm 1am ting do dn dinh va/hoic
lam giam sy thodi bién cua cac vacxin virut séng di duge 1am giam dc luc so véi cac
vacxin da biét. Mot s6 ché phdm duoc boc 19 trong ban séng ché nay tao ra do 4n dinh
cho céc virut trong nudc trong khoang thoi gian dén 2 gio; dén 3 gio; dén 4 gio; va
trong khoang thdi gian 16n hon 4 gi & nhiét do khoang 37°C. Mot s& ché pham dugc
bdc 10 trong ban sang ché nay tao ra do 6n dinh cho céc virut trong nudce trong khoang
thoi gian 1én dén 1 ngay, cho dén trong khoang thoi gian khoang 1 tuan hozc 1au hon,
& nhiét d6 khoang nhiét do trong phong (vi dy, 25°C). C4c phuong an theo sang ché dé
xuét viéc ting mic do bao vé céac virut séng dd dugc lam giam doc lyc, vi du, 1am
dong lanh va/hodc rd dong, va/hodc & cic nhiét do cao. Theo mdt sb phuong an, céac
ché phim theo séng ché c6 thé 1am 6n ldinh, lam giam su thoéai bién va/hodc ngin sy
b4t hoat ctia cac san phdm virut séng duoc lam giam doc luc dd dugc loai nude & cac
didu kién nhiét do trong phong (vi du, khoang 25°C). Theo cac phuong an khac, cac
ché phém duoc dé xuét theo sang ché c6 thé 1am bn dinh, 1am giam su thoai bién
va/hodc ngin su bit hoat cia cac san phém virut séng duge 1am giam doc luc ¢ nhiét
6 khoang 25°C hodc 1én dén nhiét do khoang 37°C. Cac ché pham va cac phuong
phap dugc bdce 10 ¢ day co thé tao thuén loi cho su bao quan, phan phdi va st dung cac

vacxin virut & cac khu vuc dang phat trién va chdm phat trién.

Céac phuong an khéac cua sang ché c6 thé bao gdm cac ché phdm cho cac vacxin
chéng virut giam doc lyc sdng bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, cac Picornavirut
(vi dy, virut gdy bénh nhiém khuén, virut giy bénh chan tay miéng), Calicivirut (vi du,
virut SARS, va virut gy bénh viém mang bung truyén nhiém), Togavirut (vi dy, virut
sindbis, virut gdy bénh viém ndo & ngya, virut gdy bénh chikungunya, virut gdy bénh
soi rubella, virut séng Ross, virut gy bénh tiéu chay & bo, virut gay dich ta lgn), cac
Flavivirut (vi duy, virut gdy virut gy bénh danga, virut TAy song Nile, virut gdy bénh

sdt vang, virut giy bénh viém ndo Nhét Ban, virut gdy bénh viém néo St. Louis, virut
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gy bénh viém ndo do ve truyén), cac Coronavirut (vi dy, cac Coronavirut & nguoi
(cam lanh thong thuong), virut gdy viém da day rudt ¢ lon), cic Rhabdovirut (vi du,
virut gdy bénh dai, virut gy bénh viém miéng c6 mun nuéc), cac Filovirut (vi duy,
virut Marburg, virut Ebola), Paramyxovirut (vi du, virut gdy bénh séi, virut géy bénh
sbt ho ctia ché, virut quai bi, virut gdy bénh khé thé cta tré em, virut hop bao hd hap,
virut gdy bénh Niucatxon, virut gdy bénh dich ta & trdu bo), cac Orthomyxovirut (vi
du, c4c virut gdy bénh ciim & ngudi, cac virut gdy bénh cim chim, cdc virut gdy bénh
ctm cua ngua), cic Bunyavirut (vi du, hantavirut, virut LaCrosse, virut gay s6t & ving
thung liing Rift), cdc Arenavirut (vi dy, virut Lassa, virut Machupo), cac Reovirut (vi
du, c4c reovirut & nguoi, rotavirut & nguoi), cac Birnavirut (vi dy, bénh Gumboro,
virut gdy hoai tu tuyén tuy & cé), cac Retrovirut (vi du, HIV 1, HIV 2, HTLV-1,
HTLV-2, virut gdy bach cAu & bo, virut gdy suy giam mién dich & meo, virut xacom &
méo, virut u tuyén vii chudt), cic Hepadnavirut (vi dy, virut gdy bénh viém gan B), cac
Parvovirut (vi du, parvovirut B & ngudi, parvovirut & cho, virut gdy viém rudt truyén
nhidm cia meo), cic Papovavirut (vi du, cdc papillomavirut & ngudi, SV40, cac
papillomavirut & bo), cac Adenovirut (vi du, adenovirut & ngudi, adenovirut & cho,
adenovirut & bd, adenovirut & lon), cac virut ecpet (vi dy, virut gdy mun gidp sinh duc,
virut gdy bénh thuy dau, virut gdy Bénh viém mii khi quan truyén nhiém & bo,
cytomegalovirut & ngudi, virut ecpet 6 & nguoi), va cac Poxvirut (vi dy, virut vacxinia,
cac fowlpoxvirut, poxvirut gdy bénh & giu tric My, virut gdy bénh skunkpox,

monkeypoxvirut, virut vacxinia, virut u meém lay).

Ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay s& hidu 1 rang cac
ché phdm hoic céc cong thuc & diy gén v6i cac virut da duge giam doc luc bing bét
ky phuong thic nao, bao gdm nhung khong han ché chi 13, ciy chuyén té bao, tai sap
xép vat liéu di truyén, dua vao nhitng dot bién trong cac dong vo tinh 1iy nhiém, di
truyén nguoc, thao tac tai tb hop ADN hodc ARN khéac. Ngoai ra, nguoi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vyuc k¥ thuat nay s€ hiéu rd ring cac phuong an khéc lién quan
t6i céc virut ma dugc xt ly dé bidu hién cac protein hodc ARN bt ky nao khéc bao
gdbm nhung khéng chi gi6i han 6, cac flavivirut ti td hop, adenovirut tai t5 hop,
poxvirut tai td hop, retrovirut tai t6 hop, virut lién quan dén adeno tai t6 hop va virut
ecpet tai td hop. Cac virut ndy co thé duoc st dung lam phong ngira cac virut giy

bénh, vacxin dé chira tri bénh ung thu, hodc virut dugc dua vao dé biéu hién protein
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hodc ARN (vi du, liéu phap gen, liéu phép dbi ma, liéu phép ribozym hodc liéu phap

ARN trc ché t€ bao nhd) dé chita tri cac roi loan.

Theo mdt sé phuong 4n, cac ché phim theo sang ché ¢6 thé chira mot hoic
nhiéu virut dugc bao (vi du, céc virut c6 mang bao) bao gdm cac ho Togavirut,
Flavivirut, Coronavirut, Rhabdovirut, Filovirut, Paramyxovirut, Orthomyxovirut,
Bunyavirut, Arenavirut, Retrovirut, Hepadnavirut, Virut ecpet hodc Poxvirut. Theo
mot s6 phuong 4n, cac ché phdm chira mot hoic nhiéu virut ARN ¢6 vé boc 1a cac ho
Togavirut, Flavivirut, Coronavirut, Rhabdovirut, Filovirut, Paramyxovirut,
Orthomyxovirut, Bunyavirut, Arenavirut, hodc Retrovirut. Theo cac phuong 4n khac,
cac ché phdm theo sang ché c6 thé chira mot hodc nhidu virut ARN sg¢i duong tinh c6
v6 boc bao gém cac ho Togavirut, Flavivirut, Coronavirut, hodc Retrovirut. Theo mot
sb phuong an, cac ché phém ¢6 thé chtra mot hoic nhiéu Flavivirut séng da duoc lam
giam doc luc (vi dy, virut gdy bénh danga, virut Tdy song Nile, virut gy bénh sbt

vang, hodc virut virut gdy bénh viém nio Nhat Ban).

Mbt sb phuong 4n cua se’mg ché @& cap dén cic ché phim cho cac virut séng da
duoc 1am giam doc lyc & dang nude hodc dugce lam kho dong lanh. Nguoi co hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay s€ hidu 15 ring cac ché phim cai thién su 6n
dinh nhiét cta virut va ngan sy bat hoat khi 1am lanh - 3 dong s& cai thién cic san
phém & dang léng, & dang bot, duge dong lanh-lam kho hodc duge lam kho dong lanh
va dugc bao ché theo cac phuong phéap da biét trong linh vuc k§ thuét nay. Sau khi
hoan nguyén trong nudc, cac vacxin di dugc lam 4n dinh nay c6 thé dugc cung clp
theo cac dudng dung thudc khéc nhau, bao gbm, nhung khong chi gidi han ¢, sy cung
cip trong da, duéi da, trong co, qua mili, cung cép qua phdi hoic qua dudng miéng.
Cac dung cu khac nhau da biét trong linh vuc k§ thuét nay dugc ding dé phan phdi
vacxin bao gdbm nhung khong chi gi6i han &, 6ng tiém va kim tiém, kim hai nhanh,
cung cip bang bom hoic miéng dan da, cung cAp bang cach phun khong can kim, phan

phéi bang hat qua da, hodc cung cAp bang bot dang sol khi.

Céac phuong an theo sang ché c6 thé bao gdm céc ché pham bao gbdm mot hoic
nhiéu virut sbng da duge lam giam doc luc (nhu da mod ta & trén) va hdn hgp ciia mot
hodc nhidu chét hoat dong bé& mat c6 trong luwong phin tir cao va mot hodc nhiéu

protein trong chat dém chép nhéan duoc vé mat sinh Iy. Theo mot sb phuong an, cac
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ché phdm bao gém, nhung khong chi giéi han &, mét hodc nhiu virut séng di duoc
lam giam ddc lyc, mdt hodc nhiéu chit hoat dong bé mit c6 trong lwong phan i cao,
mot hoac nhiéu protein, va mdt hodc nhiéu hydrat cacbon, trong chit dém chép nhin

duoc v& mit sinh ly.

Theo cac phuong &n khac, cac ché phim c6 thé chira mdt hoic nhiéu chét hoat
dong bé mit c6 trong lugng phén tir cao dé lam tang d6 6n dinh nhiét cua céc virut
séng da dugc lam giam doc luc. Cac chit hoat dong bé mit duge dua vao cac ché
phim vacxin d& ngan sy mét thuéc do bam 1&n b& mat nhu céc lo nhé bing thiy tinh
(vi du, xem Burke, Hsu va cac déng tac gia. 1999). Tuy nhién, mot s6 phuong 4n cua
sang ché @& xut cac chit hoat dong bé mit c6 trong lugng phan t cao c¢b céc tinh chét
sinh hoc dang chu y hitu ich cho cac ché phim va c4c phuong phap dugc boc 19 ¢ day.
Céc copolyme khéi EO-PO ¢6 thé bao gdm cac khéi polyetylen oxit (EO dugc chi
dinh 12 -CH,CH>0-) va polypropylen oxit (PO dugc chi dinh 1a -CH2CHCH;0-). Khéi
PO c6 thé dugc hai khdi EO nim bén sudn trong bd tri EOx-POy-EOx. Vi thanh phan
PO c6 tinh hit nuéc va thanh phin EO ky nuéc, toan bd tinh ky nudc, trong luong
phéan tir va céc tinh chét cia chit hoat dong bé mit ¢ thé dugc diéu chinh bing cach
thay ddi x va y trong cAu tric khdi EOx-POy-EOx. Trong céc dung dich nuéc, cac
copolyme khéi EO-PO s& tu ldp rap vao cac mixen v6i 161 PO va vanh bao gdm céc
nhoém EO ky nudc. Cac ché phdm copolyme khdi EO-PO dugc nghién ctu 1am cac
chét phan phéi thubc hiéu qua dbi v6i nhidu loai thude ky nuéc va dbi véi protein,
ADN hoidc cac vacxin da bi bat hoat (vi dy, Todd, Lee va cac déng tac gia. 1998;
Kabanov, Lemieux va cic dong tac gia. 2002). O cac ndng d6 cao (vi du: > hon 10%)
da biét cta cac copolyme khdi EO-PO c6 trong luong phén tir cao hon s& trdi qua sy
gel hoa ngugc, tao thanh gel nhu sy cac su tang nhiét do. Su tao thanh gel & cac nhiét
d6 co thé cho phép sir dung cac gel copolyme khéi EO-PO dé hoat dong véi vai trod 1a
kho chira cac ing dung phan phéi thudc va vacxin (vi dy, xem Coeshott, Smithson va
cac ddng tac gia. 2004). Ngoai ra, vi cac tinh chit hoat dong bé mit clia ching, cac
polyme nay dugc st dung trong cac ché pham ta dugc, va lam chét nhil héa trong cac
kem va gel dugc 4p dung tai chd. Céc copolyme khéi EO-PO ciing dugc thiy dé chita
lanh nhanh vét thuong va bong va dé gén cac mang té bao sau khi bi pha hiy gian tiép

bai nhiét hodc xung dién.
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Theo cac phuong 4n khéc, cac ché phidm vacxin c6 thé bao gdm mét hoic nhidu
chét hoat dong bé mit véi trong luong phan tir 13 1500 hodc 16n hon. Theo phuong dn
d3 biét, chit hoat dong bé mit 1 copolyme khéi polyoxyetylen-polyoxypropylen (hodc
copolyme khéi EO-PO), khong phai 13 ion, ky nudc. Trong khi céc khéi copolyme
khdi EO-PO duoc str dung 1am céc t4 dugc va phan phéi ta duogc cho cac vacxin bi bét
hoat, cac vacxin protein hodc cic vacxin ADN, su st dung cua ching ngan sy bét hoat
cta virut séng khong dugc doan trudc trong nghién ciru. Theo mot s6 phuong 4n, ché
phim c6 thé chira mdt hodc nhiéu polyme EO-PO véi trong lugng phan tir 3000 hodc
16n hon. Theo cac phuong 4n khéc, ché phdm c6 thé bao gbm mot phin copolyme khéi
EO-PO copolyme poloxame 407, Pluronic F127® hodc copolyme poloxame 403,
Pluronic P123. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét nay s& hiéu ro
ring cac bién dbi ctia cac chit hoat dong bé mit ¢6 thé duoc tao ra bang phuong phép
héa hoc. Didu dugc dé xuit theo sang ché 12 bat ky cac polyme lam chét hoat dong bé

mit twong duong nao co ban déu dugc xem xet.

Céac phuong 4n theo sang ché c6 thé bao gdm céc ché phim ctia mot hodc nhiéu
virut séng da dugc lam giam doc luc, mot hodc nhiéu chét hoat dong bé mit va mot
hodc nhiéu protein. Theo mdt s6 phuong 4n, protein c6 thé 13 albumin. Albumin huyét
thanh 1a mot trong cac protein phd bién nhét trong mau dong vat c6 xuong séng va co
nhiéu chtc ning. Protein 1a c4c axit amin 585 véi trong lugng phén ti 12 66500.
Albumin huyét thanh ngudi khong bi glycoxyl hoa va c¢6 nhém thiol don ty do lién
quan téi mot s6 trong vd s6 hoat tinh lién két. Albumin huyét thanh cha yéu 1a a-helix
v6i ba mién cAu trie, m3i mién dugc chia nhé thanh hai mién con. Albumin dugc biét
t6i dé lién két dic hidu cc phan tir khac nhau, bao gdm céc thudc nhu aspirin,
ibuprofen, halothan, propofol va warfarin cling nhu cdc axit béo, cac axit amin, cac
steroit, glutathion, cac kim loai, bilirubin, lysolexithin, hematin, va cac prostaglandin.
Céc mién chu triic khéc nhau dugc dua vao trong lién két thudc; héu hét cac thude co
phén tir nhé va cac hoécmon li€n két v6i mot trong hai vi tri so cip dugc dit trong cac
mién con ITA va IIIA. Do thiéu su tao mién dich cia minh, albumin thudong dugc st
dung 1am protein mang trong cac san pham sinh hoc. Vi lidu lugng protein dugc chia
trong vacxin virut sdng duoc lam giam ddc luc 6 thé 13 nhitng phan doan microgram
(nhan dugc tr 10° t6i 10° céc phén nhé cta virut), protein mang tro dugc st dung dé

ngén sy mét mat do sy hép thu va lién két khong déc hiéu véi thiy tinh, chat déo hoic
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cac b mit khéac. Tuy nhién, nhu da giai thich & dy, su cai thién bit ngd vé& d6 6n dinh
dwoc quan st thiy véi su két hop clia albumin va céc copolyme khéi EO-PO @ xuét
nhitng twong tac 1dn nhau gifta hai thanh phén va/hoic giita cac thanh phin va cac
phﬁn nho cua virut. Ngoai ra, su dn dinh cua virut dugc nang cao véi su c6 mit cia
albumin 13 khong thich hgp vi chitc ndng protein mang ndéi chung: cac protein khac

nhu gelatin va lactoferrin khong cai thién dugc do 6n dinh cua virut.

Theo mot s& phuong 4n, albumin huyét thanh c6 thé tir ngudi hoidc ngudn déng
vat ¢6 va khac. Pbi v6i cac vacxin duoc st dung cho ngudi, cac phuong 4n cu thé ¢6
thé bao gdm albumin ngudi hodc cac san pham ctia ngudi khac nhu dugce can dé giam
hoic loai bd cac dap tng mién dich bét loi. Ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
vue k¥ thuat nay s& hiéu 1& rang cac albumin ddc hiéu cho mdi dang c6 thé dugc st
dung trong cac vacxin dong vat (vi du albumin cta ché cho cac san phém cua cho,
albumin cua bd d6i v&i cac san phadm ciia bd). Theo cac phuong 4n thyc hién thém
nita, protein 13 albumin téi t6 hop & ngudi. Cic phuong phép chuén tdn tai dé ép
albumin t4i t6 hop & ngudi hodc cac phén ciia né trong céc hé ép khac nhau bao gbm
vi khudn, men, tao, thuc vat, té bao ddng vat c6 va hoac cac hé chuyén gen & dong vat.
Ngoai ra, albumin huyét thanh hoic cac phén cia chiing c6 thé duoc tao ra trong céc
hé khong c6 té bao hoic duge tdng hop hoéa hoc. Albumin tai td hop & ngudi dugce tao
ra trong ndy hodc trong bét ky hé twong tu ndo dugc dua vao diy. Nguoi cb hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay s€ hiéu 3 rang céc protein khéc c6 thé thé cho
albumin. Vi dy, albumin 14 thanh vién thudc ho gia dinh da gen. Do cAu tric cia chiing
va cac su tuong tu lién tiép, c4c thanh vién khac thudc ho nay (vi du, a-fetoprotein,
protein lién két vitamin D, hodc afamin) c¢6 thé thé cho albumin trong cac ché pham va
cac phuong phap dugce dé xuét theo sang ché. Pbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc k¥ thudt nay cling s€ hidu r3 ring cac bién ddi c6 thé dugc tao ra dbi voi
albumin béi bat ky phuong thirc ndo duge biét dén trong linh vurc k§ thuat nay, vi dy
ky thuat ADN tai t6 hop, bang bién ddi sau dich ma, béi sy cit bo protein phan gidi
va/hodc cac phuong thitc héa hoc. Cac nhém thé va cac sy thay ddi cho albumin cung
cép chirc ning on dinh twong duong co ban cho albumin huyét thanh ma khong cin

nhém thé va céc thay ddi duogc dé xuit theo sang ché.
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Trong mdt sb phuong 4n clia sang ché, md ta cac ché phdm co6 chét hoat dong
bé mit trong luong phan tir cao, protein va hydrat cacbon trong chét dém chip nhan
duge vé mit sinh ly. Theo mot s6 phuong an thyc hién, hydrat cacbon la duong hodc
polyol. Cac dudng cd thé bao gdbm nhung khéng chi giéi han &, cdc monosacarit, (vi
dy, glucoza, galactoza, riboza, manoza, rhamnoza, taloza, xyloza hodc aloza
arabinoza), cac disacarit (vi du, trehalbza, sucroza, maltoza, isomaltoza, xenlibioza,
gentiobioza, laminariboza, xylobioza, manobioza, lactoza, hodc fructoza.), cac
trissacarit (vi du, acarboza, raffinoza, melizitoza, panoza, hodc xenlotrioza) hodc cac
polyme dudong (vi du, dextran, xanthan, pullulan, céc xyclodextrin, amyloza,
amylopectin, tinh bdt, cdc xenloologosacarit, xenluloza, cac maltooligosacarit,
glycogen, chitosan, hodc chitin). Cac poiyol c6 thé bao gdm, nhung khong chi gii han
&, manitol, sorbitol, arabitol, erythritol, maltitol, xylitol, glycitol, glycol, polyglycitol,
polyetylen glycol, polypropylen glycol, va glyxerol.

Theo mét phuong an cu thé cua sang ché, cac ché phdm c6 thé chira td hop cua
mot hodc nhidu copolyme khdi EO-PO, mot hodc nhiéu protein, va trehaloza trong
chit dém dugc dung. Theo mot sb phuong an, trehaloza c6 thé c6 mit & cac nf‘mg do
nim trong khoang tir 5 dén 50% trong luong/thé tich. Trehaloza dugc st dung dé 1am
ting d6 6n dinh cia cic ché pham protein. Pugc biét t6i rong rai trong linh vuc ky
thut nay 1a qua trinh 1am lanh céc té bao va toan bd cac mod & nhiét do dudi khong va
dugc stir dung trong tu nhién dé bao vé cac sinh vat khoi su cing théng. Cac sinh vat
Anhydrobiotic ¢6 thé chiu dugc cac diu kién nuéc thap chira cic lugng 16n trehaloza.
Trehaloza dugc thiy dé ngin ca hai trudng hop dung hgp mang va céc su chuyén tiép
pha c6 thé gay ra su mét 6n dinh mang trong sudt luc 1am kho. Phén tich cAu tric goi y
ring trehaloza phi hop tt gitta cac nhém c6 dau phan cuc trong cic 16p mang ddi
lipit. Trehaloza cling ngan sy bién chit cua cac protein dé hiy trong luc 1am kho.
Ngudi ra nghi ring trehaloza 1am dn dinh céc protein béi lién két hydro v6i cac phan
con lai cua protein phan cuc. Trehaloza la disacarit bao gbm hai phén tir glucoza theo
lién két 1:1. Do lién két 1:1, trehaloza 13 khéng dang ké hodc khong c6 kha ning khir
va do d6 co ban 1a khong c6 phan Gng véi cac axit amin va cac protein. Sy thiéu hoat
dong giam nay c6 thé nang cao tac dung dn dinh cia trehaloza 1én céc protein. Theo

mot s& phuong 4n, trehaloza tao ra 4 6n dinh cho céc virut song da dugc lam giam
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doc luc. Hoat tinh nay cta trehaloza cé thé 13 do kha nang cia né lam dn dinh ca céc

mang va cac vé protein cla cac virut.

Theo céc phuong 4n khac, cac ché phim c6 thé bao gdm mét hoic nhiéu
copolyme khéi EO-PO, mét hozc nhiéu protein va mot hodc nhiéu hydrat cacbon, & d6
mot trong cac hydrat cacbon la chitosan, trong chit dém duoc dung dé tao ra do n
dinh duoc cai thién dbi véi céac virut séng d3 duoc lam giam ddc lyc. Theo mot )
phuong 4n, céc ché phim c6 thé bao gbm chitosan & céc ndng d6 trong khodng tir
0,001 t6i 2% (vi du & pH khoéang 6,8). Chitosan 1a cation polysacarit nhan dugc bang
cach khir su axetyl hoa chitin, polyme cAu tric cia cac bd xuong ngodi loai gidp xéc.
N6 1a polyme cuia N-axetyl-glucosamin va glucosamin; ham lugng cua hai hydrat
cacbones phu thudc vao pham vi khir sy axetyl hoa. Bién tich duong ctia Chitosan cho
phép nd gén v6i bé mit duge tich dién am va cac phan tir. Do d6, né gin véi cac bé
mait niém mac va nho d6 cai thién su hép thu & niém mac. Chitosan cling ¢ thé lién
két va tao thanh cac hat nano v6i ADN, ARN va céc oligonucleotit khac va dugc st
dung trong phan phéi gen khong virut. Mot sd phuong 4n ctia sang ché & day chimg t6

chitosan lam tang do 4n dinh cua virut song da dugc lam gidm doc lyc.

Theo mdt sb phwong 4n, cac ché phim c6 thé dugc mo ta 1a thuong bao gdm
chit dém duoc dung. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay nhan
théy réng cac chét dém dugc dung khéc nhau tdn tai, bao gém, nhung khong chi gidi
han 6, cac dém chtra phosphat, TRIS, MOPS, HEPES, bicacbonat, cac dém khac duoc
biét dén trong linh vuc nay va t6 hop céc chit dém khac. Ngoai ra, nguoi ¢6 hidu biét
trung binh trong linh vuc k§ thuat nay nhén thdy ring diéu chinh ndng d6 mudi t6i gan
cac muc duogc ly (vi du, nude mudi hodc téng mubi 0,15M) co6 thé 1a t6i wvu dé dua cac
ché phdm vao ngoai rudt dé ngan sy phé hity té bao va/hodc dau & vi tri tiém. Nguoi cb
trinh dd trong linh vyc k¥ thudt nhén thdy ring cic ndng do hydrat cacbon ting, cac
ndng d6 mudi co thé bi giam di dé duy tri ndng d6 mol tuong duong d6i v6i ché phim.
Theo mdt sb phuong 4n, méi truong dém véi pH 16n hon 6,8 dugc du kién; mot sb
virut séng di dugc 1am gidm doc lyc (vi du cac flavivirut) 12 khong n dinh & pH thip.
Theo cac phuong an khic, chét dém dugc dung c6 thé 1a nuéc mudi dém phosphat

(PBS).
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Mot s6 ché pham vacxin virut séng dugce lam giam ddc luc 1a céc ché phim lam
tang do dn dinh va/hodc giam sy thoai héa cla virut séng da duoc lam giadm doc luc
cung v6i sy tao mién dich dugc giam di hodc khong tao mién dich. Theo cac phuong
4n nay, cac ché phim co thé bao gdm mot hodc nhidu chét protein; mdt hoic nhiéu
sacarit hodc cac chit polyol; va mdt hodc nhiéu chét hoat dong bé mit c6 trong luong
phan tir cao, trong do ché phdm giam su mét hoat dong ctia virut séng da dugc lam
giam doc luc. Do d6, cac ché phim da biét dugc dé xuét theo sang ché 1am giam di
phan tng bat lgi khi dugc cung cép vao chu thé. Trong mot s& ché phim mAu, (c4c)
chét hoat dong b& mit bao gdm mot hodc nhidu copolyme khdi EO-PO; cac chét
protein dugc chon tir nhém bao g?)m lactalbumin, albumin huyét thanh, o-fetoprotein,
protein lién két vitamin D, afamin nhén dugc tir cac dang dong vat c6 xuong song; va
(c4c) chét hydrat cacbon 12 mot hodc nhidu sacarit va/hodc polyol. Theo mot s6
phuong 4n, cac ché phim co thé bao gbm mot hodc nhiéu (chit) hydrat cacbon dugc
chon tr nhém bao gém trehaloza, sucroza, chitosan, sorbitol, va manitol. Trong cac
phuong 4n thyc hién dic biét hon, dé lam gizm phan ng mién dich déi véi vacxin,
albumin huyét thanh c6 thé nhan duoc tir cdc dang dong vat c6 xuong séng hodc Theo
cac phuong 4n khéc, tir cac ngudn tuong tu nhu chu thé (vi du, nguoi). Trong cac
phuong an khéc cua sang ché, chit hydrat cacbon 1a trehaloza. Trong cic phuong 4n
khéac cua sang ché, it nhit mot chét hoat dong bé mit 1a copolyme khéi EO-PO
copolyme poloxame 407, Pluonic F127®. Trong mot s6 ché pham vacxin virut song
dugce lam gidm doc luc, it nhét mot chét hydrat cacbon 1a trehaloza. Trong mot s6 cac
ché phim vacxin virut séng duge 1am giam doc luc bao gbm, copolyme khéi EO-PO
copolyme poloxame 407 Pluronic F127® v6i ndng d6 nam trong khoang tir 0,1 t6i 4%
trong lwong/thé tich; va/hodc ndéng d6 albumin huyét thanh ndm trong khoang tir 0,001
dén 3% trong luong/thé tich va/hodc ndng d6 trehaloza cé thé ndm trong khoang tr 5

t6i 50% trong lugng/thé tich.
Cic dwoc phim

Sang ché theo cic phuong 4n cia né @& xuét viéc cho dbi tuong can str dung
ché phdm & dang twong hop sinh hoc thich hop dé st dung ché phdm in vivo. Thuét
ngit "dang tuong hop sinh hoc thich h(_rp cho sy cung cép dugc ly & trong co thé séng”

duoc hiéu 13 dang cuia hoat chét (vi dy, ché phém virut séng duge lam gidm doc luc
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ciia cac phuong 4n thuc hién) dugc st dung trong do cac tdc dung chita bénh ctia hoat
chét c6 tac dung hon bit ky tac dung ddc tinh ndo. Viéc st dung lugng céc ché phim
chita bénh c6 hoat tinh chita bénh dugc xac dinh dinh nghia nhu 1a lugng c6 hiu qua,
& céc lidu luong va trong cic khoang thoi gian can thiét dé dat dugc két qua mong
mubn. Vi du, lugng hoat tinh chita bénh ctia hop chét c6 thé thay dbi theo cac yéu tb
nhu tinh trang cla bénh, tudi, gi6i tinh va khéi lugng ctia ngudi bénh. Ché do liéu

luong c6 thé dugc didu chinh dé cung cép dap ung chita bénh t6i wru.

Theo mét sb phuong én, ché phém (vi duy, chit hoa duoc, protein, peptit theo
phuong 4n thuc hién) ¢6 thé dugc cung cép theo cach thic thong thuong nhu dusi da,
trong tinh mach, bang cach cung cép qua dudng miéng, xong, p dung qua da, ap dung
qua 4m dao, 4p dung tai chd, cung cép trong miii hoic truc trang. Theo phuong an dic
biét hon, hop chit c6 thé dugc cung cip bang dudng miéng hodc dudi da. Theo cac
phuong én khéc, hop chét c6 thé dwgc cung cip trong tinh mach. Trong mot phuong

an khac cua sang ché, hgp chat ¢6 thé dugc cung cap trong mili, nhu 1a x6ng.

Hop chét c6 thé dugc cung cip cho ddi twong véi chit mang hodic chit 1am
lodng thich hgp, dugc cung chp ddng thoi vé6i ché pham. Thu4t ngit "chit mang duoc
dung" nhu dugc st dung & day nhdm dé bao gbdm cac chét 1am lodng nhu nuéc mubi
hodc cac dung dich dém dang nuéc. Hoat chét ciing ¢6 thé duoc cung cAp ngoai rudt
ho#c trong mang bung. Cac chét phan tan cling c6 thé duoc didu ché trong glyxerol,
glycol polyetylen léng, va céac hdn hop cua trong trong cac diu. Dudi cac didu kién
thong thuong cua sy luu gilt va sir dung, nhiing sy didu ché nay c6 thé chira chét bao

quan dé€ ngin sy phat trién cla cic vi sinh vat.

Céc thubc thich hop dé st dung cho tiém c6 thé duoc cung cip boi cac phuong
thirc da dugc biét dén trong nghién ciru. Vi dy, cac dung dich nude vo trung (& d6 c6
thé tan trong nuéc) hodc cac chét phén tan va céc bdt vo trung dé didu ché ngay tuc thi
cac dung dich vo trung hodc chét phan tan c6 thé tiém dugc c6 thé dugc sir dung.
Trong tit ca cac truong hop, ché phdm cod thé 12 vo tring va c6 thé dugc chay t6i mirc
kha ning tiém dé dang c6. Ngoai ra n6 ¢ thé dugc bao vé thém chdng lai hoat dong
Jam hu thoai héa cta céc vi sinh vat nhu vi khuén va ném. Chéat mang duoc dung c6
thé 12 dung modi hodc moi truong phan tan chira, vi dy, nudc, etanol, polyol (vi du,

glyxerol, propylen glycol, va polyetylen glycol l6ng, va twong tu), va cac hdn hop
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thich hop cta ching. P§ chay thich hgp c6 thé dugc duy tr, vi du, bing cach st dung
16p pht nhu lexithin, bang cach duy tri kich thuéc hat duge yéu ciu trong trudng hop

ctia chit phan tan va bdi su st dung céac chét hoat dong bé mit.

Céc dung dich tiém vo trung co thé duoc didu ché bang cach dwa hop hoat chat
vao mot luong v6i dung moéi thich hgp hodc véi mot hodc td hop céac thanh phﬁn duoc

liét ké & trén, nhu dugc yéu cau, sau d6 dugc vo trung.

Sau khi bao ché, cac dung dich c¢6 thé duge cung cAp theo cach twong thich v6i
ché pham theo lidu va v6i luong dé dam bao hiéu qua chita bénh. Cac ché phim duoc
cung cip mot cach d€ dang dudi dang cac dang bao ché theo liéu khac nhau, vi du nhu
dang dung dich tiém d& mo ta & trén. P& xuét ring, cac vién nang giai phong cham, cic
vi hat giai phong theo thoi gian, va cac dang tuong tu ciling ¢ thé duoc st dung dé
cung cap cac ché phdm theo séng ché. Cac dung dich nuéc dic biét nay dic biét thich

hop cho su cung cAp trong tinh mach, trong co, qua da, duéi da, va trong mang bung.

Cc hoat chét chita bénh c6 thé dugc bao ché trong hdn hop ¢6 thé bao gom véi
lugng ndm khoang tir 0,0001 dén 1,0mg, hogc tir 0,001 dén 0,1mg, hogc tir 0,1 dén
1,0g hoc tham chi tir 1 t6i 10g trén mot lidu. Lidu don 1é hoge nhiéu lidu ciing c6 thé
dugc st dung theo mot ké hoach thich hop cho tinh hubng da dinh truéc. Theo mot sb
cac phuong 4n thyc hién, cac lidu lwong c6 thé dugc cung cAp trude, trong va/hodc sau

khi phoi ra v6i virut dugc dy tinh trudc.

Theo phuong 4n khac, dung dich hodc phun qua miii, cac binh phun hodc xong
c6 thé duoc sit dung d& phan phdi hop chit quan tdm. Pdi vé6i cac phuong thie cung
cép khac, cac ché phdm thém vao thich hop bao gdm cac thude dan va cac thudc dat
vao 4m dao phu nit cho tan ra. Thudc d3t vao truc trang hodc cac thudc dan cling co
thé duoc st dung. Néi chung, d6i v6i cac thudc dan, cac chét két dinh truyén thng va
céc chat mang c6 thé bao gdm, vi du, céc polyalkylen glycol hodc céc triglyxerit; cac
thudc dan ndy cé thé dugc tao ra tir cac hén hop chita thanh phan hoat tinh trong
khoang tr 0,5% téi 10%, t6t hon 13 tir 1% t&i 2%

Céac ché phdm qua dudng miéng bao gdm cac ta duge dugc st dung thong
thudng nhu, vi du, cac loai c6 tinh dugc bao gém manitol, lactoza, tinh bdt, magie

stearat, natri sacarin, xenluloza, magie cacbonat va tuong tu. Trong mot sO phuong an

-25-



26946

cta sang ché, cac ché phim dugc qua dudng miéng c6 thé bao gbm chét 1am loang tro
hodc chét mang an dugc co thé tiéu héa duge, hoic c6 thé duge boc trong vién con
nhong c6 vo gelatin ctrng hodc mém, hodic dugc nén thanh cic vién thudc, hodc c6 thé
dugc dua truc tiép thirc dn theo ché do. D& cung cép su chita bénh bing dudng miéng,
cac hgp hoat chét c6 thé dugc dua vao voi cac ta dugce va duogc st dung dudi dang cac
vién thudc c6 thé an vio bung, cac vién thudc ubng qua miéng, cac vién thudc ngam,
cac vién con nhdng, thude luyén dan, cac huyén phu, xy 16, banh xép, va tuong tu. Cac
ché phidm nay va céc sy didu ché nén chira it nhit 0,1% hop hoat chit. Phan trim cla
cac ché phém Va Cac su didu ché c6 thé, tit nhién, dugc bién dbi va c6 thé thuong nam
trong khoang tir khoadng 2 dén khoang 75% trong lugng trén mot don vi, hodc t5t hon
12 nim trong khoang tlr 25 dén 60%. Luong cac hop hoat chét trong cac ché phim co

lgi d& chita bénh 12 lidu lugng thich hgp c6 thé thu duge.
Ciic kit

Céac phuong an khac dé cap dén céc kit dé str dung véi céc phuong phap va cac
ché phdm dugc mo ta & day. Cac ché phim va cac ché phidm virut séng c6 thé duogc
cung cép trong kit. Céc kit cling c6 thé bao gdm vat chira thich hgp, céc ché pham
virut sng duoc 1am gidm doc lyc da trinh bay chi tiét & day va tiy ¥ mdt hodc nhiédu
chit bd sung nhu cic chit khang virut, cac chét chéng nim va céc chét chéng vi

khuan.

Céc kit c6 thé bao gébm thém ché phim dugc phan woc thich hop dé str dung
cho dbi twong cin né. Ngoai ra, cac ché phim theo sang ché c6 thé duge loai nudce
toan bd hodc mdt phan hoic 1a dang nude. Cac kit duge dé xuét trong sang ché c6 thé
duogc bao quan & nhiét do trong phong hodc & cac nhi€t d§ dugc lam lanh nhu d3 bdc

106 ¢ day phu thudc vao ché phdm cu thé.

Vit chira nghia 1a tht ca céc kit s& thudong bao gdm it nh4t mot lo nhé, 6ng kiém
tra, binh thét cb, chai lo, 6ng tiém hoidc cac cach thuc vat chua khéc, trong do ché
phém duogc dit vao, va tdt hon 13, dugc chia thanh phan uéc thich hop. O d6 thanh
phﬁn bd sung dugc dé xuét, kit ciing sé& thu’(‘mg chtta mot hodc nhiéu vat chira thém vao
trong do chét hodc thanh phan c6 thé duoc dit vao d6. Cac kit & day ciing s& thudng

bao gdm cac phuong tién chira chit, ché phdm va bét ky vt chira thubc thir ndo khic
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dong kin dé ban trong thuong mai. Céc vat chira nay c6 thé bao gdm c4c vat chira bang

chit déo dugc dac phun hoic duc théi trong d6 cac lo nho mong mudn dugc git lai.
Vi du thue hién sang ché

Céc vi du dudi day duoc ké dén dé 1am rd mot s6 phuong 4n clia sdng ché dugc
gidi thi¢u & day. Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay hiéu r6 rang
réng cac k¥ thuat dugc bdc 19 trong cac vi du theo sau sy mo ta cac ky thuét da duge
tim ra dé van hanh tdt trong thuc té dugc boc 16 & day, va do d6 co thé dugc xem xét
dé tao nén cac cach thic dugc wu tién frong thuc té cua no. Tuy nhién, ngudi co hiéu
biét trung binh trong linh vyuc ky thuat ndy, vi su bdc 16 hién tai, hiéu ro ring nhiéu
thay ddi c6 thé duoc tao ra trong cac phuwong 4n cu thé da duoc boc 16 va van thu duoc
mot két qua tuong tu hodc gidng nhur vy ma khdng tach roi khoi tinh thin va pham vi

cua sang ché.
Vidul
D6 n dinh co ban cua flavivirut DEN-2 PDK 53 trong pha 1éng

Theo mot phuong phap minh hoa, do dn dinh nhiét dbi vé6i céac flavivirut trong
pha léng dugc nghién ciru. Theo phuong phép nay, do 6n dinh co ban cla vecto
vacxin gbc DEN-2 PDK 53, dugc béo quan trong nudc mudi dém phosphat (PBS)
(PBS 14 viét tit ciia phosphate buffered saline), & cdc nhiét do khac nhau duge xac dinh
(Bang 1). Trong mot vi du, 1x10* pfu cua virut DEN-2 PDK 53 trong tbng thé tich 1a
0,5ml PBS duoc 1, trong cac 1o nhé 2ml ¢ nip xoay hodc & nhiét do 4°C, hodc ¢ nhiét
d6 trong phong (~ 21°C) hodc & nhiét 6 37°C. Sau thoi gian 24 gid U, hi€u gia cla
virut va hoat tinh cia né dugc xéc dinh b%lng cach phan tich béng chuén dd trén dia 16p
phu agaroza Neutral Red trong cac té bao Vero. Nhu dugc minh hoa trong bang 1, 0
DEN-2 PDK 53 trong PBS & 4°C dAn t6i sy giam trung binh di bon 1an lugng virut va
mat hoan toan hoat tinh cta virut khi dugc 0t & nhiét do 37°C trong cung thoi gian. Cac
két qua nay chimg minh do 6n dinh tutohg dbi kém cua flavivirut DEN-2 PDK 53 véi

su ¢c6 mit cua céac ta duge 1am On dinh.
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Bang 1

P 6n dinh cta virut Den-2 PDK53 dudc bao quan trong thoi gian 24 gi¢ & cac nhiét

dd khac nhau.
. A Ty 18 % ton that hiéu gia cla
Nhiét do Ché pham
virut

4°C PBS . 75

~21°C PBS 78

37°C PBS 100

Vidu 2

Cac hiéu qua lam 6n dinh ctia cac ché pham

Trong céc ché phdm mau da biét, cac t& duge duge dung dugc dé xuét theo sang
ché nhim dn dinh nhiét cho cac vacxin virut séng dugc biét t6i trong nghién ctru. Theo
mdt phuong phap mau, PBS duoc st dung lam mot thanh phén co ban dé dat dugc cac
hiéu quéa dn dinh cta céc t4 duge khac nhau. Trong céc vi du ndy, dung dich gbc clia
mdi t4 dugc duoc tao ra trong PBS va pH dugc didu chinh t6i xép xi 7,1 bﬁng NaOH,
ngoai trir chitosan & d6 pH cua dung dich gbc dugc diéu chinh t6i xép xi 6,8. Cac t&
duogc duoc lam lodng trong PBS t6i cac ndng d6 cudi dugc chi ra (w/v) (Bang 2). V6i
phuong phép ndy, 1x10* pfu cua virut DEN-2 PDK 53, trong mdi trudng khong c6
huyét thanh, dugc thém vao 0,5ml mi ché phim va duogc bao quan & nhiét o 37°C
trong thoi gian 24 gio. Tiép sau 1, hoat tinh va hiéu gia cta virut dugc xac dinh bang
cach chuln d6 trén dia trong cic té bao Vero, nhu d3 md ta & trén. Nhu d3 minh hoa
trong bang 2, cac hiéu qua bn dinh cta cac ché phim bao gdm ta dugc don 1€, & céc
ndng d6 khac nhau c6 thé so sanh dugc véi cac vi du thir nghiém trudc, 1a nhé nhét.
Tuy nhién, mot sb t& dugc vi du, trehaloza va albumin huyét thanh téi t0 hop & nguoi
(rHSA), ¢6 hiéu qua hon so v6i cac ta dugce khac khi 1am 6n dinh virut DEN-2 PDK 53
& nhiét d6 37°C. Cac két qua cua nghién ciru duge dua ra trong bang 2 ciing boc 19
ring cAc hiéu qua lam én dinh dugc tang 1én cia mot sb ta dugc, bao gém rHSA va
trehaloza, c6 thé thu dugctrong cac khoang ndng d da b‘iét cua céc ta dugce nay. Trong
vi du dic biét nay, trehaloza c6 hiéu qua hon & cac nf)ng dd trén 15% trong luqng/thé

tich va copolyme poloxame 407, F127% & ndng d6 nam trong khoang tir 0,5 dén 3%.
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Bang 2

Hiéu qua cua cac ta dugce khac nhau 1én 4o 4n dinh cia DEN-2 PDK53 khi
dugc bao quan ¢ nhiét 46 37°C trong thoi gian 24 gio

Ty 18 % ton that hidu gia
Ché phdm cua virut
PBS 100,0
10% Sucroza 99,9
15% Sucroza 98,3
20% Sucroza 96,4
25% Sucroza 93,4
2% Trehaloza 98,3
5% Trehaloza 97,0
10% Trehaloza 93,3
15% Trehaloza ' 83,3
2% Manitol 100,0
5% Manitol 100,0
10% Manitol 99,8
15% Manitol 86,7
5% Sorbitol 100
10% Sorbitol 99,9
15% Sorbitol 99,9
1% Polyvinyl Pyrolidon 100,0
5% Polyvinyl Pyrolidon 100,0
10% Polyvinyl Pyrolidon 100,0
0,2% F127 99,6
0,5% F127 99,6
1% F127 99,5
2% F127 99,5
10% F127 99,9
0,1% rHSA 91,2
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Ty 18 % ton thét hiéu gia

Ché phdm ctia virut

0,5% rHSA | 95,0
1,0% rHSA 89,0
3,0% rHSA 89,0
5,0% rHSA 97,5
0,05% Chitosan 99,0
0,1% Chitosan 99,0

Vidy 3

Céc hiéu qua lam on dinh ctia cic ché pham bao gdom cic t0 hop cu thé cua cac

ta dugc

Trong quy trinh minh hoa duéi déy, cic ché phim bao gdm nhiéu ta duoc trong
cac td hop khac nhau va céc ndng @6 dwogc kiém tra ddi véi cac hidu qua 4n dinh 1én
vacxin flavivirut DEN-2 PDK 53 gdc. Cac ta dugc dugc lam lodng tdi cac ndng do
cubi duoc chi dinh trong PBS tir cac dung dich gbc nhu di md ta trong vi du 2. 1x10*
pfu ctia vacxin virut DEN-2 PDK 53 dugc U ¢ nhiét do 37°C trong 0,5ml cia mdi ché
phém trong thdi gian 24 gis (Fig.1) qua 48 giv (Fig.2). O cac khoang thoi gian cu thé
néng do6 va hoat tinh cda virut dugc x4c dinh bang sy phan tich chuén d6 trén dia nhu
d3 mo ta trong vi du 1. Fig.1 mé ta céc két qua mAu cta sy ching minh nay da thé hién
laty 1€ phﬁn tram hiéu gi cla virut sau khi u, dbi vé6i su dua vao, 13 su tdn that hiéu
gia logio trong Fig.2. Phén tich cac t6 hop cia cac ta dugc khic nhau, trong sy minh
hoa cu thé nay, boc 10 rﬁng cac ché phém bao gém sacarit, chit hoat dong bé mit
khong phai ion copolyme Pluronic va protein la t8i wu dé cai thién @6 6n dinh cua
DEN-2 PDK 53 & nhiét do 37°C. Cac ché phdm bao gdm trehaloza, copolyme
poloxame 407, Pluronic F127® va rHSA c¢6 céc hiéu qua dn dinh 16n nhét. Pang ngac
nhién, hiéu qua 6n dinh ciia t6 hop cia ba t4 dugc nay 1a 16n hon nhiéu so véi tong ctia
chung dugc quan sat thiy v6i mdi thanh phén riéng 1é do vay @& nghi su ddng van gifta
céc thanh phin. Do én dinh nhiét dugc cai thién cta flavivirut DEN-2 PDK 53 dugc
thu nho cac hoat tinh ddng vén cia td hop bao gdm trehaloza, copolyme poloxame
407, Pluronic F127® va rHSA khong thé dugc biét trude dua trén cac vi du cia céac

nghién ctru truée. Cac Fig 1 va 2 cling minh hoa rang hi¢u qua lam 0n dinh cia hon
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hop trehaloza/ copolyme poloxame 407, Pluronic F127®/fHSA dugc cai thién hon
bang céch thém chitosan 0,05%. Fig.2 thé hién rang ty 1& bat hoat cua virut khi duoc
bio quan qua 48 gid & nhiét do 37°C dugc giam dang k& boi céc ché phdm chira
trehaloza, copolyme poloxame 407, Pluronic F127® va rHSA. Cac vi du trong nghién
ctru d& nghi ring do on dinh cla cac flavivirut ¢6 th8 dugc nang cao boi cac ché pham
chira céc cation hod tri hai Ca?* va Mg?*. Tuy nhién, nhu ¢4 mé ta trong céc Fig.1 va 2,
su bd sung Ca?* (0,0009M) va Mg?* (0,0005M) vao ché phdm khong c6 loi ich 6n dinh
thém nao. Céc két qua tir Fig.2 d& nghi rang bd sung céc cation hoa tri hai ¢ thé tac
dong ti€u cuc téi do dn dinh cua virut pha 16ng trong thoi gian dai trong bbi canh ctia

cac phuong an thuc hién cu thé.

Trong mdt phuong phap miu, ché phim bao gdm trehaloza, copolyme
poloxame 407, Pluronic F127® va rtHSA dugc dénh gia d6i vé6i céc tinh chat 6n dinh
ctia né vé6i nhiéu flavivirut. o 4n dinh cua cac flavivirut kham DEN-2 thé hién & cac
protein ctia vé va mang tir cac virut T4y sdng Nile (DEN-2/WN), Dengue 1 (DEN-
2/D1), Dengue 3 (DEN-2/D3, hodc Dengue 4 (DEN-2/D4) duoc xac dinh nhu d& m6 ta
dbi v6i vi du 1. Céc két qua minh hoa ﬁong bang 3 boc 16 d6 én dinh pha 16ng dugce
cai thién 16n cua tit ca cac flavivirut kham khi dugce bao quan trong ché phdm bao
gdm trehaloza, copolyme poloxame 407, Pluronic F127® va rHSA. Cac chimera khac
nhau thé hién céc protein ctia mang va vé boc khéc nhau tir 5 loai flavivirut khac nhau
trong huyét thanh. Ngoai ra, virut Tdy song Nile va céc virut virut gdy bénh danga
khac nhau déng k&. Két qua nay cho thdy rang cac ché phdm theo séng ché c6 thé hitu
ich d& 6n dinh pha 1ong cta cdc thanh vién khac nhau thudc ho Flaviviradae cling nhu
cac ho virut khac. PO 6n dinh dbi véi cac flavivirut & nhiét do trong phong (~21°C) va
& nhiét d6 4°C duoc kiém tra béi cac quy trinh md ta dugc vach ra & vi du 1. Céc két
qua mau, dugc minh hoa trong bang 4, bdc 10 ché phdm bao gdm trehaloza, copolyme
poloxame 407, Pluronic F127® va rHSA duy tri hi¢u qua hoat tinh cta virut trong thoi
gian 7 ngay & nhiét do 21°C va trong thoi gian 48 ngay & nhiét do 4°C.

Bang 3.

D 6n dinh cua cac flavivirut kham khac nhau duoc bao quin & nhiét d6 37° C
trong thoi gian 24 gio trong PBS hodc ché phdm (F1) bao gdbm 15% trehaloza, 2%
copolyme poloxame 407, Pluronic, F127® va 1% rHSA
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% Noéng do
Virut Ché phim virut con lai

DEN-2/WN PBS 2

F1 45
DEN-2/D1 PBS 0,2

F1 22
DEN-2/D3 PBS 0,3

F1 30
DEN-2/D4 - PBS 1

F1 28

Bang 4.

Do 6n dinh cua cac flavivirut dugc bao quan & cac nhiét d6 khac nhau trong 7
ho#c 48 ngay trong PBS hodc ché phim (F1) bao gbm trehaloza 15%, copolyme
poloxame 407, Pluronic F127® 2% va rHSA 1%.

Ty 1é phan trim hiéu gia
Virut nhiét 46 ché phdm clia virut con lai
7 ngay 48 ngay
DEN-2 PDK-53 21°C PBS 0 0
21°C F1 100 0
4°C PBS 0 0
4°C F1 100 100
DEN-2/WN 21°C | PBS 0 0
21°C F1 100 0
4°C PBS 0 0
4°C F1 100 100
Vidu4

St dung céc thanh phan thay thé
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Phuong phap mAu khac duoc sir dung dé so sanh cac hiéu qua lam on dinh cia
albumin huyét thanh bo (BSA) va, gelatin, v4i hi¢u qua lam 4n dinh cua rHSA va cia
cac copolyme Pluronic khac nhau. Cac phﬁn tich d6 6n dinh cta virut DEN-2 PDK 53
duoc chi dao nhu da chi ra truge day dbi véi cac Vi du 1 va 2. Cac vi du truée day da
goi ra cac ché phdm bao gbm trehaloza, copolyme poloxame 407, Pluronic F127® va
rHSA d cai thién t8i vu do 6n dinh nhiét cua virut vacxin gbc DEN-2 PDK 53. Nhu
d4 thé hién béi vi du trong Fig.3, cac hiéu quéa 1am n dinh cua albumin huyét thanh bo
c6 thé so sanh dugce véi cac hidu qua lém 6n dinh cia rHSA don 1€ hoiic két hop véi
trehaloza va copolyme poloxame 407, Pluronic F127®. Fig.3 ciing chimg to ring
ching nhu 13 céc ta dugc biét 1ap; gelatin c6 thé so sanh dugc véi rHSA trong viéc 1am
6n dinhDEN-2 PDK 53 & nhiét do 37°C. Tuy nhién trong phuong phap mau nay,
khong gidng BSA, gelatin khong xudt hién 1a mét nhom thé hidu qua cho rHSA trong
cac ché phim ciing chira trehaloza va copolyme poloxame 407, Pluronic F127®. Do
do, trong khi céc protein khac véi rHSA co thé duge sit dung két hop vdi trehaloza va
copolyme poloxame 407, Pluronic F127° nham 1am 6n dinh cac vacxin flavivirut, st
dung albumin huyét thanh hoic cac protein c6 cAu tric héa hoc twong tu 1 thich hop
hon theo phuong phép mau nay. Ngoai ra, Fig.3 minh hoa, nhu la céc t4 dugc biét lap,
copolyme poloxame 403, Pluronic Pluronic P123® ¢6 thé so sanh dugc véi copolyme
poloxame 407, Pluronic F127® trong kha ning cia n6 1am 6n dinh virut DEN-2 PDK-
53. Tuy nhién, trong phuong phéap mAu nay, copolyme poloxame 403, Pluronic P123®
khéng xuét hién 12 mot nhém thé hiéu qua cho copolyme poloxame 407, Pluronic
F127® trong cac ché phim ciing chira trehaloza va albumin huyét thanh. Nhu dugc
minh hoa trong Fig.4, cac ché pham chira trehaloza, rHSA va cac chét hoat dong bé
mat ¢ tinh duge dugc st dung thong thuong khac nhu Polysorbat 20 (Tween 20),
thay vi copolyme Pluronic, khong c6 hiéu qua trong viéc lam én dinh DEN-2 PDK 53
d6i v6i cac ché phdm chira copolyme Pluronic. Cac phuong phap mau ndy goi y cac
hi¢u qua dn dinh t6t hon cua céc ché phém chtra cac chit hoat dong bé& mit copolyme

Pluronic ¢6 trong lugng phén tir cao rd rét.

Dit liéu mau dugc minh hoa thém trong Fig 4. Fig.4 mo ta do 4n dinh cua virut
DEN-2 PDK 53 trong c4c ché pham chta céc chét hoat dong bé mit khac nhau. DEN-
2 PDK 53 duoc bao quan & nhiét d 37°C trong khoang thoi gian 23 gio trong mdi ché
phim. Céac chét hoat dong bé mit dugc dénh gia trong vi du nay bao gbm n-octyl-B-D-
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glucopyranosit (B -OG), Polysorbat 20 (P 20), Polysorbat 80 (P 80) va copolyme
poloxame 407, Pluronic F127® (F). Céac thanh phin cta ché phdm khac bao gdm
trehaloza (T) va rtHSA (A). Céc tri s6 dugc thé hién nhu 13 ty 1¢ phan tram hiéu gia cua

virut con lai sau khi 0 d6i v6i nong d¢ dau vao.
Vidub
So sanh c4c hiéu qua on dinh cta cac ché pham khac nhau

Céc tinh chét én dinh ciia mot ché phdm mAu dugc so sanh véi céc tinh chét 6n
dinh ctia cac ché phdm da biét trong Iinh vuc k¥ thudt nay. Ché pham lam 6n dinh cho
cac vacxin cua flavivirut, dugc bde 10 'trong k¥ thuét (patent My sb 4,500,512), bao
gém lactoza 4%, sorbitol 2%, CaCl, 0,1g/L, MgSO4 0,076g/L va cic axit amin thi ty
tr 0,0005M t6i 0,05M trong PBS. Ché phim khac dugc bao cdo bdi Adebayo va cac
ddng tac gia (1998) bao gdm sucroza 10%, lactalbumin 5%, CaClz 0,1g/L, va MgSOs4
0,076g/L. Trong m{t phuong phap mau, c4c tinh chit 6n dinh cta cac ché phim nay
duoc so sanh v6i phuong an dic biét tfong sang ché. Trong mot ché phim vi dy, F1,
ché phdm nay bao gbm trehaloza 15%, copolyme poloxame 407, Pluronic F127® 2%
va HAS tai t6 hop 1%. F2 1a ché phidm ciia patent M§ sb6 4,500,512 ma khong c6 axit
amin va F3 1a ché phdm tuong tw véi histidin va alanin cuia cac axit amin. F4 la ché
phidm ctia Adebayo, va céc ddng tac gia. 1x10* pfu cua vacxin virut DEN-2 PDK 53
duge @ & nhiét d@ 37°C trong 0,5ml ciia mdi ché pham trong khoang thoi gian 23 gio,
sau khi hoat tinh va hiéu gi4 cuia virut dugc danh gid nhu di md ta trong vi du 1. Nhu
dugc minh hoa trong Fig.5, mot sb phuong 4n thuc hién, vi du ché phém F1, thé hién
su cai thién dang ké so véi cac ché phdm d mé ta trudc day. Trong vi du da chi ra,
hau nhu khéng c6 hoat tinh ndo cia virut dugce binh phuc sau khi cAt cr trong céc ché
phim da biét trong linh vyc k§ thudt ndy (cac ché phim F3 va F4), trong khi t6i 50%
hiéu gia cua virut ban d4u dugc binh phuc sau khi bio quan trong ché phdm da dugc
boc 19 trong sang c_hé. Céc két qua nay boc 16 rang cac ché phdm tru6c khong hiéu qua

dé 1am 1am ting d6 6n dinh ctia vacxin virut séng trong su bao quéan pha 1ong.
Vidu 6

B4o quan hoat tinh cia virut sau nhiéu 14n déng lanh-r3 dong
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Trong mdt phuwong phap miu, kha ning lua chon ché phdm dé bao quan hoat
tinh cua virut sau cac chu ky 1am lanh - rd dong duogc chung t6. 1x10* pfu cta vacxin
virut DEN-2 PDK 53 duoc tao huyén phii trong 0,5ml mi ché phim trong céc lo nhé
c6 nép xoay. Pbi véi vong dong lanh-ré dong thir nhét, cac lo nhé dugc 1am kho dong
lanh & nhiét do -80°C trong khoéng thoi gian 24 gio va sau d6 dugc rd dong nhanh
chéng & nhiét @6 37°C. Ngay lap tuc theo sau do6 12 vong dong lanh-rd dong thtr hai &
d6 céc lo nhé dugc 1am kho dong lanh & nhiét d6 -80°C trong 1 gid va sau d6 dugc ra
dong nhanh chéng & nhiét do 37°C. Néng do cua virut va hoat tinh cua n6 sau d6 dugc
danh gia bdi sy phén tich chuin d6 trén dia nhu d3 md ta trong vi du 1. Nhu dugc
minh hoa trong Fig.6, cic ché phim cu thé bao gbm trehaloza, copolyme poloxame
407, Pluronic F127® va rHSA d3 bao quan hiéu qua hoat tinh cua virut day da qua hai
chu trinh ddng lanh - rd dong. Ngoai ra, cac ché phim bao gdm cac ba ta dugc ndy c6
hiéu qua hon so véi cac ché phém chi chita mot ta dugc don 1¢é. Cac két qué cia thu
nghiém minh hoa cu thé nay dé nghi r%mg cac ché phém va cac phuong phap dugce boc
160 & day la chit bao vé dong lanh hiéu qua d6i véi cac vacxin flavivirut va cé thé tao
thuén 1oi bao quan virut trong lic 1am 1am khé dong lanh, phun-lam kho, hodc cac k§

thuat loai nuéc khac.
Vidu7
Sy 1am 6n dinh cac virut séng da dugc lam giam doc luc khac.

Céac vi du dd minh hoa truéc d6 bdc 10 sy lam dn dinh pha 16ng hiéu qua ctua
cac flavivirut séng da dugc lam gidm doc luc trong céc ché phim bao gbm trehaloza,
copolyme poloxame 407, Pluronic F127® va rtHSA. Puoc doan trude 1a cadc phuong an
d3 boc 10 & day ciing c6 thé c6 hiéu qua 1am n dinh céc virut sdng di duogc 1am giadm
doc luc khéac. Vi du, ché phim bao gdm trehaloza, copolyme poloxame 407, Pluronic
F127® va rHSA c¢6 thé duoc st dung dé 1am 6n dinh cac virut gdy bénh soi sbng, da
dugc 1am yéu, virut Sindbis da dugc lam yéu, virut gy bénh cum da dugc lam yéu,
adenovirut tai td hop, di dugc lam yéu, hogc virut vacxinia da dugc lam yéu. Trong
mdt phuong phap mau, céc virut khong phai 14 flavivirut nay c6 th8 dugc tao huyén
phu va dugc giit trong pha long, trong ché phdm bao gdm trehaloza, copolyme
poloxame 407, Pluronic F127®, va rHSA truc tiép sau khi thu tir sy nudi céy té bao.

Theo phuong phép minh hoa khéc, cac virut khong phai la flavivirut c6 thé dugc tao

-35-



26946

huyén phu trong ché phdm trudc, hodc sau khi 1am dong lanh hodc sdy phun. D3 6n
dinh cua virut duoc cai thién theo mit théng ké c6 thé chimg té rang ché phim cia
phuong &n nay co thé ap dung dugc cho cac vacxin virut d3 dugc giam doc luc khic
ngoai ho Flavivirut. Nguoi co hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay nhén ra
ring su 4p dung sau d6 c6 thé dugc mé rong ddi véi cac virut séng da dugc 1am gidm

ddc luc khac.
Vidu8
Do an toan va su tao mién dich trong co thé sé'ng.

Su tuong tac phén ti gifta cac t4 duge va phén tir hodc cac thanh phan cia té
bao c6 thé dap ung, khong chi 1am tang do 4n dinh cua céc vacxin virut, ma con lam
cho t& bao tang 1én hodc pha hily mé trong co thé séng. Cac ché phdm c6 thé 1am giam
su tao mién dich trong céc vacxin virut trong cic dong vat sdng. Trong vi du nay, da
chung t6 ring cac ché phdm mAiu 12 an toan sau khi tiém duéi da va co ban la tro véi
mién dich. Bén ché phém mAu khac nhau dugc chon dé kiém tra trong cac con chudt

nhu sau.
Ché phém 1: Trehaloza 15%, F-127 2%, tHSA 1%
Ché phim 2: Trehaloza 15%, F-127 2%, tHSA 1%, CaCl, ImM/MgS0O40,5mM
Ché phém 3: Trehaloza 15%, F-127 2%, rHSA 1%, chitosan 0,5%
Ché phdm 4: Trehaloza 22,5%, F-127 3%, rHSA 1,5%
Ché pham 5: PBS

Trong cac phuong phap da biét dugc mo ta & day, cac nhom c6 8 hogc 9 con
chudt NIH Swiss dugc tao mién dich béng cach tiém duéi da 1x10° pfu cua vacxin
flavivirut DEN-2 PDK-53/WN t4i t3 hop da tao thanh ché phdm & ngay 0 (d0), duoc
ting 1én vai vacxin dugc tao ché phim twong tu & d29 va sau d6 dugc thir thach véi
10% pfu trén loai ching T4y song Nile (NY99) gdy bénh trén d45. Chudt dbi chimg
(bén nhém 8 con) duge nhén cic ché phim 1 — 4 don doc ma khong co6 virut. Khong

c6 bét ky trudmng hop bét loi sau khi cung clp cho bét ky con chudt nao da mién dich

-36-



26946

duogc quan sat thdy. Do d6, trong vi du ndy, khong c6 céc truong hop bét loi 1 rang
gdy ra bdi cac ché phAm mAu ma c6 hoic khong c6 vacxin virut. Cac huyét thanh duoc
thu thap trudc khi mién dich & d0, truéce khi ndng 1én & d28, trude khi thir thach & d44
va sau thir thach & d75. Cac hiéu gia cta khang thé trung hoa virut Tdy song Nile trong
cac huyét thanh dugc x4c dinh bang thir nghiém tfung hoa giam dam hoai t¢r (plaque

reduction neutralization test-PRNT). Cac két qua clia nghién ciru dugc thé hién trong

Bang 5.
Bang 5
Khéng thé trung hoa va su bao vé dugc tao ra boi cac vacxin DEN2/WN da
duoc tao thanh ché phﬁm
Sau khi dua | Sau khi nang | Sau thir théach
vao (d 28) 1€n (d44) (d75)
ché phdm |sb6 GMT | % GM [%SC |GMT |%SC |Séng |%
! SC?2 | T s6t sdng
sot
1 8 30 87,5 | 123 | 100 761 | 100 8/8 100
2 8 10 62,5 226 |100 830 | 100 8/8 100
3 8 40 100 (123 | 100 1810 | 100 8/8 100
4 9 10 66,7 | 137 | 100 1660 | 100 8/9 88.9
5 9 10 66,7 | 109 |100 1742 | 100 9/9 100
Céc doi 32 1 0 1 0 1280 | 100 7/32 21.9
chimg |
I GMT = ndng dd trung binh nhan; ndng do <10 dugc quy dinh tuy ¥ mot
giatrilal.
20, SC = ty 16 phén trim céc dong vat da chuyén dang huyét thanh véi
cac ndng d6 PRNT >10.

Phan 16n c4c dong vat nhan vacxin DEN-2/WN d chuyén dang huyét thanh sau
khi khéng quan tam téi lidu thubc dAu tién di khong c6 ché phdm (Ché phim 5) hoic

mdt trong cc ché phidm mAu (Céac ché pham 1 — 4) dugc st dung. Ngoai ra, tht ca cac
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déng vat dugc ching ngira da chuyén dang huyét thanh sau khi sy cung cép ting lén.
Cé4c ndng @6 PRNT trung binh nhan (GMT) ching té khong nhiéu nhitng su khic biét
gitta cdc nhom vacxin. Cac ndng do 13 thép sau khi tao mién dich so cip, duoc ting 1én
3 — 10 14n sau khi ting 1én va sau d6 da thé hién mét dép émg hdi tudng kich tinh nh
su tht thach. 100% tit ca cac dong vat da duogc chung nglra da sdng sét gay go, cac
dong vat da dugc ching ngura da sdng s6t sau khi str dung lidu kiém ching, lai khong
phu thudc vao ché pham vacxin. Chi 22% dong vat dbi chung sbng sét, nhitng con
séng so6t da thé hién bing chimg vé céc dap Gng clia khang thé trung hoa c6 hiéu
nghiém sau khi thtr thach. Mot uvu diém d6 1a vi du nay chimg t6 rang cic ché phdm
mAu khong 1am giam kha ning cua vacxin DEN-2/WN tai t6 hop mau dé phong bénh

sbt Ty song Nile trong cac con chuft.
Vidu9

Trong vi du khéc, cac ché phim 16ng dugc st dung chia trehaloza, tHSA va
copolyme poloxame 407, Pluronic F127% dé 1am &n dinh flavivirut kham Tay sdng
Nile dugc bao quan trong cac khoang thdi gian khac nhau hodc & 25°C hodc 4°C.
1x10* pfu cua vacxin virut khdm DEN-2/WN dugc 0 & mdi nhiét @6 trong phong va
hoat tinh cua virut dugc danh gia & mot hodc hai tudn nhu d3 mo ta trong vi du 1. Nhu
duoc minh hoa trong céc Fig 7 va 8, cac ché phim chira trehaloza, rHSA va copolyme
poloxame 407, Pluronic F127® da cai thién déng ké @ 6n dinh nhiét cua vacxin virut
DEN-2/WN trong ltic bao quéan lan lugt & nhiét d6 25°C va 4°C. O nhiét do 25°C, mirc
d6 bét hoat ctia virut 13 it hon so v6i mot log qua bay ngay. O nhiét d6 4°C mirc do bat
hoat ctia virut 12 khong déng ké trong khoang thoi gian t6i 12 tudn khi dugc bao quan
trong céc ché phdm mau bao gbm trehaloza, copolyme poloxame 407, Pluronic F127®

va tHSA.
Vi du 10

Trong phuong phép mau khéc, cac hiéu qua lam n dinh cia cac ché pham
dugc chiing té bao gbm trehaloza, rHSA va copolyme Pluronic véi céc vacxin DEN-2
PDK 53 di loai nuée. 1x10* pfu ciia vacxin virut DEN-2 PDK 53 dugc tao thanh ché
phém theo cic quy trinh d& boc 16 & ddy. Céac vacxin d& dugc tao thanh ché phim duoc

dit trong céc 1o huyét thanh va dugc dwa vao céc quy trinh 1am 1am kh6 déng lanh
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thong thuong. Céac vacxin da 1am kho dugce nut lai duéi chan khong, bio quan ¢ nhiét
do 37°C hodc 4°C trong thoi gian 14 ngay sau d6 khoi phuc vacxin v& thé tich ban diu
clia né bang cach thém nuéc vo trung. Hoat tinh virut cia vacxin dd khéi phuc dugc
d4nh gia nhu d3 chi ra ban du. G nhiét d6 37°C, v6i su ¢6 mit clia cac ché phim chita
trehaloza, rHSA va copolyme Pluronic dugc tao trong nudc mudi dém phosphat, 1 log
ctia su mét ndng do trung binh cla virut dugc quan sat (Fig.9). Khong c6 sy bét hoat
clia virut ndo duge quan sat thiy déi véi cac vacxin virut DEN-2 PDK 53 d4 loai nuéce
dugce tao ché pham dugc bao quin & nhiét do 4°C trong khoang thoi gian 14 ngay. Cac
két qua nay chimg té sy bao quan hiéu qua vacxin virut da loai nuéc st dung cac ché

phim dugc dé xuét theo séng ché.

Fig.9. m6 ta do 6n dinh ctia DEN-2 PDK 53 dugc 1am kho dong lanh & céc
nhiét dd khac nhau. Loga ctia do tdn thét hidu gia cta virut ctia vacxin DEN-2 PDK 53
duoc 1am kho dong lanh sau u & nhiét d6 37°C hodc 4°C trong thoi gian 2 tudn dugc
xé4c dinh. Cac ché pham F1 (trehaloza 15%, copolyme poloxame 407, Pluronic F127®
2%, rHSA 1%) va F2 (trehaloza 15%, copolyme poloxame 407, Pluronic F127%® 2%,
rHSA 0,01%) dugc tao thanh trong nuwdc mudi dém phosphat. Ché phadm F3 (trehaloza
15%, copolyme poloxame 407, Pluronic F127® 2%, rHSA 0,01%) dugc bao ché cho

vao trong bazo Tris 10mM.

T4t ca cac ché phidm va phuong phép dugc bdc 1 va yéu cau bao hd & day c6
thé dugc tao ra va thuc hién trir khi thué hién dugc tién hanh khong dung cach xét theo
ban mé ta sang ché nay. Trong khi cac ché phdm va c4c phuong phap duge md ta dudi
dang cac phuong an uu tién, nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay
hidu rd ring, c4c bién thé c6 thé dugc 4p dung cho céc ché phdm va c4c phuong phap
dugc mo ta & ddy theo cic budc hodc theo trinh tu cac budce cia cac phuong phép da
duoc boc 10 & diy, ma khong vugt qua pham vi séng ché. Cu thé hon, mét s6 chit ma
déu c6 twong quan vé mit héa hoc va sinh Iy hoc d2u c6 thé thay thé cho cac chat dugc
mé ta & diy ma van thu duge két qua gidng hoic tuong ty. T4t ca céc thay thé hodc
bién thé d6 ma 13 hién nhién dbi véi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§
thuat ndy s& dugc coi 1a vin nam trong pham vi clia sing ché nhu duge x4c dinh trong

phan Yéu cau bao hd séng che.
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Téat ca céc tai liéu, hodc cac phan cua tai liéu, duge trich dan & diy, bao gom,
nhung khong chi giéi han &, cic sang ché, don sang ché, cdc bai bdo, sach va cac

chuyén luan déu dugc gdp toan bd vao day thong qua vién dan.
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YEU CAU BAO HQ
1. Ché pham virut giy bénh danga séng duogc lam giam dc lyc chira:
mot hodc nhiéu virut gdy bénh danga séng da duogc 1am giam doc lyuc;

mot ho#ic nhiéu albumin dugc chon tir nhém bao gom céc lactalbumin va cac

albumin huyét thanh, va
trehaloza.

2. Ché pham virut theo diém 1, trong d6 ché phim nay con chira mot hodc nhiéu
copolyme khdi poly(etylen oxit) va poly(propylen oxit) (EO-PO), mét hodc nhiéu
copolyme khdi EO-PO nay c6 phan ti luong bang hoic 16n hon 3000, nhu poloxame
407 (Pluronic®F127).

3. Ché pham virut theo diém 1 hodc 2, trong d6 ché phim nay thich hop dé loai nudc

toan bd hodc mot phan.

4. Ché phim virut theo diém bt ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 mdt hodc
nhidu albumin 13 it nh4t albumin huyét thanh tir loai dong vét c6 xuong séng hoic

albumin t4i t6 hop.

5. Ché pham virut theo diém bét ky trong sb cac didm néu trén, trong d6 ndng do

trehaloza nim trong khoang tir 5 dén 50% (trong lugng/thé tich).

6. Ché pham virut theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 mot hodc
nhiéu albumin bao gdm albumin huyét thanh va ndng d6 albumin huyét thanh nim

trong khoang tir 0,001 dén 3% (trong luong/thé tich).

7. Ché pham virut theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 mot hodc
nhidu albumin huyét thanh duge chon tir nhém bao gbm albumin huyét thanh bd va

albumin huyét thanh ngudi.

8. Phuong phép lam gidm sy bét hoat cua ché phdm virut gdy bénh danga séng duoc

lam giam ddc luc bao gbm budéc két hgp mot hodc nhiéu virut giy bénh danga sdng da
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dugc lam gidm ddc luc véi ché phém bao gém mot hoac nhiéu albumin dugc chon tir
nhém bao gdm cac lactalbumin va c4c albumin huyét thanh, va trehaloza.

9. Phuong phéap theo didm 8, trong d6 ché phdm nay con chira mot hodc nhiéu
copolyme khdi poly(etylen oxit) va poly(propylen oxit) (EO-PO), mot hodc nhiéu
copolyme khéi EO-PO nay c6 phan ti lugng bang hodc 16n hon 3000, nhu poloxame
407 (Pluronic®F127).

10. Phuong phap theo diém 8 hoic 9, frong d6 phuong phap nay con bao gbm budc

loai nuGc toan bd hoac mot phan ché pham.

11. Kit dé 1am giam su bt hoat ctia ché phim virut séng dugc 1am giam ddc luc bao

gom:
it nhat mot vat chira; va

hén hop chira ché phim virut theo diém bét ky trong sb céc diém tir 1 dén 7.
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