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Linh vwe ky thuit dwge dé cap

Sang ché d& cap dén ché phdm adenovirut va cac san phim dugc lién quan dé
st dung trong vi du liéu phép gen va/hodc cic tng dung vacxin. Cu thé, cac ché phim
adenovirut 16ng dugc boc 1§ & day, ma cai thién tinh dn dinh ctia adenovirut béng cach
bao toan s6 lugng, hidu luc (kha ning gy nhidm) va chit luong cta adenovirut chira
trong d6 khi bao quan ¢ nhiét d§ khoang 2-8°C ho#c cao hon trong khi con thich hop
véi viée dung ngoai duong tiéu héa.

Tinh trang ky thuit ciia sédng ché

Vat truyén adenovirut dwoc xem 13 hiéu qua nhit va cac phuong tién mang
dugc st dung rong rii dé phan phéi gen. Thir thach lién tuc trong linh vuc li€u phap
gen va nghién ctru vacxin 14 cin tao ra ché phim adenovirut 16ng ma c6 kha ning lam
6n dinh céc virut nay trong thoi gian dai hon trong khoang nhiét d6 bao quan thyc té
d6i voi cac san phim dugce, nhu tir khoang 2°C dén khoang 8°C.

Hoat tinh sinh hoc cta adenovirut phu thudc vao tinh nguyén ven vé chu tric
khong gian ctia it nhat trinh tw nucleotit 18i bao quanh bdi ciu trac capsit dang khéi
hai muoi mit bao gdm céc protein capsit. Khong gidéng cac thudc vo co va hitu co
truyén théng, c6 cic ciu triic sinh hoc phtrc tap cao va cc chét tao cing thang vat Iy
hogc héa hoc nho c6 thé gbp phan vao sy thoai bién ctia hat adenovirut. Do d6, ché
phim t6t chira céac dang didu ché adenovirut 1a didu quan trong cbt yéu dé bao dam
thoi gian bao quan hop 1y, nhung viéc 1am &n dinh cac vt truyén nay con dit ra cac
thach thire cu thé. Adenovirut c6 thé mét hiéu luc do sy mat 6n dinh vat ly, bao gbém
su lam bién tinh, sy két cum (ca tao cum tan va khong tan), két tiia va hut bam, ciing
nhu sy mit dn dinh héa hoc, bao gdém thuy phan, khir amit héa, va oxy hoa. Bit ky
trong s& cic dudng thoai héa nay c6 thé din dén giam hoat tinh sinh hoc, nhung cfing
c6 kha ning din dén viéc tao ra cac san phém phu hodc din xuét co doc tinh ting,
~ va/hoic thay ddi tinh sinh min dich. |
Do d6 ¢6 nhu cdu vé phuong thic bién dbi dé tim ra ché phdm manh dbi véi

adenovirut bao dam tinh 6n dinh trong khoang diéu kién rong. Loai chét dém, pHvata
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duoc cu thé s& can dugc t6i vu hoa mdt cach ti mi dé gilt cho adenovirut 6n dinh vé
mat héa hoc, vat 1y va sinh hoc. Do tit ¢4 céc yéu tb nay cé thé thay ddi, viéc tim ra
diéu kién t6i wu dé tao ché phim adenovirut 1a ganh nang nhiéu v&i thach thire, va
thanh phén ctia ché phim t5t 1a khong thé dwoc du doan bang tién nghiém.

Céc ché phim kho lanh c6 tdn tai va 6n dinh. Tuy nhién chung c6 xu hudng
twong dbi dat, doi hoi thoi gian tiéu thy, xr ly trudc khi str dung, va & mirc 6 nao do
hiéu luc hiéu luc c6 thé bi mét trong qué trinh 1am kho lanh. Cac ché phém léng ma
4n dinh trong diéu kién dong lanh (-80°C) ¢c6 ton tai, nhung ching doi hoi viéc van
chuyén dic biét va cic phuong tién bao quan dit do, gin nhu khong thé tao day
chuyén 1am lanh dang tin cdy, dic biét 1a ¢ ngoai vi mang ludi phan phdi. Do d6, ché
phdm wu tién dbi véi adenovirut 13 ché phdm léng ma mang lai tinh 6n dinh
adenovirut & khoang nhiét d6 gitta 2-8°C hodc cao hon. Ché phém nhu vay co thé
dugc bao quan trong ti lanh binh thudong va cé thé duge st dung nhanh chéng va dé
dang.

Céc ché phim léng dbi voi adenovirut d3 duge mé ta trudc day, ching han
trong Evans et al. 2004. Cac ché phdm t&t nhit duoc 14y vi du trong ing dung nay 1a
ché phadm dém Tris c6 pH ndm trong khoang gifta 7,5 va 8,5. Cac tic gia sang ché da
phét hién & ddy rang cic ché phdm nay 14 gin t6i wu dbi véi adenovirut. Ché phdm
adenovirut cfing duge mé ta trong WO 00/29024, ma chil yéu @& cap dén céc k§ thuat
lam khd lanh. Ché phim chira adenovirut khac chira polyol duoc dé& cap trong WO
00/29024 US2005085427 d& cap dén cac thanh phan SYN3, ma chira vecto adenovirut
cho interferon anpha 2b. Roberts-K-Evans. Journal of Pharmaceutical Sciences, Hiép
hoi duoc st Hoa Ky. 93, 10. 01.10.2004. 2458-2475 (XP007914498) xir Iy véi do 6n
dinh adenovirut dugc cai thién. CN1852918 dé cap dén cac ché phém duoc lam kho
lanh bao gdm chit ting cuong sw phan phdi SYN3 va adenovirut tai t& hop ma hoa
gen interferon (vi du hydroxypropyl betaxyclodextrin hodc cac chét tay).

Do d6, ¢6 nhu ciu trong linh vic ndy dé tim ra cac ché phidm ma cai thién tinh
4n dinh cua adenovirut béng cach bao toan sb luong va hiéu lyc cia adenovirut chira
trong d6 trong qué trinh bao quan trong khoang thoi gian kéo dai. Tinh 4n dinh cua

adenovirut cling nén duoc gitt trong truong hop p luc khudy tron trong qua trinh vén
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chuyén hodc luc truot phé trong qua trinh san xudt hodc st dung lam sang, va trong
diéu kién phé khi hau rong, cu thé 1a & nhiét do ting cao hodc sau cac chu ky dong
lanh/rd dong 13p lai. Hon thé nita, ché phdm nay nén thich hop cho cac duong dung du
tinh, nén dugc chéng chju tét va t6t hon 1a nén c6 thanh phén véi cang it thanh phin
cang t6t. Muc dich ciia sang ché 1a d& xudt ché phim adenovirut nhu v4y.

Bén chit ky thuit cia séng ché

Céc tac gia sdng ché di tim ra va m6 ta & dy, ché phim adenovirut ma cai
thién tinh 6n dinh ctia adenovirut bing céch bao toan sé lugng va hi€u luc (kha ning
gy nhidm) va chét lugng cua adenovirut so véi cac ché pham dugc boc 1 trude day.
Déng chu y, t6 hop cila dém xitrat ¢6 pH ndm trong khoang gitra 5,5 va 6,5 cung voi
hydroxypropyl-beta-xyclodextrin (HBCD) tao ra ché phdm ndi bat theo sang ché cho
viéc bao toan sb luong, hiéu lyc (kha ning gdy nhim) va chit luong cta adenovirut,
kém theo viéc cai thién tinh 6n dinh tdng thé ctia adenovirut so véi cac ché phdm khac
duoc biét trong linh vuc nay.

Déi voi tht ca cac ta duge dugce sir dung d& tao ra ché phim, mot sb trong cac
thanh phan nay c6 mit trong ché phdm theo sang ché duoc dé cap mot cach riéng biét
trong linh vyc nay. Tuy nhién, t6 hop rat dic hiéu cia mot s thanh phan s& mang lai
cho ché phim nay dic tinh ndi bat va kha ning 1am 6n dinh céia n6. Ché phim chinh
x4c theo sdng ché khong dugc bdc 16 trong tinh trang k¥ thuat da biét. Ngoai ra, khong
thé doan trude, dua trén k¥ thuat da biét thudc linh vuc vén khong thé du doan trudce
nay, réng ché phém nay sé tao ra tinh dn dinh cai thién nhu vay dbi véi adenovirut.

Do d6, sang ché @& cip dén ché phdm adenovirut 6n dinh va céc san phim
duoc lién quan ma cé thé, vi dy, dugc sir dung trong liéu phap gen va/hodc cac ng
dung vacxin.

Céc ché phim theo sang ché chira dung dich dém xitrat & pH ndm trong khoang
gifta 5,5 va 6,5, va con chira hydroxypropyl-beta-xyclodextrin (HBCD). C4c ché phdm
ndy con chira thém mudi va chét tiy khong ion. Tuy ¥, cic ché phim theo sang ché
con bao gdém rugu cé 2 hoic 4 nguyén tir cacbon. Cac ché phdm adenovirut theo sang
ché c6 thé chiu bao quan trong thoi gian dai & 2°C dén 8°C hodc <-65°C, trong thoi

gian hon 6 thang, 1 ndm, 1,5 ndm, 2 ndm, hoéc hon.
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Céc ché phdm adenoviruttheo sang ché chira a) adenovirut tai tb hop trong b)
dung dich d&m xitrat, ma con chtta ¢) hydroxypropyl-beta-xyclodextrin (HBCD); d)
mudi; va e) chét thy khong ion, trong d6 ché phdm d4 néu c6 d6 pH ndm trong pham
vi tlr 5,5 dén 6,5. D& bo toan tinh dn dinh cua adenovirut diéu cin thiét 1a pH cta ché
phdm nay nim trong khoang gitra 5,5 va 6,5.

T6t hon 14 ché phim theo sing ché chira adenovirus & do chudn ndm trong
khoang gitta 1x107 vp/mL va 1x10'3 vp/mL.

Theo phuong én uu tién theo sang ché ndng d6 xitrat trong ché phdm nim
trong khoang gifta khoang 5 mM va 30 mM.

Hydroxypropyl-beta-xyclodextrin (HBCD) 1a chét bao vé dong lanh wu tién.
HBCD t6t hon 13 ¢6 mit & ndng d6 ndm trong khoang gitta 1% (khdi luong/khdi
luong) va 10% (khbi lwong/khéi luong).

Natri clorua (NaCl) 13 mudi dugc wu tién, ma t6t hon 13 c6 mit & ndng d6 nim
trong khoang gitta 20 mM va 200 mM.

Polysorbat-80 14 chét tdy khong ion dwoc wu tién ma &t hon 13 ¢6 ndng d6 ndm
trong khoang gitta 0,005% (khéi lwong/khdi luong) va 0,5% (khdi lugng/khdi lwong).

Theo phuong 4n wu tién hon theo sang ché ché phidm c6 d6 pH nim trong
khoang gifta 5,7 va 6,3, va chira xitrat & ndng d6 nim trong khoang gifta 5 va 30 mM;
HBCD & ndng d6 nim trong khoang gitta 1% (khéi luong/khdi luong) va 10% (khéi
luong/khdi lwong); NaCl & ndng d6 ndm trong khoang giita 20 mM va 200 mM;
Polysorbat-80 & néng d6 ndm trong khoang gitta 0,01% (khdi luong/khdi lwong) va
0,05% (khdi luong/khdi lwong).

Theo mot phwong 4n wu tién khéc theo sang ché ché phim c6 d6 pH nidm trong
khoang gitta 5.8 va 6,2, va chura xitrat & ndng d6 ndm trong khoang gitta 15 va 25
mM; HBCD & ndng d6 nim trong khoang gitta 3% (khdi luong/khdi luong) va 8%
(khdi lwong/khdi hrong); NaCl & ndng d6 nim trong khoang gitta 50 mM va 100 mM;
Polysorbat-80 & ndng d6 nim trong khoang gitta 0,01% (khéi lugng/khbi lugng) va
0,03% (khdi lwong/khdi lwong).

Theo phwong 4n con vu tién hon nita ché phim theo sang ché c6 d6 pH khoang
6 va chira xitrat & ndng d6 khoang 20 mM; HBCD & ndng d6 khoang 5% (khdi



28678

lugng/khdi lwong); NaCl & ndng d6 khoang 75 mM; Polysorbat-80 & ndng d6 khoang
0,02% (khdi lugng/khéi lugng).

D3 chimg minh & day rang viéc bd sung rugu c6 2 hodc 4 nguyén tr cacbon, cu
thé 1a etanol, vao ché phém theo sang ché, bao vé mot cach mach mé ngoai mong doi
adenovirut khoi tén hai do dong lanh/rd ddng va sau d6 hoat dong nhu chét bao vé
dong lanh.

Do d6 theo phuong 4n wu tién, ché phdm theo sang ché con chira ruou 2 hoic 4
nguyén tir cacbon. Theo phuong 4n con wu tién hon nita ché pham theo sang ché chira
etanol. Ndong d6 etanol t6t hon ndm trong khoang gitra 0,1% (khdi lwong/khdi lwong)
dén 1% (khi lugng/khéi luong).

Theo phuong 4n wu tién theo sang ché ché phidm c6 d6 pH nim trong khoang
gitta 5,7 va 6,3, va chira xitrat & néng d6 nim trong khoang gitta 5 va 30 mM; HBCD
& ndng d6 nim trong khoang gitta 1% (khéi luong/khdi luong) va 10% (khdi
lugng/khbi lugng); NaCl & ndng d6 ndm trong khoang gitta 20 mM va 200 mM;
Polysorbat-80 & ndng d6 nim trong khoang giita 0,01% (khéi luong/khdi lwong) va
0,05% (khéi lwong/khéi lugng); va etanol & ndng d6 nim trong khoang giita 0,2%
(khéi lugng/khdi luong) va 0,6% (khéi lwong/khéi luong).

Theo mdt phwong 4n wu tién khac theo sang ché ché phdm c6 d6 pH nim trong
khoang giita 5.8 va 6,2, va chira xitrat & ndng d6 nim trong khoang giita 15 va 25
mM; HBCD & néng d6 nim trong khoang gitta 3% (khéi luong/khdi lugng) va 8%
(khdi lwong/khéi Ivgng); NaCl & ndng d6 nim trong khoang gitta 50 mM va 100 mM;
Polysorbat-80 & ndng d6 nim trong khoang gitra 0,01% (khdi lwong/khdi lugng) va
0,03% (khdi lwong/khdi lwong); va etanol & ndng d6 ndm trong khoang gitta 0,2%
(khdi lugng/khdi lugng) va 0,6% (khdi luong/khdi luong).

Theo phwong 4n con wu tién hon nita ché phim theo séng ché c6 d6 pH khoang
6 va chua xitrat & néng do khoang 20 mM; HBCD ¢& n@)ng dé khoang 5% (khéi
lwong/khéi lugng); NaCl & ndng d6 khoang 75 mM, Polysorbat-80 & néng dd khoang
0,02% (khdi lwong/khéi lugng) va etanol & ndng d6 khoang 0,4% (khdi lugng/khéi

luong).
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Theo mot phuong 4n wu tién khac ché phdm theo sang ché c6 do pH khoang 6
va chita xitrat & ndng d6 khoang 20 mM; HBCD & ndng do khoang 5% (khéi
lwong/khdi lugng); NaCl & ndng d6 khoang 80 mM, Polysorbat-80 & néng do khoang
0,025% (khéi lugng/khdi lwong) va etanol & ndng do khoang 0,4% (khéi lwong/khdi
lugng).

Theo phwong 4n con wu tién hon nita ché phim theo sang ché c6 pH khoéang 6
va chtra xitrat & ndng d6 khoang 20 mM; HBCD & ndng d6 khoang 5% (khdi
luong/khdi lwgng); NaCl & ndng d6 khoang 80 mM, Polysorbat-80 & ndng d6 khoang
0,025% (khéi lugng/khdi lwgng) va etanol & ndng d6 khoang 0,4% (khéi luong/khéi
lugng).

Theo mdt phuong n wu tién khac theo sang ché cac ché phim 14 cac ché phim -
16ng (dong lanh). Theo mdt phuong 4n khic nita, cdc ché phim theo sang ché thich
hop dé ding ngoai dudng tiéu héa.

Theo mdt phuong 4an, cac ché phim theo séng ché dugc chira trong lo. Theo
mét phuong 4an khéc, cac ché phdm duge chira trong tii hodc chai. Theo mot phuong
4n khéc nita cac ché phdm dugc chua trong xylanh hodc vo.

Sang ché con @ cap dén Phuong phép bao quan adenovirut ma bao gbm viée
bao ché ché phim theo sing ché.

Theo mot phuong 4n khic nita, sing ché d& cdp dén Phuong phép bao quan
adenovirut ma bao gdm viéc bao ché ché phdm nhu dugc mo ta & ddy va bao quan ché
phim nay & nhiét 4§ nim trong khoang gitra 2°C va 8°C.

Tinh 6n dinh trong thoi gian dai ting trong khoang nhiét d6 rong din dén kéo
dai thoi gian bao quan ché phdm virut duoc boc 16 & ddy, cho phép viée bao quan va
stt dung cho vat chil cudi cling cic ché phdm nay trong thoi gian tt nhét 1a khoang 1-
2 nim, hodc hon véi sw giam chip nhan dugc v& hiéu luc virut (tic 13 khong nhiéu
hon 0,316ga m&i hai nim & 2-8°C). Ngoai ra, cic ché phdm theo sang ché thé hién tinh
4n dinh trong qua trinh tiép xtc v6i nhiét d6 ting cao, chu ky dong lanh/rd dong kéo
dai va khudy tron.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Hinh 1. La biéu d6 thé hién sy mat hidu luc (& don vi 16ga IU/mL) (A) cua
Ad26 trong thoi gian nhiét d6 ting 1én & 25°C & ché phidm B (c) va ché phdm dbi
chtng (hinh tron dic). Ahiéu luc trung binh (n=4) duoc thé hién, phan &nh hi€u lycmi
chiu caing thing-1&U [WCmau ¢éi chimg. Hi€u luc dwoc do bing QPA.

Hinh 2. L4 biéu db thé hién sy mat hidu luc (& don vi looga IU/mL) (A) ciia
Ad35trong qua trinh nhiét d6 ting & 25°C & ché phdm B (hinh thoi réng) va ché phim
dbi chiang (hinh tron dic). Ahiéu luc trung binh (n=4) dugc thé hién, phan 4nh hidu
IWCmiu chiu cang thang-hi€U 1UCmiu déi chimg. Hiéu luc duoc do bing QPA.

Hinh 3. La biéu db thé hién nhiét nong chay cta Ad26 & ché phdm B va ché
phdm d6i chimg. Phan tich TMA(Thir nghiém néng chay do nhiét) (n=3) dbi v6i Ad26
dugce thuc hién trén cidc mau t=0.

Hinh 4. La biéu d6 thé hién nhiét néng chay cia Ad35 & ché phdm B va ché
phdm dbi chimg. Phén tich TMA (Thir nghiém néng chay do nhiét) (n=3) déi véi
Ad35 dugc thuc hién trén cic miu t=0.

Hinh 5. La biéu @5 thé hién c4c gié tri delta Ct (ACt) cia Ad26 & ché phim B
6 va khong c6 NaCl, EDTA, etanol va t& hop ctia ching sau 69 ngdy & 25°C. Céc gia
tri ACt ndy tuong quan truc tiép v6i sy mét hiéu luc, trong d6 con s6 cao hon nghia 12
mat hiéu lyc nhiéu hon.

Hinh 6. La biéu dd thé hién c4c gié tri delta Ct (ACt) cia Ad26 & ché phim B
¢6 va khdng c6 NaCl, EDTA, etanol va t6 hop cia chung sau 16 ngay & 35°C. Céc gia
tri ACt ndy twong quan truc tiép v6i sy mét hiéu luc, trong d6 con sé cao hon nghia la
mat hiéu lyc nhiéu hon.

Hinh 7. La biéu @6 thé hién céc gi tri delta Ct (ACt) ctia Ad26 & ché phdm B
¢6 va khong c6 NaCl, EDTA, etanol va t6 hop ctia ching sau 30 chu ky dong lanh/ra
dong tiép theo 1a 1 ngay khudy tron. Céc gia tri ACt ndy twong quan truc tiép véi su
mét hiéu lyc, trong d6 con sb cao hon nghia la mét hiéu luc nhiéu hon.

Hinh 8. La biéu d6 thé hién phép do d6 duc duoc do & do hép thu & 350 nm clia
Ad26 & ché phdm B c6 va khéng c6 NaCl, EDTA, etanol va t6 hop clia chiing c6 t=0
(hinh tron dic), 25°C trong 69 ngiy (hinh thoi rdng), 35°C trong 16 ngay (hinh tam
gidc dic) va 30 chu ky dong lanh/rd dong tiép theo 13 khudy tron (hinh chit nhat rdng).
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Hinh 9. La biéu d6 thé hién huynh quang noi tai of Ad26 & ché phim B c6 va
khong cé NaCl, EDTA, etanol va t§ hop ctia ching of t=0 (hinh tron dic), 25°C trong
69 ngay (hinh thoi réng), 35°C trong 16 ngdy (hinh tam giac dac) va 30 chu ky dong
lanh/rd dong tiép theo 1a khudy tron (hinh chit nhat rong).

Hinh 10. La biéu db thé hién nhiét néng chay ctua Ad26 & ché phdm F va ché
phim d6i chimg. Phan tich TMA (n=3) d6i v&i Ad26 dwoc thuc hién trén cdc mAu t=0.

Hinh 11. La so d6 cdp cla xac sudt thanh cong dbi véi hidu luc CQA (AGisi
han hiéu Iyc > -0,30 16ga IU/mL) v6i didu kién cing thing Dong lanh/r3 dong (FT) +
khudy tron (AG) + bao quan & 35°C. Thang ti 16 dbi véi xéc suét thanh cong 1a tir 0,4
(x4m sdng) dén 1 (den).Toan bd ving thir nghiém dugc khao sat. Trong cac hinh
vudng mau trang 13 khéng gian thiét ké dugc d& xuét dua trén so dd nay.

M0 ta chi tiét sang ché

Nhu di dé cdp & trén, ¢6 nhu cu trong linh vuc nay vé_ viéc tim kiém cac ché
phém ma cai thién tinh dn dinh cta adenovirut béng cach bao toan sb luong va hiéu
lyc ciia adenovirut chira trong d6 trong khi bao quan trong khoang thdi gian kéo dai.

Mot vai tai liéu tham khéo bdc 16 viéc str dung céc thanh phéan cu thé ddi véi
ché phim adenovirut. Altaras et al. bdc 16 xitrat 1a mot phan ctia danh muc 16n vé chét
trc ché sy oxy héa gbe tu do c6 thé c6. Danh muc nay con bao gdém td hop ctia EDTA
va etanol (EDTA/etanol), ma duge xé4c dinh 1 chit Grc ché khéac nita dbi véi su oxy
héa géc tu do. Ché phdm theo sang ché st dung xitrat lam dém va khong phai lam
chit chéng oxy hoa.

Renteria va cdng sw nhan biét hydroxypropyl-beta-xyclodextrin (HBCD) duéi
dang mot trong cac chét phu gia dugc st dung dé déy manh tinh én dinh cta cac
protein nhit dinh va dé tranh sw két cum trong qué trinh dung qua miii. Renteria va
cOng su boc 10 viéc st dung hydroxypropyl-beta-xyclodextrin trong trudng hop ché
phém thich hop d& sir dung qua miii ting cudng kha ning hap thu qua niém mac. T4t
cé cac protein la rat khéc nhau so v6i céc virut séng nhu adenovirut, vé mat cAu truc,
tich dién va kich thudc. Do d6, co ché 1am 6n dinh ddi véi adenovirut 13 hoan toan

khéc va khong thé du doan dwoc dua trén co ché 1am én dinh déi véi cac protein.
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Cong b sang ché quéc t& W0029024 boc 16 hydroxypropyl-beta-xyclodextrin
dudi dang mot phén ctia danh muc 16n vé céc chét bao vé kho lanh c6 thé c6 duge st
dung dé bao ché ché phim dwoc lam kho lanh. Cong bd sang ché qubc t& W0029024
& cap dén ché phAm dugc 1am kho lanh d6i nghich v&i ché phim léng nhu dugc boc
10 theo sdng ché. Loi thé ciia ché phim 16ng d6 14 né it ddt 6 hon, va viée xit 1y trudce
khi ding can it thoi gian hon va it d& bi 15i hoan nguyén hoic ding liéu 1am sang. Hon
thé nita, viéc ning quy mé dbi véi quy trinh lam kho lanh c6 thé 14 nd luc bé tic.

Céc tAc gia sang ché d4 phat hién va mé ta & day, ché phim adenovirut ma cai
thién tinh 6n dinh adenovirut bang cach bao toan sb lugng va hiéu luc (kha ning gay
nhiém) va chét lugng cuia adenovirut so voi cac ché phém dugc bde 19 trude day.

Céc ché phém theo sang ché chua it nhét mot adenovirut tai td hop. Viéc tao ra
céc vat truyén adenovirut dugc hidu rd trong linh vuc ndy va bao gdm viéc sir dung
cac ky thudt sinh hoc phéan tir chudn, nhu céc ky thuat dugc bdc 10 trong, vi du,
Sambrook va cong su, Molecular Cloning, Laboratory Manual, phién ban thir hai,
Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989), Watson va cong su,
Recombinant DNA, 2d ed., Scientific American Books (1992), va Ausubel va cong
sw, Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, NY
(1995), va cac tai liéu khac duoc dé cap ¢ day. Vin tét 13, vat truyén adenovirut c6 thé
thiéu it nhit mot gen chirc ning thiét yéu ctia ving E1, vi dy, ving Ela va/hoic ving
Elb, cta bd gen adenovirut ma cén thiét dé sao chép virut. Nhu da biét boi ngudi co
hidu biét trung binh d8i voi viée san xuét adenovirut, trong trudng hop cac doan
khuyét ctia cac ving thiét yéu tir bo gen adenovirut, cac chirc ning dugc ma hoa boi
cac vung nady phai dugc cung cdp & cac t& bao trans, t6t hon 1a bsi t& bao san xuit,
ching han dugc tich hop trong bd gen, hodc dudi dang duogc goi 1a adenovirut trg gitp
hodc plasmit trg gitip, khi sin xuét adenovirut t4i t6 hop.

Viéc nhan giéng adenovirut tai t& hop da duge mé ta chi tiét trong: Patent M¥
6,492,169 hodc trong WO 03/104467, Patent My s6 5,559,099, 5,837,511, 5,846,782,
5,851,806, 5,994,106, 5,994,128, 5,965,541, 5,981,225, 6,040,174, 6,020,191, va
6,113,913, va Thomas Shenk, "Adenoviridae va their Replication", M. S. Horwitz,

"Adenovirut", 1an lugt & chuong 67 va 68, trong Virology, B. N. Fields va cong su,
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eds., 3d ed., Raven Press, Ltd., New York (1996), ma dugc dua vao day béng cach
vién dén. Vat truyén adenovirut thiéu kha ning sao chép cé thé duoc tao ra bing cach
st dung loai, chung, typ phu hodc hdn hop clia céc loai, chung hoic typ phu bat ky
cua adenovirut hogc adenovirut thé kham 1am ngudn ADN vit truyén (xem chéng han
WO 96/26281, WO 00/03029). Theo céc phuong 4n nht dinh theo sang ché, céc kiéu
huyét thanh ciia adenovirut & ngudi bao gdm kidu huyét thanh bat ky trong cac kiéu
huyét thanh 2, 4, 5, 7, 11, 26, 34, 35, 36, 48, 49 hoic 50 hoic céc kidu huyét thanh
adenovirut lai hogic d6t bién bit ky. Theo phwong 4n wu tién theo sang ché adenovirut
tai t6 hop 1a tir kidu huyét thanh adenovirut ctia nguoi 5, 26 hodc 35.

Theo cac phuong an khéc, adenovirut theo sang ché 13 adenovirut ctia khi, tét
hon 1a adenovirut cla tinh tinh ho3c gorila. Cdc adenovirut nay thudng c6 ti 16 phoi
nhiém thip va/hoc d9 chuin khang thé trung hoa c6 sén thép trong quan thé nguoi.

Theo cac phuong 4n khéc, adenovirut theo sang ché con chira axit nucleic khac
loai. Axit nucleic khac loai thich hop dugc biét 18 bdi ngudi ¢ hidu biét trung binh,
va ching han c6 thé bao gdm céac khung doc mé cta gen chuyén, ching han khung
doc mé ma héa cic polypeptit ma d4p tng mién dich déi véi né dwoc mong muén khi
vat truyén nay dugc sur dung cho cac myc dich tao vacxin, vi du cic gen chuyén thich
hop dé tao ra d4p tmg mién dich chéng lai bénh sét rét (xem vi du WO 2004/055187),
HIV, bénh lao (xem vi du WO 2006/053871), c4c virut nhit dinh, v.v., d&u duoc biét
bdi ngudi ¢é hiéu bibt trung binh. Trong thuc té, ban chét ctia gen chuyén khong phai
1a quyét dinh d6i véi sang ché, n6 c6 thé 14 trinh ty axit nucleic khac loai bat ky, va do
d6 khong can néi thém & day.

Thuat ngit “tinh én dinh” nhu duge st dung & day chi tinh khang twong d6i ddi
v6i sy thodi hoa cua céc hat adenovirut trong ché phim gilt duoc hiéu luc cia no trén
thang thoi gian vé loi ich duoc mong doi ctia né. TSt hon 13, hiéu luc thé hién sy giam
khéng nhiéu hon 0,316ga mdi hai ndm & 2-8°C.

Thuét ngit “hiéu lyc” nhu duge sit dung & day chi phép do hoat tinh adenovirut
duoc biéu hién du6i dang cac don vi gdy nhiém do dugc trong thir nghiém hiéu luc

dya trén t€ bao, ma dugc mo ta dudi day.
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Ché phim theo séng ché thé hién sy giam v& hiéu luc khéng nhiéu hon 0,416ga
mbi 60 ngay va sw gidm do chuin khong nhidu hon 0,316ga m3i 60 ngay trong nghién
cltru lam ting tinh n dinh duoc thuc hién bing cach  cac ché phdm & 25°C + 2°C
trong thoi gian 1 dén 3 thang.

Ché phim theo sing ché con thé hién su giam vé hiéu luc khong nhiéu hon
0,216ga mdi 10 chu ky trong nghién ctru trong d6 céac lo nho dugc dua vao cac chu ky
dong lanh/rd dong 13p lai tiép theo 1a 24 gi&r khudy tron & nhiét do trong phong theo
phuong nim ngang & 200 vong/phut.

“Té dugc duoc dung” nghia 1 chét tro bit kyy ma dwgc két hop voéi phan tir
hoat tinh nhu virut d¢ diéu ché dang liéu dugc chdp nhan hoic thun tién. “T4 duoc
duoc dung” 12 t4 duge ma khong doc dbi véi ngudi nhin & céac lidu diung va n6ng dé
duoc sir dung, va thich hop véi cac thanh phén khac ctia ché phim chia dang diéu ché
virut. Vi du vé ta duoc 1a chét bao vé dong lanh, chit téy khéng ion, dém, mudi, chat
tic ché sy oxy héa gbc ty do.

Thuat ngft "san phim phy" bao gdm cac sén phdm khéng mong mudn, ma lam
gidm ho#c ha thip ti 18 cua adenovirut chita bénh/phong bénh trong ché pham cho
trude. Cc san phdm phu phd bién bao gdm cac dang két cum cua adenovirut va céc
ménh cuia adenovirut, thu duoc tir vi du viéc lam bién tinh protein, khir amit, thay
phén hodc sy két hop cta ching. Dién hinh 13, cac dang két cum 13 céc phirc ma c6
khéi lugng phan tir 16n hon hat virut phén 1ap.

Ché phém ma cai thién tinh 8n dinh coa adenovirut, con duoc goi 13 “ché phém
6n dinh” nhu duoc st dung & day 1a ché phim trong d6 adenovirut trong d6 vé co ban
gilt duoc sw nguyén ven vé vat ly va/hodc hda hoc va/hodc hoat tinh sinh hoc cua né
khi bao quan. Tinh 6n dinh c6 thé dugc d4nh gid bing cach cac dinh cic dic tinh khac
nhau nhu s6 lugng (ctia adenovirut trong ché phém), hi€u luc, va/hodc cac khia canh
chit lugng khac cua adenovirut trong ché phim trong mot khoang thoi gian va trong
cac diéu kién bao quan nhit dinh. C4c dic tinh ndy ctia ché phdm adenovirut c6 thé
dugc do & nhiét d6 ting (du doén trudce dbi véi cac nhiét do trong thoi gian thuc) hodc
trong c4c diéu kién cing thing khac, chéng han c4c ché pham c6 thé duge dua vao u &

25°C hogc dua vao céc chu ky dong lanh/rd dong va khudy tron dé nghién ctru vé& hiéu
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qué cta cac ché phdm khac nhau t8i da héa thoi gian bdo quan. Cac dic tinh ma xac
dinh tinh én dinh nay c6 thé duoc xac dinh bang it nhit mot trong cac phuong phap
dugc chon tir nhém gdm kiém tra bing mét, phan tmg chudi polymeraza dinh luong
hat virut (vp-QPCR), Thir nghiém hiéu lya dua trén QPCR (QPA), Sic ky long hiéu
ning cao pha ngugc (RP-HPLC) va Két léng ly tdm chénh 1éch (DCS), Thir nghiém
néng chdy do nhiét (TMA), Phép do d duc, va Huynh quang ndi tai.

Phan tmg chudi polymeraza dinh hrong hat virut (vp-QPCR)

vp-QPCR duoc phat trién dé dinh luong cac hat adenovirut nhd st dung cac
mdi ma huéng dinh dén ving 100 bp ctia gen khoi dong CMV clia catxet gen chuyén
c6 mit trong vat truyén adenovirut. Vin tit 13, phuong phap QPCR nay dua trén hoat
tinh exonucleaza cua Taq polymeraza, ma din dén su thoai héa cta miu do huynh
quang déc hi€u & gitta san phém khuéch dai 100 bp. Mau do nay lién két cdng hoa tri
v6i chit phat sang va chét dap tt, va su thoéi héa ciia né gidi phong cac chét phat tan
ra khoi chit dap tit v6i su phat huynh quan sau d¢ ti 1€ vdi lugng khuon. Cac gia tri
dinh lugng thu dugc tlr cdc chu ky ngudng (Ct), chu ky ma & d6 su ting tin hiéu
huynh quang vuot qué gia tri ngudng. Ngudng phat hién huynh quang dua trén ADN
duoc thiét 14p trén nén mot chut. S luong chu ky & d6 huynh quang vuot qua ngudng
dugc goi 1a chu ky ngudng (Ct) hodc, theo huéng dan ctia MIQE, chu ky dinh lugng
(Cq) (Bustin et al, 2009). Trong pha khuéch dai theo ham mdi, trinh ty ADN dich glp
d6i 1én sau mbi chu ky. Vi du, miu ADN ma Ct cia d6 di trude Ct ctia mot mau khéac
3 chu ky chira khudn nhiéu hon 23 = 8 14n. Do dé, gia tri Ct cao hon thé hién lugng
nho hon ctia ADN dich va gia trj Ct thép hon thé hién tinh kha dung cao ctia ADN
dich. Phép dinh luong tuyét d6i c6 thé duogc thuc hién bing cach so sanh dudng cong
chuén dugc tao ra boi dich pha loding theo thir tw adenovirut géc ma ndng d6 cua né
dd duoc xac dinh bing mat do quang ¢ 260 nm (ODa¢o). Céc gid tri Ct cta vat liéu
kiém tra dugc 1gp biéu dd véi cac gid tri Ct cia dudng cong chudn, ma tao ra sb luong
dung va chinh x4c clia cac hatvét truyén.

Khi duge st dung lam chi béo sau khi @ trén céc t& bao thanh thuc E1 (QPA,
xem dudi day), cdc miu thoai héa hon s& dén dén gi4 tri Ct delta (t=0 trir) cao hon va

cac ché phim 6n dinh hon s& dAn dén c4c gia trj Ct thép hon.
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Thir nghiém hiéu lyc dya trén QPCR (QPA)

Pé dinh Iwong hiéu lyc adenovirut, QPA két hop QPCR véi céc thir nghiém
kha ning giy nhiém dua trén nuoi cdy mé. Thir nghiém nay duoc dua trén quan sat
thir nghiém su xuét hién cia ADN virut téng hop mai 1 rat nhanh sau khi 4 16p don té
bao, va ti 1& thuin v&i ndng d6 virut dua vao trén khodng rong bdi s6 gdy nhidm
(MOI). Céc dich pha loéng cta cac mAu (pha lodng khong c6 diém cudi) duoc cho 1én
céc 16p don t€ bao HEK293 trong dia 96 giéng. Sw nhidm duoc dé dién ra trong 3 gid
& 35°C. Céc 18 dugc hit ra va lam ddy lai bing moi trudng khong chira adenovirut.
Céc dia duoc u thém 42 gid truée khi phan giai té bao bang dung dich Triton X-100
va mot budc dong lanh/rd dong dé giai phéng ADN adenovirut. QPCR duoc thuc hién
trén cac dich ly gidi té bao pha lodng theo phuong phap duge mo ta & trén. PO chudn
khé niang gdy nhiém duogc tinh bing cach so sanh véi dudng cong chudn duoc tao ra
bdi céc gid tri Ct cua mu ¢ kha ning gdy nhidm da biét, ma duoc xac dinh bing su
chuén d6 diém cuéi. Theo cach khéc, hidu luc delta c6 thé dugc thé hién truc tiép dusi
dang céc gid tri Ct do d6 chudn kha ning gy nhiém, hoic hiéu luc, la tuong quan truc
tiép v6i céc gié trj Ct. Dic biét 1 khi so sanh céc khac biét tuong dbi v& hiéu luc gitra
céc ché phim, day 1a phuong phép nhanh va dang tin cay.

Sic ky 16ng hiéu ning cao pha nguoc (RP-HPLC)

Dé xac dinh mdt sb khia canh chét lugng cuia adenovirut, cé thé phén tich déc
tinh protein cta adenovirut bing sic ky long hiéu ndng cao pha nguoc (RP-HPLC).
HPLC t4ch céc thanh phén ciia hn hop bang cach s dung céc loai trong tac héa hoc
khac nhau gitta m3u, pha dong (dém hodic dung moi) va pha tinh (vt liéu sic ky Ién
chit trong cot). Bom 4p suit cao 1am pha dong di chuyén trong cot va by do thé hién
thoi gian luu (t;; thoi gian gifta bom mau va xut hién dinh t8i da) cua cac phén tr
bang cach do d6 hdp thy UV & 280 nm. Su téch cia RP-HPLC 14 dua trén su khéc biét
vé tinh khéng wa nudc. Pha tinh khong phan cuc dugc 1am bing cic mach alkyl ki
nudc (46 dai mach: C4, C8 va C18). Pha dong phan cuc 1a nuéc véi 0,1% trifloaxetic
(TFA). Cac hop chit ma gén vao céc cot ndy dugc tach rira nho sir dung ndng do ting
1én cuia axetonitril 0,1% TFA. Nhin chung, chit phan tich vé&i dién tich bé mit ki nuéce

16m hon c6 thoi gian Iuu 1au hon, trong khi d6 sy ¢6 mit cua cdc nhém phén cuc lam
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gidm thoi gian lwu. MAu RP-HPLC tiéu biéu cua adenovirut gdém c6 10 hoic 14
protein, bao gdm protein 16 (VID), bazo penton (III) va hexon (II).

Sa ling ly tm chénh léch (DCS)

DCS la phuong phap dé do sy phan bd c& hat (su két cum) bing c4ch sa ling.
Trong mdy ly tim dang dfa, c4c hat ling xubng theo gradien sucroza (c6 d6 nhét va ti
trong da biét) dudi luc hut cao theo dinh luit Stokes. Téc d6 sa ling ting theo binh
phuong duong kinh hat, vi viy c4c hat ma khac nhau v& kich c& chi vai phan trim
léng xuéng theo téc do khac nhau dang ké. Thoi gian cén thiét dé dat dén bd cam bién
duoc sir dung de tinh c& hat. Khoang do ctia phuong phép nay 14 khoang 0,02 dén 30
micron.

Thtr nghiém néng chay do nhiét (TMA)

Thir nghiém néng chay do nhiét (TMA) c6 thé duoc sir dung dé xac dinh nhiét
dd ndéng chay (Tm) cua adenovirut trong cac dang bao ché thu nghiém, d6 1a nhiét do
ma vo capsit cla virut bién tinh. Su phan ra cla virut ¢6 thé duge do c6 thé duoce do
thoi gian thyc nho st dung thudc nhudém huynh quang xen vao gifta dSADN. Thubc
nhudém huynh quang nay chi tao ra tin hi¢u hinh quang khi lién két v6i ADN, ma dugc
giai phong khi hat virut phan rd. Huynh quang theo ham mi tang 1én khi vo capsit tan
chay c6 thé duoc do nho st dung méy QPCR théng thudng trong qua trinh ting nhiét
d6 theo béc. Cac mau dugc pha lodng dén ndng d6 gibng nhau (khodng 1 4x10° dén
1x10'? vp/mL) trong cac dang bao ché cu thé va tron véi thude nhuém SYBRGreen
(néng d6 cubi 1X) trong thé tich 50 uL. Nhiét d6 duoc tang 1én 0,5°C mdi 30 gidy bat
dAu tir 30°C lén dén 79°C. Tir dit liéu huynh quang thd, céc din xuAt tht nhat va thir
hai duoc tinh va nhiét d6 tan chay duoc doc & hé sé chin ctia din xuét thi hai voi truc
x. Nhiét d6 néng chay cao hon (Twm) c6 thé 14 chi bao cua dang bao ché én dinh hon.

Thir nghiém d6 duc

Phép do do duc do sy gidm cudng @6 4nh séng truyén qua do su tdn xa cta cac
hat trong miu (d6 hip thu biéu kién), duoc do & bude séng ¢ do6 cac phan tir trong
mau khong hép thu 4nh sang (vi du 350 nm dbi voi cac miu trong dé céc protein la
nhém mang mau chinh). Khi c4c phan tir két cum hoic tao phuc si€u phan ti, su tan

xa 4nh sdng, ma 1a ngdu nhién khi tir cac hat riéng biét, d3 tré nén dinh lién, va nho d6
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cuong d6 do dugce ting 1én. Piéu nay lam cho phép do sy tdn xa 4nh sang va d6 duc 1a
cac k¥ thuat hiru ich dé d su két cum va tao phirc hodc phén ra.

Trong thtr nghiém d6 duc, cdc mau dugce chuyén 1én vi dia day phéng, truyén
tia UV trong ba 1an. Pia dugc pht bang db bit truyén tia UV. Phd hép thu dugc ghi
bing may doc vi dia gitta 230 va 500 nm, va do hdp thu & 975 nm duoc do dé xac dinh
va ¢6 thé 1 hiéu chinh su chénh léch ciia dudng truyén quang. Céc miu dbi ching
gdm cac ché phim ma khong c6 adenovirut ciing duge dwa vao thir nghiém dé hiéu
chinh c4c thanh phﬁn nén tén xa hodc hép thu néu cin. bo hé'tp thu biéu kién & 350 nm
duoc sir dung lam sé do dinh lwgng cho d dyc.

Thtr nghiém d¢ dyc 13 sy chi bio tinh 6n dinh di vé&i cic mau adenovirut. Su
két cum virut din dén su tang d0 duc va giam sy phén ri vé capsit. D chinh x4c cua
thir nghiém 1a < 5% (CV%) & gié trj d6 duc > 1 NTU.

Do duc thu duoc dbi voi cac miu chiu cang théng nén luén dugc so sanh véi
c4c miu dbi chimg. Do su téng hodc gidm sau khi 4p dung cing thing phu thudc vao
qua trinh thodi bién va dc hiéu dbi voi mbi Thanh phan duge tinh (API), né khong
thé duoc du doan. Su thay dbi (cao hon hoic thép hon) so vé&i cadc mau t=0 14 chi bao
vé ché phdm kém én dinh hon. Céc mAu chiju cing thing twong duong v&i cac mau
t=0 duoc mong doi 12 6n dinh hon.

Thir nghiém huynh quang néi tai

Céc protein v6 capsit clia adenovirut chtra cdc axit amin thom ma phét ra 4nh
sdng lai sau khich thich, cu thé 13 tryptophan va & mic d6 thdp hon 14 tyrosin va
phenylalanin. Sy phat xa cuc dai va hi€u suét luong tir ciia tryptophan phu thudc manh
vao tinh phén cyc clia mdi trudng clia nd. Trong méi trudng chita nude, phén cuc (vi
du bé mit cla protein hinh cdu) hiéu suét luong tir 13 tuong dbi thép, trong khi trong
mdi trudng khong phén cyuc (vi du bén trong thé két cum) hidu suét luong tir ting. Pac
tinh Jam lam cho sy phat huynh quang tryptophan tré thanh céng cu hitu dung dé
nghién ctru sy thay ddi ciu tric protein, sw két cum, va su tuong tac phéan tur.

Trong thir nghiém huynh quang ndi tai, cdc mau dugc chuyén trong ba phdn 1én
vi dia day phéng, truyén tia UV. Pia duogc phi bing dd bit truyén tia UV. Su phat
huynh quang tryptophan dugc do bing méy doc vi dia nho sir dung bd loc kich thich
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voi bude séng trung tim 1a 280 nm va chiéu rong séng 1a 10 nm, va bd loc phét xa véi
budc séng trung tAm 13 340 nm va chiéu réng séng 1a 10 nm. Voi day dugc st dung dé
han ché thép nhét anh huédng ctia d6 bit va hinh dang mit khum chét long.

Cuong d6 huynh quang dugcu biét trong linh vuc ndy 13 phép do nhay d6i véi
tinh 6n dinh adenovirut. Ca su tang hodic giam déu c6 thé dugc quan sét khi c6 cing
thing, tlly theo ban chét cta cac thay ddi xut hién & miu. Su thédo gép protein va
phén rd v6 capsit dugc mong doi 13 din dén sy giam huynh quang noi tai, va su két
cum dugc mong doi 12 din dén su ting huynh quang. D chinh x4c cua thir nghiém 1a
< 5% (CV%) trong khoang st dung.

Huynh quang thu dugc d6i véi cac mau chiu cing thing luén cin duoc so sénh
v6i cac mdu dbi chung. Do sy tdng hodc giam sau khi 4p dung cing thing phu thudc
vao qué trinh thodi bién va dic hiéu d6i voi mdi Thanh phén dugc tinh (API), né
khong thé dugc dy doan. Su thay ddi (cao hon hoic thdp hon) so v6i cac miu =0 1a
chi bao vé& ché phdm kém én dinh hon. C4c miu chju cing thing twong duong véi cac
mau t=0 duogc mong doi 13 8n dinh hon.

Adenovirut "gift tinh 6n dinh vt 1y clia né" trong ché phidm duoc, néu né, bén
canh céc yéu t§ khac, thé hién sy giam tdi thiéu (tic 1a 0,3log/2 nam) v& mit sb luong
va hiéu luc, va khong thé hién cai bién protein quan trong. Ngoai ra, khong c6 tin hiu
vé su két cum, cin quan sit duoc su két léng, thay dbi mau sic va/hodc @6 trong khi
khao sat bing mét.

“Khoang” nhur dugc str dung trong sing ché nghia 1a £10%, trir khi c6 quy
dinh khéc.

Sang ché d& cap dén cc ché phdm ma én dinh adenovirut va d& cip dén céc
san phim dugc lién quan, t6t hon 1a dé st dung trong liéu phap gen va/hodc cic ung
dung vacxin. Ché phim chira virut én dinh wu tién boc 16 & day 1a ché phim
adenovirut 1éng, ma thé hién tinh én dinh tinh én dinh adenovirut tdng khi bdo quan
trong khoang 2-8°C trong khi con thich hop véi viée ding ngoai dudng tiéu héa. Tuy
nhién, cic ché phim nay cling c6 thé duge bao quan & nhiét do thip hon, vi du -20°C
hoic thip hon, -40°C hodc thdp hon, -65°C hoic thdp hon, -80°C hodc thdp hon.
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Chung ciing c6 thé én dinh hon & nhiét do trén 8°C, vi du 25°C hodc thdm chi cao
hon.

Céc ché phdm ndy ma c6 thé lam bn dinh adenovirut chira dém xitrat,
hydroxypropyl-beta-xyclodextrin(HBCD), mudi va chét tdy khéng ion, cling nhu céc
thanh phan b sung tlly ¥ ma ting cudng tinh én dinh cho virut dugc dua vao. PH cua
dém nay nim trong khodng 5,5 va 6,5.

Céc ché phidm theo séng ché tao ra tinh 6n dinh cho adenovirut & céc ndng do
virut khdc nhau, don tri hodc da tri, va c6 thé dugc dung cho cac loai sinh vat c6
xuong sbng, tot hon 1a ddng vat c6 vi va dic biét 1a con ngudi. Céc ché phim virut én
dinh theo sang ché 1a céc ché pham dua trén adenovirut, ma c6 thé, chéng han, duoc
st dung lam vacxin ma cé thé mang lai loi ich phong bénh d6i véi cac c4 thé khong bi
nhiém trude d6 vi/hodc tao ra hiéu qua chita bénh.

Mot khia canh wu tién theo sdng ché 14 ché phim adenovirut tai t6 hop (ttc 13,
adenovirut chira toan b6 hoic mot phﬁn gen chuyén ma dugc bidu hién & vat chu dich
sau khi dung cho vat chi, nhu theo phuong phép dua trén viéc tiém vacxin gen hodc
liéu phép gen dong vét c6 vi/nguodi bat ky da biét d6i véi ngudi c6 hiéu biét trung
binh) ma thé hién céc dic tinh vé tinh én dinh ting cuong duwgc mo t& & diy véi ndng
do virut nim trong khoang tir 1x107 vp/mL (hat virut/mL) dén khoang 1x10'® vp/mL.
Khoéng uu tién hon 14 tir khoang 1x10° dén 1x10" vp/mL, v6i ndng d6 virut duge dic
biét wu tién nim trong khoang tir 1x10'° dén 5x10'2 vp/mL. Céc ché phdm chita bénh
hodc phong bénh theo cic ché phdm theo sang ché c6 thé duoc dung cho ca thé voi
luong di dé diéu tri hodc ngin ngira rbi loan turong ung. Lugng c6 hidu qua dé dung
cho ngudi cé thé, tit nhién, thay ddi theo nhidu yéu t6 khac nhau nhu tinh trang cta
timg cé thé, cin ning, gidi tinh va tudi. Cac yéu t& khac bao gdm ché do dung. Theo
phuong 4n wu tién, cac ché phdm theo sang ché thich hop @ ding ngoai dudng tidu
héa.

Céc ché phim theo sdng ché 1a dung dich dém xitrat c6 pH nam trong khoang
gita 5,5 va 6,5, con bao gdbm hydroxypropyl-beta-xyclodextrin (HBCD) va tity y chtra

ruou hai hodc bbn nguyén tir cacbon. Ngac nhién, sy két hop nay da dugce chimg minh
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2 ché phdm néi bac cho viée bao toan s6 lrong, hicu luc (khi ning gy nhiém) va
chét luong clia adenovirut, nhung duge chimg minh & déy.

Theo phuong 4n wu tién, ndng do cua xitrat nim trong khoang gitta 5 mM va
30 mM, vi du khoang gitta 5 mM va 25 mM, vi du khodng gitta 10 mM va 25 mM, vi
du khoang 20 mM.

Mot thanh phan thiét yéu khéac trong cdc ché phim nay ma gop phan vao su én
dinh virut trong khoang nhiét d6 16n va trong khoang thoi gian bao quan kéo dai 1a
HBCD, ma duge st dung 1am chét bao vé dong lanh. Theo phuong 4n wu tién, ndng
d6 cia HBCD nim trong khoang giita 1% (khéi luong/khéi luong) dén 10% (khdi
~ lugng/khdi lugng), vi du khoang gitta 3% (khdi luong/khéi lwong) dén 8% (khéi
luong/khéi luong), vi du khoang giita 4% (khéi luong/khéi lugng) dén 6% (khéi
lwong/khéi lugng), vi du khoang 5% (khéi lwong/khéi luong).

Thanh phan bd sung ctia cac ché phém theo sang ché 13 mudi. Muébi tdng cudng
tinh én dinh virut. Muc dich ctia viéc dua mudi vao trong ché phém 13 @ dat dugc
cudng do ion hoic ndng d6 osmol mong mubn va t6i uu héa bd sung céc tuong tac
tinh dién. Mudi c6 mit & ncA)ng dd osmol ma duogc chép nhén v& mit sinh ly véi vat
chu. Cac déng gép ddi véi cudng d6 ion cé thé dén tir cac ion duoc tao ra badi cac hop
chét dém cling nhu tir c4c ion ctia mudi khong dugc dém. Cac mudi ma thich hop cho
céc ché phdm theo sang ché bao gdm nhung khong chi gi6i han & natri clorua (NaCl),
Canxi clorua (CaClz) hodic mangan clorua (MnCL). Trai véi tinh trang k¥ thuét da
biét, magie clorua (MgCl) cho thdy 1a gay bét loi cho tinh 4n dinh adenovirut. Do do,
theo phuong 4n wu tién ché phim theo séang ché khong chira magie clorua.

Theo phuong 4n wu tién, ché phdm virut theo sang ché chtra natri clorua
(NaCl). Theo phuong 4n uu tién, néng d6 cta natri clorua nim trong khodang gitra 10
mM va 250 mM, vi du khoang gitta 20 mM va 200 mM, vi du khoang gifta 30 mM va
150 mM, vi du khodng gitta 50 mM va 100 mM, vi du khoang 80 mM.

Céc ché phdm theo sang ché chita it nhat mdt chét tAy khong ion (con duge goi
13 chit hoat dong bé mit khéng ion) dugc bd sung vao dé 1am giam sy hait bam vao bé
mit vét chtra cling nhu c6 thé mang lai sy 6n dinh virut ting (vi du bang cach lam

giam su két cum). Céc chit tdy khong ion d& su dung trong céc ché phim theo sang
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ché bao gdm nhung khong chi gidi han & céc este axit béo polyoxyetylen sorbitan, bao
gbm nhung khong chi gidi han & Polysorbat-80 (Tween 80%), Polysorbat-60 (Tween
60®), Polysorbat-40 (Tween 40%) va Polysorbat-20 (Tween 20®), va loai chét hoat
dong bé mat khdng ion Pluronic (vi du Pluronic 121).

Theo phuong 4n wu tién, ndng do cua chit tdy khong ion nim trong khoang
gitta 0,001% (khoi luong/khdi luong) dén 1% (khéi lugng/khéi hrong), vi du khoang
gitta 0,005% (khoi luong/khdi Iuong) dén 0,5% (khéi lwong/khdi lwong), vi du
khoang gitta 0,01% (khdi lugng/khéi lugng) dén 0,1% (khdi lrong/khdi luong), vi du
khoang gitta 0,01% (khéi luong/khdi lugng) dén 0,05% (khdi lwong/khdi lugng), vi
du khoang giita 0,015% (khdi lugng/khdi luong) dén 0,03% (khdi luong/khdi luong),
vi du khoang 0,025% (khdi lwong/khéi luong).

Theo phuong 4n wu tién, ché phim virut theo sang ché chua Polysorbat-80.
Nong d6 cta Polysorbat-80 t6t hon nim trong khoang gitra 0,001% (khéi lwong/khbi
lwong) dén 1% (khéi leong/khdi luong), vi du khoang gitta 0,005% (khéi lwong/khéi
luong) dén 0,5% (khéi hrong/khéi lugng), vi du khoang gitta 0,01% (khéi lwong/khéi
luong) dén 0,1% (khéi luong/khéi luong), vi du khoang gitta 0,01% (khdi lwong/khdi
luong) dén 0,05% (khéi lugng/khdi luong), vi du khodng giita 0,015% (khdi
luong/khdi lwong) dén 0,03% (khéi lugng/khdi lwong), vi dy khoang 0,025% (khdi
luong/khéi lwong).

Theo phuong 4n wu tién, ché phdm virut theo sang ché con chira EDTA. Theo
phuong 4n wu tién hon, néng d6 cia EDTA nim trong khoang gitta 0,05 mM dén 0,2
mM, vi du khoang gifta 0,05 mM dén 0,15 mM, vi du khoang gifta 0,08 mM dén 0,12
mM, vi du khoang 0,1 mM.

Theo mdt phuong 4n wu tién khac, ché phim virut theo sang ché con chira
etanol. Theo phuong 4n wu tién hon, ndng d6 cua etanol nim trong khodng gitta 0,1%
(khéi lugng/khdi lugng) dén 1% (khdi lugng/khdi luong), vi du khoang gitta 0,2%
(khoi lugng/khéi lugng) dén 0.8% (khdi luong/khdi lrong), vi du khoang giira 0,2%
(khi Iugng/khdi lugng) dén 0,6% (khéi lugng/khéi Iwong), vi du khoang 0,4% (khéi
lugng/khdi lwong).
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Theo phuong 4n wu tién, néu ché phim virut theo sang ché chira etanol né
khong nhit thiét phai chira EDTA ddng thoi.

Trén co s& phan thao lun trén, sang ché dé cap dén ché phim chira adenovirut,
nhu Ad5, Ad26 hodc Ad35 tai td hop, ma cé thé vi du duoe st dung trong liéu phap
gen va/hodc céc ing dung ding vacxin gen, ma cho thdy cc dic tinh v tinh 6n dinh
dugc cai thién so véi két qua cac ché pham hoat dong tdt nhét dugc bibt trong linh vuc
nay (duoc bdc 16 trong Evans va cdng sur 2004) va ma it nhit chta dém xitrat, HBCD
1am chit bao vé dong lanh, mudi, va chit hoat dong bé mit.

Phuong 4n cu thé theo sang ché dé cap dén ché phim adenovirut tai t§ hop ma
dugc dém bing xitrat dén pH nim trong khoang gilta 5,5 va 6,5, va con chua
hydroxypropyl-beta-xyclodextrin (HBCD), mubi, chit tay khéng ion, va rugu c6 2
hodc 4 nguyén tir cacbon.

Theo phuong 4n wu tién theo séng ché, ché phim chtta dém xitrat véi pH nim
trong khoang pH 5,5 dén pH 6,5, chira HBCD lam chét bao v€ dong lanh, NaCl lam
mudi, Polysorbat-80 1am chit hoat dong bé mit va rugu c6 2- hodc 4 nguyén tir
cacbon 1am chét bao vé d6ng lanh b6 sung chua tung co trudce day.

Theo mét phwong 4n khac theo sang ché, ché phdm chira dém xitrat v6i pH
nim trong khoang pH 5,5 dén pH 6,5, chita HBCD 1am chét bao vé dong lanh, NaCl
lam mubi, Polysorbat-80 1am chét hoat dong bé mit va EDTA.

Theo mét phwong 4n wu tién khéc theo sang ché, ché phidm chta dém xitrat véi
pH nim trong khoang pH 5,5 dén pH 6,5, chita HBCD lam chit bao v€ dong lanh,
NaCl lam mudi, Polysorbat-80 1am chit hoat dong bé mit va etanol 1am chét bao vé
dong lanh bd sung chua timg ¢6 trudc day.

Theo mdt phuong 4n wu tién khéc theo sang ché, ché phim chira dém xitrat véi
pH nim trong khoang pH 5,5 dén pH 6,5, chita HBCD 1am chit bao vé dbéng lanh,
NaCl lam mubi, Polysorbat-80 1am chit hoat dong bé mit. Ché phidm nay con chira
etanol va khong chita EDTA.

Theo phuong 4n wu tién theo sang ché ché phdm c6 pH ndm trong khoang giita
5,9 va 6,2, va chtra xitrat & néng do6 nim trong khoang gifta 10 va 25 mM; HBCD &
néng do ndm trong khoang giita 4% (khdi lugng/khdi lwong) va 6% (khéi luong/khéi
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luong); NaCl & ndng d6 ndm trong khoang gitta 70 mM va 100 mM; Polysorbat-80 &
ndng d6 nim trong khoang gitra 0,018% (khdi luong/khdi lugng) va 0,035% (khéi
luong/khéi Iugng); va etanol & ndng d6 ndm trong khoang gifta 0,3% (kh&i lvong/khéi
luong) dén 0,45% (khéi lugng/khédi lugng).

Theo mét phuong 4n wu tién khéc theo sang ché ché phim c6 d6 pH ndm trong
khodng gilta 5.8 va 6,2, va chira xitrat & ndng d6 ndm trong khoadng gitta 15 va 25
mM; HBCD ¢ ndng d6 ndm trong khoang gitta 3% (khéi Iuong/khéi luong) va 8%
(khi Ivgng/khdi luong); NaCl & ndng d6 nim trong khoang gitta 50 mM va 100 mM;
Polysorbat-80 & ndng do ndm trong khoang gifra 0,01% (khdi lwong/khdi lugng) va
0,03% (khoi lugng/khdi lugng); va EDTA & néng d6 nim trong khoang giita 0,05 mM
dén 0,15 mM.

Theo mot phuong 4n wu tién khéc theo sang ché ché phim c6 d6 pH nim trong
khoang gitta 5,9 va 6,2, va cha xitrat & nng do nim trong khoang gitta 10 va 25
mM; HBCD & ndng d6 nim trong khoang giita 4% (khdi luong/khdi luong) va 6%
(khdi lugng/khébi lwong); NaCl & ndng d6 ndm trong khoang gitta 70 mM va 100 mM;
Polysorbat-80 & ndng d6 nim trong khoang giita 0,018% (khdi lwong/khdi luong) va
0,035% (khéi luong/khdi lugng); va EDTA & ndng d6 nim trong khoang gifta 0,05
mM dén 0,15 mM.

Theo phuong 4n con wu tién hon nira theo sang ché ché phim dugc dém béing
khoang 20 mM xitrat dén pH khoang 6; HBCD c6 miit & ndng d¢ khoang 5% (khéi
luo'ng/khéi luong); NaCl ¢6 mit & néng dd khoang 80 mM; chét hoat dong bé mat 1a
Polysorbat-80 & ndng do khoang 0,025% (khéi lugng/khdi luong); va EDTA ¢6 mit &
ndng d6 khoang 0,1 mM.

Theo phuong 4n con wu tién hon nita theo sang ché ché phim dugc dém béng
khoang 20 mM xitrat dén pH khoang 6; HBCD c6 mit & ndng do khoang 5% (khdi
lugng/khbi luong); NaCl ¢6 mit & néng d6 khoang 80 mM; chit hoat dong bé mit 1a
Polysorbat-80 & ndng do khoang 0,025% (khdi hrong/khdi luong); va etanol ¢6 mit &
ndng d6 khoang 0,4% (khdi Iuwong/khdi luong). Ngoai ra, t6 hop ctia cac yéu t néu

trén c6 thé dugce sir dung.
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Theo mét phuong 4n cac ché phim theo sang ché dugc chira trong lo nhu vi du
lo thuy tinh bosilicat DIN 2R loai I. Theo mét phuong 4n khéc, cac ché phim duoc
chira trong tui. Ti ma chira cdc ché phdm theo sang ché ¢6 thé chira cac 16p duoc 1am
bang vi du copolyme Etylen Vinyl Axetat (EVA) hoic rugu Etyl Vinylic (EVOH).
Theo mot phuong 4n khéc nita theo sang ché, cac ché phdm dugc chira trong xylanh.

Céc ché phdm virut t4i t6 hop duoc md ta & day 6 thé duoc dung cho vat chu
¢ xuong sbng (t6t hon 1a vat chu Ia dong vat c6 v va dic bidt 1a déi ngudi nhan 1a
con ngudi) bang cach thirc bat ky duoc biét trong linh vuc ndy. Céc dudng phéan phdi
ndy bao gdbm nhung khong chi gi6i han & tiém trong co, tiém trong mang bung, tiém
trong tinh mach, xong hit hodc phan phdi qua miii, phén phéi qua miéng, dung dudi
ludi, ding duéi da, ding qua bi, ding trong bi, dung trong dng tuyén nuéc bot, dung
qua da hodc dung duéi da. Theo phuong én wu tién, ché phim theo sang ché thich hop
voi viée dung ngoai dudng tiéu hda.

Theo cac ché phim duoc boc 10 & day, sang ché con dé cap dén cac phuong
phép bdo quan adenovirut ma bao gdm viéc diéu ché cic ché phdm chita virut nhu
duoc boc 16 & day, cac ché phém nhu vy ma dan dén tinh én dinh virut ting khi duoc
béo quan dudi -65°C va trong khoang 2-8 °C va c6 thd cao hon trong khi con thich
hop véi viéc ding ngoai dudng tiéu héa, diic biét la vise dung ngoai dudng tiéu hoa
cho nguoi.

Do d6, mét khia canh khac theo sang ché d& cap dén cac phuong phap bao
quan adenovirut ma bao gdm viéc bao ché ché phim duoc boc 16 & day va bao quan
ché phim ndy & nhiét d6 nim trong khodang gifta 2°C va 8°C.

Céc vi dy sau duoc dua ra dé minh hoa sang ché, tuy nhién sang ché khong gisi
han & do.

Vi du thwc hi¢n sdng ché

Vidu 1.

Phuong phép va thiét ké thir nghiém

Sau khi kiém tra mot vai ché phdm khac nhau, mot ché phdm hoat dong tt hon

céc ché pham con lai. Ché phAm méi nay dugc dit tén 13 “Ché phim B” va chta 5%
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(khéi lwong/khéi lugng) HBCD, 20 mM xitrat, 0,02% (khdi luong/khdi Iugng) PS-80
va 75 mM NacCl ¢ pH 6,0.

Hai miu diéu ché adenovirut (Ad35.TB-S va Ad26.Mos1.Gag-Pol) (mdt chira
adenovirut typ huyét thanh 35 (Ad35) va mét chira adenovirut typ huyét thanh 26
(Ad26)) da dugc trao ddi c6 dém nho sir dung ¢t PD-10 (GE Healthcare) thanh ché
phim B.

Cé& hai mdu didu ché adenovirut cling dugc bao ché thanh “ché phim dbi
chimg” ma duoc mé ta trong Evans va cong su 2004 va 1a ché phém t6t nhit tir trudce
dén nay. “Ché phim déi chimg” chita 10 mM Tris, 10 mM Histidin, 1 mM MgCls, 75
mM NaCl, 5% (khdi luong/khéi luong) sucroza, 0,02 % (khdi lugng/khéi lwong) PS-
80, 0,1 mM EDTA, 0,4 % (khéi lugng/khdi luvgng) EtOH, & pH 7,4.

M3di ché pham, 12 cot duoc str dung; dich rira giai duoc gom lai, loc vo trung
va bao quan & 2-8°C trong chai thlly tinh. Cac miu duoc liy @& x4c dinh do chuin
virut bang vp-QPCR va tit ca cac d6 chuin duogc didu chinh bing dung dich dém thich
hop dén 1,7x10'! vp/mL. Sau d6, céc ché phim duoc nap vao céc lo thuy tinh (0,7 mL
mdi 1), nut lai va day nip.

Céc mau t=0 (dbi ching, 6 lo mi nhém) duge bao quan tryc tiép & <-65°C.
Sau d6, sau lo clia mdi nhém (n=6) duoc 0 & 25°C va dong lanh & <-65°C ¢ t=10, 20,
30, 40, 50, 60, 65, 70, 75, 80 va 90 ngay cho dn khi phén tich miu béng QPA duoc
thuc hién ba 14n mdi méiu.

Ngoai ra, cac mau t=0 d6i véi cac vat truyén & ca hai ché pham duoc phén tich
béng TMA (Thir nghiém néng chay do nhiét) d& xac dinh nhiét d6 noéng chay vo
capsit. Nhiét d6 néng chay cao hon ti 16 thudn véi tinh én dinh nhiét cao hon cia vo
capsit virut. Cac miu diém cuéi (=90 ngay) ciing dugc phén tich bing Sic ky long
hi€u néng cao pha nguoc (RP-HPLC) va Két ldng ly tim chénh 1&ch (DCS) va so sanh
v6i céc ddi chimg t=0.

Két qua va két lugn

Sau khi hoan thanh nghién ctru, tit ca cac mAu duoc phan tich bang QPA va su
mét higu lyc duoc biéu hién dudi dang delta bang c4ch trir céc gia tri t=0. Ché phim
B, theo sdng ché (hinh thoi rdng) hoat dong t6t hon déng ké (p=1,44E-05) ché phim
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d6i chimg (hinh tron ddc) dan dén sy phan ra it hon theo thoi gian va thoi gian bao
quan dy tinh dai hon (Bang 1) d6i véi ca hai adenovirut (Hinh 1 va 2). Véi Hé théng
phén tich thong ké (phin mém SAS ), m6 hinh tuyén tinh (Ad26) va binh phuong
(Ad35) dugc thir trén dit liéu hitu luc nhe st dung thoi gian va binh phuong thoi gian
lam cac két qua cb dinh. Trong khi két qua ‘thoi gian® cb dinh thé hién sy giam tuyén
tinh & hidu lyc, két qua ‘thoi gian*thdi gian’ ¢§ dinh thé hién do cong cua sy giam
ndy. Ca hai két qua duoc sir dung trong md hinh nay dé danh gi4 y nghia cta ching.
Tiéu chudn thong tin Akaike (AIC) 1a phép do d6i voi chét luong twong ddi ctia mod
hinh théng k&, luu ¥ dén d6 phirc tap cia mé hinh va do chinh xdc pht hop ctia né.
AIC cang nho, sy phi hop cta mé hinh cang tét. Theo mé hinh tuyén tinh, d6 dbc thé
hién téc do thoai bién hiéu lyc. Bing cach so sanh céc d6 déc, cht dém tt nhit (d6
ddc thap nhat) c6 thé duoc xac dinh.

Thoi gian bdo quan twong duong véi cic thoi didm ma duge coi 1a gi6i han
dudi clia khoang ndy theo dic diém k¥ thuit cho trude (ttc 12 giam hiéu Iuc). Déi véi
m6 hinh binh phuong, dé tinh toan thoi gian bdo quan, khoang tin cdy 95% hai bén
quanh gid tri trung binh duogc ldy. Viéc chi gitt gioi han duéi d& danh gid thai gian bao
quén tao ra muc tin cdy 97,5% dbi véi khoang tin cdly thip hon don bién. Céc hé sé
chan (phan 4nh hiéu lyc & t=0) duoc léy trung binh va loai bo khoi dit liéu thd va mod
hinh. Thoi gian bdo quan dugc tinh toan déi véi ca hai ché phim.

Bang 1: Thoi gian bao quan ¢ 25°C thu duoc tir phan tich théng ké dudng cong
thoai bién (Hinh 1 va Hinh 2).

Ché phim B so véi déi
ching

Thoi gian bao quan cia Ad26 Dai hon 36,1%

Thoi gian bao quan cua Ad35 Dai hon 50,0%

RP-HPLC khéng thé hién d4u hiéu bat ky vé céc cai bién protein Adeno hay
oxy hoa. DCS khong cho thdy d4u hiéu bét ky vé& su két cum. Hon thé nita, ché phim
theo sang ché din dén nhiét do néng chay ting déng ké d6i véi ca Ad26 (Hinh 3) va
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Ad35 (Hinh 4) so véi ché phim dbi chimg, chi ra tinh 4n dinh ting cua adenovirut &
ché phém B.

Vidu2

Phuong phap va thiét ké thir nghiém

Sau cac thir nghiém dugc md ta trong Vi dy 1, ché phim B duoc cai bién bing
cach thém hogc bét mot hosic mdt vai thanh phén (NaCl, Etanol, EDTA hoic tb hop
clia chiing) tao ra 8 ché phim thu nghiém (A dén H, xem Béng 2) ma duogc so sanh
v6i ché phim d6i chimg (duoc mo6 ta trong Evans va cong su va duoc noi rd & trén).
Tét ca céc ché phim chira 5% HBCD, 20 mM xitrat va 0,02% PS-80. Nhu duoge chi ra
trong Bang 2, cac ché phdm con bao gdm 75 mM NaCl, 0,1 mM EDTA va/hodc 0,5%
etanol (EtOH). Adenovirut (Ad26) duoc trong 9 ché phém trong 69 ngay & 25°C
hodic 16 ngay ¢ 35°C hodc dua vao 30 chu ky dong lanh/rd dong tiép theo 1a khudy
tron (1 ngdy & nhiét d§ trong phong). Sw mét hi¢u lyc dugc dénh gia bing QPA va
biéu hién dudi dang gid tri Ct (chu ky ngudng) delta (=0 tri). Ngoai ra, d6 hép thy &
350 nm duoc doc dudi dang sb do do duc va huynh quang néi tai dugc do dé phéat hién
su thay dbi céu tao protein va sy két cum. Cudi cung, TMA va vp-QPCR duoc thuc
hi¢n dé xac dinh nhiét do néng chay va ti 1& vp/IU.

Bang 2: Thanh phin ché phdm. T4t c4 céc ché phdm chtta 5% HBCD, 20 mM
xitrat va 0,02% PS-80, mot sd dugc bd sung NaCl:75 mM, EDTA: 0,1 mM va/hoic
etanol (EtOH): 0,5% (khdi lugng/khéi luong).

Ché phim NaCl EDTA EtOH
A - - -

B + - -

C - -

D + -

E - - +

F + - T

G - +

H + +
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Két qua va két lusn

Dua trén c4c két qua tinh én dinh & 25 °C thé hién trén Hinh 5, c6 thé két luan
ring viéc bd sung NaCl két hop voi EDTA (C va D) hodc etanol (E va F) 1& rang 14 c6
'~ 1oi cho tinh én dinh cua virut, trong d6 etanol rd rang 14 1am t6t hon EDTA. Bét ngo
14, t6 hop ctia ca EDTA va etanol ¢6 hogc khong c6 NaCl khong tao ra ché phdm én
~ dinh hon (G va H). Diéu nay tréi nguoc véi diéu dugc mong dgi tir tinh trang k¥ thuat
d3 biét vi du Altaras et al, 2005, va Evans va cdng su 2004 trong d6 té hop dic hiéu
cia EDTA/EtOH thudng duge goi 13 chét e ché su oxy héa gbc tyr do va thém vao d6
1a chit ting cudng tt d6i véi tinh dn dinh adenovirut.

Chuyén sang m6 hinh khc nghi€t hon, 35°C trong 16 ngay, kha ning phan biét
trd nén rd rang hon, nhu c6 thé th_éy trén Hinh 6. RS rang 1a, viéc thém NaCl vao cai
thién tinh 8n dinh va tic dung c6 loi cua etanol dugc xac nhan trén Hinh 6. Ngac
nhién 13, tb hop ctia EDTA cung véi etanol, ¢ hoic khong c¢6 NaCl, c6 tdc dung 4m
tinh 13 rang 1én tinh n dinh cua virut. Didu nay la ngugc lai v6i nhan thic thong
thudng ring td hop ctia EDTA/EtOH hoat dong t6t 1am chit tc ché su oxy héa gbc tu
do (vi du Altaras va cong su 2005, va Evans va cong sy 2004). Tém lai, ca hai yéu té
céng thing nhiét do cho thdy tac dung c6 loi ctia NaCl két hop véi EDTA hodc etanol
trong ché phdm cu thé nay.

Dé khao st hiéu qua clia cac ché phim c6 dudng thoai héa khac nhau, cac ché
pham nay (A dén H) dugc dua va chu ky dong lanh/rd dong va cing thing khudy tron
(Hinh 7). Céc hiéu qua quan sat dugc déu rd rang va ngodi mong doi. RJ rang 13,
EDTA (C va D) khong c6 tac dung bt ky nao. Mt khéc, etanol bao vé manh mé& khoi
t6n hai do dong lanh/rd dong va do d6 hoat dong nhu chit bao vé dong lanh (E dén H).

Cac két qua ngoai dy doan nay da duoc xac nhan béng cac sb do do hép thu &
350 nm trong thir nghiém do d¢ duc (Hinh 8). Viéc dong lanh/rd dong (6 vudng rdng
trén Hinh 8) din dén su giam do duc so v&i t=0, trong céc ché phdm ma khéng co
etanol. Sy gidm nay 13 phu hop nhét do su phan ra cua céc hat virut. Phi hop véi céc
quan st ndy, cing thing nhiét d6 tang cao (hinh tam gidc mau den trén Hinh 8) con

tao ra sy gidm d6 duc & cac ché phdm khong chira etanol, trong khi d6 ché pham cé
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etanol, ddc biét 1a ché phim F, khong thé hién thay ddi dang ké so v&i cac miu t=0
(vong tron den trén Hinh 8).

Ngoai ra, huynh quang noi tai (Hinh 9) con x4c nhan cic quan sat trude day.
Ché phdm ma khong c6 etanol din dén sy giam dang ké & huynh quang tryptophan
sau cing thing déng lanh/ra dong so véi t=0 (hinh vudng rdng trén Hinh 9) chi ra mét
vai thay d6i hinh dang & vo capsit cua virut. Nguoc lai 13 rang, cac ché phdm co
etanol bao vé virut khoi yéu t6 cing thing nay. Cing théng nhiét d6 chi c6 tac dong
nho 1én céc ché phim chua etanol.

Dit liéu TMA biéu thi nhiét do néng chay ting dédng ké ctia ché phim F so véi
ché phdm déi chimg (Hinh 10), didu nay chi bdo vé capsit virut én dinh hon trong ché
phim F.

Quan trong 14, ti 1¢ vp/IU, phan 4nh ti 1¢ gdy nhiém ctia dang didu ché virut (chi
bao cht lugng cua hat virut), bidu thi cic gia tri cao hon (it hat gdy nhiém trén mdi
luong tdng cua hat) trong ché phim di chimg so vé&i ché phim F sau khi tiép xtic voi
nhiét db ting cao (25°C), xem Bang 3. Piéu nay thé hién rang ché phim F c6 kha
nang bao toan kha ning gy nhiém ctia adenovirut theo céch tét hon nhidu so v6i ché
phdm déi chimg.

Bang 3: ti 1& vp/IU dbi v6i ché phim F va ché phim di chimg & t=0 va =61 &
25°C

Khéng c6 cing thing C6 cing thing
Ché phim dbi chimg 39 93
Ché phim F 32 61

Vidu 3.

Phwong phép va thiét ké thir nghiém

DE xéc dinh khong gian thiét k& dém ctia ché phim, khoang manh déi véi mdi
ta dugc duge danh gia. Sau khi chon loc c4c yéu td, khoang thlr nghiém duoc xac dinh
cho mdi thanh phin nhu béo co trong Bang 4.

Thuc hién theo phuong thirc thiét ké ctia thir nghiém (DOE) sip xép khong

gian thir nghiém. Nho st dung thiét ké véi muc do thép va cao dbi véi mdi trong sau
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yéu tb (Bang 4), 15 ché phim duoc didu ché — bao gdm ba diém trung tdm — dé nghién
clru tic dong clia mdi yéu td va cac tuong téc c6 thé c6 giita cac yéu td nay (Bang 5)
v6i kha ning thdng ké cao.

Bang 4: Céc yéu t§ va muc do duogc sir dung dé tao ra khong gian thir nghiém

cho nghién ciru

DPém ché
Yéu t6 dém ché phim F phim  mirc | Muc thip Mtrc cao
dich F
Thanh phan | pH 6,0 58 6,2
dém Xitrat (mM) 20 10 25
HBCD (khdi
. 5 3 6
lugng/khdi luong)
EtOH (khdi
. 0,4 0,3 0,5
lugng/khoi luong)
PS-80 (khdi
. 0,02 0,015 0,04
lugng/khoi lugng)
NaCl (mM) 75 50 100
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Bang 5. Thiét ké thur nghiém. Mudi lim ché phim dugc didu ché doc lap, bao
gdm ba diém trung tim (mii t€n x4m), theo cic yéu t§ va mirc sir dung dé tao ra

khong gian thir nghiém cho nghién ctru.

Tén
nhém | pH Xitrat | HBCD | EtOH | PS-80 NaCL | Chu thich
F-01 6,2 20 3 0,5 0,04 50
F-02 |58 25 3 0,3 0,04 75

diém trung
F-00,1 |6 20 5 0,4 0,02 75 tam
F-03 |6 10 3 0,3 0,015 50

diém trung
F-00,2 | 6 20 5 0,4 0,02 75 tam
F-04 |6 25 6 0,5 0,04 100

diém trung
F-00,3 | 6 20 0,4 0,02 75 tam

F-05 6,2 25
F-06 5,8 10
F-07 |62 10
F-08 5,8 10
F-09 (6,2 25
F-10 5,8 20
F-11 5.8 25
F-13 6,2 10

0,3 0,02 50
0,4 0,04 50
0,5 0,015 75
0,5 0,02 100
0,4 0,015 100
0,3 0,015 100
0,5 0,015 50
0,3 0,04 100

DN | OV W Wl ] o | Wn

Dé dénh gi4 cac muc thich hop dbi voi méi ta dugce va pH (d6 manh ctia ché
phdm), m&i nhém duoc nap vao céc lo thuy tinh va cho qua 10 chu ky doéng lanh/rd
dong (F/T), tiép theo 1a 1 ngay khudy tron & 200 vong/phut & nhiét d6 trong phong
(RT) va bdo quan trong 7 ngdy & 35°C (md hinh ting thodi bién). Sau d6, hiéu luc
theo QPA (n=3) dugc sit dung lam két qua.
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Dang diéu ché Ad26 dugc trao ddi dém nhd sit dung céc cot PD-10 (GE
Healthcare) thanh mbi trong céc ché pham liét ké trong Bang 5. Dich rira gidi ctia méi
ché phim dugc gom lai, loc vo trung va bao quan ¢ 2-8°C trong chai thuy tinh. Céc
maiu duoc 1y dé x4c dinh @ chun virut bing vp-QPCR va tit ca cac d6 chuén duoc
diéu chinh bang ché phim thich hop vé 1x10'! vp/mL. Sau d6, cac ché phdm dugc nap
vao lo thuy tinh (0,75 mL méi lo), nit lai va ddy nfp. Céc mu t=0 (dbi ching, 6 lo
mbi nhém) duge bio quén tryc tidp & <-65°C. Sau d6, bén lo m&i nhém (n=4) duoc 1,
dong lanh/ra dong, khudy va bao quan & 35°C trong 7 ngay (Bang 6) cho dén khi phan
tich mau bang QPA dugc thuc hién ba lin m3i miu.

Két qua va két luan

Sau khi hoan thanh thir nghiém, cdc miu duoc phan tich bing QPA va su mAt
hi¢u Iyc duoc biéu hién dudi dang delta bing cach trir di cac gi4 tri t=0. Dit lidu nay
dugc str dung cho phan tich théng ke.

Két qua cua phén tich théng ké 1 x4c suit thanh cong, trong d6 thanh cong
duoc dinh nghia 14 ché phim én dinh, dap g céc tap hop dic diém k§ thuat dbi véi
thudc tinh chat lugng t6i han dugc chon (CQA): hiéu luc. Kiém tra twong duong duoc
tién hanh gifta TO va sau cing thing: d& so sénh sy twong duong, cac tiéu chuin chip
nhén dugc x4c dinh trén sy mét hiéu luc téi da (IU/mL) ma c6 thé chiu duoge: trong
thir nghiém nay su mét hiéu lyc chiu dugc duge x4c dinh 1a AGi6i han hiéu luc > -
0,30 16ga IU/mL.

Dt li¢u thir nghiém thu duge duoc thé hién trén Bang 6 va duoc ding dé 1am
giam vung thit nghiém va tinh khong gian thiét ké, dya trén hiéu luc.

Dit liéu ndy bao gdm 45 quan sat. C6 12 dém khac nhau ma duoc thir nghiém
13m ba lan va mdt dém nita dugc didu ché ba lan riéng biét va mdi dang diéu ché doc
1ap dugc thir nghiém trong ba 1an (cac diém trung tam).

Bing 6: Céc gid trj thir nghiém d6i véi mdi ché phadm dugc thé hién dudi dang

AHiéu lyc (log_IU/mL)
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AHiéu
Ténnhém | lyc(log IUpermL) | Chu thich
F-01 -0,35
F-01 -0,29
F-01 -0,33
F-02 -0,29
F-02 -0,29
F-02 -0,32
F-00,1 -0,28 PIEM TRUNG TAM
F-00,1 -0,27 PIEM TRUNG TAM
F-00,1 -0,26 DPIEM TRUNG TAM
F-03 -0,3
F-03 -0,33
F-03 -0,24
F-00,2 -0,2 PIEM TRUNG TAM
F-00,2 -0,28 PIEM TRUNG TAM
F-00,2 -0,22 DIEM TRUNG TAM
F-04 -0,18
F-04 -0,26
F-04 -0,24
F-00,3 -0,21 DIEM TRUNG TAM
F-00,3 -0,18 DIEM TRUNG TAM
F-00,3 -0,16 DIEM TRUNG TAM
F-05 -0,2
F-05 -0,18
F-05 -0,2
F-06 -0,33
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F-06 -0,25
F-06 -0,25
F-07 -0,18
F-07 -0,27
F-07 -0,14
F-08 -0,31
F-08 -0,28
F-08 -0,25
F-09 -0,28
F-09 -0,26
F-09 -0,2

F-10 -0,27
F-10 -0,26
F-10 -0,26
F-11 -0,31
F-11 -0,27
F-11 -0,25
F-13 -0,22
F-13 -0,15
F-13 -0,18

M0 hinh sau d& dugc khép véi dit lidu:
delta_log_ potency[i] ~ normal(mu[i], sigma);
for(i in 1:Nobs){

muli] <- alpha 0+

alpha_pH * pH[i] +

alpha_Xitrat * Xitrat[i] +

alpha HBCD * HBCDJi] +

alpha EtOH * EtOH[i] +

alpha_PS_80 * PS_80[i] +
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alpha_NaCl * NaCl[i] +

alpha_HBCD?2 * HBCD[i] * HBCDJi] +

alpha_PS_802 * PS_80[i] * PS_80[i] +

alpha pH_HBCD * pH[i] * HBCD[i] +

alpha pH_NaCl * pH[i] * NaCl[i] +

alpha_r Batch[batch[i]];

Trong d6 mdi alpha-r-batch bidu din dot ngAu nhién va xich ma sai sé du.

Pé c6 duoc céac du béo tir m6 hinh & c6 duoc su tiép can khong gian thiét ké
dua trén nguy co, khung 1am viéc Bayesian dugc st dung vi sy phin b khép du bao
cua CQA dugc cho céc thong s ché phim c6 thé thu duoc d& dang (xem Peterson va
cong su va Lebrun va cdng su). Khong gian thiét ké dua trén nguy co dugc xac dinh
nho stt dung bidu x4c suit sau:

Khong gian thift k€ = {& € x| P(CQAs £ A|X = & di litw) = m)

Noi cach khac, khong gian thiét ké 1a vung thudc viung thir nghiém (thuong goi
1a khéng gian nhan thirc) trong d6 x4c suét hiu nghi€ém ma cdc CQA 14 & trong dic
tinh k¥ thuét (A), 13 cao hon muc chit luong xac dinh , cho trudce dit li€u quan sat
dugc. Ky hiéu ndy 1am 4n su bao ham tinh bit dinh bao gdm trong mé hinh thdng ké
ndy. X4c suét 1a s6 do truc tiép su bao dam dép ng céc dic diém k¥ thuat dong thoi.
Dé tinh toan xé4c sut ndy, cdc md hinh théng ké c6 thé duoc viét dusi dang phuong
trinh tuyén tinh chung sau. Déi véi j™ CQA, m6 hinh dugc diéu chinh:

yi= Xb; +¢;, voi ;~N(0,0%)(2)

trong d6 y; 1a bién dbi bét ky ap dyng cho ith CQA dé thu duogc dic tinh thdng
ké t6t (vi du tinh ddng nhét, bién dbi 16ga hodc logit), i = 1,...,7. Cé4c théng s6 mo
hinh b; v af can dugc wéc tinh (xem céc muc trén).

X4c xuét hau nghiém cua Phuong trinh (1) dugc tinh tir phan b6 du doén cta
cac dép g méi, duoc nhén biét dudi dang phan bé Student sau (céc chi sb i duge
lam giam dé don gian):

¥ % dir ligu ~t,_, (B, S) 3)
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Phén b6 Student ba thong s6 ndy c6 n —p bac ty do (861 v6i n quan sat va
pthong s6 mé hinh), dugc l4y tAm trén dudmg hdi quy trung binh %B, duoc tinh tir wéc
tinh binh phuong nho nhat thong thudng ciia p: f = (X'X)™X'y.

$=a.(1+ %' (X'X)7%), trong d6 thong s6 a 12 tdng binh phuong phin du, tirc
13, a= (y —XB)'(y —XB). Do d6, S dinh 15 quy m6 ctia phan bé Student. Ham udc
luong phuong sai dugc tinh 12 S/{n — p).

Dé khao sét vung thir nghiém, khéng khuyén nghi tao hé théng ludi trén 5 hé
s6 (vi vin @& tht nguyén: néu 2 muc trén mdi hé sb duoc danh gid, s€ tao ra hé théng
luéi ¢& 25; néu 10 mirc trén mdi hé sb, s& tao ra hé théng luéi ¢& 105, v.v.). Thay vao
d6, nhiéu mau ngiu nhién duge tao ra va khao sat nhu sau:

a) Chon cac diéu kién thit nghiém ngau nhién sd lugng cao (duge phan b déng
nhit trén ) didu kign 1am vigc (thidt lap yéu t8) %, trong ving thir nghiém

b) Bbi v&i mbi didu kién lam viéc: thuc hién sb luong mé phong cao:

Vé n* cac miu % 1% ,dir liéu(l = 1,...,n*) tir phan bS du doan nhur trong
phuong trinh (3), d6i v6i mdi CQA

¢) T cdc mé hinh khac nhau ctia du bdo CQA, tinh ti & ctia cdc mAu nim
trong céc dic diém k¥ thuét

Ti 1€ nay 1a u6c tinh xé4c suit hau nghiém dé dat duoc céc két qua chét luong
dva trén cac Thudc tinh chat luong t6i han va cac dic diém k¥ thuat ctia chung. Cudi
clng, dé xuét 1a danh gia bing mit sy phan bd 1am viec ngu nhién trén cac so dd cap
ctia phép chiéu cac két qua trong khong gian hai chiéu, dé xac dinh khéng gian thiét
ké (Hinh 11)

Cac phép tinh sau d6 duoc 1am thich ing va cac khoang hé s duogc giam & t6i
da hoa x4c suit thanh cong déi véi hicu lyc CQA trong céc khoang nay (Bang 7), ma
phan anh céi goi la Khoang 1am viéc binh thuong (NOR) va khong gian thiét ké. Cac
khoang dugc thé hién trong Bang 7 bdo dam kha ning thanh céng cao nhit dé c6 ché

pham 6n dinh. Do d6 cac khoang nay bao dam tinh én dinh t6i wu ctia sin phim.
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Bang 7. Khong gian thiét ké véi cac khoang yéu t& chon loc (NOR)

Yéu t6 ché phim Dic tinh k¥ thuat
pH 5,9-6,2
Xitrat (mM) 10-25

HBCD (khéi lugng/khdi lwong) | 4-6

EtOH (khéi luong/khdi lwong) | 0,3-0,45

PS-80 (khéi luong/khdi lugng) | 0,018-0,035

NaCl (mM) 70-100
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YEU CAUBAO HQ

1. Ché phdm dang 16ng chira adenovirut chira:

a) adenovirut tai t5 hop;

b) d€m xitrat;

¢) hydroxypropyl-beta-xyclodextrin (HBCD);

d) mubi;

e) chit tdy khong ion;

trong d6 ché phim nay c6 d6 pH nim trong khoang tir 5,5 dn 6,5.

2. Ché phim theo diém 1, trong d6 ndng d6 xitrat ndm trong khoang tir 5 mM
dén 30 mM.

3. Ché phim theo diém 1 hodc 2, trong d6 néng d6 cia HBCD nim trong
khoang tir 1% (khoi luong/khéi lugng) dén 10% (khéi lwong/khéi luong).

4. Ché phim theo didm bt ky trong sb céc diém tir 1 dén 3, trong d6 mubi 1a
natri clorua.

5. Ché phim theo diém 4, trong d6 ndng d6 cua natri clorua nim trong khoang
tlr 20 mM dén khoéng 200 mM.

6. Ché phim theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 chit tiy
khdng ion la Polysorbat-80.

7. Ché phém theo diém 6, trong d6 néng d6 Polysorbat-80 ndm trong khoang tir
0,005% (khéi lwgng/khéi lugng) dén 0,5% (khdi lwong/khéi luong).

8. Ché phim theo didm bt ky trong sd cac diém tir 1 dén 7, trong d6 ché phim
c6 d6 pH niam trong khoang tir 5,7 &n 6,3, va chua xitrat & ndng d6 ndm trong
khoang tir 5 dén 30 mM; HBCD & ndng do nim trong khoang tir 1% (khdi lugng/khéi
lwong) dén 10% (khdi lwong/khdi lugng); NaCl & ndng do ndm trong khoang tir 20
mM dn 200 mM; Polysorbat-80 & ndng d6 nim trong khoang tr 0,01% (khéi
lwong/khéi lugng) dén 0,05% (khéi luong/khdi lugng).

9. Ché phdm theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 8, trong d6 ché phim
nay con chira rugu c6 2 hodc 4 nguyén tir cacbon.

10. Ché phdm theo diém 9, trong d6 ruou cé 2 hodc 4 nguyén tir cacbon 1a

etanol.

-38-



28678

11. Ché phim theo diém 10, trong d6 ndng dd etanol nim trong khoang tur
0,1% (khoi lwong/khéi lugng) dén 1% (khéi lugng/khéi luong).

12. Ché phém theo diém bt ky trong sb cac diém tir 9 dén 11, trong d6 ché
phém c6 o pH nim trong khoang tir 5,7 dén 6,3, va chira xitrat & ndng d6 ndm trong
khoang tir 5 dén 30 mM; HBCD & ndng d6 ndm trong khoang tir 1% (khéi luong/khéi
lwong) dén 10% (khdi lwong/khdi lwgng); NaCl & ndng do nim trong khoang tir 20
mM dén 200 mM; Polysorbat-80 & ndng d6 ndm trong khoang tir 0,01% (khéi
lwong/khéi luong) dén 0,05% (khi luong/khdi Irgng); va etanol & ndng do nim trong
khoang tir 0,2% (khdi lwong/khdi lugng) dén 0,6% (khdi Iwong/khéi lugng).

13. Ché phim theo diém 12, trong d6 ché phim c6 do pH 1a 6, va chua xitrat &
ndng d 1a 20 mM; HBCD & ndng d6 1a 5% (khdi luong/khéi luong); NaCl ¢ ndng do
1a 80 mM, Polysorbat-80 & nong do 14 0,025% (khéi lwong/khdi lugng) va etanol &
ndng d¢ 1a 0,4% (khdi lugng/khdi lugng).

14. Ché phdm theo diém bt ky trong sb cac diém tir 10 dén 12, trong d6 ché
phim c6 pH nim trong khoang tlr 5,9 d&én 6,2, va chua xitrat & ndng d6 nim trong
khoang tir 10 d&n 25 mM; HBCD & nong d6 nim trong khoang fir 4% (khéi
luong/khéi lwong) dén 6% (khéi luong/khéi lugng); NaCl & ndng d6 nim trong
khoang tr 70 mM dén 100 mM; Polysorbat-80 & ndng d6 nim trong khoang tur
0,018% (khoi lugng/khdi luong) dén 0,035% (khdi Iwong/khdi luong); va etanol &
nong do ndm trong khoang t 0,3% (khéi luong/khéi lugng) dén 0,45% (khdi
lugng/khdi lwgng). ,

15. Ché phim theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 14, trong d6 ché
phim nay 14 thich hop dé ding ngoai dudng tiéu hoa.

16. Phuong phap bao quan adenovirut ma bao gdm viéc bao ché ché phidm theo
diém bét ky trong sé céc diém tir 1 dén 15.

17. Phuong phap bao quan adenovirut ma bao gdm viéc bao ché ché phim theo
diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 15 va luu trir ché phim & nhiét 46 ndm trong
khoang tir 2°C dén 8°C.
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