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Linh vue k§y thuit duwoc dé cip

Sang ché dé cap dén vacxin chira hat virut ¢ dinh. Cu thé hon, sang ché d& cap
dén vacxin chira hat virut ¢6 dinh v6i cdc phan Gng bét lgi duge ngin chin bing cach
c¢b dinh cdu truc hat cta virut trong chét ¢6 dinh.
Tinh trang k§y thuét ciia sang ché

Cac bénh truyén nhiém do virut nhu virut cim va virut viém ndo Nhat Ban c6
thé tré nén trdm trong tuy thudc vao loai virut hodc dbi tuong bi nhiém. Ching ngira
vacxin hodc twong tu di dugc biét 12 phuong phap dé bao vé hoic ngan ngira chdng
lai c4c bénh truyén nhiém do virut.
Danh muc liéu vién dan
Tai liéu sang ché

Tai liéu sang ché 1: Cong bd qudc té€ sé WO 2016/010081
Tai liéu phi sang ché

Tai lidu phi sang ché 1: J. Infect. Dis. 2009 200 (6) 841-848

Tai liéu phi sang ché 2: Vaccine 2009 27 (5) 786-791
Ban chét ky thuit ciia sang ché
Céc vén dé cin giai quyét

Céc vacxin chéng lai virut nhu virut cim va virut viém nao Nhat Ban dugc san
xudt va ¢ ban trén thi trudng véi hai loai: vacxin bat hoat va vacxin séng. Trong sb
d6, vacxin bat hoat dugc chia mét cach rong rai thanh vacxin virut toan phén dugc
bao ché bing cach xir Iy hat virut da tinh ché bang tac nhan bt hoat nhu formalin, va
vacxin virut tach chiét duoc bao ché bing cach pha v (tach chiét) hat virut di tinh
ché béng dung moi hitu co hodc chét hoat dong bé& mit. Vacxin virut todn phén c6 tinh
sinh mién dich cao va tuyét voi vé mit tic dung ngin ngira su lay nhiém. Tuy nhién,
vacxin virut toan phin c6 xu huéng trong d6 cic phan Gng bét loi nhu dap tng cuc bd

va dap ing sbt biéu thi rAt manh. Mt khéc, vacxin virut tach chiét tuyét voi vé mat do
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an toan vi cac dép tig cuc bd giam va chi ¢6 mot sb dap vng sét. Tuy nhién, tinh sinh
mién dich ctia vacxin virut tach chiét thuong thép & tré em khi ma sy mién dich co
ban chua dugc thiét 14p hodc ngudi gia khi ma cic dap tng mién dich da suy yéu. Do
d6, nhu cau phat trién cac vacxin thé hién dugc hiéu luc (tinh sinh mién dich) t6t hon
s0 v&i vacxin virut tich chiét va c6 do an toan cao duoc dit ra.

Sang ché da duoc thuc hién dé dap ung nhu cAu néu trén, va muc dich cia sang
ché 14 cung cap vacxin c6 tinh sinh mién dich cao va cac phan ung bt loi duge ngan
chan.

Phuong phap giai quyét van dé

Céc tac gia sang ché da tién hanh cac nghién ctu k§ ludng dé dat duge muc dich
nay va nhd d6 da hoan thanh sang ché v6i bat ngd phét hién ring, vacxin chtra cc hat
virut (sau ddy goi 1a "hat virut ¢6 dinh") ma gitt dwoc thanh phan va ciu tric twong
dwong véi cac hat virut gbe bang cach ¢ dinh cAu tric hat cia hat virut trong chat ch
dinh ma khéng pha v& (tach chiét) cdu tric nay, 13 twong duong trong thir nghiém
sinh mién dich va dat dwoc két qua tuyét voi trong thir nghiém chit gy sbt, v.v. cia
céc phan tng bt 1oi.

Cu thé, sang ché dé xuit cac dbi tugng [1] dén [15] sau day:

[1] Vacxin chira hat virut ¢6 dinh, trong d6

dap tmg sbt tdng cong ciia ba tho véi hat virut ¢d dinh trong thit nghiém thi
nghiém chét gay st 12 thdp hon 80% tinh theo dap ting sét tong cong cua ba tho vai
hat virut gbc cia hat virut c¢b dinh hodc hat virut da bét hoat twong ting.

[2] Vacxin theo muc [1], trong d6 dép ung gy sot tong cong cua ba thd véi
hat virut ¢d dinh trong thir nghiém chét gay sbt 12 1,3°C hoic thép hon.

[3] Vacxin chira hat virut ¢§ dinh, trong d6

lwong xytokin gdy viém duoc tao ra tir té bao don nhin mau ngoai vi ngudi
duoc kich thich bang hat virut ¢6 dinh 14 thip hon 80% tinh theo lwgng xytokin gdy
viém dugc tao ra tir t& bao don nhin mau ngoai vi nguoi dugce kich thich béng hat
virut géc ctia hat virut ¢6 dinh hodc hat virut da bét hoat tuong Ung.

[4] Vacxin theo muc bét ky trong sb cac muc tir [1] dén [3], trong d6 cac hat
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virut géc ctia hat virut ¢ dinh bao gém hat orthomyxovirus, hat flavivirus, hodc hat
picornavirus.

[5] Vacxin theo muc [4], trong d6 cac hat virut bao gém hat virut ciim, hat
virut viém nao Nhat Ban, hodc c4c hat virut viém gan A.

[6] Vacxin theo muc [5], trong d6 cac hat virut bao gdm cdc hat virut ctim.

[7] Vacxin theo muc [6], trong d6 c4c hat virut cim bao gém céc hat virut ciim
A hodc céc hat virut cium B.

[8] Vacxin theo muc [6] hoic [7], trong d6 cac hat virut cim bao gdm céc hat
virut cim dugc phan loai vao ching thudc phan typ HINI, ching thudc phan typ
H2N2, chung thudc phan typ H3N2, ching thudc phan typ H3N8, ching thudc phan
typ H5N1, ching thudc phan typ H5N2, ching thudc phan typ HSN6, ching thudc
phan typ H6NT1, chung thudc phan typ H7N3, chung thudc phan typ H7N7, chung
thudc phan typ H7N9, ching thudc phan typ HON2, hodc ching thudc phan typ
HI10NS.

[9] Vacxin theo muc [5], trong d6 cac hat virut bao gdm cac hat virut viém nio
Nhat Ban.

[10] Vacxin theo muc [9], trong d6 hat virut viém ndo Nhat Ban bao gbm ching
Beijing-1, chiing Nakayama, ching SA14-14-2, hodc chung P3.

[11] Vacxin theo muc bat ky trong sb cac muc tir [1] dén [10], trong d6 0% dén
90% protein bé mit trén hat virut ¢ dinh khong duoc cb dinh.

[12] Vacxin theo muc bat ky trong sé cac muc tir [1] dén [11], trong d6 gid tri
twong d6i cta hoat tinh riéng (ham luong khang nguyén/ham lugng protein) ctia hat
virut ¢d dinh so véi hoat tinh riéng cta hat virut géc ctia hat virut ¢6 dinh 1a 0% dén
95%.

[13] Vacxin theo muc bat ky trong sb cdc muc tir [1] dén [12], trong d6 hat virut
cb dinh c6 c& hat trung binh tir 80% dén 150% c& hat ctia hat virut gbc cia hat virut
¢ dinh hodc hat virut da bét hoat tuong Ung.

[14] Vacxin theo muc bt ky trong s6 cac muc tir [1] dén [13], trong d6 dinh

duoc phat hién & nfSng do6 sacaroza 35% hodc cao hon, khi hat virut ¢ dinh dugce do
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bang phuong phap ly tim gradien ty trong sacaroza.

[15] Vacxin theo muc bat ky trong s& cac muyc tix [1] dén [14], trong d6 quan sat
thdy dinh don khi hat virut ¢ dinh dwoc do bing phuong phap sic ky 16ng hiéu ning
cao.

[16] Vacxin theo muc bét ky trong sb cac mué tir [1] dén [15], trong d6 vacxin
nay cam tmg IgG2a dic hiéu hat virut ¢6 dinh hon 13 IgG1 dic hiéu hat virut ¢é dinh
khi gdy mién dich & chut nht.

[0009 | Sang ché cling d& xuét cac d6i twong [17] dén [31] sau day:

[17] Phuong phép san xuét hat virut ¢§ dinh, bao gdbm budc bd sung chét cb
dinh vao huyén phu chra céc hat virut géc hodc hat virut da bat hoat tuong Uing.

[18] Phuong phap theo muc [17], trong d6 chét ¢b dinh bao gdm aldehyt.

”[‘19] Phuong phép theo muc [18], trong d6 aldehyt duoc chon tir nhém gdm
formaldehyt, paraformaldehyt, glutaraldehyt, va td hop ctia chiing.

[20] Phuong phép theo muc [19], trong d6 aldehyt bao gdm formaldehyt.

[21] Phuong phép theo muc [20], trong d6 ndng d¢ formaldehyt 14 tir 0,005 dén
0,5% trong lugng/thé tich tinh theo tong lwong huyén phii va chat c6 dinh.

[22] Phuong phép theo muc [19], trong d6 aldehyt bao gdm glutaraldehyt.

[23] Phuong phép theo muc [22], trong do6 ndng do glutaraldehyt 1a tir 0,001
dén 0,06% trong lurong/thé tich tinh theo tdng lwong huyén phii va chét ¢b dinh.

[24] Phuong phép theo muc [17], trong d6 chit cd dinh bao gdm carbodiimit.

- [25] Phuong phéap theo muc [24], trong d6 carbodiimit dugc chon tir nhém g0m
dixyclohexylcarbodiimit, diisopropylcarbodiimit, 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)
carbodiimit hydroclorua, cac chét twong tw ctia chiing va té hop cia chiing.

[26] Phuong phap theo muc [25], trong d6 carbodiimit bao g0m
1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit hydroclorua.

[27] Phuong phip theo muc  [26], trong d6 ndng  do
1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit hydroclorua 1a tix 0,05 dén 1500 mM
tinh theo téng lugng huyén phi va chét c¢b dinh.

[28] Phuong phéap theo muc bét ky trong sb cac muc [17] dén [27], trong d6 hat
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virut gbc 14 hat virut duoc thu hdi bang cach gay nhiém té bao nudi cdy, trimg ga hodc
nfo chudt nhit.

[29] Phwong phap theo muc [28], trong d6 t& bao nudi cdy bao gém cac té bao
so cap hoidc cac dong té bao.

[30] Phuong phap theo muc [29], trong d6 té bao nudi cdy bao gdm té bao Vero
hogc té bao MDCK.

[31] Phuong phap san xuét vacxin, bao gdm budc bd sung hat-virut ¢ dinh thu
dugc tir phuong phap san xuat theo muc bat ky trong sb cac muc tir [17] dén [30].
Hiéu qud ciia sdng ché

Theo sang ché, c¢6 thé tao ra vacxin c6 tinh sinh mién dich cao va cic phan tng
bét loi dugc ngéan chén.
MG ti vin tit cac hinh vé

Fig. 1 1a anh céc hat virut cim ¢6 dinh dugc chup duéi kinh hién vi dién tir (xtr
ly bang formalin).

Fig. 2 1a anh céc hat virut ciim ¢ dinh duoc chup duéi kinh hién vi dién tir (xt
ly bang glutaraldehyt).

Fig. 3 1a anh céc hat virut cim ¢b dinh dugc chup duéi kinh hién vi dién tr (xtr
ly bang EDC).

Fig. 4 12 anh céc hat virut viém ndo Nhat Ban ¢b dinh dugc chup duéi kinh hién
vi dién tir (xtt Iy bang glutaraldehyt).

Fig. 5 1a anh céc hat virut viém ndo Nhat Ban c¢b dinh dugc chup duéi kinh hién
vi dién tir (xtt Iy bang formalin).

Fig. 6 1a anh céc hat virut viém ndo Nhat Ban c¢b dinh duoc chup dudi kinh hién
vi dién t&r (xtt Iy bang EDC).
M0 ta chi tiét sang ché

Sau day, cac phuong én uu tién theo sang ché s& dugc mod ta mot cach chi tiét.
Tuy nhién, sang ché khong bi gii han & cac phuong dn dudi day.
Vacxin chtra hat virut ¢ dinh

Vacxin theo phuong an nay la vacxin chira hat virut c¢d dinh, trong d6 dap ung
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sdt tong cong (°C) cta ba tho véi hat virut ¢d dinh trong thir nghiém chit gay sét
giam tinh theo dap tmg sét tbng cong cta ba thd véi cac hat virut gbe clia hat virut ¢6
dinh hodc hat virut da bét hoat twong ing. Twong tu, véi vacxin nay, luong xytokin
gdy viém dugc tao ra tu té bao don nhan méau ngoai vi nguoi duge kich thich bfmg hat
virut ¢b dinh giam tinh theo lwong xytokin gy viém duoc tao ra tir t& bao don nhan
mau ngoai vi ngudi duoc kich thich bang céc hat virut gdc cia hat virut ¢§ dinh hodc
hat virut da bat hoat tuong tng. Tic 13, tinh sinh mién dich cua vacxin chira hat virut
cb dinh la béng hodc cao hon tinh sinh mién dich cta vacxin virut tach chiét, va céc
phan tng bt loi nhur d4p tng cuc bd va dép tng sdt duoc gift ngang bang véi vacxin
virut tich chiét. Theo khia canh khac, hat virut ¢ dinh ¢6 d6 6n dinh tuyét voi so véi
vacxin virut toan phan chtra céc hat virut da bat hoat théng thudng.

"Hat virut ¢6 dinh" nghia 1a cac hat virut khong c6 kha nang gy nhiém vat chu
va cAu tric hat cua ching dugc c¢b dinh bang cach lién két ngang cac protein bé mit
clia c4c hat virut v6i nhau. Vi hat virut ¢b dinh giit dugc ciu triic twong duong véi cac
hat virut géc hoac hat virut da bAt hoat trong Gtng, tinh sinh mién dich 1a cao. Hat
virut ¢b dinh thu duoc bang cach xir Iy céc hat virut gbc hodc hat virut da bét hoejt
tvong tng bing chét ¢d dinh. Theo ngit canh nay, "chét cd dinh" nghia 13 tdc nhan ma
lién két ngang céc protein ctia cac hat virut véi nhau bang cac lién két cong hoa tri. Vi
du, chét ¢ dinh 13 tic nhan ma lién két ngang céc khang nguyén bé mit véi nhau,
khang nguyén bé mit voi protein nén hoic protein mang, céc protein nén véi nhau,
hodc cac protein mang voi nhau va duy tri cAu tréic hat cua hat virut.

"Hat virut da bat hoat" nghia 1a c4c hat virut khong c6 kha nang giy nhiém vat
chil va cu tric hat clia chung khong duoce ¢b dinh. Céc hat virut da bét hoat thu duogc
bang cach xir Iy céc hat virut gbc bé.ng tac nhan bat hoat. Trong trudng hop cac hat
virut ciim, cac hat virut da bt hoat ¢6 thé, vi du, thu dugc Véng cach bd sung formalin
(dung dich nu6c formaldehyt 36 dén 38% trong lwong/thé tich) vao huyén phu chira
cac hat virut cam sao cho néng do cudi dat 0,02% thé tich/thé tich (0,0072 dén
0,0076% trong lwong/thé tich tinh theo formaldehyt), va cho phan tng & 4°C trong 6

tudn. Trong truong hop céc hat virut viém ndo Nhat Ban, cac hat virut da bét hoat ¢6
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thé, vi du, 13 vacxin viém ndo Nhét Ban lugng 1én nudi cly trong té bao Vero c6 ban
trén thi truong (do hing General Incorporated Foundation san xuét, The
Chemo-Sero-Therapeutic Research Institute, tén thuong mai "ENCEVAC", chira cac
hat virut viém n@o Nhat Ban da dugc bét hoat béng formalin 0,08 % thé tich/thé tich).

Thir nghiém chét gy st dugc tién hanh bing phuong phép tuén theo phuong
phéap thtr nghiém chét gy sbt | dugc giéi thiéu trong tai liéu Japanese Minimum
Requirements for Biological Products (Ministry of Health, Labour and Welfare
Ministerial Notification No. 192). "Dép Ung s6t" nghia 1a gié tri khac biét t6i da (con
goi 1a "nhiét d¢ truc trang chénh 1&ch") gilta nhiét do truc trang ctia thé do duoc sau
khi tiém mau vao tinh mach tai (con goi 1a "gié tri do") va nhiét do truc trang cua tho
do duoc trudce khi tiém (con goi 12 " nhiét do tryc trang dbi chimg"). Trong ngft canh
nay, khi nhiét d¢ truc trang chénh 1éch la gia am, dap Ung sbt duoc xem 13 0.

Cu thé, thr nghiém chét gay s6t duoc tién hanh theo quy trinh sau: dau tién,
dung dich trong d6 ham luong protein trong 1 mL dugc didu chinh dén 70 g (trong
truong hop hat virut viém nao Nhat Ban) hodc 240 ug (trong trudng hop céc hat virut
ctm) bang cach pha lodng céc hat virut c¢b dinh bang nudc mubi duoc ding lam mau.
1 dén 3 mL mAu trén mot kg thé trong duoc tiém vao thd, va su gia tang nhiét do truc
trang duoc quan sat trong ti 6 gio sau do. Chénh 1éch giita nhiét do truc trang (nhiét
do truc trang ddi chimg) cta tho trude khi tiém mau va nhiét do truc trang cia tho sau
khi tiém duoc xac dinh, va gié tri chénh léch tdi da dugce dung lam dap tng sbt cua
thd. Cung thir nghiém nay dugc tién hanh cho ba tho, va dap tng s6t téng cong (°C)
cua ba tho duoc xac dinh.

Trong vacxin, dap ung sdt tdng cong cua ba tho voi hat virut ¢ dinh trong thir
nghiém chat gy sét c6 thé nho hon 80%, c6 thé nho hon 60%, c6 thé nho hon 40%,
<6 thé nhé hon 20%, va ¢6 thé nho hon 10%, tinh theo dap tmg sot tong cong cta ba
tho vé6i céc hat virut géc cua hat virut ¢ dinh ho#c hat virut da bAt hoat tuwong Ung.
Gi6i han du6i khong bi giéi han cu thé, nhung c6 thé 1a 0% hoac cao hon va co thé 1a
20% hodc cao hon, tinh theo dap ung s6t tong cong cua ba thd véi cdc hat virut gbe

ctia hat virut ¢ dinh hogc hat virut da bét hoat tuong Umg. Bing cach dat dap tng st

-8



29252

tdng cong trong khoang néu trén, c6 thé tao ra vacxin c6 cdc phan ing bat loi dugc
ngan chin so véi vacxin virut toan phan chira c4c hat virut da bét hoat thong thuong.

Trong vacxin, ddp ung sdt tong cong cuia ba tho vai hat virut c¢b dinh trong thtr
nghiém chét gay sot ¢6 thé 1a 1,3°C hoic thép hon, c6 thé 13 0,9°C hoic thép hon, va
¢6 thé 13 0,5°C hoiic thip hon. Giéi han duéi khong bi gidi han cu thé, nhung c6 thé
12 0°C hoic cao hon va c6 thé 12 0,6°C hodc cao hon. Biang cach dit dap Gmg st tong
cOng trong khoang néu trén, co thé tao ra vacxin c6 c4c phan Gng bét loi duge ngan
chiin so véi vacxin virut toan phan chira cac hat virut da bét hoat thong thuong.

"Xytokin gy viém" 1a tén chung cua cac xytokin dugc tao ra trong dap ung
viém, va vi du bao gém IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-a, va IFN-y.

"Té bao don nhan mau ngoai vi ngudi" (PBMC) nghia 1a cac lympho bao (bao
gdm té bao T, té bao B, té bao NK, v.v.) va cac bach ciu don nhan thu dugc tir mau
ngoai vi nguol.

Luong xytokin gdy viém duoc xé4c dinh bang cach xac dinh lugng xytokin gay
viém duoc tao ra trong trudng hop kich thich té bao don nhan mau ngoai vi nguodi
(PBMC) bang cac hat virut bang phuong phép tudn theo thir nghiém European
Pharmacopoeia Monocyte-Activation Test. Phuong phap dugc md ta trén day co thé
1a phuwong phap European Pharmacopoeia Monocyte-Activation Test dugc thay dbi
diéu kién do nhu thé hién trong cac vi du sau day.

Trong vacxin, lugng xytokin gdy viém dugc tao ra tur té bao don nhan mau ngoai
vi nguoi duge kich thich bing hat virut ¢b dinh c6 thé thdp hon 80%, c6 thé thip hon
60%, c6 thé thAp hon 40%, c6 thé thdp hon 20%, va cé thé thip hon 10%, tinh theo
luong xytokin gdy viém duoc tao ra tu t& bao don nhan mau ngoai vi ngudi dugc kich
thich bang cac hat virut gbc cia hat virut cb dinh hodc hat virut da bat hoat tuong
tng. Gi6i han dudi khong bi gidi han cu thé, nhung c6 thé 12 0% hodc cao hon va cé
thé 12 40% hoiic cao hon, tinh theo lugng xytokin gdy viém dugc tao ra tir té bao don
nhan mau ngoai vi ngudi dugc kich thich br?mg hat virut géc cua hat virut cb dinh
hodc hat virut da bat hoat twong tng. Bang cach dat lugng xytokin gy viém duogc tao

ra tir t& bao don nhan mau ngoai vi ngudi duge kich thich bang hat virut ¢b dinh trong
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khoang néu trén, co thé tao ra vacxin c6 cac phan Gng bét lgi dugc ngin chin so véi
vacxin virut toan phan chira cac hat virut da bét hoat thong thudng.

Trong truomg hop ma xytokin gdy viém la 11.-1p, ndéng do xytokin gy viém
duoc tao ra tu té bao don nhan mau ngoai vi ngudi dugce kich thich béng hat virut cb
diﬁh c6 thé 1a 30 pg/ml hodc thip hon va c6 thé 14 20 pg/ml hodc thip hon, tinh theo
dung dich nudi cdy chita té bao don nhan mau ngoai vi ngudi. Gii han dudi khong bi
gidi han cu thé, nhung c6 thé 12 0 pg/ml hodc cao hon va c6 thé 1a 5 pg/ml hoic cab
hon. Bang cach dit néng do xytokin gy viém dugc tao ra tr té bao don nhan méau
ngoai vi nguoi vdu’(_rc kich thich bing hat virut ¢ dinh trong khoang néu trén, c6 thé
tao ra vacxin ¢ cac phan ing bét loi duge ngin chin so véi vacxin virut toan phin
chira c4c hat virut dd bat hoat thong thuong.

Trong trudng hop ma xytokin gy viém la IL-6, ndng do xytokin gy viém dugc
tao ra tu t& bao don nhan mau ngoai vi ngudi duge kich thich béng hat virut ¢b dinh
6 thé 1a 50 pg/ml hodc thip hon va ¢6 thé 1a 40 pg/ml hodc thap hon, tinh theo dung
dich nudi cdy chtra t& bao don nhan mau ngoai vi nguoi. Gidi han dudi khong bi gidi
han cu thé, nhung c6 thé 1a 0 pg/ml hodc cao hon va co6 thé 1a 5 pg/ml hodc cao hon.
Bing cach dit ndng do xytokin gy viém dugc tao ra tr té bao don nhan mau ngoai vi
ngudi duoc kich thich béng hat virut ¢b dinh trong khoang néu trén, co6 thé tao ra
vacxin ¢o cac phan ung bt lgi dugc ngin chan so v6i vacxin virut toan phén chira céc
hat virut da bt hoat thong thuong.

Vi du vé cac hat Virutrgéc cta hat virut ¢d dinh bao gém hat poxvirus, hat
herpesvirus, hat orthomyxovirus, hat paramyxovirus, hat rhabdovirus, hat
coronavirus, hat arenavirus, hat togavirus, hat flavivirus, hat bunyavirus, hat
retrovirus, hat hepadnavirus, hat adenovirus, hat papillomavirus, hat papovavirus, hat
filovirus, hat reovirus, hat picornavirus va hat calicivirus. Vi du vé cac hat
orthomyxovirus bao gbm hat virut cam. Vi du vé hat flavivirus bao gbm hat virut
viém ndo Nhat Ban. Vi du vé hat picornavirus bao gdm hat virut viém gan A.

Vi du vé hat virut cim bao gém hat virut cim A va hat virut cam B. Vi du vé hat

virut cam A bao gdém cac hat virut cam dugc phén loai vao ching thudc phan typ
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HIN1, chung thudc phan typ H2N2, chung thudc phan typ H3N2, ching thudc phan
typ H3NS8, chiing thudc phén typ H5N1, ching thudc phén typ H5N2, ching thudc
phén typ H5N6, ching thudc phén typ H6NI, ching thudc phén typ H7N3, ching
thudc phan typ H7N7, ching thudc phén typ H7N9, ching thufc phan typ HON2,
hoac chuing thudc phan typ H10NS.

Vi du v& hat virut viém ndo Nhét Ban bao gém hat virut viém n3o Nhét Ban
thudc chung Beijing-1, ching Nakayama (chung Nakayama-NIH), chung SA14-14-2,
va chung P3.

Hat virut cb dinh chira c4c axit nucleic tir hé gen (ADN, ARN, v.v.) thu duoc tir
céc hat virut vi khong nhu vacxin virut tich chiét, cAu trac hat khdng bi phé v&. Céc
axit nucleic hé gen thu dugc tir hat virut ¢6 kha ndng hoat dong nhu ta duoc. Vi du,
vacxin poliovirus bét hoat bao gdm khang nguyén D chita ARN hé gen cia virut va
khang nguyén C khong chira ARN hé gen cta virut. Khang nguyén C c6 tinh sinh
mién dich yéu va khong thé hién hiéu qua nhu khang nguyén vacxin. Loai phan tr co
tac dung lam khang nguyén vacxin chi 1a khéng nguyén D. Diéu nay cho thdy ring
ARN hé gen virut co trong vacxin 1a quan trong dé phat huy tdc dung cta né. Do do,
vacxin theo phuwong 4n nay c6 kha nang kich thich dap ng loai Th1. Diéu nay la trai
véi vacxin virut cam tach chiét ma kich thich dép tng loai Th2. Khéng thé thuoc
nhom phu IgG2a duge kich thich bing dap tng loai Thl & chudt nhit la t6t hon vé
kha nang bao vé chéng lai su lay nhiém virut cim so véi khang thé thudc nhom phu
TeG1 duoc kich thich bing dép tmg loai Th2. Tir diéu nay, ¢6 th8 trong doi nhitng cai
tién hon nita vé hiéu luc ctia vacxin. Ttc 1a, khi giy mién dich & chudt nhét, vacxin
¢ thé kich thich IgG2a dic hi¢u cho hat virut ¢ dinh hon 1a IgG1 dic hiéu cho hat
virut ¢ dinh.

Hat virut ¢d dinh ¢6 thé c6 thong sb (chéng han, phan tr lugng, c& hat trung
binh, ty trong hodc ham lugng hemagglutinin (HA)) gén nhur gibng v6i céc hat virut
gbc hodc hat virut da bt hoat tuong tng, khi do bang phuong phap ly tm gradien ty
trong sacaroza, phuong phap sic ky 1ong hi¢u ning cao, va/hodc phuong phap tan xa

anh sang dong.
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Vi du, hat virut ¢é dinh c6 thé 12 hat virut ¢4 dinh c6 ¢ hat trung binh tir 80%
dén 150% c& hat cta hat virut géc hodc hat virut da bét hoat twong tmg va c6 thé 1a
hat virut ¢b dinh c6 c& hat trung binh tir 90% dén 140%. Trong trudong hop hat virut
viém nfo Nhat Ban, hat virut ¢ dinh co thé 13 hat virut ¢b dinh ¢6 ¢& hat trung binh
tr 90% dén 130% c& hat cua hat virut géc hodc hat virut da bt hoat twong g va ¢
thé 14 hat virut c¢6 dinh c6 c& hat trung binh tir 100% dén 120%.

Trong truong hop ma hat virut ¢ dinh c6 nguén géc tr hat virut cam, c& hat
trung binh cua hat virut c¢b dinh c6 thé khoang 150 nm, ¢4 thé tir 120 nm dén 180 nm,
va ¢6 thé tir 130 nm dén 170 nm, khi do bang phwong phép tan xa 4anh sang dong.
Theo khia canh khac, trong truong hop ma hat virut ¢b dinh c6 ngudn gbc tir hat virut
cim, ¢& hat trung binh cta hat virut c¢b dinh ¢ thé 12 100 nm hodc 16n hon, c6 thé 1a
120 nm hodic 16n hon, ¢6 thé 1a 130 nm hodc 16n hon, 6 thé 14 150 nm hogc 16n hon,
va ¢6 thé 13 170 nm hogc 16n hon, khi do bing phuong phap tan xa anh sang dong. Co
hat trung binh c6 thé 12 180 nm hoic nho hon, ¢c6 thé 1a 175 nm ho#c nho hon, va cé
thé 1a 170 nm hodc nhd hon. Trong truong hop ma hat virut cb dinh c6 ngudn gb tir
_ hat virut viém ndo Nhat Ban, ¢ hat trung binh cua hat virut ¢b dinh c6 thé khoang 90
nm va c6 thé tir 80 nm dén 110 nm, khi do bing phuong phéap tin xa anh sing dong.
Theo khia canh khac, trong trudng hop ma hat virut c¢b dinh c6 ngudn gbc tir hat virut
viém ndo Nhat Ban, ¢& hat trung binh ciia hat virut ¢d dinh ¢6 thé 1a 70 nm hoac lén
hon, ¢6 thé 13 80 nm hodc 16n hon, va c6 thé 12 90 nm hodc 16n hon, khi do bing
phuong phap tan xa anh sang dong. Co hat trung binh ¢6 thé 14 110 nm hodc nho hon,
va ¢6 thé 12 100 nm hoidc nhé hon.

Trong truong hgp ma hat virut c¢b dinh ¢6 ngudn gdc tir cac hat virut ¢6 vo, ham
luong lipit trong hat virut ¢b dinh c6 thé twong dwong voi ham luong lipit trong cac
hat virut dugc md ta trén day.

Hat virut ¢6 dinh c6 thé 12 hat virut ¢6 dinh trong d6 dinh dugc phat hién & ndng
d6 sacaroza 35% hodc cao hon, va c6 thé 1a hat virut c¢b dinh trong d6 dinh dugc phat
hién & ndng d9 sacaroza 45% hodc cao hon va 55% hodc thip hon, khi do bang

phuong phap ly tdm gradien ty trong sacaroza. Nong dd sacaroza c6 thé dugc xac
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dinh bing phuong phap phd bién da biét. Vi du, ndng d6 sacaroza cps thé duoc xéc
dinh bang cach trang miu chta hat virut ¢b dinh v6i gradien ty trong sacaroza tir 15
dén 60%, va thuc hién ly tam 18000 vong/phut (RCF = 57500 (x g)) trong 16 gio ¢
4°C.

Hat virut ¢ dinh c6 thé 1a hat virut ¢ dinh trong d6 quan sét thdy dinh don khi
do bang phuong phép sic ky long hiéu ning cao (séc ky loai trir theo kich thudc
(SEC)). Vi du, trong trudng hop thuc hi¢n do phan tir luong bang phurong phap sic ky
loai trir theo kich thudc (tén thuong mai: VSKgel G6000PWXL (do hang Tosoh Corp.
san xuat) hoic Superose 6 10/300 GE (do hang GE Healthcare Japan Corp. san Xuét))
(chét rira giai: PBS, tc do dong: 0,5 mU/phit), ching c6 thé 1a hat virut c¢b dinh cta
hat virut viém ndo Nhat Ban trong d6 quan sat thiy dinh don & thoi gian ria gidi
khoang 14 dén 15 phut, va c6 thé 1a hat virut ¢d dinh cta hat virut cam trong d6
uquan sit thdy dinh don & thoi gian rira giai khoang 16 dén 17 phut.

Trong vacxin, 0% dén 90% protein bé mit trén hat virut ¢ dinh c6 thé khong
duoc cb dinh, va 5% dén 80% protein bé mat trén hat virut cd dinh 6 thé khong duge
c6 dinh.

Vi du vé protein bé mit trén hat virut c¢b dinh bao gébm khang nguyén bé mit,
protein nén, protein mang, va t6 hop ctia chiing.

Trong truong hop ma cac hat virut 1a hat virut cim, vi du vé& khang nguyén bé
mit bao gdm hemagglutinin (HA) va neuraminidaza (NA). Vi du vé cac protein nén
bao gdm protein M1. Vi du vé céc protein mang bao gbm protein M2.

Trong trudng hop ma céac hat virut la hat virut viém n&o Nhét Ban, vi du vé
khang nguyén bé mit bao gdm protein E va protein M.

Vi du vé phuong phap tinh toan ty 1€ protein khong c¢b dinh bao gdbm phuong
phap xé4c dinh ty 1¢ phan trdm thay ddi (ty 1& phdn con lai) vé lugng protein gilra trude
khi ¢b dinh va sau khi ¢ dinh dbi v6i phan t luong gbc ciia protein dich. Trong
truong hop ma hat virut c¢b dinh co ngudn gbe tir hat virut cim, céc vi du bao gdm
phuong phép thuc hién SDS-PAGE (dién di trén gel polyacrylamit) trong didu kién

khur, sau d6 xac dinh mat do cia dai protein M1, mot trong sO céac protein cau thanh
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clia virut, bang ty trong ké, va tinh toan ty 1& phan con lai (%) cua protein M1. Trong
truong hop nay, do ndng do chit ¢ dinh ting, ty 1 phan con lai cia protein M1 ¢6 xu
huéng giam. Bang cach 4p dung phuong phap nay, viéc phan tich mirc dd lién két
ngang bing chét ¢b dinh c6 thé duoc tién hanh.

Theo phuong 4n nay, trong trudng hop ma hat virut c¢b dinh c6 ngudn gdc tir hat
virut cam, chung co thé 14 hat virut c¢d dinh trong do6 ty 1€ phén con lai cia protein M1
14 tir 5% dén 90%, va c¢6 thé 1a hat virut ¢b dinh trong d6 ty 1& phan con lai cta protein
MI la tir 10% dén 80%. N6i cach khéc, tir 5% dén 90% protein M1 c6 thé khong
duoc cb dinh, va tir 10% dén 80% c6 thé khong dugce ¢d dinh.

Viéc phan tich mutc do lién két ngang cling co thé dugc thuc hién béng cach xac
dinh hoat tinh riéng (ham luong khang nguyén/ham lugng protein) cia hat virut ch
dinh. Khang thé don dong dugc st dung trong phép do ham lugng khang nguyén cua
c4c hat virut nhén biét epitop trung hoa, va su giam hoat tinh riéng khi c6 thay abi vé
cAu tric cla epitop trung hda xay ra. Gia tri tuong dbi (%) ctia hoat tinh riéng ctia hat
virut ¢b dinh so véi céc hat virut khong ¢ dinh duo tinh toan bang céch st dung dic
tinh nay, va mtc do lién két ngang duoc danh gia. Theo phuong 4n nay, gid tri tuong
d6i cua hoat tinh riéng nam trong khoang tir 0 dén 95%. Trong trudng hop ma hat
virut ¢b dinh ¢6 ngudn gbc tir virut viém ndo Nhat Ban, gia tri twong dbi ctia hoat tinh
riéng clia hat virut viém ndo Nhét Ban ¢b dinh ¢co thé tir 90 dén 95%, c6 thé tir 70 dén
90%, va ¢6 thé tir 50 dén 70%.

Luong hat virut c¢d dinh ¢6 trong vacxin c6 thé dugc chon mdt cach thich hop
theo loai virut hoac dbi trgng tiép nhin. Vi du, luong (néng d6) hat virut c¢b dinh c6
trong vacxin cum c0 thé tir 1 dén 40 pg HA/mL du6i dang ndng do6 hemagglutinin
trén mot ching virut.

Vacxin c6 thé 1 vacxin don gia chira khdng nguyén thu dugc tr cuing loai virut
hozic vi khudn. Vacxin c6 thé 1a vacxin két hop chira chira khang nguyén thu dugce tur
nhiéu loai virut hodc vi khuan. Vacxin c6 thé 12 vacxin da gia chita cdc khang nguyén
thu duoc tir cac virut hodc vi khuén thudc cting chi va thudc nhiéu loai ho#c kiéu. Vi

du, trong truong hQ]b ma vacxin 12 vacxin virut cam, vacxin nay c6 thé chira hat virut
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ctim A cb dinh hoac hat virut cim B ¢b dinh hoic co thé chira ca hai loai nay. Trong
truong hop ma vacxin 1a vacxin virut viém ndo Nhat Ban, ivacxin nay c¢6 thé chia
virut thu duoc tir nudi céy té bao hoic virut thu dugc tir ndo chudt nhét. Vacxin virut
cim hodc vacxin virut viém nd3o Nhét Ban co thé chira khang nguyén thu dugc tir
virut hoic vi khudn khac. Vi dy, vacxin ndy c6 thé duoc tron véi vacxin két hop bach
hAu-ho ga-ubn vén-virut bai liét bat hoat (vacxin DPT-IPV).

Dang lidu vacxin c6 thé 13, vi du, dang long, dang bt (bot dong kho, bo kho,
v.v.), dang nang, vién nén, hodc trang thai lanh dong. '

Vacxin c6 thé chira chit mang duoc dung. Chét mang thuong dung trong san
xuét vacxin ¢6 thé duoc st dung lam chit mang md ta trén ddy ma khong c6 han ché.
Cu thé, vi du vé chét mang bao gé)m nuéi mudi, nuéc mudi duoc dém, dextroza,
nude, glyxerol, cac dung dich dém trong nudc ding truong va td hop cia ching.
Vacxin con ¢ thé dugc bd sung chit nhii hoa, chét bao quan (vi du, thimerosal), chét
tao truong luc, chét diéu chinh G pH, chit bat hoat (vi du, formalin), va céc chét
tuwong tu mot cach thich hop.

Duodng dung cta vacxin ¢ thé, vi du, ding qua da, dung duéi ludi, dung nhd
mét, dung trong da, ding trong co, dung duong miéng, dung dudng rudt, ding trong
mili, ding trong tinh mach, dung dudi da, dung trong mang bung, va dung dudng hit
tir miéng dén phoi.

Phuong phép st dung vacxin ¢ thé 13, vi du, phuong phap tién hanh st dung
bang xi lanh, miéng dén qua da, vi kim, dung cu chy ghép giai phong kéo dai, xi lanh
c6 trang bi vi kim, dung cu khong dung kim, hogc phun.

pé ting cuong thém tinh sinh mién dich, vacxin ¢ thé chura ta duge. Vi du Ve ta
duge bao gdm cac ta dugc nhom hodc td dugc dang nhil tuong dau trong nuéc chira
squalene (AS03, MF59, etc.), cac phéi tir cla thy thé twong tu Toll nhu CpG va
'3-0O-desacyl-4'-monophosphoryl lipit A (MPL), cac ta duoc dua trén saponin, cdc ta
duoc dua trén polyme nhu axit poly-y-glutamic, va cac polysacarit nhu chitosan va
inulin.

Vidu vé dong vat c6 va dich bao gém chuot nhat, chudt céng, chudt lang, chudt

-15-



29252

déng, thd, méo, cho, ciru, lon, gia stc, ngua, dé, khi, va nguoi. Vacxin theo phuong an
nay co thé duoc str dung cho ngudi va co thé dugc st dung cho tré em dudi 5 tubi va
nguoi gia 65 tudi hodc cao hon.

Trong trudng hgp ma vacxin cum dugc st dung cho nguoi, vacxin nay co thé
dugc st dung sao cho 3,8 pg HA dén 30 pg HA trong mot lidu thanh phan hoat tinh
(hat virut ) dinh) dugc st dung, du khac biét phu thudc vao muc dich st dung,
phuong phéap st dung, va tinh trang cua dbi tuong tiép nhan (gidi tinh, do tudi, thé
trong, tinh trang y té, v.v.).

Phuong phép san xudt hat virut ¢ dinh

Phuong phép san xuét hat virut ¢ dinh theo phuong 4n nay bao gdm budc cb
dinh cAu trac hat cho cac hat virut géc hodc hat virut da bat hbat tuong Ung.

Phuong phap pha v& (tach chiét) céc hat virut c6 vo bang cach st dung chat hoat
dong bé mit hoic dung mdi hiru co cho dén nay da duoc biét 1a cac k¥ thuét ting
cudng do an toan cho vacxin. Tuy nhién, trong cdc phuong phap nay, hiéu luc (tinh
sinh mién dich) cta cac vacxin thuong giam khi hat bi v&. Trong phuong phap san
xuat duge mo ta trén day, cAu truc hat virut dugc duy tri, va nho do, c6 thé tang cuong
do an toan khi duy tri hiéu luc ctiia vacxin, do viéc xur ly cac hat virut géc hodc hat
virut da bét hoat tuong (mg bing chét cd dinh ma tao ra lién két cong hoa tri véi
protein hat virut.

Phuong phép san xuét c6 thé bao gdbm thém budc nudi cdy vat chd, budc nay
cho phép virut nhi€m vao vt chi, budc sao chép virut trong vat chu, budc thu héi cac
hat virut tir vat chu, hodc budc bt hoat cac hat virut dugc thu hi.

Céic hat virut c6 thé 13 céc hat virut duge thu hdi tir vat chu sau khi hat virut
duoc dé cho nhiém vao vat chi va sao chép. Vat chu ¢ thé dugc chon mdt cach thich
hop theo loai hat virut. Phuong phap bAt hoat cac hat virut co thé st dung phuong
phéap phd bién da biét, va vi du bao gdm phuong phéap tién hanh bAt hoat bing chat bét
hoat nhu formalin. Trong truong hgp ma céac hat virut 1a hat virut cm, vi du vé vat
chu bao gdm té bao nudi ciy, trimg ga va ndo chudt nhét. T bao nudi cdy co thé 1a té

bao so cip hodc céc dong té bao. Vi du vé t& bao nudi cdy bao gom té bao Vero va t&
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bao MDCK.

Phuong phép st dung tring ga hodc té bao Vero lam vat chi (Vaccine, 1998
May-Jun; 16 (9-10): 960-8), phuong phap sur dung té bao Vero lam vat chu (Vaccine,
2007 August 10; 25 (32): 6028-6036), va phuong phép st dung té bao MDCK lam vAt
chu (J Virol. 2012 Nov; 86 (22): 12341-50) la cac phuong phap ma ngudi c6 hiéu biét
trung binh vé linh vuc nay da biét 1a phuong phap gy nhiém va sao chép virut cim.
Cé dinh cdc hat virut

Vi du vé& budc ¢b dinh bao gdm phuong phap xir Iy céc hat virut gbc hodc hat
virut di bt hoat tuong Gmg bang chét cb dinh, va vi du bao gdm budc bd sung chét cb
dinh vao chura cac hat virut géc hodc hat virut da bat hoat tuong ng. Néng do hat
virut trong huyén phi c6 thé dugc thay dbi thich hop theo loai virut, loai chét ¢b dinh
va néng do chit ¢b dinh, v.v. vi du, né)ng do6 hat virut trong huyén phu ¢d thé tir 60
dén 90 pg/mL, c6 thé tir 300 dén 3000 pg/mL, va c6 thé tir 500 dén 2500 pg/mL,
dudi dang néng do protein hat virut. -

Loai chét ¢b dinh c6 thé dugc thay ddi thich hop theo loai virut. Vi du v& chit cb
dinh bao gém cac dung mdi hiru co, aldehyt, diimidoeste, bis(3,5-dibromosalicyl)
fumarat (DBBF), carbodiimit, va td hop ctia ching. Vi du vé cac dung mdi hitu co
bao gdm metanol, etanol, axeton, va td hop ctia chung. Vi du vé cac aldehyt bao gdm
forrnaldehyt (FA) (vi du, formalin), paraformaldehyt, glutaraldehyt (GA), va td hop
cia ching. Vi du v& cac carbodiimit bao gdm dixyclohexylcarbodiimit (DCC),
diisopropylcarbodiimit (DIC), 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit
hydroclorua (EDC), cac chét twong tu cua chiing va t6 hop cua chung.

N?Sng do chét ¢b dinh c6 thé dugc thay ddi thich hop theo loai virut va loai chét
c6 dinh. Trong truong hop ma chit c¢6 dinh bao gdm formaldehyt, ndng do
formaldehyt co thé tir 0,005 dén 0,5% trong lwong/thé tich tinh theo tong lugng huyén
phu chta hat virut va chit ¢6 dinh. Trong trudng hop ma ndéng dd formaldehyt nho
hon 0,005% trong lu(_yng/thé tich, murc ¢ dinh thuong yéu va cAu trac hat khé duy tri.
Trong truong hop ma ndng do formaldehyt vuot qua 0,5 % trong luong/thé tich, muc

c¢b dinh thudng manh va cai bién hoa hoc bang lién két ngang dién ra qua nhiéu.
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Nhim cai thién hon nita hiéu gia HA, ndng do formaldehyt c6 thé tir 0,01 dén 0,5%
trong lwong/thé tich, c6 thé tir 0,018 dén 0,152% trong lugng/thé tich, c6 thé tir 0,029
dén 0,152% trong lugng/thé tich, va c6 thé tir 0,029 dén 0,076% trong lugng/the tich,
tinh theo tong luong huyén pht va chét ¢ dinh. Phuwong phap st dung chit ¢ dinh
chira formaldehyt c6 thé dugc dung trong truong hop ma céc hat virut Ia hat virut cim
hodac hat \}irut viém ndo Nhat Ban.

Trong tru:(‘ing hop ma chit ¢b dinh 1a formalin (dung dich nudc formaldehyt 36
dén 38 % trong luo'ng/thé tich), néng do formalin cé thé tr 0,014 dén 0,4% thé
ch/thé tich, ¢6 thé tir 0,05 dén 0,4% thé tich/thé tich, c6 thé tir 0,08 dén 0,4% thé
tich/thé tich, va c6 thé tr 0,08 dén 0,2% thé tich/thé tich, tinh theo tdng lugng huyen
phu va chét cb dinh.

Trong truong hgp ma chét ¢b dinh chira glutaraldehyt, ndng do glutaraldehyt c6
thé tir 0,001 dén 0,06% trong luong/thé tich, c6 thé tir 0,002 dén 0,05% trong luong/thé
tich, ¢6 thé tir 0,004 dén 0,02% trong luong/thé tich, va c6 thé tir 0,005 dén 0,01%
trong lwong/thé tich, tinh theo tong lugng huyén phi va chét c¢d dinh. Trong trudng hop
ma ndéng do nay thip hon 0,001% trong lwong/thé tich, cac hat c6 xu huéng két tu khi
hat virut viém ndo Nhat Ban duoc st dung lam hat virut. Trong trudng hgp ma néng do
nay vuot qua 0,06% trong lwong/thé tich, epitop cua protein E, protein céu tric chinh,
cd xu hudng bi bt hoat khi hat virut viém ndo Nhat Ban dugc dung 1am hat virut.
Phuong phép st dung glutaraldehyt lam chit ¢b dinh c6 thé duge dung trong trudng
hop ma cac hat virut la hat virut cim hoic hat virut viém ndo Nhat Ban.

Trong trudng hop ma cht ¢b dinh chtra EDC, nong do EDC ¢6 thé tr 0,05 dén
1500 mM., ¢6 thé tir 0,15 dén 500 mM, va c¢6 thé tir 5 dén 50 mM, tinh theo tong
luong huyén phu va chit c6 dinh. Phuong phép st dung chét ¢b dinh chia EDC ¢6
thé dugc dung trong truong hop ma cac hat virut 1a hat virut ctim hodc hat virut viém
ndo Nhat Ban.

Nhiét d6 & thoi diém xt Iy bing chit ¢b dinh c6 thé duge didu chinh thich hop
teo loai virus, loai chat ¢é dinh, ndng dd chét ¢6 dinh, v.v. Nhiét do c6 thé tir 0°C (bé

nuée dd) dén 37°C, c6 thé tir 4°C dén 37°C, va c6 the tir 25°C dén 37°C.
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Khoang thoi gian xi Iy bing chét ¢é dinh (thoi gian xt Iy) c6 thé dugc thay doi
thich hop theo loai virut, loai chét c¢é dinh, ndng d6 chat cd dinh, nhiét do xir Iy, v.v.
Khoang thoi gian ndy c6 thé tir 1 ngdy dén 4 tuln, c6 thé tir 3 ngay dén 4 tuan, va c6
thé tir 1 tudn dén 4 tudn. Trong trudng hop sit dung EDC lam chét cb dinh, khoang
thori gian nay c6 thé tir 5 phut dén 24 gid, ¢6 thé tir 0,5 gis dén 24 gid, va c6 thé tir 2
gitr dén 20 gio.

Pé két thuc tién trinh lién két ngang bang chét ¢b dinh, viéc xit Iy nging phan
ung co thé duoc thyuc hién bang cach st dung axir amin nhu glyxin. Vi¢c xur Iy nging
phén ting c6 thé dugc thuc hién nhim muc dich céi thién do én dinh, tinh sinh mién
dich, va d6 an toan cta vacxin.

Tuy theo nhu cAu, ¢6 thé c6 thém budce tinh ché hat virut ¢d dinh da thu hoi.
Mic dit ¢6 thé thue hién phwong phép tinh ché hat virut ¢6 dinh mot cach thich hop
bing phurong phap phd bién da biét, vi du bao gdm phurong phép thyuc hién loc bing
c4ch str dung mang siéu loc.

Phuong phép san xuét vacxin theo phuong an nay bao gdm bude bb sung hat
virut ¢é dinh thu dwoc bang phuwong phép san xuét hat virut ¢6 dinh. Phuong phép san
xudt vacxin con c6 thé bao gdm thém bude bd sung chat mang, chit nhii hoa, chét bao
quén, chét tao truong luc, chét diéu chinh do pH, chit hoat héa dugc dung, va céc
chét twong tu.

T4t hon néu viée chiing nglra vacxin ¢6 thé tao ra cho dbi twong chét lugng va
s6 lugng gdy mién dich tuwong ty nhu & thoi diém 13y nhiém thyc té, va cac dic tinh
min dich twong tu do vacxin tao ra chéng lai su mién dich do lay nhidm thuc té gy
ra xac dinh hiéu qua cuia vacxin. T4t ca protein virut c6 thé c6 mat trong vacxin 1am
khang nguyén dé bao vé chdng lai sy lay nhiém. Xét thdy rang sw c6 mat clia cac axit
nucleic hé gen thu dugc tir virut taing cuong tinh sinh mién dich cua protein virut, kich
¢& va hinh dang cua céac hat virut, v.v. ting yéu t riéng ré déu nhim phuc vu cho dap
ng mién dich, céc tac gia sing ché tin rang vacxin t&t nhét 1a vacxin ¢6 thanh phan
va chu tric cang tuong tu véi virut thuc té cang tdt. Vi hat virut c¢b dinh theo phuong

4n nay c6 thanh phan va cau tric tuong duong voi cac hat virut goc trir viéc ching
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duoc ¢ dinh béng chét cb d‘inh, ¢c6 thé tao ra vacxin véi tinh sinh mién dich cao va
cac phan Ung bét loi dugc ngin chin.
Vi du thwe hién sang ché

Mic dit séng ché s& duge md ta chi tiét dudi ddy c6 tham chiéu dén cac vi du,
sang ché khong bi gi¢i han boi nhing vi du nay theo cach bét ky.
Vidu 1
1. Tao ra khang nguyén co ngudn gde tir hat virut cim
(1) Tao ra hat virut ciim c¢b dinh bang FA
Xt Iy bang formaldehyt (FA)

Chung virut cam A thudc phan typ HINI (A/California/07/2009 (X-179A); sau
day con goi la "ching A/CA") dugc cdy vao cac khoang niéu cla tring da tao phoi
I1-ngay tudi va nudi cdy o 34°C trong 2 ngdy. Sau khi dich niu nang thu dugc duoc
lam trong, hat virut cim dugc két tua béng cach siéu ly tdm. Hat virut cim dugc tao
huyén phu lai trong nudc mudi dém phosphat (PBS) dé thu dugc huyén phu. Huyén
phu thu duoc duge ly tAm bang phuong phép ly tim gradien ty trong sacaroza (RCF =
57500 (x g), 16 gid), va cac hat vi rut cim duge tinh ché bang cach thu hdi phan doan
c6 ndéng do sacaroza tir 33% dén 50%. Phan doan thu dugc dugc pha lodng sao cho
ndéng do protein cudi cua hat virut cim da tinh ché 12 500 pg/mL, @8 thu dugc huyén
phit. Sau dé, formalin (dung dich nuée formaldehyt 36 dén 38% trong luong/thé tich)
duoc bd sung vao huyén phu nay sao cho ndng do cudi dat tir 0,05 dén 0,20% thé
tich/thé tich (tir 0,018 dén 0,076% trong lwgng/thé tich tinh theo formaldehyt), va
duqc cho phéan ung ¢ 25°C trong 1 tudn. Sau khi hoan thanh phan Ung, formaldehyt
duoc loai b6 bing céch thdm tich dung dich phan ng bang PBS, dé nho d6 thu duge
hat virut cim ¢b dinh (sau day goi 1a “hat virut cim ¢b dinh béng FA").

(2) Tao ra hat virut cim bat hoat

Formalin (dung dich nudc formaldehyt 36 dén 38% trong luong/thé tich) duge
bd sung vio huyén phil sao cho ndng o cudi dat 0,02% thé tich/thé tich (tir 0,0072
dén 0,076% trong lwong/thé tich tinh theo formaldehyt), va dugc cho phan tng ¢ 4°C

trong 6 dén 8 tuan. Sau khi hoan thanh phan tng, formaldehyt dugc loai bo bing cach
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thdm tach dung dich phan ng bing PBS, d& nhy d6 thu dugc hat virut cim bét hoat.
Hat virut cim bat hoat ciing dugc tao ra tlr cac chung virut ciim khac (cdc ching phan
typ) bang phuong phap twong tw va dugc st dung lam déi ching so sanh trong vi du tir
1 dén 6.
(3) Tao khang nguyén virut cim tach chiét

Khang nguyén virut cum tach chiét (sau day con goi la "khdng nguyén cim tach
chiét") 1am dbi chimg so sénh st dung dung dich gbc clia timg chiing c6 trong vacxin
cim HA (do hing General Incorporated Foundation, The Chemo-Sero-Therapeutic
Research Institute san xuét, tén thuong mai "vacxin cam HA "KAKETSUKEN"").
2. Thit nghiém chit gay sbt

Thd nghiém chét gy sét duoc tién hanh theo tai liéu Japanese Minimum
Requirements for Biological Products (Ministry of Health, Labour and Welfare
Ministerial Notification No. 192). Dung dich trong d6 ham lugng protein trong 1 mL
duoc diéu chinh dén 240 ng bang cach pha lodng hat virut cim bét hoat, hat virut cim
¢ dinh bang FA hodc khang nguyén cum tach chiét bang nuédc mudi duge st dung
lam mAu. 1 dén 3 mL mAu trén mot kg thé trong dugc tiém vao tho, va su gia tang
nhiét do truc trang dugc quan sat dén 6 gi& sau d6. Chénh léch gifta nhiét do truc
trang (nhiét do tryc trang dbi chimg) cia thé trude khi tiém mau va nhiét do tryc trang
cua tho sau khi tiém dugc xé4c dinh, va gia tri chénh léch tdi da duoc dung lam dap
ng st cua thd. Cung thir nghiém nay dugc tién hanh trén ba thd. Pap tng sbt tong

cong (°C) cua ba tho dugc thé hién trong bang 1.

Bang 1
Chung A/CA (chung thudc phan typ HIN1): Dap ung s6t tdng cong clia ba thd
Néng d¢ formalin Pap irng sbt tong
(% theé tich/the tich) cong (°C)
0,05 0,30
Hat virut cam cb dinh bang 0,08 0,51
A 0,11 0,20
0,14 0,17
0,20 0,04
Hat virut cam bat hoat - 3,72
Khang nguyén cum téch chiét - 0,53

-21-



29252

D6i véi tht ca cac hat virut cim cb dinh bang FA, khong quan sat thdy dép ting
s6t tong cong & mirc 1,3°C hodc cao hon, va di quan sat thiy muc giam dap Gng st
téng cong 3°C hodc cao hon so véi hat virut cum bét hoat. Déi vé6i hat virut cim duoc
c¢b dinh bang FA da phat hién rang dép tng sot tbng cong du thap, nhu ddi véi khang
nguyén cim tach chiét. Piéu nay ciing cho thdy rang hat virut cim c¢b dinh bang FA
¢ d6 an toan cao nhu d6i v6i khang nguyén virut tdch chiét.

3. Xac dinh lugng xytokin gdy viém dugc tao ra

Luong xytokin gy viém (IL-6) duoc tao ra trong truong hop kich thich t& bao
don nhan mau ngoai vi ngusi (PBMC) bang hat virut cim c¢b dinh bang FA ma viéc
¢b dinh duoc thuc hién & ndng do formalin 0,05% thé tich/thé tich, 0,08 % thé tich/thé
tich, hodc 0,11% thé tich/thé tich hodc hat virut cim bét hoat duoc xac dinh bang
phwong phép theo tai liéu European Pharmacopoeia Monocyte-Activation Test. Cu
thé, PBMC ngudi dugc s dung bang cach gép chung tir it nhét 4 ngudi cho theo
European Pharmacopoeia Monocyte-Activation Test, nhung thay bang PBMC tir 1
nguoi cho va xdc dinh. Két qua vé luong xytokin dugc tao ra chéng lai hat virut cim
c6 dinh bing FA va hat virut cum bt hoat dugc thé hién trén bang 2. Da phat hién
1‘§1ng luong IL-6 dugc tao ra ddi vai hat virut cam ¢ dinh béng FA la du thép so véi
hat virut cim bét hoat. Diéu nay cho thdy rang hat virut com c¢b dinh bang FA c6 do

an toan cao so vai hat virut cum bat hoat.

Béang 2
Chting A/CA (chtng thudc phan typ HIN1): Luong xytokin gdy viém dugc tao ra
_ Nong d formalin -IL-6
, ‘ (% thé tich/thé tich) (pg/mL)
Hat virut cim co dinh bang 0,05 9,2
FA : 0,08 7,3
0,11 9,2
Hat virut cim bat hoat - 17,0

Vidu?2
banh gia vé mat vatly

]. Phan tich bang phwong phéap ly tdm gradien ty trong sacaroza
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Phén doan thu duoc duge pha lodng bang phuong phap theo vi du 1 dugc md ta
trén diy sao cho protein ndéng do cudi cua hat virut cam (ching A/CA) dat 2500
ng/mL, dé thu duge huyén phti. Sau d6, formalin duoc bd sung vao huyén phtt sao
cho néng do cudi dat 0,12 % thé tich/thé tich, va dugc cho phan ung & 25°C trong 1
tudn. Hat virut cam ¢ dinh bang FA thu dugc bing cach thdm tach dung dich phan
rmg bang PBS. Hat virut cim ¢b dinh bang FA thu dugc phén tich bang phuong phép
ly tdm gradien ty trong sacaroza. Mau dugc trang trén gradien ty trong sacaroza tir 15
dén 60%, va tién hanh ly tim 18000 vong/phut (57500 (x g)) trong 16 gio' & 4°C. Sau
khi ly tAm, viéc phan doan dugc tién hanh thanh 0,6 mL mdi phan doan, va néng do
sacaroza, hiéu gid HA va ndng do protein trong mdi phan doan dugc xac dinh. Két
qua vé ching A/CA (ching thudc phan typ HIN1) dugce thé hién trén bang 3. Khang
nguyén virut tach chiét thé hién ring cac protein dugc phan bb rong trén cac ndng do
sacaroza tir 25 dén 50%, va cac hat virut bi pha huy. Trai véi diéu nay, hat virut cim
¢6 dinh bing FA cho thiy 1a dugc phan doan dudi dang dinh don (hat) & ndéng do
sacaroza cao (44,3%). Hiéu gia HA 1a 10240 1an.
Bang 3
Chung A/CA (chung thudc phan typ HINI): Phan tich bing phuong phap ly tdm

gradien ty trong sacaroza va hiéu gia HA

Hat virut ciim c6 dinh Khang nguyén cim tich
bang FA chiét
; 443 25-50
A A - 0 > ,
Nong d§ sacaroza (%) Pinh don Phan bb rong
Ham lugng protein
v 4 -
(ng/mL) 60.0
Hiéu gid HA (x) 10240 -

2. Phan tich bang kinh hién vi dién tir

P4 thir nghiém hinh dang hat virut cim c6 dinh bing FA (ching A/CA) chi tiét
hon, tién hanh quan sat dudi kinh hién vi dién t&. Miu dugc ¢d dinh bing
glutaraldehyt ¢ nhiét do trong phong trong 20 phut. Sau d6, mau da cb dinh dugc dat

1én tAm luéi pht ion dé quan sat (do hang Nisshin EM Co., Ltd. san xut), & yén
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trong khoang 60 gidy, va nhudm am tinh bang dung dich nudc axit phosphovonframic
2%. MAau di nhudém dugc quan sat va chyp anh bing kinh hién vi dién tr truyén qua
(Tecnai G2 do hang FEI Company san xuét; dién thé tang toc: 120 KV).

Hinh anh hat virut cim ¢b dinh béng FA chup béng kinh hién vi dién tir dugc thé
hién tr_én Fig. 1. Hat virut cim c¢b dinh béng FA gitt dugc cAu tric hat nhu ¢ hat virut
ctm bét hoat.

3. Tan xa anh séng dong

Hat virut cim cb dinh bing FA c6 ngudn gbc tir ching virut cim A thudc phan
typ H3N2 (A/New York/39/2012 (X-233A); sau day con goi la "ching A/NY") va
chung virut cam B Victoria lineage (chung B/Brisbane/60/2008; sau day con goi la
"chung B/BR") duoc tao ra bing phuong phip theo vi du 1, va ¢& hat trung binh
twong ung cua chung dugc phan tich bang thiét bi Zetasizer Nano ZS (do hang
Malvern Panalytical Ltd. san xuét). C& hat trung binh trong chét 16ng theo phuong
phép tan xa anh sang dong duoc thé hién trén bang 4. Hat virut cim c¢b dinh bang FA
c6 ¢ hat trung binh khoang tur 140 dén 150 nm ma 1a don. Tir didu ndy, da phét hién
rang c& hat trung binh cta hat virut cim ¢b dinh biang FA 1a twong duong v6i hat virut
ctim bat hoat. CAu tric hat cua hat virut cam ¢b dinh béng FA duoc duy tri, va khong
quan sét thdy céc tap chét nhu céc thé két tu.

Bang 4
C& hat trung binh trong chét 1ong theo phuong phép tan xa dnh sang dong (c& hat
trung binh khéi co trong sd (dinh chinh) (nm))

Tén chiing ciia cac hat | Hat virut cam ¢6 | Hat virut cm
virut gbc dinh bing FA bt hoat
chung A/NY ‘
(chung thudc phén typ 139,5 159,2
H3N2)
chung B/BR
(ching thudc typ B) 149,3 137.8

4. Xac dinh phan b phan tir lugng (SEC)

Hat virut cim ¢ dinh bang FA (chiing B/MA) dugc tao ra tlr chiing virut cam B
Yamagata lineage (ching B/Massachusetts/02/2012 (BX-51B) (sau day con goi la
"chiung B/MA")) bang phuong phap theo vi du 1 duoc md ta trén day. Viéc xac dinh
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phan bd phan tr lugng ca khang nguyén virut tach chiét va hat virut cam cb dinh
bing FA dugc thuc hién voi ching A/CA (ching thudc phén typ HIN1), chung A/NY
(chung thudc phan typ H3N2), va ching B/MA (chung thudc typ B) bing phuong
phap sdc ky loai trir theo kich thuge (tén thuong mai: TSKgel G6000PWXL (do hing
Tosoh Corp. san xuét)) (dugc thuc hién & tbe do dong 0,5 ml/phut véi PBS lam chét
rira giai). Miu rtra giai dugc thé hién trén bang 5. Péi véi hat virut cim ¢ dinh bang
FA, quan sat thay dinh don & thoi gian rira giai khodng tir 16 dén 17 phat. Mt khac,
dbi v4i khang nguyén virut tach chiét thu dugc tir ching nay, quan sat thiy ba dinh &
thoi gian rira giai khoang tir 19 dén 30 phut.

Bang 5

MAu rira giai SEC (thoi gian rira giai (phit))

Tén chiing cda cac | Hat virut cim ¢6 | Khang nguyén
hat virut goc dinh bang FA cim tach chiet
Chung A/CA o

(ching }[Jl?féc phéan typ D’l 61; ld70n 1;, 2(,?’ iO
HINI) o adm
(chﬁlgggggéﬁzn typ 16-17 19,24, 26
F13N2) Dinh don Ba dinh
Chung B/MA 16-17 19, 24,25
(chung thugc typ B) Dinh don Ba dinh

5. Phan tich bang muc dd lién két ngang

Murc do lién két ngang béng chit ¢b dinh dugc phan tich ddi véi hat virut cim
cd dihh bing FA (ching A/CA) dugc tao ra trong vi du 1 bang quy trinh sau: sau khi
dém SDS (néng do cudi: 0,76 % trong luo’ng/thé tich Tris, 1 % trong luqng/thé tich
SDS, 10 % thé tich/thé tich glycerol, 0,01 % trong luong/thé tich bromophenol blue
(BPB)) va 2-mercaptoethanol (ndng do cudi: 0,8 % thé tich/thé tich) ddu tién dugc bd
sung vao mau va dung sdi trong 6 phit, SDS-PAGE duoc thuc hién bang céch su
dung thiét bi PAGEL NPU-12,5L (do hang ATTO Technology, Inc. san xuét, tén
thuong mai) hodc PAGEL NPU-R12.5L (do hang ATTO Technology, Inc. san xuit,
tén thuong mai). Sau khi dién di, tién hanh nhuém CBB (xanh Coomassie), va chup
anh bang thiét bi LAS3000 (do hang FUJIFILM Corp. san xuét, tén thuong mai). Khi

viéc lién két ngang bang chat co dinh dién ra, protein M1, mdt trong s6 cdc protein
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cAu thanh cta virut, di chuyén tir vi trf vach gbc (25 dén 37 kDa) dén phan tir lugng
cao hon. Do d6, diéu nay cho thdy rang vach protein M1 (vach M1) dugc phat hién ¢
vi tri gbc phét sang, dugce st dung lam chi s& vé& muc do lién két ngang. Cu thé, gia tri
tuong d6i (%) cua gié tri do ty trong clia vach M1 dugc phat hién & vi tri gdc (sau day
gia tri tuong d6i nay con duoc goi la "ty 1€ gbc protein M1" (%)), cua hat virut cim
c¢b dinh bang FA dugc xur 1y bang mdi ndng do formalin dén gié tri do ty trong cua
vach M1 ctia hat virut cim khong ¢ dinh dugc tinh toéan. Két qué dugc thé hién trong
bang 6. Ty 1€ gbc protein M1 cla hat virut cim c¢b dinh bang FA (chiing A/CA) ma da
thuc hién viéc ¢ dinh béng cac néng d6 formalin 0,05%, 0,08%, 0,11%, va 0,14%
lan luot 1a 35,7%, 23,8%, 11,0%, va 5,4%, diéu ndy cho théy ring nong do formalin
tang, lién két ngang dugc d4y nhanh sao cho ty 1& gbc protein M1 giam.

Béang 6

Chung A/CA (chung thudc phén typ HIN1): Ty 1& gbc protein M1

Nong d6 formalin | Ty 1€ gbc protein M1
(% thé tich/thé tich) (%)
0,05 357
Hat virut cum c¢b dinh bang 0,08 23,8
FA 0,11 11,0
0,14 5.4

6. Tinh sinh mién dich - 1 (tiém trong co cho chudt nhat)

Tinh sinh mién dich cta hat virut cim ¢ dinh bang FA (chung A/CA) dugc
danh gia bang cach st dung chudt nhét. Khang nguyén virut tich chiét, hat virut cim
bat hoat, hodc hat virut cim c¢b dinh bang FA (ching A/CA) dugc tiém trong co voi
lidu tiém 0,8 pg dudi dang lugng protein cho chudt nhit ddY (cdi, 8 tun tudi) (13 con
mdi nhém). Ba tuin sau khi gdy mién dich, cac chudt dugc thu thap mau toan phan va
giét ém 4i. Huyét thanh thu duge bang cach ly tam, va hi¢u gia HI duge xdc dinh theo
tai liéu "Pathogen Detection Manual" (cta National Institute of Infectious Diseases,
Japan). Két qua v2 tinh sinh mién dich (hiéu gid HI (GMT)) khi thuc hién tiém trong
co cho chudt nhit duoc thé hién trong bang 7. Hat virut cim ¢ dinh b'?lng FA (chung
A/CA) c6 tinh sinh mién dich cao so véi khang nguyén virut tach chiét va c6 tinh sinh

mién dich twong duong véi hat virut cam bAt hoat.
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Chung A/CA (ching thudc phén typ HIN1): Higu gia HI (GMT) (tiém trong co cho
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chudt nhit)
Hat virut ciim ¢6 | Hat virut ciim bit | Khang nguyén cim
dinh bang FA hoat tach chiet
GMT 65 65 36

7. Tinh sinh mién dich - 2 (tiém trong da cho chuot nhit)

Tinh sinh mién dich ctia hat virut cim c¢b dinh bing FA (chung A/CA) duoc
danh gia bang cach tiém trong da cho chudt nhét theo cling quy trinh nhu trong muc
“6. tinh sinh mién dich - 1 (tiém trong co cho chudt nhit)” dugc mo ta trén déy.
Khang nguyén virut tach chiét, hat virut cim bat hoat, hodc hat virut cim ¢ dinh
bang FA duge tiém trong da véi liéu tiém 0,2 pg tinh theo lugng protein cho chudt
nhét ddY (ci, 8 tudn tudi) (5 con mdi nhoém). Ba tuan sau khi gdy mién dich, céc
chudt dugc thu thdp méu toan phan va giét ém 4i. Huyét thanh thu duoc bing céch ly
tam, va hiéu gid HI dugc xéc dinh. Két qua vé tinh sinh mién dich (hi¢u gid HI
(GMT)) khi thyc hién tiém trong da cho chudt nhét duoc thé hién trong bang 8. Hat
virut cim cd dinh bang FA c6 tinh sinh mién dich cao dang ké so v&i khang nguyén
virut tach chiét va c6 tinh sinh mién dich twong duong véi hat virut cim bét hoat.
Bang 8
Chung A/CA (chung thudc phan typ HIN1): Hiéu gia HI (GMT) (tiém trong da cho

chudt nhit)
| Hat virut cam ¢6 | Hat virut ciim bat | Khang nguyén cum
.| dinh bang FA hoat tach chiet
GMT 106" ' 106"! 30
*#1: P<0,05

8. Tinh sinh mién dich - 3 (tiém dudi da cho khi cynomolgus)

Tinh sinh mién dich cta khang nguyén virut tach chiét, hat virut cim bét hoat,
va hat virut cim cb dinh bing FA dugc danh gia d6i v6i ching A/CA (chung thude
phan typ HIN1), ching A/NY (ching thudc phan typ H3N2), va chung B/BR va
ching B/MA (céc ching thudc typ B) bang cach st dung khi cynomolgus (duc hodc

céi, 17 dén 25 thang tudi). Khang nguyén virut tich chiét, hat virut cim bét hoat, hodc
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hat virut cam cb dinh bang FA duoc tiém dudi da hai 14n cach nhau 21 ngay véi liéu
tiém tuong g v6i 7,5 pg HA (lwong protein tuong Ung v4i lugng HA cta khang
nguyén virut tach chiét) cho 8 hoic 9 dong vét mdi nhém. Trude lan gdy mién dich
thir cép va vao ngay 21 Sau khi gay mién dich thu cép, thuc hién thu mau mot phan.
Huyét thanh thu dugc bang cach ly tAm, va hiéu gia HI va hiu gid trung hoa duogc xéac
dinh theo tai liéu "Pathogen Detection Manual" (cta National Institute of Infectious
Diseases, Japan). Két qua vé tinh sinh mién dich dugc thé hién trong bang 9 (hiéu gia
HI (GMT) vao ngay 21 sau khi gay mién dich thtr cAp va bang 10 (hiéu gia trung hoa
(GMT) vio ngay 21 sau khi gily mién dich tht cip). Da phat hién d6i voi hidu gia HI
ma hat virut cim ¢b dinh bang FA c6 tinh sinh mién dich cao so v6i khang nguyén
virut tach chiét. Cu thé, tinh sinh midn dich, trx ching B/MA, cao déng ké so voi
khang nguyén virut tich chiét. Nhu ddi véi hiéu gia trung hoa, hat virut cim c¢b dinh
bang FA ciing ¢ tinh sinh mién dich cao dang ké dbi véi tht ca cac chung thudce typ A

va céc chung thudc typ B so v6i khang nguyén virut tach chiét.

Bang 9
Hiéu gia HI (GMT): Tiém dudi da cho khi Cynomolgus (ngay 21 sau khi gay mién
dich thi cap)
Hat virut ciim c6 | Hat virut ciim bat | Khang nguyén cim
dinh bang FA hoat tach chiet
Chung A/CA
(chtng thudc phan 160! 226" 18
typ HIN1)
ching A/NY
(chting thudc phan 3471 377! 11
typ H3N2)
Chﬁng B/BR *) *) 8
(chiing thudc typ B) 52 3
Chfmg B/MA *)
5
(chuing thudc typ B) 18 20

*#1: P<(,05, **: P<0,01
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Bang 10
Hiéu gia trung hoa (GMT): Tiém dudi da cho khi Cynomolgus (ngay 21 sau khi gay

mién dich thir cip)

Hat viru‘t ctim ¢ Hat Yirut caum | Khang nguyé’n

: dinh bang FA bat hoat ctim tach chiét
(ching t}?&lc?: Elgilct?p HIN1) 7617 1076" 62
(ching t}fggg iﬁf t;(p H3N2) 698" 640! 135
(chgfr?; ?I%u]gélgt;{l:) B) 174" 1477 18
(ch&br}lg%?ugf\fy? B) 1747 174% 14

*1: P<0,05, *2: P<0,01

9. Phan tich kiéu phu khang thé

| Hiéu gia cua khang thé IgG1 va IgG2a dac hiéu khang nguyén virut ¢ trong
huyét thanh chudt nhét duge xac dinh theo ching A/CA (ching thu(f).c phan typ HIN1)
va ¢hing B/MA (chung thude typ B) thu duoc ¢ muc "6. Tinh sinh mién dich - 1
(tiém trong co cho chudt nhét)" duge md ta trén day bing phuong phap hép thu mién
dich lién két enzym (ELISA) dudi dang phan tich kiéu phu khang thé. Két qua cho
thiy rang hat virut cam ¢b dinh bang FA kich thich IgG2a dac hiéu khang nguyén hon
12 IgG1 dic hiéu khang nguyén (bang 11 va 12). Két qua nay twong tu vdi két qua clia
hat virut cim bét hoat, va xu huéng kich thich IgG2a manh hon cling duoc thdy khi
so sanh vé6i khang nguyén virut tich chiét. Tir két qua nay, hat virut cim ¢b dinh bing
FA c6 thé duogc trong doi la cai thién hon nita hi¢u luc cua vacxin so voi khéng
nguyén virut tach chiét ma hoat hoa mién dich dich thé nhung kho c6 thé hoat hoa
mién dich qua trung gian t bdo.

Bang 11

Chiing A/CA (chiing thudc phan typ HIN1): Két qua phén tich kiéu phu (EU/mL)

Hat virut ctim co

Hat virut ciim bat

<2 Khang nguyén cum
Kiéu phu IgG dinh bing FA hoat tach chiét
-1gG1 200 280 7108
-IgG2a 13997 18248 9351

Gia tri khi huyét thanh cta timg chudt dugc gay mién dich bang khing nguyén virut

20
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tach chiét duoc pha loang 25600 lan duoc dit 13 1 EU/mL.

Bang 12

Chiing B/MA (ching Yamagata lineage): Két qua phan tich kiéu phu (EU/mL)

Hat virut cim c0

Hat virut ciim bat

Khang nguyén cim

Kiéu phu IgG dinh biing FA hoat tach chiét
TeGl 200 498 2694
TeG2a 15853 8867 3622

Gi4 tri khi huyét thanh cua ting chudt dugc gay mién dich bang khang nguyén virut

tach chiét duoc pha lodng 25600 lin dugc dit la 1 EU/mL.

10. Panh gia lwgng ARN duoc gidi phong

Luong ARN dugc gidi phong theo thoi gian trong qua trinh xtr Iy bing proteaza
dugc danh gia dbi v6i hat virut ciim ¢ dinh béng FA (ching A/NY) dugc tao ra béng
phuong phap theo vi du 1, theo quy trinh sau: dAu tién, hat virut cim ¢ dinh bang FA
duoc pha loang bang PBS, va SDS va proteinaza K dugc bd sung vao, va cho phan
{mg & 55°C trong khi ARN duoc chiét theo thoi gian. Chét phan tng TRIzol LS,
PureLink RNA Mini Kit, va PureLink DNaza (do hang Invitrogen Corp. san xudt, tén
thuong mai) dugc dung dé chiét ARN. Ham luong ARN chiét dugc duoc xac dinh
bang chét phan ung va kit Quant-iT RiboGreen RNA (do hang Invitrogen Corp. san
xuét, tén thuong mai). Ham lugng ARN theo thdi gian & timg nong do FA duge thé
hién trong bang 13. Két qua thé hién rang su gidi phong ARN bi chdm di theo cach
phu thudc ndng do FA. Diéu nay cho thdy riang su giai phong ARN bi chdm di cho ch
dinh bing FA 1am cham viéc san sinh xytokin gdy viém, tao ra do an toan cao.
Bang 13 |

Thay dbi theo thoi gian ctia ham luong ARN duoc giai phong sau khi xtr Iy bing

proteaza
ro 1s X Ham lwong ARN (ng/mL)
Xir 1y bang 0,02% 0,05% 0,08% 0,11% 0,14%
proteaza (gi0) FA FA FA FA FA
0.1 g 4 3 T2 3

1.0 4424 2989 2205 1622 1284

6,0 5655 5462 5477 4795 4519

12.0 5513 6128 6447 5947 6385

18.0 6401 6525 6682 6794 6362

24.0 6187 6615 6902 6429 6555
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Vidu3
(1) Tao ra hat virut cam c¢b dinh bing GA
1. X ly bang glutaraldehyt (GA)

Virut cam A (ching thudc phan typ H3N2 (ching A/NY)) va virut cim B
(chung Victoria lineage thudc typ B (chiing B/BR)) dugc nudi cdy va tinh ché bang
cung VphuO’ng phép nhu trong vi du 1. Céc hat cla timg virut cim da tinh ché duoc
pha loang sao cho ndng do protein cudi cua hat virut cim da tinh ché 12 1000 pg/mL,
dé thu dugc huyén phi. Tiép theo, dung dich GA 1% trong luong/thé tich dugc st
duﬁg va pha loang sao chb ndng do GA dat 0,016% trong lwong/thé tich hodc 0,008%
trong lugng/thé tich. Huyén phti va dung dich GA pha loang (0,016% trong lwong/thé
tich hodc 0,008% trong lwong/thé tich) duge tron véi luong bing nhau va cho phan
g & 4°C trong 3 ngdy. Sau khi hoan thanh phan tng, GA duoc bang cich thdm tach
dung dich phéan Ung bang PBS, dé nho d6 thu dugc hat virut cim ¢ dinh (sau day
con goi 1a "hat virut cim ¢ dinh bang GA"). Hoat tinh gay sbt cua hat virut cim cb
dinh bang GA thu dugc (ching A/NY va chung B/BR ) dugc danh gia bang thir
nghiém chét gay sbt gdm dénh gid dap tng s6t tong cong trén ba tho, va xac dinh
lugng xytokin gy viém duoc tao ra trong truong hop kich thich PBMC nguoi.

2. Thit nghiém chét gay st

Thtr nghiém chét gay sbt duoc tién hanh theo cing phuong phap nhu trong vi du
1. Dung dich trong d6 ham luong protein trong 1 mL duge diéu chinh dén 240 pg
bang cach pha lodng hat virut cim bat hoat hodc hat virut cim ¢ dinh bing GA
(ching A/NY va ching B/BR) bang nudc mudi dugc st dung 1am mau. 1 mL mau
trén mot kg thé trong dugc tiém vao thd, va su gia tang nhiét do truc trang duoc quan
sat dén 6 gior sau d6. Péap tng sot tong cong (°C) cua ba thd dbi véi ching A/NY
strain duoc thé hién trong bang 14, va dép Gng s6t tong cong (°C) cua ba thd d6i voi
chiing B/BR dugc thé hién trong bang 15.

D6i v6i tht ca cac hat virut cim cd dinh bang GA, khong quan sat that dap tmg
s6t tong cong & muc 1,3°C hodc cao hon, va quan sat thiy mirc giam 2,5°C hodc 16n

hon hodc 3°C hodc 16n hon vé dap ting s6t tdng cong tinh theo hat virut cam bét hoat.
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D3 phét hién ring dbi v6i hat virut cam dugce ¢§ dinh bang GA dap tng st tbng cong
1a du thip. Pidu nay ciing cho thy rang hat virut cim ¢ dinh biang GA c6 do an toan

cao so vdi hat virut cim bat hoat.

Béang 14
Chung A/NY (chung thudc phan typ H3N2): Dap ung sbt tong cong clia ba tho
Néng dé GA Pap trng sot tong
(Y% trong lwgng/thé tich) cong (°C)
Hat virut cam c0 dinh bang 0,004 0,05
GA 0,008 0,21
Hat virut cim bat hoat - 2,78
Khéang nguyén cim tach ) 0.05
chiét
Bang 15
Chung B/BR (chiing Victoria lineage thudc typ B): Dép ng s6t tbng cong clia ba tho
T Néng dd GA Pap wng sot tong
: (Y% trong lu’o’ng/the tich) cong (°C)
Hat virut cam co0 dinh bang 0,004 0,00
GA 0,008 - 0,20
Hat virut cim bat hoat - 3,68
Khang nguyén cum tach chiét - 0,13

3. Xac dinh luong xytokin gy viém dugc tao ra

Luong xytokin (IL-1B) dugc tao ra trong truong hop kich thich PBMC nguoi
bang hat virut cim c¢d dinh bing GA hodgc hat virut cim bat hoat dugc xac dinh bang
phuong phép theo Eurdpean Pharmacopoeia Monocyte-Activation Test. Cu thé,
PBMC nguoi dugc su dung bing cach goép chung tir it nhit 4 nguoi cho theo
European Pharmacopoeia Monocyte-Activation Test, nhung thay bang PBMC tur 1
nguoi cho va xéc dinh. Két qua v& luong xytokin dugc tao ra chéng lai hat virut com
¢4 dinh bing GA (ching A/NY va ching B/BR) dugc thé hién trén bang 16 va 17. ba
phat hién rang luong xytokin gy viém dugc tao ra ddi véi hat virut cim c¢b dinh bing
GA 1a du thap so v6i hat virut cum bAt hoat. Diéu nay cho thdy rang hat virut cum ¢

dinh bang GA c6 do an toan cao nhu dbi v6i khang nguyén virut tach chi ét.
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Béang 16
Chung A/NY (chiing thudc phan typ H3N2): Lugng xytokin gy viém dugc tao ra
Nong dj GA -IL-1B
] (% trong lwgng/the tich) (pg/mL)
Hat virut cam cb dinh bang 0,004 244
_ GA 0,008 20,3
Hat virut cim bat hoat - 41,3

Bang 17

Chﬁng B/BR (chiing Victoria lineage thudc typ B): Lugng xytokin gy viém dugc tao

ra
Nong 30 GA -IL-1B
(% trong lrong/thé tich) (pg/mL)
Hat virut cam ¢b dinh bing 0,004 20,9
GA 0,008 16,4
Hat virut cim bét hoat - 27,7
Vi du 4

Danh gia vé mat vat Iy

Céc dic tinh vat Iy cua hat virut cim ¢ dinh béng GA thu dugc trong vi du 3
dugc mo ta trén day dugc danh gia bang cc phuong phép sau.
1. Phén tich bang kinh hién vi dién tr

Dé thu nghiém hinh dang hat virut cim c¢b dinh bang GA (ching A/NY) chi tiét
hon, tién hanh quan sat dudi kinh hién vi dién tir theo cung phuong phap nhu trong vi
du 2. Anh chup dai dién cta hat virut cim ¢ dinh béng GA (ching A/NY) duoc cho
phan ng & 4°C trong 3 ngdy vdi ndng d6 GA 0,008% trong lwong/thé tich dugc thé
hién trén Fig. 2. Hat virut cim ¢b dinh bﬁng GA duy tri dugc cAu trac hat, va khong
quan sat thiy thé két tu trong d6 cc hat lién két v6i nhau.
2. Tan xa anh sang dong

C& hat trung binh cua hat virut cim ¢d dinh bang GA dugc phén tich bing thiét
bi Zetasizer Nano ZS (do hang Malvern Panalytical Ltd. san xuét). C& hat trung binh
trong chét léng theo phuong phap tdn xa 4nh sang dong duogc thé hién trong bang 18.
Hat virut cm cé dinh bing GA c6 ¢ hat trung binh khoang tir 130 dén 160 nm ma la

don. Tir diéu nay, da phat hién rang c& hat trung binh ciia hat virut cim c¢b dinh bang
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GA 1a twong duong voi hat virut ciim gbe. Ttc 1a da phat hién rdng c& hat trung binh
cia hat virut cim cb dinh bing GA 1a don nhit va khong thay déi. Céu truc hat cia
hat virut ciim cb dinh bing GA dugc duy tri, va khdng quan sat thdy céc tap chit nhu
céc thé két tu.

Bang 18

C& hat trung binh trong chét long theo phuong phap tan xa anh sang dong (c& hat
trung b‘inh khéi ¢6 trong s (dinh chinh) (nm))

Tén chiing cia cac Nong d6 GA Hat virut cim cb dinh
hat virut gbc | (% trong lwgng/thé tich) bing GA
ching A/NY 0,004 161,8

(ching thudc phéan
typ H3N2) 0,008 158,2
chung B/BR 0,004 136,0
(chiing thuoc typ B) 0,008 136,1

3. X4c dinh phan b phan tir lugng (SEC)

Phan bb phan tir lugng ctia hat virut cim cé dinh bing GA dugc xéc dinh bang
cung phuong phéap (SEC) nhu trong vi du 2. Mau rira giai dugc thé hién trén bang 19.
Dbi v6i khang nguyén cum tich chiét, quan sat thiy bén dinh & thoi gian rira giai
khoang tir 16 dén 30 phat. Mat khac, d6i véi hat virut cm cb dinh bang GA, quan st
thay dinh don & thoi gian rira giai khoang tir 16 dén 17 phut.

Bang 19
Mau rira giai SEC (thoi gian rira giai (phut))

Tén chiing ciia cic | Loai khang Nong do GA Thoi gian rira
hat virut goc nguyén (% trong lwong/the tich)| gidi SEC (phut
g 0,004 16-17
. Hat virut cam co Dinh don
ching A/NY ay N
, o A dinh bang GA 16-17
(chting thudc phan 0,008 ,
typ H3N2) : Dinh don
yp Khang nguyén 16, 19, 26,29
cum tach chiét ) Bon dinh
16-17
Hat Virqt cim cb 0,004 Pinh don
chung B/BR dinh bang GA 0.008 16-17
(chtng thudc typ B) ’ Dinh don
Khang nguyén i 16, 18, 25, 29
cum tach chiét Bon dinh
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4. Phan tich bang mtrc dd lién két ngang

Muc do lién két ngang cda hat virut cim ¢b dinh b?mg GA béng chét ¢ dinh
dugc phan tich bang clng phuong phap nhu trong vi du 2. Két qua vé ching B/BR
(ching Victoria lineage thudc typ B) dugc thé hién trong bang 20. Ty 1& gdc protein
M1 cua hat virut cim ¢ dinh béng GA ma da thuc hién viéc ¢ dinh béng cac néng
do glutaraldehyt 0,004% trong luong/thé tich va 0,008% trong lugng/thé tich 1an luot
12 23.8% va 10,8%, didu nay cho thiy ring ndng do glutaraldehyt ting, lién két ngang

duge ddy nhanh sao cho ty 16 gbc protein M1 giam.

Bang 20
Chung B/BR (chung Victoria lineage thudc typ B): Ty 1& gbc protein M1
Nong dd GA Ty 1é gbc protein M1
(% trong lwgng/the tich) (%)
Hat Viru\t cum cO 0,004 23,3
dinh bang GA 0,008 10,8

5. Tinh sinh mién dich (tiém trong co cho chudt nhét)

Tinh sinh mién dich ctia hat virut cim cb dinh bang GA (chung B/BR) dugc danh
gia bang quy trinh sau: d4u tién, khang nguyén virut tach chiét hoic hat virut cim 0
dinh bang GA dugc tiém trong co voi lidu tiém 0,8 pg tinh theo luong protein cho
chudt nhét ddY (céi, 8 tudn twdi) (16 con mdi nhom). Ba tuan sau khi gy mién dich,
cac chudt dugce thu thap mau toan phan va giét ém 4i. Huyét thanh thu duoc bang cach
ly tAm, va hiéu gia trung hoa dugc xac dinh. Két qua dai dién vé tinh sinh mién dich
(hiéu gi4 trung hoa (GMT)) cua chiing B/BR (ching Victoria lineage thudc typ B) dugc
thé hién trong bang 21. Trong trudng hop chung thudc typ B, hat virut cim c¢b dinh
bing GA ¢6 tinh sinh mi&n dich cao so v&i khdng nguyén virut tich chiét.
Bang 21
Chung B/BR (chung Victoria lineage thudc typ B): Hiéu gia trung hoa (GMT) (tiém

trong co cho chudt nhét)

\ Nong dd GA Hiéu gia trung hoa
(% trong lwgng/thé tich) (GMT)
Hat virut cim co dinh 0,004 38
bang GA 0,008 35
Khang nguyén cim tach
£ - 27
chiét -
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6. Phan tich kiéu phu khang thé

Hiéu gia ctia IgG1 va IgG2a dic hiéu khang nguyén Virlit cam c6 trong huyét
thanh chudt nhit thu duge ¢ muc "5. Tinh sinh mién dich (tiém trong co cho chudt
nhét)" dugc mo ta trén day dugc xac dinh bing phwong phép ELISA duéi dang phén
tich kiéu phu khéng thé. Két qué cho thay, trai véi khang nguyén com tach chiét, hat
virut cam cb dinh bang GA kich thich IgG2a dic hiéu khang nguyén hon la IgG1 dac
hiéu khang nguyén (bang 22). Két qua nay tuong tu véi két qua cuia hat virut cim bét
hoat. Tir két qua nay, hat virut cim cé dinh bing GA c6 thé dugc trong doi 1a ci thién
hon nita hiéu luc cia vacxin so voi khang nguyén virut tich chiét ma hoat héa mién
dich dich thé nhung khé c6 thé hoat héa mién dich qua trung gian té bao.
Bang 22
Chtng B/BR (ching Victoria lineage thudc typ B): Két qua phan tich kiéu phu

(EU/mL)
. Hat virut cim c6 dinh bing GA
Kiéu phu |Khéng nguyén| Hat virut cim 0,004 0,008%
IgG  |ciim tach chiét bit hoat (% trong llr(_rng/thé (% trong
tich) lwong/thé tich)
-1gGl 3788 382 243 200
-1gG2a 749 20306 10901 10669

Gia tri khi huyét thanh cta timg chudt dugc gy mién dich bing khéng nguyén virut
tach chiét (IgG1) hodc hat tugng tu virut (IgG2a) duoc pha loang 25600 lan duoc dat
la 1 EU/mL.

Vidu5

(1) Tao ra hat virut cam c¢b dinh bang EDC

1. Xir Iy bang 1-etyl-3-[3-dimetylaminopropyl]carbodiimit hydroclorua (EDC)

Virut cim A (chung thudc phéan typ H3N2 (ching A/NY)) va virut caim B
(ching Victoria lineage (ching B/BR)) dugc nudi cy va tinh ché bang cling phuong
phép ﬁhu trdng {/i du 1.IPhén doan thu dﬁ:c_rc dugc pha logng sao cho ndng do protein
cudi cua cac hat cla ting virut cim da tinh ché dat 2500 pg/mL dbi véi chung A/NY
va 500 pg/mL déi véi ching B/BR, dé thu dwoc huyén phi. Tiép theo, dung dich
EDC dugc pha loang hang loat dén ndng do t 0,1 dén 4 M bang PBS, bd sung bao
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huyén phi sao cho nong do cudi dat tr 50 dén 500 mM, va dugc cho phan tng trong
tir 2 dén 20 gi® trong khi [am mat bang nuéc da (0°C). Sau khi hoan thanh phan Ung,
EDC duoc loai bo bang cich tham tach dung dich phan tung bing PBS, dé nho d6 thu
duogc hat virut cum ¢ dinh (sau day con goi la "hat virut cim ¢b dinh béng EDC").
Hoat tinh gay sbt ciia hat virut cam ¢ dinh bﬁng EDC thu dugc (ching A/NY va
chimg B/BR) dugc danh gid bang thir nghiém chat gy sbt gdm danh gia dap tng st
tbng cong trén ba tho, va xac dinh luong xytokin gy viém dugc tao ra trong truong
hop kich thich PBMC nguoi.
2. Thir nghiém chat gay sdt

Thitr nghiém chit gay sot dugc tién hanh theo cing phuong phap nhu trong vi du
1. Dung dich trong d6 ham luong protein trong 1 mL dugc diéu chinh dén 240 ug
bang cach pha loang hat virut cim c¢b dinh bang EDC bang nuéce mubi dugc st dung
1am mau. Hat virut cam ¢b dinh bing EDC dugc st dung lam mAu trong d6 sau 2 gid
phan g c6 1am mét bing nude dé véi nong do EDC 50 mM hodc 500 mM, dung
dich phan tng duoc xur ly thAm tach bing PBS (ndng d6 EDC 5 mM ciing dugc tién
hanh d6i v6i chiing A/NY). Tuong tu, mAu trong d6 sau khi phan tmg & 4°C trong 20
gio voi ndng dd EDC 5 mM, dung dich phin tmg dugc xir Iy thAm tach bing PBS
(ffing du’qc' stt dung d6i voi chung A/NY. 1 mL mAu trén mot kg thé trong duoc tiém
vao tho, va su gia ting nhiét do tryc trang dugc quan sat dén 6 gior sau d6. Dap ung
sbt thng cong (°C) ciia ba thd duge thé hién trong bang 23 va 24.

Péi vé6i hat virut cim ¢b dinh bang EDC, khong quan st thdy dap tmg st tong
cong & mitrc 1,3°C hodc cao hon trong tht ca cac diéu kién xtr Iy EDC. Diéu nay ciing
cho thiy riang hat virut cim ¢d dinh bang EDC c6 d an toan cao nhu dbi v6i khing

nguyén virut tach chiét.
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Béang 23
Chung A/NY (ching thuc phéan typ H3N2): Dap tng sdt téng cong ctia ba tho
Néng do EDC | Xit Iy bing | Dap img sbt
(mM) EDC (gid) |tbng cong (°C)

] 5 2 0,66

Hat Vil‘l\l‘[ cum c0 dinh 5 20 0,86

bang EDC 50 2 0,12

- 500 2 0,53

Hat virut cum bat hoat - - 2,78

Khang nguyén cim tach i i 0,05

chiét

Bang 24

Chung B/BR (chung Victoria lineage thudc typ B): Dap tng s6t tng cong ctia ba tho

Nong 49 EDC| Xir Iy bing | Ddp tmg sot
’ (mM) EDC (gio) |tong cong (°C)
. Hat virut cim ¢ dinh 50 2 0,24
bang EDC 500 2 0,50
Hat virut cim bat hoat - - 3,68
Khang nguyén cum tach
& - - 0,13
chiét

3. Xé4c dinh lugng xytokin gdy viém dugc tao ra

Luong xytokin (IL-1B va IL-6) dugc tao ra trong truong hop kich thich PBMC
ngudi bang hat virut cim ¢b dinh bang EDC hoic hat virut cum bét hoat dugc xéc
dinh bing phuong phép theo European Pharmacopoeia Monocyte-Activation Test. Cu
thé, PBMC nguoi duge st dung bing cach gép chung tur it nhét 4 nguoi cho theo
European Pharmacopoeia Monocyte-Activation Test, nhung thay bing PBMC tir 1
nguoi cho va xdc dinh. Két qua vé luong xytokin dugc tao ra chéng lai hat virut cim
¢ dinh béng EDC Vé hat virut cum bét hoat thudc chung A/NY va ching B/BR dugc
thé hién trén bang 25 va 26. Da phat hién rang lugng xytokin gdy viém duoc tao ra
61 v6i hat virut cam cb dinh bing EDC la du thip so v6i hat virut ctim bét hoat. Diéu
nay cho thdy rang hat virut cam c¢b dinh bing EDC dé dang ngan chin cic phan Gng

bat loi so v6i hat virut cam bét hoat.
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Bang 25
Chung A/NY (chiing thudc phan typ H3N2): Luong xytokin gy viém dugc tao ra
Néng @6 EDC -IL-1PB -IL-6
) (mM) (pg/mL) (pg/mL)
Hat Virgt cum co dinh 50 5,8 37,9
bang EDC 500 12,7 65,2
Hat virut cim bat hoat - 41,3 129,7

Bang 26

Chung B/BR (chiing Victoria lineage thudc typ B): Luong xytokin gay viém dugc tao

ra
Nong @6 EDC -IL-1B8 -IL-6
\\ °
, (mM) (pg/mL) (pg/mL)

Hat Virgt cum co dinh 50 Nho hon 3,9 16,4
bang EDC 500 13,5 125,7
Hat virut cim bt hoat - 27,7 197,1

Vidub6

Danh gia v& mat vatly

Cac dic tinh vat 1y cua hat virut cam ¢d dinh béng EDC thu duoc trong vi du 5
duoc md ta trén day dugc danh gia bang cac phuong phap sau.
1. Phan tich bang phuong phap ly tim gradien ty trong sacaroza

Hat virut cim ¢b dinh biang EDC duogc phéan tich béng phuong phép ly tam
gradien ty trong sacaroza bang ciing phuong phéap nhu trong vi du 2. Két qua dai dién
v& hat virut ctm ¢ dinh bang EDC (ching A/NY (ching thudc phén typ H3N2)) sau
khi phan (ng trong 2 gio c¢6 lam mat bang nudc d4 voi EDC ndng d6 50 mM duoc thé
hién trong bang 27. Khang nguyén virut tdch chiét thé hién rang cic protein dugc
phéan bb rong trén cac ndng do sacaroza tir 25 dén 50%, va cic hat virut bi pha huy.
Trai vé6i diéu nay, hat virut cum ¢d dinh béng EDC cho théy 13 duoc phén doan dudi

dang dinh don (hat) 6 ndng dd sacaroza cao (47,2%). Hiéu gid HA 1a 10240 lan.
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Bang 27
Chung A/NY (ching thudc phén typ H3N2): Phén tich bang phuong phép ly tam

gradien ty trong sacaroza va hiéu gia HA

Hat virut cam ¢6 dinh| Khang nguyén cim
bing EDC tach chiét

Nong do sacaroza 472 25-50

(%) Dinh don Phén bd rong
Ham lugng protein :

- 4940 -

(pg/mL)
Hiéu gid HA (x) 10240 -

2. Phan tich bang kinh hién vi dién tir

P& thir nghiém hinh dang hat virut cim ¢4 dinh bang EDC chi tiét, tién hanh
quan s&t dudi kinh hién vi dién tir theo cling phuong phép nhu trong vi du 2. Anh dai
dién chup hét virut cam ¢d dinh bang EDC sau khi phan tmg trong 2 gio' trong bé
nuée da v6i ndng do EDC ndng dd 500 mM dugc thé hién trén Fig. 3. Hat virut cim
¢b dinh bang EDC duy tri dugc cAu trac hat, va khong quan sat thdy thé két tu trong
do cac khang nguyén lién két v6i nhau.
3. T4n xa anh sang dong

Co hat trung binh cia hat virut cim ¢b dinh bang EDC duoc phan tich bang
thiét bi Zetasizer Nano ZS (do hang Malvern Panalytical Ltd. san xuét). C& hat trung
binh trong chét 16ng theo phuong phép tan xa anh sang dong duoc thé hién trong bang
28. Hat virut cam cb dinh bing EDC (chung A/NY (ching thudc phén typ H3N2) va
chung B/BR (chung thudc typ B)) ¢6 ¢ hat trung binh khoang tir 130 dén 160 nm ma
1a don. Tir diéu nay, da khang dinh rang ¢& hat trung binh cta hat virut cam c¢b dinh
bang EDC la twong duong véi hat virut cim gbc. Tic 1a da phat hign rang c& hat
trung binh cta hat virut cim cb dinh 12 don nhit va khong thay d6i ngay ca khi xir ly
bing EDC. CAu truc hat cta hat virut cim c¢b dinh bang EDC dugc duy tri, va khong

quan sat thdy c4c tap chit nhu cac thé két tu.

-40-



29252

Bang 28
Co hat trung binh trong chét léng theo phuong phép tan xa anh sang dong (c& hat
trung binh khéi c6 trong s6 (dinh chinh) (nm))

Tén chiing ciia cac Nong d6 EDC Hat virut ciim ¢6 dinh | Hat virut cam
hat virut goc (mM) bang EDC bat hoat
chung A/NY 50 159,0 '

(chting thudc phin _ 159,2
typ H3N2) 500 167,1
chiing B/BR 50 136.3

: o 137,8
(ching thudc typ B) 500 136.4

4. Xéc dinh phan bb phan tir lugng (SEC)

Phan bd phan tir lugng cua hat virut cim c¢b dinh bing EDC c6 ngudn gdc tir
chung thudc phan typ H3N2 (ching A/NY) dugc xac dinh. Phép do dugc thuc hién
bang phuong phap sic ky loai trir theo kich thudc (tén thuong mai: TSKgel
G6000PWXL (do hang Tosoh Corp. san xuét)) (dugc thuc hién ¢ tbc d6 dong 0,5
ml/phit v6i PBS lam chét rira giai). MAu rira gidi dugc thé hién trén bang 29. B6i voi
khéng nguyén cim tach chiét, quan sét thdy bén dinh & thoi gian rira gii khoang tir
16 dén 30 phat. Mat khac, déi voi hat virut cim cb dinh bang EDC, quan sat thy
dinh don & thoi gian rira giai khoang tir 16 dén 17 phut
Bang 29
Mau rira giai SEC (thoi gian rira giai (phut))

Tén ching cia cac Loai khing neuvén Nong do EDC | Hat virut cam cb
hat virut géc : g neuy (mM) dinh biing EDC
5 16-17
irut cam cb di DPinh don
chiing AINY Hat Vlrlllt cam co dinh in
. N R bang EDC 16-17
(chtng thudc phén 50 ,
typ H3N2) Dinh don
P Khang nguyén cum tch ] 16, 19, 26, 29
chiét Bo6n dinh

5. Phén tich bing mirc d¢ lién két ngang
Muc dd lién két ngang cta hat virut cam ¢b dinh bang EDC dugc tao ra trong vi

du 5 bang chét ¢d dinh duoc phan tich bang cung phuong phap nhu trong vi du 2. Két
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qua vé chiing A/NY (chung thudc phéan typ H3N2) dugce thé hién trén bang 30. Ty 1&
géc protein M1 (%) ctia hat virut cim ¢ dinh bing EDC ma da thuc hién viéc cb
dinh bing céc ndng d6 EDC 50mM va 500mM luot 12 85,7% va 53,4%, diéu nay cho
thdy ring ndng @6 EDC ting, lién két ngang duoc ddy nhanh sao cho ty 1& gbc protein
M1 giam. Két qua vé ching B/BR (ching Victoria lineage thudc typ B) dugc thé hién
trong bang 31. Ty 1€ gbc protein M1 (%) cta hat virut cim c¢b dinh bang EDC ma da
thue hién viéc ¢b dinh bang cic ndng do EDC 5mM, 50mM va 500mM luot la
85.1%. 56.1%, va 27,2%. Da phat hién ring khi ndng d6 EDC tang, lién két ngang

dwoc ddy nhanh sao cho ty 1€ cac gbc protein M1, nhu dbi voi ching A/NY (chung

thudc phan typ H3N2).
Bang 30
Chiing A/NY (chung thudc phan typ H3N2): Ty 1¢ gbc protein M1
— Nong do EDC (mM) Ty 1é géc( &r)otein M1
Hat Virgt cum co dinh 50 85,7
bang EDC 500 53,4

Bang 31

Chung B/BR (chiing Victoria lineage thudc typ B): Ty 1¢ gbc protein M1

i Néng d6 EDC (mM) Ty 1¢ goc( E}or)otem M1
Hat virut cam cb dinh > 85,1
bing EDC 50 56,1
e 500 . 272

6. Tinh sinh mién dich (tiém trong co cho chudt nhit)

Tinh sinh mién dich cua hat virut cim ¢b dinh bang EDC dugc danh gia bang
cach st dung chudt nhit. Huyét thanh thu dugc bang cung phuong phap nhu trong vi
du 4, va hiéu gia HI va hiéu gia trung i’loé duoc xac dinh. Két qua dai dién vé tinh sinh
mién dich cta hat virut cam ¢b dinh bang EDC sau 2 gi phan mg trong bé nude da
v6i ndng d6 EDC 50 mM va 500 mM duoc thé hién trong bang 32 (hiéu gid HI
(GMT) dbi v6i chung A/NY), bang 33 (hiéu gid trung hoa (GMT) d6i v6i ching
A/NY) va bang 34 (hiéu gia trung hoa (GMT) dbi v6i chung B/BR). Trong truong
hop ching A/NY (chung thudc phén typ H3N2) va ching B/BR (ching Victoria
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lineage thudc typ B), hat virut cam c¢b dinh bang EDC c6 tinh sinh mién dich cao

dang ké so v6i khang nguyén virut tch chiét.

Bang 32

Hiéu gia HI (GMT): Tinh sinh mién dich (tiém trong co cho chugt nhit)

i} "Nong d6 EDC | Hat virut cim ¢6 |Khang nguyén cim
(mM) dinh bang EDC tach chiét
ching A/NY 50 24*1
(ching thudc phan typ 11
H3N2) 500 4472

*1: P<0,05, *2: P<0,01
Bang 33

Hiéu gia trung hoa (GMT): Tinh sinh mién dich (tiém trong co cho chudt nhit)

Nong @9 EDC | Hat virut ciim ¢6 [Khang nguyén ctim
| (mM) dinh bing EDC tach chiét
ching A/NY 50 15061

(ching thudc phén typ 682
H3N2) 500 22017

#1: P<0,01, *2: P<0,001

Bang 34

Hiéu gia trung hoa (GMT): Tinh sinh mién dich (tiém trong co cho chudt nhit)

Nong @0 EDC | Hat virut cim ¢6 |Khang nguyén cim
(mM) dinh bing EDC tach chiét
ching B/BR 50 50
(Chung Victoria lineage 27
thudc typ B) 500 87!
*#1: P<0,01

7. Phan tich kiéu phu khéng thé

Hiéu gia cua IgG1 va IgG2a déc hiéu khang nguyén virut ¢ trong huyét thanh

chuot nhét thu duge & muc "6. Tinh sinh mién dich (tiém trong co cho chudt nhét)"

dugc mo ta trén day dugc xdc dinh bang phuong phap ELISA dudi dang phén tich

kiéu phu khéang thé. Két qua cho thiy, trai voi khang nguyén cum tach chiét, hat virut

ctm cb dinh bing EDC kich thich TgG2a ddc hiéu khang nguyén hon 1a IgG1 dac hicu

khang nguyén (bang 35 va 36). Tu két qua nay, hat virut cam c¢b dinh bing EDC ¢6

thé dugc trong doi 1a cai thién hon nira hiéu luc cua vacxin so v4i khang nguyén virut

tach chiét ma hoat hoa mién dich dich thd nhung kho ¢6 thé hoat héa mién dich qua
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Chung A/NY (ching thudc phan typ H3N2): Két qua phan tich kiéu phu (EU/mL)

Khang nguyén

Hat virut ciim

Hat virut cim ¢b dinh b?mg EDC

Kiéu phulgG | . tach chidt| bAt hoat 500 mM 50 mM
TGl 4194 607 311 258
TeG2a 1518 25398 27194 34031

Gi4 tri khi huyét thanh ctia tirng chudt dugc gay mién dich bang khang nguyén virut
tach chiét (IgG1) hodc hat tugng tu virut (IgG2a) dugc pha lodng 25600 lan dugc dat
la1 EU/mL.

Bang 36

Chung B/BR (ching Victoria lineage thudc typ B): Két qua phan tich kiéu phu

(EU/mL)
Kiéu phu | Khang nguyén | Hat virut cim Hat virut ciim ¢b dinh bing EDC
IeG cum tach chiét bat hoat 500 mM 50 mM
-1gG1 3788 382 1069 1001
-1gG2a 749 20306 25638 13471

Gia tri khi huyét thanh clia ting ‘cﬁucf)t dﬁrqc géy mién dich bﬁng khang ﬁguyén virut
tach chiét_ (IgG1) hodc hat twong tu virut (IgG2a) dugc pha loang 25600 lan dugc dit
la 1 EU/mL. '

8. Tinh sinh mién dich (tiém dudi da cho khi cynomolgus)

Tinh sinh mién dich ctia hat virut cim ¢6 dinh bang EDC dugc danh gia bang
cach st dung khi cynomolgus bing quy trinh sai: d4u tién, khang nguyén virut tach
chiét hodic hat virut cam cé dinh bing EDC dugc tiém dusi da véi lidu tiém 15 pg
tinh theo ham luong HA cho khi cynomolgus (duc hodc cdi, tir 29 dén 35 thang tudi)
(8 con mdi nhom). Viée tiém dudi da duge thuc hién hai 1An c4ch nhau 3 tuén, yé mau
duoc thu thap ¢ 4 tudn sau khi gdy mién dich thu cp. Huyét thanh thu dugc bang
cung phuong phap nhu trong vi du 2, va higu gid HI va hiéu gia trung hoa dugc xac
dinh. Két qua dai dién vé hiéu gia HI (GMT) dudi dang tinh sinh mién dich cta hat
virut ctim ¢b dinh bing EDC sau khi phan @mg & 4°C trong 20 gi¢ v6i nong do EDC 5
mM dugc thé hién trong bang 37, va két qua vé hiéu gia trung hoa (GMT) duoc thé

hién trong bang 38. Di vé6i ching A/CA (ching thudc phéan typ HIN1), chung A/NY
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(chung thudc phan typ H3N2), ching B/MA (ching Yamagata lineage thudc typ B),
va chiing B/BR (ching Victoria lineage thudc typ B), hat virut ciim c6 dinh bang EDC

¢6 tinh sinh mién dich cao dang ké so véi khang nguyén virut tach chiét.

Bang 37

Hiéu gia HI (GMT): Tinh sinh mién dich (tiém dudi da cho khi cynomolgus)

Hat virut cam ¢d | Khang nguyén |Hat virut ciim
dinh bing EDC | ciim tach chiét bat hoat
Ching A/CA s .
(chiing thudc phén typ HIN1) 174” _ 15 2477
chiing A/NY % *
(chiing thudc phan typ H3N2) 48 ? 62"
Ching B/MA
(Chung Yamagata lineage 20" 5 3772
thudc typ B)
ching B/BR
(Chuing Victoria lineage thudc 147 5 24"
typ B)

#1. P<0,05, *2: P<0,001 (thtr nghiém vé su khac biét dang ké so voi khing nguyén

virut tach chiét)

Bang 38

Hiéu gia trung hoa (GMT): Tinh sinh mién dich (tiém dudi da cho khi cynomolgus)

Hat virut cam ¢6 | Khang nguyén |Hat virut cim
dinh biing EDC | ciim tach chiét bit hoat
Chung A/CA % %
(chting thudc phan typ HIN1) 640 34 640
chung A/NY 1 %
(ching thudc phan typ H3N2) 494 32 238
Chung B/MA
(Ching Yamagata lineage 67! 9 160"
thudc typ B)
ching B/BR
(Chung Victoria lineage thugc 7371 10 174
typ B)

#1; P<0,05, *2 P<0,001 (thir nghi¢m vé su khc biét ding

virut tach chiét)

ké so véi khang nguyén

9. Do dn dinh trudce va sau thir nghiém diéu kién bét loi (phén tich bing mirc do lién

két ngang)

Do 6n dinh cua hat virut cim cb dinh b?mg EDC duogc tao ra trong vi du 5 duoc
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danh gia bang cach st dung su thay ddi v& mirc do lién két ngang giita trudc va sau
thir nghiém didu kién bt loi 1am chi s6. Dau tién, ty 1& gbc protein M1 (%) dugc tinh
toan bang cung phuong phap nhu trong vi du 2, va ty 1¢ gbc protein M1 sau thir
nghiém didu kién bat lgi & 37°C trong 1 tun trong truong hop dit ty 1€ gbc protein
M1 trude thir nghiém diéu kién bét loi 12 100% duoc tinh toan tiép. Két qua vé ching
A/NY (ching thudc phan typ H3N2) dugc thé hién trén bang 39. Ty 1é gdc protein
M1 sau thir nghiém didu kién bt loi ctia hat virut cim bét hoat tang 24% so vdi trude
thir ﬁghiem didu kién bét loi. Mat khéc, ty 1& gbc protein M1 sau thir nghiém diéu
kién bt loi ctia hat virut cim ¢ dinh bang EDC ma viéc ¢d dinh dugc thuc hién véi
céc ndng do EDC 50 va 500 mM giam 18%, so v6i truée thir nghiém diéu kién bt
loi, va ty 1é phan trim thay d6i 12 nho hon so véi ty 1€ phan trim thay dbi cua hat virut
cim bét hoat, didu nay cho théy su 6n dinh cao hon.

Bang 39

Chiing A/NY (ching thudc phan typ H3N2): Ty 1& phén tram thay ddi vé ty 1¢ goc

protein M1 gitra trudc va sau thir nghiém diéu kién bat loi

Nong dd | Ty Ié phin trim thay ddi (%) vé ty 18
EDC gbc protein M1 giira truéc va sau thir
(mM) nghiém diéu kién bit lgi
Hat virut cum cb dinh 50 | Giam 18%
bang EDC 500 Giam 18%
Hat virut cim bat hoat - Tang 24%

10. Do én dinh trong thir nghiém diéu kién bAt loi (phan tich bang thir nghiém mién
dich khuéch tan theo huéng bén kinh don)

Do 6n dinh cta hat virut cim c¢b dinh béng EDC duoc tao ra trong vi du 5 dugc
danh gia bang cach st dung su thay dbi vé ham lugng HA gifta truc va sau thir
nghiém diéu kién bat loi lam chi s6. DAu tién, ham luong HA dugc tinh todn béng tha
nghiém mién dich khuéch tan theo huéng ban kinh don (Japanese Minimum
Requirements for Biological Products (Ministry of Health, Labour and Welfare
Ministerial Notification No. 192)), va ty 1& phan trdm thay d&i vé& ham luong HA sau

thir nghiém didu kién bt lgi & 37°C trong 1 tudn trong truong hop dat ham hrong HA
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trude thir nghiém didu kién bt loi 1a 100% duoc tinh todn tiép. Két qua vé éhfmg
A/CA (chiing thudc phan typ HIN1), ching A/NY (ching thudc phéan typ H3N2),
ching B/MA strain (ching Yamagata lineage thugc typ B), va ching B/BR (chung
Victoria lineage thudc typ B) dugc thé hién trong bang 40. Ty 1¢ phn tram thay doi
vé ham luong HA sau thir nghiém didu kién bt lgi ctia hat virut cim c¢b dinh bang
EDC la nho, diéu nay cho thdy ching 6n dinh.

Bang 40

Ty 1€ phan trim thay ddi vé ham lugng HA cua hat virut cim c¢b dinh bang EDC gitta

truée va sau thir nghiém diéu kién bat loi

Ty 1¢ phin trim thay ddi vé ham
lwong HA giira trwéc va sau thir
nghiém didu kién bit lgi
Chung A/CA o
(chung thudc ghfm typ HINI) Gidm 8%
chung A/NY "
(chiing thuéc phén typ H3N2) Gidm 8%
Chung B/MA
(Ching Yamagata lineage Giam 7%
thudc typ B)
chung B/BR
(Chung Victoria lineage thudc Giam 10%
typ B)

11. D6 én dinh khi bao quan & 5°C trong 11 thang (phan tich bang muc dd lién két
ngang)

Do 6n dinh cia hat virut cim c¢b dinh bang EDC dugc tao ra trong vi du 5 dugc
danh gia bang cach st dung chénh léch vé muc do lién két ngang gitra trudc va sau
khi bao quéan E 5°C trong 11 thang lam chi s6. Pau tién, ty 1¢ gbc protein M1 (%)
duoc tinh todn bing cing phuong phap nhu trong vi du 2, va ty 16 gbc protein M1
trong‘diéu kién bao quan & 5°C trong 11 thang trong truong hop datty 1€ gbc protein
M1 truée khi bao quan & 5°C firong 11 thang 1a 100% dugc tinh toan tiép. Két qua vé
chung A/CA (chting thudc phén typ HINI), ching A/NY (chiing thudc phén typ
H3N2), ching B/MA strain (ching Yamagata lineage thuoc typ B), va ching B/BR

(chiing Victoria lineage thudc typ B) dugc thé hién trong bang 41. Ty 1€ phan trim
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thay dbi vé ty 16 gbc protein M1 trong didu kién bao quan & 5°C trong 11 thang cla
hat virut cim cb dinh bing EDC 1a nhé, diéu nay cho thdy ching on dinh.

Béang 41

Ty 1é phan trim thay ddi vé ty 18 gbc protein M1cua hat virut cum ¢b dinh biang EDC

sau khi bao quan 5°C trong 11 thang

T 1é phin trim thay déi vé ty 1€ gbe
protein M1 sau khi bao quin & 5°C
trong 11 thang
Chung A/CA "
(chting thudc ﬁhén typ HINT) Giam 5%
ching A/NY "
(chting thudc %hén typ H3N2) Giam 9%
Chung B/MA
(Chuing Yamagata lineage thudc Giam 12%
typ B)
ching B/BR
(Chiing Victoria lineage thudc Giam 13%
typ B)

12. D6 én dinh khi bao quan & 5°C trong 11 thing (phan tich bing thir nghiém mién
dich khuéch tan theo hudng ban kinh don)

Do b6n dinh cua hat virut cim ¢ dinh béng EDC dugc tao ra trong vi du 5 dugc
danh gia bang cach st dung chénh léch vé ham lugng HA giitra trude va sau khi bao
quéan & 5°C trong 11 thang lam chi sb. Pau tién, ham luong HA dugc tinh toan bang
thr nghiém mién dich khuéch tén theo huéng ban kinh don (Japanese Minimum
Requirements for Biological Products (Ministry of Health, Labour and Welfare
Ministerial Notification No. 192)), va ty 1€ phén tram thay d6i vé ham lrong HA sau
thr nghiém didu kién bt lgi & 5°C trong 11 thang trong trueong hop dit ham lugng
HA truéc khi bao quan & 5°C trong 11 thang Ia 100% duge tinh toén tiép. Két qua vé
chung A/CA (chung thudc phan typ HINI), ching A/NY (chting thudc phén typ
H3N2), ching B/MA strain (ching Yamagata lineage thudc typ B), va ching B/BR
(ching Victoria lineage thudc typ B) duogc thé hién trong bang 42. Ty 1& phan tram
thay ddi vé& ham luong HA trong didu kién bao quan & 5°C trong 11 thdng cua hat

virut ctim cb dinh bing EDC 1 nhé, didu nay cho thdy chung on dinh.
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Bang 42

Ty 1¢ phan trim thay dbi v& ham luong HA cua hat virut cim c¢b dinh bang EDC

Ty 1¢ phén trim thay ddi vé
ham lwong HA
Chung A/CA 210
(chiing thuc phan typ HIN1) Giam 1%
_ ching A/NY . a0
(chiing thudc phan typ H3N2) Tang 9%
Chung B/MA
(Chung Yamagata lineage thudc Giam 6%
typ B)
ching B/BR
(Chung Victoria lineage thudc typ Tang 6%
B)

13. Do n dinh khi bao quan & 5°C trong 9 thang (tinh sinh mién dich & chudt nhét
(ti€m trong co))

Do 6n Chnh khi bao quan & 5°C trong 9 thang cua hat virut cim c¢b dinh bang
EDC dugc tao ra trong vi du 5 dugce danh gia béng tinh sinh mién dich & chudt nhét
(tiém trong co). Huyét thanh thu dugc bang cung phuong phap nhu trong vi du 4, va
hiéu gia HI va hiéu gi4 trung hoa duge xdc dinh. Két qua dai dién v& hiéu gia HI
(GMT) dudi dang tinh sinh mién dich cta hat virut cim c¢b dinh béng EDC sau khi
phan tng ¢ 4°C trong 20 gio voi ndng d6 EDC 5 mM duoc thé hién trong bang 43, va
két qua vé hiéu gia trung hoa (GMT) duoc thé hién trong bang 44. Pbi véi chiing
AJCA (ching thudc phan typ HINI), ching A/NY (ching thudc phén typ H3N2),
ching B/MA (ching Yamagata lineage thudc typ B), va ching B/BR (chiing Victoria
lineage thudc typ B), hat virut cim ¢b dinh bing EDC c6 tinh sinh mién dich cao so

v6i khang nguyén virut tach chiét.
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Hiéu gia HI (GMT): Tinh sinh mién dich (tiém trong co cho chudt nhit)

Hat virut cim ¢ | Khéang nguyén |Hat virut cim bt
| dinh bing EDC | ciim tich chiét hoat
Ching A/CA

(ching thudc phan typ 53 28 61
HINI)
ching A/NY
(chung thudc phén typ 15 13 14
H3N2)
Chung B/MA
(Chiing Yamagata lineage 30 20 32
thudc typ B)
ching B/BR
(Chung Victoria lineage 20 14 26
thudc typ B)
Bang 44

Hiéu gid trung hoa (GMT): Tinh sinh mién dich (tiém trong co cho chuot nhit)

~ Hat virut citm ¢6 | Khang nguyén |Hat virut cim bat
dinh bing EDC | ciim tach chiét hoat
Ching A/CA
(chiing thudc phén typ 640 279 640
HIN1)
ching A/NY
(chting thudc phén typ 1114 394 485
H3N2)
Chung B/MA
(Chting Yamagata lineage 368 149 279
thudc typ B)
chung B/BR
(Ching Victoria lineage 75 40 86
thudc typ B)

14. Do 6n dinh khi bao quan ¢ 5°C trong 9 thang (kiéu phu khang thé)

Hiéu gia cua IgG1 va IgG2a dic hiéu khang nguyén virut co trong huyét thanh

chudt nhit thu duge & muc "13. Do dn dinh khi bao quan & 5°C trong 9 thing (tinh

sinh mién dich & chudt nhét (tiém trong c0))" dugc mo ta trén day duoc x4c dinh bing

phwong phép ELISA duéi dang phén tich kiéu phu khang thé. Két qua cho thay, trai

vdi khang nguyén cum tach chiét, hat virut cim c¢b dinh bang EDC kich thich IgG2a
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dic hiéu khang nguyén hon 1a IgG1 déc hiéu khdng nguyén (bang 45) ngay ca sau khi
bao quan & 5°C trong 9 thang (bang 45). Tu két qua nay, c6 thé trong doi rang mién
dich qua trung gian té bao dugc hoat héa bang hat virut cim c¢b dinh bang EDC dugc
duy tri ngay ca sau khi bao quan ¢ 5°C trong 9 thang.

Bang 45

Két qua phén tich kiéu phu khéng thé IgG (EU/mL)

NeA 3 S35 e 57
ANY 7763 T 5733
BMA |00, Bl 14 Tires
BBR e 3583 65 Sred7

15. Dcf)_én dinh khi bao quan ¢ 5°C trong 10 thang (tinh sinh mién dich ¢ khi
cynomolgus (tiém dudi da)) |

D6 én dinh khi bio quan & 5°C trong 10 thang hat virut cim c6 dinh bang EDC
duoc tao ra trong vi du 5 duoc déanh gia bang cach str dung khi cynomolgus tinh sinh
mién dich (tiém dudi da). Dau tién, khiang nguyén virut tich chiét, hat virut cim cd
dinh bing EDC, hoc hat virut ctim bt hoat duoc tiém dudi da v6i lidu tiém 15 pg
tinh theo ham lugng HA cho khi cynomolgus (duc hodc céi, tir 29 dén 35 thang tudi)
(8 con mdi nhém). Viéc tiém dudi da duge thyuce hién hai 14n cach nhau 3 tudn, va mau
duoc thu thép ¢ 4 tudn sau khi gdy mién dich thir cAp. Huyét thanh thu duoc bang
cung phuong phap nhu trong vi du 2, va hiéu gia HI va hiéu gia trung hoa dugc xac
dinh. Két qua dai dién v& hiéu gid HI (GMT) khi bao quan & 5°C trong 10 thing cua
hat virut cim c¢6 dinh béng EDC sau khi phéan tmg & 4°C trong 20 gio voi noéng do
EDC 5 mM duoc thé hién trong bang 46, va két qua vé hiéu gia trung hoa (GMT)
dwoc thé hién trong bang 47 (bang 46 va 47 lan lugt m6 phong bang 37 va 38). DPbi
v6i ching A/CA (ching thude phén typ HIN1), ching A/NY (ching thudc phén typ
H3N2), ching B/MA (ching Yamagata lineage thudc typ B), va ching B/BR (ching
Victoria lineage thudc typ B), hat virut cim ¢b dinh bang EDC c6 tinh sinh mién dich cao
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dang ké so véi khéng nguyén virut tich chiét.

Bang 46

Hiéu gia HI (GMT): Tinh sinh mién dich (tiém duéi da cho khi cynomolgus)

Hat virut cim ¢ | Khang nguyén |Hat virut cim bat
dinh bing EDC | ciim tich chiét hoat
Ching A/CA ,
(chting thudc phén typ 1747 15 247
HINT1)
ching A/NY
(chtng thudc phén typ 48 9 622
H3N2)
Ching B/MA
(Chung Yamagata lineage 20" 5 3772
thudc typ B)
ching B/BR
(Chiing Victoria lineage 1471 5 2472
thudc typ B)

*1. P<0,05, *2: P<0,001 (thir nghiém vé sy khéc biét dang ké so voi khang nguyén

virut tach chiét)

Bang 47
Hiéu gia trung hoa (GMT): Tinh sinh mién dich (tiém duéi da cho khi cynomolgus)
Hat virut cim ¢d | Khang nguyen Hat virut cim bat
dinh biang EDC ctim téch chiét hoat
Ching A/CA
(chtng thudc phén typ 640" 34 640"
HINT)
chung A/NY
(chting thudc phén typ 49471 52 538"
H3N2)
Chung B/MA
(Chuing Yamagata lineage 67! 9 160"
thudc typ B)
chung B/BR
(Chting Victoria lineage 73" 10 174"
thudc typ B)

*1. P<0,05, *2: P<0,001 (tht nghiém vé su khac biét déng ké so véi khang nguyén

virut tach chiét)

16. Panh gia lugng ARN duoc giai phong

Luong ARN duoc giai phong theo thdi gian trong qua trinh xtr Iy hat virut cim

-52-




29252

¢ dinh biang EDC duoc tao ra trong vi du 5 bang proteaza dugc danh gia. Pau tién,
hat virut cdm bat hoat va hat virut cim ¢b dinh bing EDC duoc pha loang bang PBS,
va SDS va proteinaza K dugc bd sung vao, va cho phéan tmg ¢ 55°C trong khi RNA
duoc thiét theo thoi gian. Chit phan Gng TRIzol LS, PureLink RNA Mini Kit, va
PureLink DNaza (do hang Invitrogen Corp. san xuét, tén thwong mai) dugc ding dé
chiét ARN. Ham luong ARN chiét duge duge xéc dinh bang chat phan tmg va kit
Quant-iT RiboGreen RNA (do hang Invitrogen Corp. san xuét, tén thuwong mai). Két
qué dai dién vé ching A/NY (ching thude phan typ H3N2) duge thé hién trong bang
48. Két qua thé hién rang su giai phong ARN ciia hat Vi1;ut cum ¢b dinh bang EDC 1a
chim so vdi hat virut cim bét hoat.

Bang 48

Thay dbi theo thdi gian ctia ham lugng ARN dugc giai phong sau khi xtr ly bing

proteaza
Xir Iy bing proteaza . - AH o lu’({ng ARN (ng/mL)
s Hat virut ciim co dinh bang . . £
(gio) Hat virut cim bat hoat
EDC
0,1 828 4847
0,5 3151 5540
1,0 3640 6067
6,0 4681 6183
12,0 5654 5628
18,0 5250 5991

17. Panh gia lugng xytokin gy viém dugc tao ra

Luong xytokin gdy viém dugc tao ra theo thoi gian cda hat virut cim ¢ dinh
bing EDC dugc tao ra trong vi du 5 dugc danh gid. Phuong phap nay tuén theo
European Pharmacopoeia Monocyte-Activation Test. Cu thé, PBMC ngudi dugc st
dung bang cich gop chung tir it nhit 4 nguoi cho theo European Pharmacopoeia
Monocyte-Activation Test, nhung thay bing PBMC tr 1 ngudi cho va xéc dinh. Thay
ddi theo thoi gian vé luong IL-1p dugce tao ra chéng lai hat virut cim bét hoat va hat
virut cum cb dinh bang EDC thudc ching A/NY (chung thudc phén typ H3N2) dugc
thé hién trong bang 49, va thay ddi theo thoi gian vé luong IL-6 dugc tao ra duge thé

hién trong bang 50. Thay dbi theo thoi gian vé luong IL-1p dugce tao ra chéng lai hat
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virut cam bét hoat va hat virut cim c¢b dinh béng EDC thudc ching B/BR (chung
Victoria lineage thudc typ B) dugc thé hién trong bang 51, va thay d6i theo thoi gian
vé luong IL-6 dugc tao ra dugc thé hién trong bang 52. Két qua thé hién rﬁng su san
sinh xytokin gdy viém cua hat virut cim ¢ dinh béng EDC 14 chdm so v6i hat virut
ctim bAt hoat. Ttc 13, da cho thy ring su gidi phong ARN trong co thé b1 cham lai
nhod ¢b dinh bang EDC dé 1am chdm sy san sinh xytokin gdy viém, nho d6 hat virut
ctm ¢b dinh béng EDC c6 dd an toan cao.

Béang 49

Thay ddi theo thoi gian vé luong IL-1B dugc tao ra, gidi phong sau khi kich thich

PBMC (ching A/NY)
Thoi gian kich thich Lwong IL-1B dwgc tao ra (pg/mL)
(gio) Hat virut cim ¢d dinh bing EDC| Hat virut cim bit hoat
2,0 ' 0 0
4,0 0 0
6,0 0 0
12,0 4,5 0
18,0 9.1 0
24,0 11,2 0
36,0 22,9 4,1
48,0 28,4 4,3
Bang 50

Thay dbi theo thoi gian vé luong IL-6 duoc tao ra, giai phong sau khi kich thich

PBMC (chiing A/NY)
Thoi gian kich thich Lwong IL-6 dwgc tao ra (pg/mL)
(giv) Hat virut ciim cb dinh bing EDC| Hat virut ciim bét hoat
2,0 0 0
4,0 0 0
6.0 0 0
12,0 28,3 14,1
18,0 65,7 20,5
24,0 1353 29,2
36,0 240,3 37,7
48,0 321,3 46,4
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Bang 51

Thay dbi theo thoi gian vé lugng IL-1p dugc tao ra, giai phong sau khi kich thich

PBMC (chung B/BR)
Thoi gian kich thich Lwong IL-1p dwgc tao ra (pg/mL)
(giv) Hat virut cim cd dinh bing EDC | Hat virut cim bét hoat
2,0 7,7 7,9
4,0 8,9 17,9
6,0 10,7 28,5
8,0 16,4 1193
12,0 19,6 100,6
18,0 18,8 140,9
24,0 20,9 194,5
36,0 27,6 175,8
48,0 18,5 172,9
Bang 52

Thay doi theo thoi gian vé luong IL-6 duoc tao ra, giai phong sau khi kich thich

PBMC (ching B/BR)
Thoi gian kich thich Lwong IL-6 dwgc tao ra (pg/mL)
(gio) . Hat virut cam c6 dinh bing EDC |Hat virut cim bét hoat
2,0 | 32,4 | 46,7
4,0 | 152,2 477.6
6,0 200,9 548,6
8,0 226.,0 547,1
12,0 304,1 693,0
18,0 311,6 740,7
24,0 331,5 780,8
36,0 304,1 645,6
48,0 2923 599,1
Vidu7

Tao ra hat virut viém ndo Nhat Ban ¢ dinh béng GA
1. Xt Iy bang glutaraldehyt (budce cb dinh cAu truc hat cuia hat virut)

Glutaraldehyt duoc bd sung vao vacxin khéi viém ndo Nhat Ban nudi cdy té
trohg Ibéo Vero (do héng General Incorporated Foundation san xuat, The
Chemo-Sero-Therapeutic Research Institute, tén thuong mai "ENCEVAC", chua tir
60 dén 90 pg/ml tinh theo ndng @ protein hat virut viém nio Nhat Ban da bét hoat
bing formalin 0,08% thé tich/thé tich; sau ddy con goi 1a "hat virut viém ndo Nhat

Ban bét hoat") sao cho néng do cudi dat tir 0,005 dén 0,02% trong luzqng/thé tich, va
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cho phan tmg & 4°C trong 3 ngdy. Sau khi hoan thanh phan tng, dung dich phan Gng
thu duge dugc thAm tach bang dung dich gidng nhu PBS (PBS ¢6 bd sung lactoza
(ndng do cudi: 5% trong lwgng/thé tich) 1am chit hoat héa). Hat virut viém ndo Nhat
Ban cb dinh (sau ddy con goi 1a "hat virut viém ndo Nhat Ban ¢b dinh bang GA") thu
duoc bang cach loai bd glutaraldehyt bang tham tach. Hoat tinh gay sdt cua hat virut
viém ndo Nhét Ban ¢b dinh bing GA thu duoc dugc danh gi4 bing thir nghiém chét
gdy st gdm dénh gia dap (mg sdt tong cong trén ba thd, va xéac dinh luong xytokin
gdy viém dugc tao ra trong trudng hop kich thich PBMC ngui.
2. Thir nghiém chit gay sbt

Thir nghiém chét gay s6t duoc tién hanh theo cuing phwong phép nhu trong vi du
1. Dung dich trong d6 ham lugng protein trong 1 mL dugc didu chinh dén 70 pg bing
cach pha lodng hat virut viém ndo Nhét Ban ¢ dinh béng ‘GA hodc hat virut viém ndo
Nhat Ban bét hoat bing nuée mudi duoc st dung lam mAu. 3 mL mAu trén mot kg thé
trong dugc tiém vao tho, va su gia tang nhiét do truc trang dugc quan sat dén 6 gid
sau do. Dap ung sot tong cdng (°C) clia ba thd dugc thé hién trong bang 53. Hat virut
viém ndo Nhat Ban cb dinh bing GA dai dién sau khi phan tmg & 4°C trong 3 ngay &
ndng do glutaraldehyt 0,01 % trong luong/thé tich duge dénh gia.

Ddi véi hat virut viém ndo Nhét Ban c¢b dinh bing GA, khdng quan sat thdy dép
tng st téng cong & mirc 1,3°C hodc cao hon, va quan sét thdy su giam 1,6°C hodc
cao hon v& dép tmg st tdng cong so v6i hat virut viém ndo Nhat Ban bat hoat. Didu

nay cling cho thdy ring hat virut viém ndo Nhat Ban c¢b dinh biang GA c6 do an toan

cao.
Bang 53
Hat virut viém ndo Nhat Ban cb dinh bang GA: Dép ting sét tong cong clia ba tho
Nong d0 GA_ Piép tng sot tong
(% trong lwgng/theé tich) cong (°O)
Hat virut viém ndo Nhat
Ban cb dinh bing GA 0,01 0,94
Hat virut viém nao Nhat ) )58
Ban bat hoat ’
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3. X4c dinh luvgng xytokin gdy viém duoc tao ra

Luong xytokin (IL-1B va IL-6) dugc tao ra trong trudng hop kich thich PBMC
nguoi béng hat virut viém ndo Nhat Ban ¢ dinh b'fmg GA hodc hat virut viém néo
Nhat Ban bat hoat dugc xac dinh béng phuong phép tudn theo European
Pharmacopoeia Monocyte-Activation Test. Cu thé, PBMC ngudi dugc st dung bang
cach gop chung tur it nhit 4 ngudi cho theo European Pharmacopoeia
Monocyte-Activation Test, nhung thay bang PBMC tir 1 ngudi cho va xéc dinh. Két
qua duoc thé hién trong bang 54. Pa phét hién rang lwong xytokin gy viém dugc tao
ra @51 v6i hat virut viém ndo Nhat Ban ¢ dinh bing GA 1a du thap so voi lugng
xytokin gdy viém dugc tao ra dbi véi hat virut viém ndo Nhat Ban bAt hoat. Diéu nay
ciing cho thdy rang hat virut viém ndo Nhat Ban c¢b dinh bang GA c6 dd an toan cao

hon so v&i d6 an toan cua hat virut viém n3o Nhat Ban bat hoat.

Bang 54
Luong xytokin gy viém dugc tao ra
| Nong d§ GA_ -IL-1B -IL-6
(% trong lwgng/thé tich) (pg/mL) (pg/mL)
Hat virut yiém néo 0,005 4,7 10,5
Nhat Ban ¢6 dinh bang 0,01 4,7 15,4
GA 0,02 0 14,8
Hat virut viém ndo
Nhat Ban bat hoat ] 41,2 29.8
Vidu 8

Danh gia vé mat vatly

Céac dic tinh vat ly cua hat virut viém nio Nhét Ban ¢b dinh bang GA thu dugc
trong vi du 7 duqc md ta trén diy dugc danh gia bang cic phuong phap sau.
1. Phén tich bang kinh hién vi dién tr

* Dé thir nghiém hinh dang hat virut viém no Nhat Ban ¢ dinh bang GA chi tiét,

tién hanh quan sat dudi kinh hién vi dién tt theo cling phuong phap nhu trong vi du 2. |
Anh chup dai dién cua hat virut viém néo Nhéat Ban ¢d dinh béng GA sau khi phan
tmg & 4°C trong 3 ngay vdi ndng do glutaraldehyt 0,01% trong lwong/thé tich dugc

thé hién trén Fig. 4. Hat virut viém ndo Nhét Ban ¢ dinh béng GA duy tri duoc cAu
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trac hat béng cach ¢b dinh trong glutaraldehyt, nhu dbi voi hat virut viém ndo Nhat
Ban bt hoat.
2. Tan xa anh sang dong

C& hat trung binh ctia hat virut viém nfo Nhat Ban ¢ dinh bang GA dugc phin
tich bang thiét bi Zetasizer Nano ZS (do hang Malvern Panalytical Ltd. san xuét). C&
hat trung binh trong chét long theo phurong phép tan xa anh sang dong duoc thé hién
trong bang 55. Hat virut viém ndo Nhat Ban cé dinh bang GA c6 ¢5 hat trung binh
khoang 90 nm ma la don. Mt khac, hat virut viém néo Nhat Ban bt hoat 13 khoang
80 nm ma la don. CAu tréc hat cta hat virut viém ndo Nhét Ban ¢ dinh bang GA
duoc duy tri, va khong quan sat thdy céc tap chit nhu cac thé két tu.
Bang 55

Cd hat trung binh trong chét 16ng theo phuong phép tan xa anh sing dong

Nong d6 GA (% trong| C& hat trung binh
lu’()’ng/thé tich) khéi c6 trong sb (nm)
Hat virut viém ndo Nhat] 0,005 92,9
Ban ¢6 dinh bing GA 0,01 93,5
' 0,02 95,1
Hat virut Vié,m nio Nhat i 815
Ban bat hoat ’

3. Xéc dinh phan b phan t lugng (SEC)

Phéan bd phan tit lugng cua hat virut viém ndo Nhat Ban ¢b dinh bang GA dugc
xé4c dinh. Phép do dugc thuc hién bang phuong phap sdc ky loai trir theo kich thude
(tén thuong mai: Superose 6 10/300 GE (do hang GE Healthcare Japan Corp. san
xuét)) (duge thuc hién & tde do dong 0,5 ml/phut bang cach sir dung PBS lam chat
rira giai). MAu rira gidi dugc thé hién trén bang 56. Doi voi hat virut viém nao Nhat
Ban ¢ dinh bang GA, quan sat thdy dinh chinh don & thoi gian rira giai khoang tir 14
dén 15 phut. P4i véi hat virut viém nfo Nhat Ban bét hoat, ciing quan sat thdy dinh

chinh don & thoi gian rira giai khoang tir 14 dén 15 phut.
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Béang 56
Mau rira giai SEC

Néng d0 GA (% trong | Thoi gian rira gidi
lirgmg/the tich) (pht)
0,005 14-15
: o Pinh don
Hat virut viém ndo 14-15
Nhat Ban ¢6 dinh bang 0,01 L
GA binh don
0.02 14-15
‘ ’ Pinh don
Hat virut vié’m nao ] 14-15
Nhat Ban bat hoat Pinh don

4. Ham luong khang nguyén

Ham luong khang nguyén (ham lugng cia khang nguyén) dugc xéc dinh bing
phuong phép ELISA kiéu banh kep bang cach sir dung khéng thé khang virut viém
nﬁb Nhat Ban theo quy trinh sau: Khang nguyén E trong mAu duoc bét gitt vao vi dia
lién két khang thé IgG tho khang virut viém ndo Nhat Ban (khang thé so cép; khing
thé da dong). Sau do, khéng thé don dong khéang protein E cua virut viém ndo Nhét
Ban (khang thé thir cap; khang thé don dong) lién két véi peroxit co ngudn gdc tlr cay
cai ngua (HRP) duge cho phan ung sao cho phuc dia-lién két khang thé khang khéng
nguyén E/khang nguyén E/khang thé thtr cdp duge tao ra. Cac chét phan tmg con lai
khong phai tmg va mAu dugc loai bd bang cach rira, va HRP trén phirc khang nguyén
E phan Ung bing cach phan Ung v6i dung dich co chit enzym (dung dich
o-phenylendiamin: dung dich OPD) sao cho sy phat trién mau xay ra. Ham lugng
khang nguyén E (ham lvong khang nguyén) dugc xdc dinh trén co s¢ la cuong do
phét trién mau cua OPD tuong duong véi lugng phirc (ma phan Gng luong khang
nguyén E).

Ham luong khang nguyén tuong ting cta hat virut viém ndo Nhat Ban cb dinh
béng GA va hat virut viém ndo Nhat Ban bat hoat duoc thé hién trong bang 57. pé
lam dai dién, khi hat virut viém nfio Nhét Ban c6 dinh bang GA dai dién sau khi phan
tng & 4°C trong 3 ngay ¢ ndng do glutaraldehyt 0,01 % trong lugng/thé tich duoc
danh gia, khang nguyén twong duwong véi hat virut viém ndo Nhat Ban bét hoat dugc

dua vao.
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Bang 57
Két qua vé ham lugng khéng nguyén
Néng do GA_ Ham lwong khing
(% trong lwgng/thé tich) | nguyén (ug/mL)
Hat virut viém ndo Nhat
Ban ¢ dinh bang GA 0,01 743
Hat virut Vié;m ndo Nhat i ' 74.0
Ban bat hoat ’

5. Phén tich bang hoat tinh riéng

Mirc do lién két ngang bing chit cb dinh dugc danh gid bang hoat tinh riéng
(ham luong khang nguyén/ham lugng protein) dbi v6i hat virut viém ndo Nhat Ban ch
dinh bing GA duoc tao ra trong vi du 7. Cu thé, khéng thé don dong (503) duogc st
dung trong phép do ham luong khidng nguyén nhén biét epitop trung hoa, va hoat tinh
riéng giam khi xay ra sy thay ddi vé cAu trac cla epitop trung hoa. Gia tri tuong a6i
(%) ctia hoat tinh riéng (sau day gi tri twong d6i nay con goi 1a "ty 1& dap tmg khang
thé 503" (%)) cta hat virut viém ndo Nhat Ban cb dinh bing GA duoc xit Iy bang
tirng ndng do glutaraldehyt so véi hoat tinh riéng cua hat virut viém nao Nhéat Ban bét
hoat khong ¢é dinh dugc tinh toan. Két qua duge thé hién trong bang 58. Ty 1¢ dép
{mg khang thé 503 ctia hat virut viém ndo Nhat Ban c6 dinh bang GA ma viéc c¢b dinh
dugc thuc hién ¢ cac néng do glutaraldehyt 0,005% trong Iuc_mg/thé tich, 0,01% trong
luong/thé tich, va 0,02% trong lugng/thé tich 1an lugt 1a 95,1%, 74,7%, va 55,2%,
didu nay cho thiy rang ndng do glutaraldehyt tang, lién két ngang duoc day nhanh sao

cho ty 1€ dap Gng giam do su thay d6i cAu trac ctia epitop khang thé 503.

Bang 58
Hat virut viém ndo Nhat Ban ¢6 dinh bing GA: T 1¢ dép tng khéng thé 503
Nong dd GA Ty 1¢ dap ing khang
(% trong lwgng/the tich) thé 503 (%)
Hat virut viém ndo Nhét 0,005 95,1
Ban c6 dinh bing GA 001 74,7
- ° 0,02 55,2

6. Tinh sinh mién dich (tiém trong mang bung cho chudt nhét)
Hat virut viém ndo Nhat Ban ¢b dinh bang GA dai dién sau khi phan tmg & 4°C

trong 3 ngay voi néng do glutaraldehyt 0,005 hodc 0,01 % trong hr()'ng/thé tich hodc
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cua hat virut viém ndo Nhat Ban bét hoat dugc tiém trong mang bung véi lidu tiém 1
Mg hodc 0,25 pg cho chudt nhit ddY (cai, 4 tudn tudi) (10 con mdi nhom). Mot tuan
sau khi gay mién dich, viéc giy mién dich duoc thuc hién lai, va 1 tudn sau do, chuot
duqc thu mau toan phan va giét ém ai. Huyét thanh thu dugc bing céach ly tAm va gop
chung lai theo luong bang nhau giita cdc nhom, va hiéu gia trung hoa dugc xac dinh
theo tai liéu "Pathogen Detection Manual" (ctia National Institute of Infectious
Diseases, Japan). Két qua duoc tinh toan d giam 50% mang bam duoc thé hién trong
bang 59. Hat virut viém n3o Nhat Ban ¢4 dinh bang GA c6 hiéﬁ gi4 trung hoa tuong

duong hodc cao hon so v6i hat virut viém ndo Nhat Ban bét hoat.

Béang 59
Két qua vé tinh sinh mién dich (hi€u gi4 trung hoa)
Nong d§ GA_ Liéu tiém (ug)
(% trong lwgng/the tich) 1 0,25
Hat virut viém nao Nhat 0,005 10%3 1047
Ban c0 dinh bang GA 0,01 1032 10'8
Hat virut viém ndo Nhat i 1023 1016
Ban bat hoat ’

7. D6 6n dinh trong thit nghiém diy nhanh (ham lugng Khang nguyén)

Hat virut viém ndo Nhat Ban c¢b dinh béng GA va hat virut viém n3o Nhat Ban
bt hoat dugc pha lodng bang dung dich tuong tu PBS sao cho ndng do protein cubi
dat 8 pg/mL. Do 6n dinh trong bao quan & 25°C dugc danh gid bing ham luong
khang nguyén lam chi s6. Két qua dai dién vé hat virut viém ndo Nhat Ban c¢b dinh
bang GA sau khi phan tmg & 4°C trong 3 ngay voi ndng do glutaraldehyt 0,01% trong
hrong/thé tich ho#c cua hat virut viém n3o Nhét Ban bat hoat dugc duoc thé hién
trong bang 60. Hat virut viém ndo Nhét Ban c¢b dinh bang GA duy tri dugc ham lugng
khang nguyén trong 1 thang trong diéu kién bao quan & 25°C. Mt khac, hat virut
viém ndo Nhat Ban bét hoat thé hién su giam ham luong khang nguyén trong diéu
kién bao quan & 25°C. Didu nay thé hién rang hat virut viém nfio Nhat Ban c¢b dinh

béng GA duoc cai thién vé& do 6n dinh so vé6i hat virut viém ndo Nhat Ban bét hoat.
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Bang 60
Két qua vé d6 6n dinh (ham lugng khéng nguyén (pg/mL))
Nong d9 GA 25°C
(% trong lwgng/thé tich) Ngay 0 1 thang sau
Hat Virl’lt viem ndo Nhat 0.01 6.9 6,5
Ban co dinh bang GA ’ (100) (94,2)
Hat virut Vié,m nao Nhat 8,9 6,7
Ban bat hoat j (100) (75,3)

Ty 1€ thay dbi (%) vé ham luong khang nguyén khi ham luong khang nguyén vao
ngay 0 dugc dat 1a 100% duoc thé hién trong dau ngozc don.
8. Do 6n dinh trong thir nghiém dy nhanh (tan xa 4nh sang dong)

Hat virut viém nfo Nhat Ban ¢b dinh béng GA va hat virut viém n&o Nhét Ban
bét hoat duoc pha loang bang dung dich twong tu PBS sao cho ndng do protein cubi
dat 8 pg/mL. DO on dinh khi bao quan & 25°C dugc déanh gia bang c& hat trung binh
trong chit long bang phwong phap tin xa anh sang dong st dung thiét bi Zetasizer
Nano ZS, lam chi 30. Két'qué dai dién'vé hat virut viém n@o Nhat Ban cb dinh bzing
GA sau khi phan ung ¢ 4°C trong 3 ngay véi ndng do glutaraldehyt 0,01% trong
lu(mg/thé tich hodc cua hat virut viém ndo Nhat Ban bat hoat dugc duoc thé hién
trong bang 61. Hat virut viém ndo Nhat Ban c¢b dinh bing GA duy tri duoc cd hat
trung binh trong 1 thang trong diéu kién bao quan & 25°C. Mit khac, hat virut viém
nio Nhat Ban bat hoat thé hién su ting c& hat trung binh trong diéu kién bao quan &
25°C. Nho 6, didu nay thé hién ring hat virut viém ndo Nhat Ban ¢6 dinh bang GA
dwoc c&i thién v& do n dinh so vé6i hat virut viém nao Nhat Ban bét hoat.

Bang 61

K&t qua vé& do 6n dinh (c& hat trung binh khéi c6 trong s (nm))

Nong d6 GA 25°C
(% trong lwgng/thé tich) Ngay 0 1 thang sau
Hat virut viém néo Nhat 0.01 89,9 88,3
Ban c6 dinh bang GA T (100) (98,2)
Hat virut viém ndo Nhét 87,3 125,5
* Ban bét hoat ) (100) (143,8)

Ty 18 thay ddi (%) vé c& hat trung binh khi ¢ hat trung binh vao ngay 0 dugc dat la

100% duoc thé hién trong dau ngodc don.
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9. B 6n dinh trong bao quéan & 4°C (tinh sinh mién dich)

Hat virut viém ndo Nhat Ban ¢ dinh bang GA va hat virut viém ndo Nhat Ban
bét hoat dugc pha lodng bang dung dich twong tu PBS sao cho ndng do protein cubi
dat 8 pg/mL. Do én dinh trong bao quan & 4°C dugc dénh gia béng tinh sinh mién
dich (hiéu gi;’l trung hoa) & chudt nhit 1am chi sb. Két qua dai dién vé hat virut viém
ndo Nhat Ban cb dinh bing GA sau khi phan @mg & 4°C trong 15 thang v6i nong do
glutaraldehyt 0,01% trong lwong/thé tich hodc cua hat virut viém ndo Nhat Ban bét
hoat dugc dugce thé hién trong bang 62. Mic du lidu giita 0 thang va 15 thang s‘au do
1a khac nhau, d3 xem 13 hat virut viém ndo Nhat Ban cb dinh bang GA duy tri dugc
tinh sinh mién dich trong 15 thang trong bao quan ¢ 4°C. Mat khéc, d3 xem la hat
virut viém ndo Nhat Ban bét hoat thé hién sy giam tinh sinh mi&n dich trong diéu kién
bao quan & 4°C. D3 xem la hat virut viém néo Nhat Ban c¢b dinh bf?mg GA duoc cai

thién vé d6 6n dinh so v6i hat virut viém nio Nhét Ban bAt hoat.

Bang 62
Két qua v tinh sinh mién dich (hiéu gia trung hoa)
4°C
Néng @6 GA_ 0 thang | 15 thing sau d6
(% trong lwgmg/thé tich) Liéu
1 025 | 08 0,2
Hat virut viém ndo Nhét 34 21 31 22
Ban ¢6 dinh bing GA 0,01 10> | 10% ) 10 10
Hat virut viém ndo Nhéat 35 21 21 1.0
Ban bét hoat ) 10 10 10 10
Vidu9

Tao ra hat virut viém nfo Nhéat Ban c¢d dinh béng FA
1. Xir Iy bing fomalin (buéc cé dinh cau tric hat clia hat virut)

Formalin (dung dich nuéc formaldehyt 36 dén 38% trong lwong/thé tich) dugc
bd sung vao hat virut viém néo Nhat Ban bat hoat sao cho néng do cudi dat tr 0,014
dén 0,04% thé tich/thé tich (tir 0,005 dén 0,015% trong lwong/thé tich tinh theo
formaldehyt), va dugc cho phan ung ¢ 25°C trong 1 tuén. Sau khi hoan thanh phan

tmg, fomalin dugc loai bo bang cach thdm tach dung dich phan Umg bang dung dich
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tuong tu PBS, dé nho d6 thu duoc hat virut viém ndo Nhat Ban c¢b dinh (sau day goi
la “hat virut viém n3o Nhat Ban ¢ dinh béng FA™). Hoat tinh gay sbt ctia hat virut
viém ndo Nhat Ban ¢ dinh bing FA thu dwgc dugc dénh gia bing cach x4c dinh
lugng xytokin gy viém dugc tao ra trong trudng hop kich thich PBMC nguoi.
2. Xac dinh lugng xytokin gy viém dugc tao ra

Luong xytokin (IL-1B va IL-6) dugc tao ra trong truong hop kich thich PBMC
nguoi béng hat virut viém n3o Nhit Ban cd dinh béng FA hoac hat virut viém nao
Nhit Ban bat hoat dugc xdc dinh bing phuong phap tudn theo European
Pharmacopoeia Monocyte-Activation Test. Cu thé, PBMC ngudi dugc st dung bang
cach gop chung tuo it nhit 4 nguoi cho theo European Pharmacopoeia
Monocyte-Activation Test, nhung thay bang PBMC tir 1 nguoi cho va xéc dinh. Két
qua duogc thé hién trong bang 63. D3 phat hién rang luong xytokin gay Viém dugc tao
ra dbi véi hat virut viém'nﬁvo Nhat Ban ¢ dinh b?lng FA la du thép so voi luong
xytokin gdy viém dugc tao ra dbi véi hat virut viém ndo Nhét Ban bét hoat. Diéu nay
cling cho théy r%\ng hat virut viém ndo Nhat Ban cb dinh béng FA c6 dd an toan cao

hon so vé6i d0 an toan cua hat virut viém ndo Nhat Ban bat hoat.

Bang 63
Luong xytokin gdy viém dugc tao ra

Nong d9 formalin -IL-1B - -IL-6

(% the tich/the tich) (pg/mL) (pg/mL)
Hat virut viém nao Nhit 0,014 4.0 16,4
Bén ¢b dinh bang FA 0,02 0 164
i bang 0,04 4,0 18,1
Hat virut viém nao Nhat
Ban bat hoat i 41,2 29,8

Vidu 10

banh gia v& mit vat ly

Céc dac tinh vét Iy cla hat virut viém ndo Nhét Ban cb dinh bang FA thu duqc
trong vi du 9 dugc md ta trén ddy dugc danh gia bing cic phurong phap sau.
1. Phan tich bing kinh hién vi dién tir

P& thir nghiém hinh dang hat virut viém ndo Nhat Ban ¢6 dinh bang FA chi tiét,
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tién hanh quan sat dudi kinh hién vi dién t theo cung phwong phép nhu trong vi du 2.
Anh chup dai dién cia hat virut viém nio Nhat Ban ¢b dinh béng FA sau khi phan tng
& 25°C trong 1 tudn v6i ndng do fomalin 0,014% thé tich/thé tich duoc thé hién (Fig.
5). Hat virut viém ndo Nhat Ban ¢ dinh bing FA duy tri duge céu tric hat bang cich
¢d dinh trong fomalin, nhu dbi v6i hat virut viém nio Nhat Ban bét hoat.
2. Tan xa anh sang dong

Cd hat trung binh ctia hat virut viém nio Nhét Ban c¢b dinh bang FA dugc phan
tich bang thiét.bi Zetasizer Nano ZS (do hang Malvern Panalytical Ltd. san xuét). C&
hat trung binh trong chat l1éng theo phuong phép tan xa anh sang dong dugc thé hién
trong bang 64. Hat virut Viém nio Nhat Ban ¢ dinh bang FA c¢6 ¢& hat trung binh
khoang 90 nm ma la don. Mat khéc, hat virut viém néo Nhat Ban bét hoat 12 khoang
80 nm ma 1a don. CAu trac hat cta hat virut viém ndo Nhét Ban c6 dinh bang FA dugc
duy tri, va khong quan sat thiy céc tap chit nhu cac thé két tu.
Bang 64
Co hat trung binh trong chét 16ng theo phuong phép tin xa anh sang dong

Néng 36 formalin Co hat trung binh
(% thé tich/thé tich) | khdi ¢6 trong sb (nm)
Hat virut viém nio 0,014 92,0
Nhat Ban ¢6 dinh bang 0,02 92,3
FA 0,04 93,9
Hat virut Vié,m nao i 815
Nhat Ban bat hoat o

3. Xac dinh phan b6 phan tit luong (SEC)

Phan bd phén tr lugng cta hat virut viém ndo Nhat ban cb dinh béng FA duogc
xéc dinh bing cung phuong phap (SEC) nhu trong vi du 8. MAu rira giai dugc thé
hién trén bang 65. D5i v6i hat virut viém ndo Nhat Ban cd dinh bang FA, quan st
thély dinh chinh don & thdi gian rira giai khoang tir 14 dén 15 phut. D6 v6i hat virut
viém n&o Nhat Ban bit hoat, cling quan sat thdy dinh chinh don & thoi gian rira giai

khoang tir 14 dén 15 phut.
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Béang 65
Mau rira giai SEC
Nﬁng do formalin Thoi gian rira gidi
(% the tich/thé tich) (phut)
0,014 14-15
: n Dinh don
Hat virut viém nao 14-15
Nhat Ban c6 dinh bang 0,02 L
FA Dinh don
0.04 14-15
’ binh don
Hat virut vié’m nao 14-15
Nhat Ban bat hoat i Pinh don

4. Ham lugng khang nguyén

Ham luong khéng nguyén (ham luong cta khing nguyén) dugc xac dinh bang

phuong phap ELISA kiéu banh kep bang cach sit dung khang thé khang virut viém

nio Nhat Ban theo cliing phuong phép nhu trong vi du 8.

Ham luong khang nguyén twong Gng ctia hat virut viém ndo Nhét Ban ¢b dinh
béng FA va hat virut viém ndo Nhéit Ban bt hoat dugc thé hién trong bang 66. Pé lam
dai dién, khi hat virut viém ndo Nhat Ban ¢ dinh b'?mg FA sau khi phan tng & 25°C
trong 1 tudn & ndng do formalin 0,014% thé tich/thé tich va 0,02% thé tich/thé tich

duoc danh gia, khang nguyén tuong dwong v6i hat virut viém néo Nhat Ban bit hoat

dugc dua vao.

Bang 66

Két qua vé ham luong khang nguyén

Néng 6 formalin | Ham luong khing
(% thé tich/thé tich)| nguyén (ug/mL)
Hat Viru} viém néo Nhét 0,014 85,9
Ban co dll’lh béng FA 0502 65,5
| Hat virut viém ndo Nhat )

Bén bt hoat

74,0
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tich/thé tich dugc x4c dinh theo cing phuong phap nhu trong vi du 8. Két qua duoc
tinh to4n do giam 50% mang bam duogc thé hién trong bang 67. Hat virut viém nao
Nhat Ban c¢b dinh bang FA c6 hiéu gi4 trung hoa twong duong hogc cao hon so v6i hat
virut viém nio Nhat Ban bt hoat.

Béang 67

Két qua vé tinh sinh mién dich (hiéu gi4 trung hoa)

Néng do6 formalin Lle(ultl)em
(% thé tich/thé tich) 0l, ng
Hat virut viém ndo Nhat o
Ban ¢ dinh bing FA 0,02 10
Hat virut viém ndo Nhat ] o
Ban bat hoat

6. Do on dinh trong thir nghiém diéu kién bét loi (ham lugng khang nguyén)

Hat virut viém ndo Nhat Ban c¢b dinh bang FA va hat virut viém ndo Nhat Ban
bat hoat duogc pha loang bang dung dich tuong tu PBS sao cho ndng dd protein cudi
dat 8 pg/mL. P9 6n dinh trong bao quan ¢ 37°C dugc dénh gid bang ham lugng
khang nguyén lam chi sb. Két qua dai dién sau khi phan tng ¢ 25°C trong 1 tudn véi
ndng do formalin 0,014% thé tich/thé tich dugc thé hién trong bang 68. Hat virut
viém ndo Nhat Ban ¢b dinh bang FA duy tri duge ham lugng khéng nguyén trong 1
tudn trong didu kién bao quan & 37°C. Mt khac, hat virut viém ndo Nhat Ban bt
hoat thé hién su giam ham luong khang nguyén trong didu kién bao quan & 37°C.
Pidu nay thé hién ring hat virut viém nfo Nhat Ban ¢b dinh bing FA dugc cai thi¢n

vé do 6n dinh so véi hat virut viém ndo Nhét Ban bét hoat.

Bang 68
Két qua vé do 6n dinh (ham lugng khang nguyén (ng/mL))
Nf‘)ng d9 formalin 37°C
(% thé tich/thé tich) Ngay 0 1 tuin sau

Hat virt}t viém ndo Nhat 0.014 5,3 5.4

Ban ¢0 dinh bang FA ’ (100) (102,7)
Hat virut Vié,m nao Nhat i 8,6 6,3

Ban bat hoat ‘ (100) - (73,3)

Ty 1€ thay déi (%) vé ham lugng khang nguyén khi ham luong khang nguyén vao

ngay 0 dugc dat 1a 100% dugc thé hién trong dau ngodc don.
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Vidu 11
Tao ra hat virut viém ndo Nhat Ban ¢b dinh bang EDC
1. Xt ly bang 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit hydroclorua (EDC)

EDC duoc bd sung vao hat virut viém ndo Nhat Ban bt hoat sao cho néng do
cubi dat tir 0,15 dén 15 mM, va cho phan tmg & 4°C trong tir 2 dén 20 gid. Trong
trudng hop thuc hién viéc ngimg phan Ung, glyxin dugc bd sung thém lam chit
nging phan ung véi lugng 8 lan lwong EDC (ty 1& khéi lugng mol) vao dung dich
phan ting. Sau khi hoan thanh phan ung, EDC va glyxin duoc loai bo bang cach tham
tach dung dich phan tng bing dung dich tuong uI PBS, dé nho d6 thu dugc hat virut
viém ndo Nhét Ban cb dinh (sau day goi 1a “hat virut viém nio Nhat Ban c¢b dinh
bang EDC"). Hoat tinh gdy sbt cua hat virut viém ndo Nhét Ban c¢b dinh bang EDC
thu duoc dugc danh gia bang cach x4c dinh lugng xytokin gy viém dugc tao ra trong
truong hop kich thich PBMC nguoi.

2. X4c dinh lugng xytokin gay viém dugc tao ra

Pé lam dai dién, lugng xytokin (IL-1B va IL-6) dugc tao ra trong trudng hop
kich thich PBMC ngudi bing hat virut viém nio Nhat Ban ¢6 dinh bang EDC sau khi
phan tmg & 4°C trong 20 gio vdi ndéng d6 EDC 0,15 mM hodc 1,5 mM hodc hat virut
viém ndo Nhat Ban bit hoat dugc xac dinh bang phwong phap tuédn theo European
Pharmacopoeia Monocyte-Activation Test. Cu thé, PBMC nguoi duge st dung bang
cach gop chung tur it nhdt 4 ngudi cho theo European Pharmacopoeia
Monocyte-Activation Test, nhung thay bang PBMC tr 1 ngudi cho va xdc dinh. Két
qué duoc thé hién trong bang 69. D3 phat hién rang luong xytokin gdy viém dugc tao
ra dbi véi hat virut viém nio Nhat Ban cd dinh bing EDC la dii thép so voi lugng
xytokin gdy viém duoc tao ra dbi voi hat virut viém ndo Nhat Ban bét hoat. Diéu nay
cling cho thiy rang hat virut viém no Nhat Ban c¢b dinh bang EDC c6 dd an toan cao

hon so v&i dd an toan ctia hat virut viém ndo Nhat Ban bat hoat.
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Bang 69
Luong xytokin gay viém duogc tao ra
Nong d6  |Xi ly nging phan| -IL-1B -IL-6
EDC (mM) ung (pg/mL) | (pg/mL)
Hat Vir}lt Viém‘nﬁo Nhat 0,15 Khong thuc hién 8,3 19,2
Ban ¢06 dinh bang EDC 1,5 Khong thuc hién 8,7 17,5
Hat virut viém n2o Nhat
Ban bat hoat ) ) 41,2 29,8
Vidu 12

Dénh gia vé mat vat ly

Céc dic tinh vat Iy cia hat virut viém ndo Nhat Ban c6 dinh bang EDC thu dugc
trong vi du 11 duge md ta trén day dugc danh gia bang cac phuong phap sau.
1. Phan tich bing kinh hién vi dién t&

Pé thir nghiém hinh dang hat virut viém ndo Nhat Ban ¢6 dinh bang EDC chi
tiét, tién hanh quan sat dudi kinh hién vi dién tir theo cung phuong phéap nhu trong vi
du 2. Anh chup dai dién cua hat virllit viém ndo Nhat Ban cb diﬁh b%lng EDC ‘sau khi
phan mg & 4°C trong 20 gid véi ndng d6 EDC 1,5mM duoc thé hién trén Fig. 6. Hat
virut viém ndo Nhat Ban c¢b dinh béng EDC duy tri dugc cAu trac hat béng cach cb
dinh trong EDC, nhu d6i véi hat virut viém ndo Nhat Ban bét hoat.
2. T4n xa anh sang dong

C& hat trung binh cta hat virut viém néo Nhat Ban ¢ dinh béng EDC dugc
phéan tich bing thiét bi Zetasizer Nano ZS (do hang Malvern Panalytical Ltd. san
xuét). C& hat trung binh trong chit 16ng theo phuong phap tan xa anh séng dong dugc
thé hién trong bang 70. Hat virut viém néo Nhét Ban cb dinh bang EDC c¢6 ¢ hat
trung binh khoang 90 nm ma I don. Mat khéc, hat virut viém nao Nhat Ban bt hoat
1a khoang 80 nm ma la don. Cu tric hat ctia hat virut viém ndo Nhat Ban ¢ dinh

bang EDC dugc duy tri, va khoéng quan sat thdy céc tap chét nhu cac thé két tu.
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Bang 70
C& hat trung binh trong chét 1ong theo phuong phap tan xa anh sang dong
Nong @6 EDC Xir Iy ngiing | C& hat trung binh
(mM) phan wng Kkhdi cé trong s6 (nm)
0,15 Khong thuc hién! 91,9
Hat virpt Viém‘nﬁo Nhat 15 Khong thuc hién| 91,8
Ban ¢6 dinh bang EDC ’ Cé thuc hién 91,8
15 Khong thyce hién| 94,0
Hat virut Vié’m ndo Nhat ) i 815
Ban bat hoat ’

3. Xéac dinh phan tir luong (SEC)

Phan bé phan tir luong cita hat virut viém no Nhat ban c6 dinh bang EDC dugc xéc

dinh bang cung phuong phap nhu trong vi du 8. Mau rira gidi duoc thé hién trén bang 71.

D&i véi hat virut viém nio Nhat Ban ¢é dinh bing EDC, quan sét thiy dinh don chinh &

thori gian rira gidi khoang tir 14 dén 15 phat. D6i v6i hat virut viém ndo Nhat Ban bét hoat,

cling quan sat thdy dinh don chinh & thoi gian rira giéir khoang tir 14 dén 15 phut.

Béang 71

Mau rira gidi SEC

Nong @0 EDC | Xir Iy ngirng phan|Thoi gian rira giai
(mM) rng (phut)
0,15 Khong thuc hién 14-15
’ ' ' Dinh don
A A 14-15
Hat virut viém ndo Nhat 15 Khong thuc h1¢n Pinh don
Ban cd dinh bang EDC ’ . A 14-15
: C6 thuc hién ,
Pinh don
n oA 14-15
15 Khéng thuc hién Dinh don
Hat virut viém nio Nhat 14-15
Ban bit hoat ] ] Dinh don

4. Ham lugng khang nguyén

Ham luong khang nguyén (ham luong cua khang nguyén) duoc x4c dinh bang

phuong phép ELISA kidu banh kep bing cich st dung khang thé khang virut viém

nio Nhat Ban theo cting phuong phap nhu trong vi du 8. Pé lam dai dién, ham luong

khéng nguyén tuong (mg cta hat virut viém nio Nhat Ban ¢b dinh bang EDC sau khi

phan tng & 4°C trong 20 gid voi ndng d6 EDC 1,5mM va cua hat virut viém nao
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Nhat Ban bét hoat dugc duoc thé hién trong bang 72. Hat virut viém ndo Nhat Ban cb
dinh bing EDC chira ham lugng khang nguyén twong dwong véi hat virut viém ndo
Nhat Ban bt hoat.

Bang 72

Két que’i vé ham luong khéng nguyén

Néng @6 EDC | Xir Iy ngirng phan|Ham lwgng khéang
(mM) ing nguyén (pug/mL)
Hat virut viém ndo Nhat _ R A ,
Ban ¢b dinh biing EDC L3 Khong thyc hién 78,3
Hat virut Vié,m ndo Nhat 74.0
Ban bat hoat ) ) ’

5. Tinh sinh mién dich (tiém trong mang bung cho chudt nhat)

Hiéu gia trung hoa cta hat virut viém ndo Nhat ban ¢6 dinh bang EDC dugc xdc
dinh bang cling phliong phap nhu trong vi du 8. Két qua duoc tinh toan do giam 50%
mang bam dugc thé hién trong bang 73. DPé 1am dai dién, khi hat virut viém ndo Nhat
Béan cé dinh bing EDC trong d6 sau khi phan tmg & 4°C trong 2 gioy voi nong do EDC
1,5 mM, glyxin dugc bd sung vao lam chét ngling phén tng véi luong bing 8 lan
luong EDC (ty 1€ khdi lwong mol) vao dung dich phan tng dugc danh gid, hiéu gia
trung hoa 1a twong duong hodc cao hon so véi hat virut viém ndo Nhat Ban bét hoat.
Bang 73

Két qua vé tinh sinh mién dich (hiéu gia trung hoa)

. L.A t-A
Néng 30 EDC | Xir Iy ngimg ‘e(“ ;em
(mM) phan ing pig
Hat virut viém nio Nhéat . A 26
Ban 6 dinh bing EDC 1.5 C6 thyc hign 10
Hat virut viém néo Nht i i 1023
Ban bat hoat

6. Do 6n dinh (ham lwong khang nguyén)

Hat virut viém nio Nhat Ban ¢ dinh b%mg EDC va hat virut viém no Nhat Ban
bét hoat dugc pha lodng bang dung dich twong ty PBS sao cho ndng dd protein cubi
dat 8 pg/mL. TP 6n dinh trong bao quén & 25°C hodc 37°C dugc dénh gia bang ham

lugng khang nguyén lam chi s6. Két qua dugc thé hién trong cac bang 74 va 75. Hat
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virut viém nio Nhat Ban cb dinh bang EDC duy tri dugc ham lugng khang nguyén

trong 1 thang trong diéu kién bao quan & 25°C va trong 1 tuln trong diéu kién bao

quan & 37°C. Mt khéc, hat virut viém ndo Nhét Ban bét hoat thé hién do giam ham

lwong khang nguyén cé trong trong diéu kién bao quan & 25°C va trong dicu kién bao

quan & 37°C. Pidu nay thé hién rang hat virut viém ndo Nhét Ban c¢b dinh bang EDC

dugc cai thién vé do on dinh so véi hat virut viém ndo Nhét Ban bét hoat.

Bang 74
Két qua vé do 6 6n dinh (ham lrong khang nguyén (ug/mL))
Noéng d6 EDC | Xir Iy ngirng 25°C
(mM) phan &ng Ngay 0 1 thang sau
015  [Khong thuc hién 8.8 74
. A (100) (83.4)
Hat virut viém nao 27 77
Nhét Ban c¢o dinh 1,5 Khong thuc hién ’ )
3 (100) (88,6)
bang EDC 71 71
15 Khong thue hién (100) (100)
Hat virut viém nao i i 8,6 6,8
Nhat Ban bat hoat (100) (78,9)

T}’f 16 thay ddi (%) vé& ham lu’(_mg khéng'nguyén khi ham luong khang nguyén vao

ngay 0 dugc dat 1a 100% duoc thé hién trong ddu ngogc don.

Bang 75
Két qua v& do 6n dinh (ham luong khang nguyén (ug/mL))
Nong d6 EDC | Xir ly ngirng 37°C
(mM) phan ung . Ngay 0 1 tudn sau
015  |Khong thuchien| & >.8
: A (100) (85,3)
Hat virut viém ndo €6 6.0
Nhét Ban ¢0 dinh Khoéng thuc hién a (’) 0) © 6 0)
bang EDC 1,5 X 5 ’8
C6 thuc hién (100) (100)
Hat virut Viém nao i i 7,2 5,1
Nhat Ban bat hoat (100) (70,8)

Ty 1€ thay d6i (%) vé ham lugng khang nguyén khi ham lugng khang nguyén vao

ngay 0 dugc dat 1a 100% duoc thé hién trong ddu ngozc don.

Kha ning ap dung cong nghi€p

Séng ché hitu dung trong linh vyc duge phrflm, cu thé 12 linh vurc vacxin.
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- YEU CAUBAO HO

1. Vacxin chira hat virut ¢ dinh,

trong d6 cac hat virut ¢ dinh thu dugc béng cach xtr Iy cac hat virut géc hodc
cac hat virut da bét hoat twong g béng chét c6 dinh,

trong do chét c¢b dinh chia glutaraldehyt hodc 1-ety1-3-(3-dimety1aminopropy1)
carbodiimit hydroclorua,

trong d6 cac hat virut bao gém cac hat virut cam hodc céc hat virut viém néo
Nhat Ban, va

trong d6 dap Ung s6t téng cong cia ba thod voi hat virut c¢b dinh trong thir
nghiém chit gay sdt 1a thip hon 80% tinh theo dap (ng s6t tng cong cla ba thod voi

hat virut géc cua hat virut c¢d dinh hodc hat virut da bét hoat twong Ung.

2. Vacxin theo diém 1, trong d6 dap ung s6t tong cong ctia ba tho voi hat virut c¢b dinh

trong thtr nghiém chét gay sdt 1a 1,3°C hoic thép hon.

3. Vacxin chira hat virut ¢d dinh,

trong d6 céac hat virut ¢b dinh thu duoc bang cach xu 1y céac hat virut gbc hodc
cac hat virut da bat hoat tvong Gng bang chit ¢ dinh,

trong do chit  ¢b dinh  bao gom glutaraldehyt hodc
1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl) carbodiimit hydroclorua,

trong do céac hat virut bao gém cac hat virut cam hodc céc hat virut viém ndo
Nhat Béan, va

trong d6 luong xytokin gdy viém dugc san xuét ra tir cac té bao don nhan mau
ngoai vi nguoi dugc kich thich béng hat virut ¢b dinh 13 thép hon 80% tinh theo lugng
xytokin gdy viém dugc san XuAt ra tir cac t& bao don nhan mau ngoai vi nguoi duge
kich thich bang hat virut gbc cia hat virut ¢b dinh hodc hat virut da bét hoat twong

ung.
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4. Vacxin theo diém 1, trong d6 cac hat virut cim bao gém hat virut cim A hoac hat

virut cam B.

5. Vacxin theo diém 1, trong do6 cac hat virut cim bao gém cac hat virut cam dugce
phén loai vao ching thudc phan typ HIN1, chung thudc phan typ H2N2, ching thudc
phan typ H3N2, ching thudc phan typ H3N8, ching thudc phan typ H5NI, chung
thudc phan typ HSNZ, ching thudc phén typ H5N6, ching thudc phén typ HO6NI,
chung thudc phén typ H7N3, chung thudc phén typ H7N7, ching thudc phén typ
H7NO, ching thudc phén typ HIN2, hodc chung thudc phan fyp HIONS.

6. Vacxin theo diém 1, trong d6 cac hat virut viém ndo Nhat Ban bao gém chung

Beijing-1, chiing Nakayama, ching SA14-14-2, hodc ching P3.

7. Vacxin theo diém 1, trong do tr 0% dén 90% protein bé mit trén hat virut ¢6 dinh

khong dugc co dinh.

8. Vacxin theo diém 1, trong d6 gia tri twong dbi cua hoat tinh riéng (ham lugng
khang nguyén/ham lugng protein) cta hat virut c¢b dinh so v&i hoat tinh riéng cua hat

virut gbc ctia hat virut ¢b dinh 12 tir 0 dén 95%.

9. Vacxin theo diém 1, trong do hat virut ¢ dinh ¢6 ¢ hat trung binh tir 80% dén
150% c®& hat clia hat virut géc cua hat virut ¢ dinh hoic hat virut da bét hoat tuong
ung.

10. Vacxin theo diém 1, trong d6 dinh dugc phat hién & néng d6 sacaroza la 35% hodc
cao hon khi hat virut ¢b dinh dugc do bang phwong phép dong ly tAm gradien ty trong
sacaroza.

11. Vacxin theo diém 1, trong d6 quan sat thdy dinh don khi hat virut c6 dinh dugc do
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bang phuong phap sic ky 1éng hiéu ndng cao.

12. Vacxin theo didm 1, trong d6 vacxin ndy cam Gng IgG2a déc hiéu hat virut cd

dinh hon 14 IgG1 dic hiéu hat virut ¢ dinh khi gy mién dich & chudt nhit.

13. Phuong phép san xuét hat virut ¢d dinh, bao gbm budc bd sung chét c¢d dinh vao
huyén phu chira hat virut gbc hoic hat virut da bt hoat turong g,

trong  do chdt ¢6 dinh  bao gdbm  glutaraldehyt  hodc
1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit hydroclorua, va

trong d6 céc hat virut bao gém hat virut cam hodc hat virut viém néo Nhit Ban.

14. Phuong phap san xut theo diém 13, trong do ndéng do glutaraldehyt 1a tr 0,001
dén 0,06% khdi luong/thé tich tinh theo tong lrgng huyén phi va chét ¢b dinh.

15. Phuong phdp san xuit theo diém 13, trong d6 néng  dd
1-ety1-3-(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit hydroclorua la tr 0,05 dén 1500 mM

tinh theo tong lugng huyén phi va chét c6 dinh.

16. Phuong phép san xuét theo diém 13, trong d6 hat virut gdc 1 hat virut dugc thu

hoi bang cach giy nhidm cac té bao nudi cdy, trimg ga hodc ndo chudt nhat.

17. Phuong phap san xuét theo diém 16, trong d6 cac té bao nudi cdy bao gdm cac té

bao so cap hodc cac dong t€ bao.

18. Phuong phép san xuét theo diém 17, trong d6 céc té bao nudi cdy bao gdm té bao

Vero hoic té bao MDCK.

19. Phuong phép san xuét vacxin, bao gdbm budc bd sung hat virut c¢b dinh thu dugc
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bang phwong phap san xuit theo diém 13 v6i it nhit mot thanh phan dugce chon tur
nhém gém chét mang dugc dung, cht nhil héa, chét bao quan, chét tao truong luc,

chét diéu chinh d6 pH, va chét bét hoat, nhd d6 tao ra vacxin.
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Fig.1
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Fig.3
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