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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap
Sang ché d& cap dén ché phdm sinh mién dich dung dé gy ra dap tng mién

dich & ngudi.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Vacxin la mdt cong cu quan trong dé ngan chin va/hoic diéu tri nhiéu tinh
trang bénh va t6i loan (vi du, bénh nhiém kvirut, bénh nhiém vi khuén va bénh ung
thu). Viéc chung ngira thuong dugc tién hanh bing cach tiém, nhung viéc ndy thuong
lam giam sb lugng dbi tuong tham gia do sy bét tién phai di chuyén dén diém tiém
chiing va viéc khong thich tiém. Hon nita, viéc tiém vacxin doi hoi phai st dung bd
dung cu v0 trung, nhu xylanh va kim tiém, va can ngudi c6 k¥ ning dé thyc hién tiém.

Péi véi vacxin cam, chién dich quy mo 16n hang ndm dugc thyc hién dé tap
hop du tring duoc thu tinh @8 thu hoach va xi ly virut day du dé dap tng cac nhu cau
cua thi trudng. Moi truong nudi ciy té bao hoic hemaglutinin (HA) ¢6 ngudn gdc thue
vat ¢6 thé 1am giam ganh ning dbi vé6i viée thu hoach va xut ly tring, nhurig cac hudng
tiép can nay van doi hoi cong doan nap va hoan thign vo trung dt tién dé san xuét kim
tiém xylanh riéng biét, ma can thai bo dudi dang rac thai sinh hoc. Khi xdy ra dai dich,
cac truong hoc cd thé bi dong cira va thi hanh 1énh gién cach xa hoi, nhung viée chl’ing
ngira cim quy mo 16n thuong van doi hdi céc dbi twong phai dén xép hang tai c4c co
&y té dé tiém. Vacxin dang uéng, cho bénh cim hodc cac mam bénh khac, cé thé
dugc chuyén qua buu dién, do d6 tranh duoc hau hét sy tiép xuc giita ngudi voi ngudi.
Hon nita, quy trinh ddp vién la quy trinh nhanh, vé sinh ma khong doi héi quy trinh
nap va hoan thién vo trang dat tién nhur d6i voi vacxin dang tiém.

Vacxin ma c6 thé dugc phan phbi qua duong ti€u hoa, vi du, qua dudng
miéng hodc qua niém mac, dugc mo ta trong Patent My sb 8,222,224,
Ban chét ky thuit ciia sang ché '

Sang ché d& xuit phuong phap va ché phim dé ching ngira hiéu qua hon cho
dbi tugng (ngudi hodc khong phai ngudi) bao gém budc phan phdi chit sinh hoc gy
mién dich dic hiéu vao hdi trang cua dbi tugng nay. Do do, sang ché dé& xuit céc

vacxin ¢6 hiéu lyc va hiéu qua hon va ching minh hiéu qua cua chiing trén ngudi.
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Sang ché dé xuit ché phim sinh mién dich dé gay ra dap tmg mién dich & a6i
twong chira: chit sinh hoc gy mién dich dugc bao bang tac nhan dinh huéng sy phan
phdi chét sinh hoc giy mién dich nay vao hdi trang cua dbi twong. Theo mot s6
phuong an, ddi trong nay 1a ngudi. Theo mot s6 phuong an, ddi twong nay 1a dong vat
khong phai ngudi, vi du, dong vt linh trudng, chudt nhét, chudt céng, tho, ngua, cho,
meo hodc gia cAm. Theo mdt sb phuong én, chit sinh h(_)c gy mién dich nay dl;qc
chon tir nhém bao gdm polypeptit sinh mién dich (vi dy, cdc hat gidng virut,
glycoprotein, phosphoprotein), hydrat cacbon va lipit.

Theo mot sb phuong an, chit sinh hoc gy mién dich la vecto biéu hién ma
hoa polypeptit sinh mién dich. Theo mot s6 phuong 4n, vecto biéu hién nay 1a vecto
virut (vi dy, adenovirut, AAV, retrovirut, hodc lentivirut). Theo mot s6 phuong 4n,
vectg virut dugc lam giam ddc lyc hodc khong du kha niang sao chép. Theo mot sb
phwong 4n, vecto biéu hién bao gdm gen khoi dau (vi du, CMV, SV40 sém hoic
mudn, B-actin, v.v.) lién két theo cach co diéu khién véi trinh tu ma héa polypeptit
sinh mién dich. Theo mdt ) phuong 4n, vecto biéu hién nay con ma héa ARN soi kép
(dsARN). Theo mot sé phuong 4n, trinh tur ma héa dsARN dugc lién két theo cach'cé
diéu khién v6i gen khoi dau, vi du, gen khoi dau gidng (str dung vi tri di vao bén trong
ribosom (IRES)) hoidc gen khéi dau khac vé6i gen khéi dAu lién két theo cach co diéu
khién véi trinh tu ma héa polypeptit sinh mién dich.

Theo mot sb phuong 4n, ché phdm sinh mién dich con chira it nhit mot chét
bd tro, vi du, chit cht van TLR3. Theo mét sb phuong an, chit cht van TLR3 la
dsARN hoic chit gia dsARN.

Theo mét sd phuong 4n, it nhét 50% chét sinh hoc gay mién dich dugc phan
phdi (duge giai phong) trong hdi trang, vi du, it nhat 60%, 70%, 75%, 80%, 90%,
95%, hodic nhiéu hon chét sinh hoc gay mién dich chira trong ché pham dugc sir dung.
Theo mét sb phuong 4n, tac nhan dinh huéng sy phan phéi (vi du, chat nén hodc 16p
bao tan trong rudt) bét dau hoa tan trude khi ché phém sinh mién dich dén dugc hdi
trang, nhung gift dugc it nhit 50% chét sinh hoc gay mién dich dén khi ché pham sinh
mién dich nay dén duogc hdi trang. Theo mét s6 phuong 4n, tac nhan dinh huéng phan
phdi nay giit dugc chit sinh hoc gay mién dich qua da day, ta trang va hdng trang,

nhung giai phong chét sinh hoc gdy mién dich trong hdi trang.
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Theo mét sé phuong 4n, tic nhan dinh huéng phan phéi 1a 16p bao tan trong
rudt. Nghia 13, chit sinh hoc gay mién dich dugc bao phﬁ bang 16p bao tan trong rli(f)t.
Theo mot s6 phuong an, 16p bao tan trong rudt phan rd ¢ do pH>S, vi du, 5,2, 5,5, 5,7,
5.8, 5.9, 6, 6,1, 62,63, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 7,0, 5,5-6,8, 5,8-6,8, v.v.. Theo mot s6
phuong 4n, 16p bao tan trong rudt dugc chon tir nhém bao gbdbm copolyme clia axit
metacrylic-etyl acrylat (vi dy, 1:1), loai A; copolyme cua axit metacrylic, loai C; hén
hop cua copolyme metacrylic loai A va C; va Time Clock®. Theo mot s6 phuong 4n,
16p bao tan trong rudt khong chtra xenluloza axetat phtalat (CAP). Theo mot 5O
phwong 4n, 16p bao tan trong rudt c6 do day dan dén viéc giai phong chét sinh hoc gy
mién dich trong hdi trang. Theo mot sb6 phuong 4n, 16p bao tan trohg rudt 1a dua trén
copolyme axit metacrylic c6 mirc 4o bao phu nim trong khoang tir 5,5 dén 10 miligam
trén mdi cm?. Theo mét s6 phuong 4n, tdc nhan dihh huéng phan phdi 14 vién nang
duoc kiém soat bang phéng xa.

Theo mét sb phuwong 4n, 16p bao tan trong rudt chira poly(axit metylacrylic-
co-metyl metacrylat) 1:1. Theo mot sé phwong 4n, 16p bao tan trong rudt chua
Eudragit® L-100. Theo mdt sé phwong 4n, 16p bao tan trong rudt chira Eudragit® L-
100, trietyl xitrat, va bot tale, vi du, 1, 2, 3, 4 hogc tir 1 dén 4 phén Eudragit® L-100,
tir 1 dén 2 phan trietyl xitrat, va tir 1 dén 2 phan bot talc. Theo mot s6 phuong an, 16p
bao tan trong rudt chira hdn hop cla poly(axit metacrylic-co-metyl metacrylat) 1:1 va
poly(axit metacrylic-co-etyl acrylat) 1:1. Theo mot sd phuong 4n, ty 1¢ ciia poly(axit
metacrylic-co-metyl metacrylat) 1:1 so véi poly(axit metacrylic-co-etyl acrylat) 1:1
nam trong khodng tur 1:4 dén 4:1, vidy, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1. Theo mdt s6 phuong an,
16p bao tan trong rudt chira hdn hgp ctia Eudragit® 1L.-100 va Eudragit®L100-55. Theo
mot sb phuong 4n, 16p bao tan trong rudt chira Eudragit® L-100 va Eudragit®L100-
55, trietyl xitrat, va bot talc, vi du, tur 1 dén 4 phén Eudragit® L-100 va
Eudragit®L100-55, tir 1 dén 2 phan trietyl xitrat, va tir 1 dén 2 phan bot talc. Theo mot
s6 phuong an, 16p bao tan trong rudt chira poly(axit metacrylic-co-metyl metacrylat)
1:1 va poly(axit metacrylic-co-metyl metacrylat) 1:2. Theo mot s6 phuong 4n, ty 1é
ctia poly(axit metacrylic-co-metyl metacrylat) 1:1 so v6i poly(axit metacrylic-co-metyl
acrylat) 1:2 nim trong khoang tir 1:2 dén 2:1. Theo mdt sd phuong an, 16p bao tan
trong rudt chira hon hop ctia Eudragit® 1-100 va Eudragit®S100. Theo mot sd
phuong 4n, 16p bao tan trong rudt chira Eudragit® L-100 va Eudragit®S100, trietyl
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xitrat, va bot talc, vi dy, tir 1 dén 4 phin Eudragit® L-100 va Eudragit®S100, tir 1 dén
2 phén trietyl xitrat, va tir 1 dén 2 phan bot talc. Theo mot s6 phuong 4n, 16p bao tan
trong rudt chira hdn hop cta poly(axit metacrylic-co-metyl metacrylat) 1:2 va
poly(axit metacrylic-co-etyl acrylat) 1:1. Theo mot s phuong 4n, ty 1é cua poly(axit
metacrylic-co-metyl metacrylat) 1:2 va poly(axit metacrylic-co-etyl acrylat) 1:1 nam
trong khoang tur 1:4 dén 4:1, vi du, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, hodc 3:1. Theo mot sb phuong
an, 16p bao tan trong rudt chira hon hop cua Eudragit® L-100-55 va Eudragit®S100.
Theo mdt s phuong 4n, 16p bao tan trong rudt chira Eudragit® L-100-55 va
Eudragit®S100, trietyl xitrat, va bot talc, vi du, tir 1 dén 4 phan Eudragit® L-100-55
va Fudragit®S100, tr 1 dén 2 phn trietyl xitrat, va tir I dén 2 phén bot talc.

Theo mdt sb phuong 4n, ché pham sinh mién dich & dang vién nén hodc vién
nang, vi duy, & dang vién nén dugc bao phu bang 16p bao tan trong rudt. Theo mot s6
phuong 4n, ché phdm sinh mién dich dugc bao nang trong vién nang polyme chira
gelatin, hydroxypropylmetylxenluloza, tinh bot, hodc pululan. Theo mot s6 phuong 4n,
ché phém sinh mién dich & dang vi hat c¢6 duong kinh nh6 hon 2mm, vi du, mdi vi hat
duogc bao phil bing 16p bao tan trong rudt nhu duge mo ta & day.

Sang ché con dé xudt phuong phap phan phdi ché phim sinh mién dich vao
hdi trang cua ddi tugng bao gdbm budc cho dbi trong nay ding qua duong miéng ché
phim sinh mién dich nhu duge mo ta & trén (nghia 13, chit sinh hoc gdy mién dich
duoc bao bing tic nhan dinh huéng sw phan phdi chat sinh hoc gdy mién dich vao hoi
trang, tiy ¥ chira ca chit bd trg). Theo mot s& phuong an, dbi twong nay 1a ngudi.
Theo mot sd phuong én, dbi twong nay la dong vat khong phai nguoi. Theo mot s6
phuong an, phuong phép nay tao ra dap ung mién dich & déi twong cao hon it nhit 1a
10%, vi dy, it nhit 1a 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 75%, 80%, 100% hogc nhiéu hon,
so v6i dap tmg mién dich & dbi tuong (cting mot dbi tuong ¢ cac thoi diém khac nhau,
hoic mot ddi twong khac) tiép nhan ché pham sinh mién dich gidng nhur vy nhung
khong dugc dinh huéng vao hoi trang. Theo mot s6 phuong 4n, ddp tng mién dich &
dbi tuong nay cao hon it nhat 1a 1,5 1an (vi dy, 2 14n, 2,5 14n, 5 14n, hodc nhiéu hon) so
v6i dap ung mién dich ¢ dbi twong (cling mot d6i trong & cac thoi diém khic nhau,
hodc mot ddi twong khac) tiép nhan ché phidm sinh mién dich gidng nhu vdy nhung
khong dugc dinh huéng vao hdi trang. Theo mdt s6 phuong 4n, dap tng mién dich 1a

su gia tang cac khang thé diac hidu véi chit sinh hoc gdy mién dich. Theo mot sb
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phuong 4n, dap tng mién dich 1a dap tmg mién dich té bao, vi du, sy gia ting xytokin
nhu IFN-y. Theo mét s6 phuong 4n, dap tmg mién dich 14 su tao mién dich (vi du, abi
tuong c6 stc dé khang véi bénh nhidm tring gy ra béi virut, vi khudn, v.v. ma chat
sinh hoc gay mién dich nay thu dugc tir d6).

Sang ché con d& xuét cic phuong phap tao ra dap Gmg mién dich ting & dbi
tugng bao gdm budce cho di twong nay, vi du, dbi twong ngudi ding qua dudng miéng
ché phim sinh mién dich nhu dugc mo ta & trén (nghia 13, chit sinh hoc gay mién dich
duqé bao bing tac nhan dinh huéng su phan phdi chét sinh hoc giy mién dich vao hdi
trang, ty ¥ chira ca chat bd tro). Theo mdt s phuong 4n, dap tng mién dich duoc
tang 1én it nhét 13 10%, vi dy, it nhit 13 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 75%, 80%, 100%
hodc nhiéu hon so véi dap tng mién dich ¢ d6i twong (cing mot dbi twong & cac thoi
diém khac nhau, hodc mot dbi twong khac) tiép nhan ché phdm sinh mién dich gidng
nhu vdy nhung khong duoc dinh huéng vao hdi trang. Theo mdt sé phuong an, déap
ung mién dich & dbi tuong dugce tang 1€n it nhét 1,5 1an (vi duy, 2 14n, 2,5 1an, 5 lan,
hodc nhiéu hon) so véi dap tmg mién dich & dbi tuong (cing mot ddi twong & céc thoi
diém khac nhau, hoic méot dbi tugng khac) tiép nhan ché pham sinh mién dich gidng
nhu vdy nhung khong duge dinh huéng vao hdi tring. Theo mot sb phuwong 4n, dap
tng mién dich 1 sy gia ting cac khang thé dic hiéu voi chit sinh hoc gy mién dich.
Theo mét sb phuong 4n, dap ing mién dich 13 dap tng mién dich té bao, vi du, su gia
tang xytokin nhu IFN-y. Theo mdt s phuong an, dap ing mién dich 13 sy tao mién
dich (vi du, dbi tuong cd stc dé khang v6i bénh nhiém trung gay ra boi virut, vi
khudn, v.v. ma chit sinh hoc gy mién dich nay thu dugc tir do).

M5 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1. Té bao tiét khang thé (ASC) dic hiéu véi HA dugc do trong mau ngoai |
vi 7 ngay sau khi cac dbi tuong duge cho dung vién nang dugc kiém soat bing phong
xa chtra rAd-HA-dsARN. Cac ddi twong duge chon ngiu nhién dé sir dung vacxin
duqé giai phong trong hdi trang hodc hdng trang. (N=12 mdi nhém). Cac két qua cho
thdy ring 12 trong sb 12 d6i twong st dung vacxin duge phan phdi vao hdi trang c6
kha ning tao ra cac té bao B tiét khang thé nhan dién HA, trong khi chi ¢6 9 trong s&
12 dbi tugng duoc sir dung vacxin dén hdng trang c6 kha ning tao ra té bao B dic higu
khang nguyén. S8 lwong trung binh cta IgA va IgG ASC ddi véi hdi trang cao hon

dang ké so voi hdng trang.
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Fig.2. Dap tmg cia té bao T dbi véi rAd-HA-dsARN dugc x4c dinh bing
cach phat hién cac muc IFN-y 7 ngdy sau khi st dung. Tét ca cac ca thé trong nhém
phan phéi trong hdi trang déu thé hién cac mirc IFN-y cao hon so v6i 75% nhém phan
phéi trong hdng trang. Mitc IFN-y trung binh ciing cao hon dang ké trong nhém phén
phbi trong hdi trang. »

Fig.3. Cac dap tmg khang thé vi trung hoa (MN) v6i virut cim chung
A/CA/07/2009 dugc do vao ngay 0 va ngay 28 sau khi gdy mién dich. S6 14n gia ting
vé hiéu gia MN dugc lap dd thi cho ting dbi tugng co6 hiéu gia MN ban d4u nhé hon
hoic bing 40. Cac két qua cho thdy ring sw phan phdi trong hdi trang dan dén ty 18 16n
cac ddi tuong (9 trong s6 10) c6 hidu gia MN ting 1én sau khi gdy mién dich so v6i khi
phan phéi trong hdng trang (6 trong s6 10).

Fig.4. Cac vién nén duoc tao ra bing cach st dung xenluloza vi tinh thé va
tinh b(f)t, v6i bari sulfat 10% 1a vat liéu chin birc xa. Cac vién nén nay duoc bao tan
trong rudt bang Eudragit L100® va duoc sir dung cho khi cynomolgus macaques céi
bang 6ng théng tir miéng xudng da day. Tia X dugc chiéu theo thoi gian sau khi ding.
A. Vién nén trong da day c¢6 mili tén chi vé& phia vién nén. B. Mét gio sau d6, vién nén
nay c6 thé duge quan sat thiy trong rudt, ddm tring & bén trai cia cdt sdng cé miii tén
chi vao. Vién nén hoa tan trong rudt trong hai gio tiép theo, va khong quan sat thiy
nira. |

Fig.5. S6 luong cac ASC duoc bao céo vao cac ngay 7 va 35, 7 ngay sau mdi
1an gdy mién dich. ASC co s& vao ngady 0 va ngay 28 14 rat nhé, va khong dugc lap do
thi. Cac dap Gng trung binh vao ngay 7 duoc thé hién ddi véi mdi nhém diéu tri bang
dudng nim ngang.

Fig.6. S6 1an gia tang hiéu gia MN ddi vé6i timg dbi tugng. Cac cdt c6 mau
dam chi ra vi tri ma hiéu gié tang 1én trong khoang tir ngay 28 dén 56, trong khi d6 cac
cot c6 mau nhat thé hién dap tng sau 1an gy mién dich ban dau. Puong thing dugc vé
tai muc ting MN gép hai 14n dé thé hién cac dbi twong c6 dap ting khang thé trung hoa
c6 thé phat hién duge. Khong ¢ dbi tugng nao trong nhoém gia duge c6 dap tng, trong
khi d6 c6 3 dbi twong trong nhom lidu thip va 7 dbi twong trong nhom lidu cao c6 dap
mg khang thé trung hoa cao gip 2 14n hodc nhiéu hon d6i véi virut cam sau khi gy

mién dich. Nhém gia dugc N=10, nhém lidu thap va nhém liu cao N=11.
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Fig.7. Cac dap tng khang thé sau khi gy mién dich mot lan duy nhét qua
dudng miéng. A. Hiéu gia khang thé HAI truéc va sau khi gdy mién dich (lan luot vao
ngay 0 va 28) dugc thé hién ddi vai timg ddi twong. B. Hi€u gid trung binh nhan HAI
(GMT) theo thoi gian. Hiéu gia HAI dugc do vao thoi diém 0, 1, va 6 thang sau khi
gy mién dich dé danh gia do bén cua dap tmg khing thé. C. Hiéu gia MN, trudc va
sau khi gdy mién dich dugc thé hién cho timg d6i tugng. D. Céc dép Gtng ASC sau khi
gy mién dich. S6 luong cac IgG va IgA ASC dugc bao céo (trén mdi 10° PMBC) 7
ngay sau khi gdy mién dich.

M0 ta chi tiét sang ché

Céc tac gia sang ché da phat hién ra ring su phan phdi chét sinh hoc gdy mién
dich dén mot phin cu thé trong rudt non, nghia 13, hdi trang, gay ra dap tGng diéu tri
16n hon nhidu so vé6i khi chit nay khong dugc huéng dich, hodc duge huéng dich dén
mét vi tri khac. Piéu nay cho phép thiét ké duoc cac vacxin c6 hiéu luc hon, giam chi
phi d6i voi nguyén liéu, va giam cac tac dung phu cho ngudi tiép nhan.

I. Céc dinh nghia

Thuét ngit “sinh mién dich” ding @& chi kha ning ctia mot chit trong viéc gay
ra dap Gmg mién dich & vét chi, qua trung gian té bao hoic thé dich. Chat sinh mién
dich thuong 1a “ngoai lai” déi v6i vat chu, vi du, tir mot loai khac, hodc tir vi khuan,
virut hodc ndm. Chit khong phai ngoai lai ¢6 thé gy mién dich, vi du, trong trudng
hop phan tmg tu mién. Mot sd chat dic hiéu véi té bao ung thu c6 thé dugc str dung
lam chét sinh mi&n dich, cho phép hé mién dich ctia vét chil tAn cong té bao ung thur.

Thuét ngit “chit sinh hoc” ding dé chi axit nucleic, polypeptit, glycoprotein,
hydrat cacbon, lipit, hodc dang cai bién cia ching (vi duy, duwgc metyl hoa, dugc
glycosyl hoa, dugc danh dau phét hién duogc). Chét sinh hoc dugc phan biét v6i cac
thudc phan tir nhé & chd chiing c6 thé duoc tao ra béi cac quy trinh sinh hoc (bao g6m
cac ky thuét tai td hop) thay vi dugc téng hop héa hoc. Tuy nhién, cac chét sinh hoc
nay co thé duogc cai bién hoa hoc hoic bao gﬁ“)m cac nucleotit hoac axit amin khong tu
nhién. C4c chét sinh hoc nay cling co thé khong c6 trong tu nhién, vi du, 1a cac chét tai
t6 hop hoac thé kham.

Nhu dugce sir dung & ddy, “chét sinh hoc gdy mién dich” ding dé chi chét truc
tiép dong vai trd lam khang nguyén (vi du, duge nhan dién béi thy thé té bao T hoic

khang thé), hodc chit ma, ngay khi dugc biéu hién trong té bao, n6 dong vai trd lam
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khang nguyén. Vi du, chat sinh hoc gdy mién dich c6 thé bao gdm vecto biéu hién ma
hoa polypeptit sinh mién dich.

Thuét ngir “khang nguyén” ding dé chi polypeptit, glycoprotein, lipoprotein,
lipit,.hydrat cacbon, hodc chit khac ma duoc lién két (vi du, dugc nhan dién 13 “ngoai
lai”) boi thu thé té bao T va/hodc khang thé. Khang nguyén thudng c6 ngudn gbc tir vi
khuén, virut, hodc ndm. Thuat ngir “c6 ngudn gdc tir” chi ra 1a khéang nguyén nay gan
nhu tOn tai nguyén trang trong ngit canh khéng nguyén ty nhién ctia né, hodc 1a n6 da
duoc cai bién dé duge biéu hién trong mot sd didu kién nhét dinh, dé chi bao gém phﬁn
sinh mién dich nhiéu nhét, hoic nhim loai bd cac thanh phé‘m c6 lién quan c6 kha ndng
gdy hai khéc, v.v..

"Liéu hodc luong c6 hidu qua sinh mién dich" clia ché phém nhu duge mo ta
& day la lugng tao ra hodc diéu bién dap tmg mién dich dic hidu véi khdng nguyén
duoc lya chon dé ching ngira. Cac dép mg mién dich bao gdm d4p tng mién dich
dich thé va dap tng mién dich qua trung gian té bao. Ché phim sinh mién dich c6 thé
duogc st dung v6i muc dich diéu tri hodc phong ngura dé diéu tri hodc ngan ngtra bénh
& giai doan bat ky.

"Pap tng mién dich dich thé" dugc giy ra bdi cac thanh phén khéng chua té
bao trong mau, vi du, huyét twong hodc huyét thanh; viée truyén huyét thanh hoic
huyét twong tir c4 thé nay sang c4 thé khac s& truyén tinh mién dich dich thé. Cac dép
g mién dich dich thé thudng qua trung gian té bao B, vi du, san sinh khang thé.

"Pap ung mién dich qua trung gian té bao" dugc gy ra béi cac lympho bao
dic hiéu khang nguyén; viéc truyén cac lympho bao dic hiéu khang nguyén nay tir ca
thé nay sang c4 thé khac s& truyén tinh mién dich. Pap tng mién dich qua trung gian té
bao dugc gdy ra it nhat mot phén boi té bao T, va co thé dugc phat hién, vi du, béng
cach phat hién cac xytokin dic hiéu té bao T hodc su gia ting phat trién té bao T.

“Hbi trang” 12 doan dai nht trong s6 ba doan tao thanh rudt non, ciing véi ta
trang va hong trang. N6 tao thanh phén cubi ciing, gitta hdng tring va manh trang.

Lép bao tan trong rudt 12 hang rao duoc phu 1én thudc ding qua duong miéng
d& ngin khong cho dugc chat bén trong bi tiéu hoa trong moi truong c6 do pH thip
cua da day va ta trang (~pH=3). |

Tac nhan, nhu 16p bao tan trong rudt, chit nén, hodc vién nang, dugc cho la

gitt dugce duge chét da dugc bao hodc duge gin vao khi ¢6 it nhét 14 60%, vi du, it nhét
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12 khoang 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, hodc 100% luong dugc chit da st dung
ban diu van duoc bao hoic duogc gén trong tdc nhan d6. Tac nhan, vi duy, 16p bao tan
trong rudt hoac chét nén, thuong duoc thiét ké dé phén ra trong mot sb didu kién nhat
dinh va giai phong duoc chit. Viéc phan ra c¢6 thé 12 tir tir, vi dy, trong trudng hop 16p
bao day hon hodc phirc tap hon vé mit héa hoc. Lép bao tan trong rudt duge cho 1a
“phén rd” khi d6 day cua 16p bao bi gidm di it nhit 12 10%, vi du, it nhit 25%, 50%,
hodc 75% so vai do day dugce st dung ban dau. Su phan rd khong phai 1a thuat ngit
tuyét dbi, vi n6 c6 thé dién ra trong khoéng thoi gian khac nhau tity thude vao cac didu
kién. Vi du, 16p bao dugc thiét ké dé phan ri trong thoi gian 5 phut & dd pH=6,5 c6 thé
phéﬁ 3, mic du 1a tir tir, & 46 pH=6 (vi du, trong thoi gian 1 gio). Sy phan rd khong
nhét thiét chi ra ring duoc chit da dugc bao hoic gin vao dugc giai phong. Tuy nhién,
duoc chit nay c6 thé bit dau dugc gidi phong trude khi 16p bao tan trong rudt hodc
chit nén bi phan ra hoan toan.

Thuét ngir "kham" hodc "tai t6 hop" nhu dugc sir dung & dy khi dé cap dén,
vi du, axit nucleic, protein, hodc vecto, dung dé chi axit nucleic, protein hodc vecto da
duoc cai bién béng cach dua vao axit nucleic hoac protein khac loai hoac bién dbi axit
nucleic hodc protein tu nhién. Do d6, vi du, vecto kham va téi td hop bao gém trinh tu
axit nucleic khong duge tim thdy trong dang tu nhién clia vecto nay (dang khong kham
hodc khong tai td hop). Vecto biéu hién virut khdm ding dé chi vecto biéu hién virut
chtra trinh ty axit nucleic ma héa polypeptit khac loai (vi du, sinh mién dich).

"Vecto biéu hién" 1a cdu tric axit nucleic, dugc tao ra bang cach tai td hop
hodc tong hop, véi mdt loat cic yéu t6 axit nucleic cu thé ma cho phép su phién ma
ctia mdt axit nucleic cu thé trong té bao vét chi. Vecto biéu hién nay c6 thé 1a mot
phin cua plasmit, virut, hoic méanh axit nucleic. Thong thuong, vecto biéu hién bao
gdm axit nucleic can dugc phién ma dugc lién két theo cach c6 didu khién véi gen
khéi ddu. Vecto biéu hién virut thudng duge 1am cho khong du kha ndng sao chép
hodc dugc lam gidm doc luc. Vecto ¢o ngudn gbc virut c6 thé bao gbm cac thanh phan
clia vecto biéu hién cin thiét dé biéu hién trinh tw mong mudn, nhung loai bd cac
thanh phin c6 lién quan dén, vi dy, su sao chép hodc tac dong gy bénh khac.

Thuét ngit "gen khéi ddu" va "trinh tu didu khién sy biéu hién" duoc st dung
& ddy dung dé chi trinh tu diéu khién axit nucleic dinh huéng sy phién ma cua axit

nucleic. Trinh tu gen khéi dau thudng ndm gan voi vi tri bat dau phién ma, nhu yéu to

-10-



30912

TATA trong truong hop gen khéi dau polymeraza typ II. Gen khéi dAu ciing c¢6 thé
bao gdm yéu td ting cuong hodc kim ham ngoai bién, ma c6 thé duoc bd tri dén vai
nghin cap bazo tir vi tri bit diu phién ma. Gen khéi diu bao gbém gen khéi dau co dinh
va gen khoi dau cam ung duogc. Gen khéi dau "co dinh" 13 gen khoi d4u hoat dong
trong hu hét cac diéu kién méi truong va diéu kién phat trién. Gen khéi dau "cam tng
du’c_rc"‘ 1a gen khoi du hoat dong trong diéu kién diéu bién moi truong va su phat trién.
Thuat ngit "lién két theo cach c6 didu khién" ding dé chi lién két chirc ning giita trinh
tu diéu khién biéu hién axit nucleic (nhu gen khéi dau, hodc day cic vi tri lién két yéu
tb phién md) va trinh tu axit nucleic tht hai, trong d6 trinh tu diéu khién biéu hién dinh
huéng su phién ma cta axit nucleic twong tng véi trinh tu thir hai.

Thuét ngt "khéc loai" khi dugc st dung lién quan dén cac phﬁn cua axit
nucleic chi ra rang axit nucleic ndy chita hai hodc nhiéu trinh tu con khong dugc phét
hién 12 ¢6 mbi quan hé v6i nhau gidng nhu vy trong tw nhién. Vi dy, axit nucleic
thuong dwoc san xudt tai t6 hop, c6 hai hodc nhiéu trinh tu tir cac gen khong lién quan
duogc sip xép dé tao thanh axit nucleic chirc ning méi, vi dy, gen khoi dau tir mot
ngudn va ving mi héa tir mot ngudn khac. Tuong tu, cic phén khac loai ctia protein
chi ra ring protein ndy chira hai hoic nhiéu trinh tu con khong duoc phét hién 1a ¢6
mdi quan hé véi nhau giéng nhu vdy trong tw nhién (vi dy, protein dung hop). Axit
nucleic hodc protein khéc loai 1a phéan tir khong dugc tim thdy trong mdi trudng cu thé
trong tu nhién, vi dy, protein khac loai ciia chut nhit trong t& bao ngudi.

Thuét ngit "axit nucleic" va "polynucleotit" dugc str dung thay thé cho nhau &
ddy dung dé chi polyme ctia cdc deoxyribonucleotit hodc céc ribonucleotit & dang
chudi don hodc chudi kép. Cac thuat ngir nay bao gdbm cic gen, cADN, ARN, va céc
oligonucleotit (polynucleotit ngén). Cac thuat ngit ndy bao gdm cac axit nucleic chira
cac chit teong tu nucleotit da biét hodc céc géc mach chinh hodc cac lién két dugc cai
bién, dugc tong hop, c6 trong tu nhién, va khong c6 trong tu nhién, ma cé cac dic tinh
lién két twong tu véi axit nucleic tham chiéu, va dugc chuyén héa theo cach twong ty
v6i cac nucleotit tham chiéu. Cac vi du vé cac chét tuong tu nay gbdm, nhung khong
gi6i han &, phosphorothioat, phosphoramidat, metyl phosphonat, metyl phosphonat
khong dbi ximg, 2-O-metyl ribonucleotit, peptit-axit nucleic (PNA). Thudt ngf

“nucleotit” thurong dung dé chi monome axit nucleic.
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~ Trir khi c6 quy dinh khac, trinh ty axit nucleic cu thé ciing bao gdm cac bién
thé dugc bién d6i bao tdn cua nod (vi du, céc 4ot bién thé codon thoai bién) va cac trinh
tir bd sung, ciling nhu trinh tw duge chi ra mot cach rd rang. Cu thé 1a, c6 thé thu duoc
cac dot bién thé codon thoai bién béng cach tao ra céac trinh tu trohg d6 vi tri thr ba
ctia mdt hodc nhiéu (hodc tat ca) codon di chon dugc thay thé br?lng cac géc
deoxyinosin va/hoic bazo hdn hop (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991);
Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); Rossolini et al., Mol. Cell.
Probes 8:91-98 (1994)).

"Lidu diéu tri" hodc "luong hitu hiéu diéu tri" hodc "luong hitu hiéu" cua ché
phiam nhu duoc mo ta & diy 1a lugng ngin nglra, [am gidm bét, 1am diu, hodc lam
giam nhe mirc d6 nghiém trong cta céc triéu chirng cua bénh va rdi loan bi giy ra béi
ngudn khang nguyén da chon dé ching nglra (vi du, virut, vi khuén, ky sinh tring,
hoic té bao ung thu).

Thuat ngit “khang thé” dung dé chi polypeptit dugc ma héa bing gen globulin
mién dich hodc cic manh cta né ma lién két dac hidu va hhén biét khang nguyén. Céc
trinh ty globulin mién dich bao gdm céc trinh trr cia ving hing dinh kapa, lambda,
alpha, gama, delta, epsilon va mu, cling nhu vd s6 trinh ty ciia viing bién doi globulin
mién dich. Cac chudi nhe dugc phan loai 1a kapa hoic lamda. C4c chudi ning dugc
phén loai 1a gama, mu, alpha, delta, hodc epsilon, ma lai xac dinh céc 16p globulin
mién dich lan luot 12 IgG, IgM, IgA, IgD va IgE.

Té bao T dung dé chi 16p lympho bao cu thé trinh dién thu thé dic hi¢u (thu
thé té bao T) duoc ma héa béi mot ho gen. Cac gen thu thé t& bao T dugc nhén biét
bao gém locut alpha, beta, delta, va gama, va céc thu thé té bao T nay thuong (nhung
khong phai toan bd) nhén biét td hop cia MHC cong véi peptit ngan. Té bao T thudng
duoc phan loai rong thanh cic té bao T trg gitip (CD4+) va cac té bao T gdy doc té bao
(CD8+). Céc khang thé duge san sinh tw nhién bdi cac té bao B, vi du, té bao tiét
khang thé (ASC). Té bao B trudng thanh c6 thé 1a té bao B huyét twong, chua timg tiép
xuc khang nguyén (dugc hoat héa va san sinh khang thé), té bao B nh¢, B-1, ving ria,
té bao B ¢ nang, va té bao B diéu hoa.

Dap tmg mién dich thich tmg ding dé chi sy nhan biét té bao T va/hogc té bao

B va/hoic khang thé cta khang nguyén.
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Té bao trinh dién khang nguyén (APC) 14 cac té bao c6 kha ning trinh dién
peptit sinh mién dich hodc cic manh cua chiing cho té bao T dé hoat hoa hoic tdng
cudng dép tng mién dich. Cac APC bao gbm té bao dudi gai, dai thuc bao, té bao B,
bach ciu don nhin va céc té bao khac ma c6 thé duoc thao tac di truyén thanh céac
APC ¢6 hiéu lyc. Cac té bao nay c6 thé, nhung khong cin phai, dugc bién ddi di
truyén dé lam ting kha ning trinh dién khang nguyén, dé cai thién sy hoat hoa va/hoic
duy {ri dap tmg ctia té bao T, @& c6 tac dung chdng khéi u tu than va/hoic co thé tuong
thich mién dich v6i dbi twong tiép nhan (nghia 1, haplotyp HLA dugc bat cip). APC
c¢6 thé duge phan 1ap tir bat ky trong s6 cac ngudn khac nhau tir dich sinh hoc va cac
co quan bao goém tily xurong, mau ngoai vi, khéi u va cac mod quanh khéi u, va 6 thé 1a
té bao tu than, té bao cia ca thé khac trong cuing mét loai, té bao gidng nhau vé mit di
truyén hoic tuong thich vé mién dich hodc té bao khac loai. APC thudng sir dung thu
thé tir locut trong thich mé chinh (MHC) dé trinh dién polypeptit ngén cho té bao T.

Chét bd tro 1a chit ting cudng ddp tmg mién dich khong dic hiéu. Céc chat
b tro thich hop bao gdm, vi du, doc t& khuan ta, monophosphoryl lipit A (MPL), ta
duoc hoan thi¢n cta Freund, td duge chua hoan thién cua Freund, Quil A, va AI(OH).
Chét b trg ciing c6 thé 1a cic chit gay ra sy hoat hoa APC va ting cudng su trinh dién
cta té bao T thong qua cac phan tir truyén tin higu thir cAp nhu thy thé gidng Toll, vi
du, ARN s¢i kép (dsARN), chét gia dsARN, tién mao cda vi khuén, LPS, CpG ADN,
va lipopeptit cta vi khudn (Pugc xem xét méi ddy trong tai li€u [Abreu et al., J
Immunol, 174(8), 4453-4460 (2005)]).

Thuat ngit "polypeptit”, “peptit” va “protein” dugc st dung thay thé cho nhau
& day dung dé chi polyme cta cic axit amin. Cac thuit ngit ndy ap dung cho céc
polyme cua axit amin, trong d6 mot hodc nhidu gbc axit amin 13 chit gia hoa hoc nhan
tao cla axit amin c6 trong ty nhién twong g, cling nhu 4p dung cho polyme cua axit
amin co trong tu nhién va polyme cua axit amin khong c6 trong tw nhién.

Thuét ngft "axit amin" ding dé chi axit amin tdng hop va c6 trong tur nhién,
cling nhu cac chit twong tu axit amin va chét gia axit amin ma hoat dong theo cach
thire tuwong tu véi axit amin ¢6 trong ty nhién. Axit amin c6 trong tu nhién 1a cic axit
amin duoc ma hoa boi ma di truyén, cling nhu céc axit émin dugc cai bién sau d(’),. vi
du, hydroxyprolin, y-carboxyglutamat, va O-phosphoserin. Cac chit tuong tu axit

amin dung d€ chi cac hop chat c¢6 cau triic hda hoc co ban gidong véi axit amin co trong
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tu nhién, nghia 1a, cacbon dugc lién két voi hydro, nhom carboxyl, nhém amin, va
nhém R, vi du, homoserin, norleuxin, methionin sulfoxit, methionin metyl sulfoni. Céc
chét tvong tu ndy c6 cac nhém R duge cai bién (vi du, norleuxin) hodc cac khung
peptit duoc cai bién, nhung gitt lai chu trac hoa hoc co ban gibng véi axit amin c6
trong tw nhién. Chét gia axit amin ding dé chi hop chét héa hoc ¢ ciu triic khac voi
cAu trac héa hoc chung clia axit amin, nhung hoat dong theo cach thirc twong tu yéi
axit amin c6 trong tu nhién.

Axit amin ¢6 thé duge dé cip dén trong ban mo ta bing cac ky hiéu ba chit cai
da biét thong thuong cta ching hoic bing ky hi¢u mét chit cai dugc d& nghi boi Uy
ban danh phap sinh héa TUPAC-IUB. Tuong tu, nucleotit co thé duge dé cap dén bing
cac ma mot chit cai duoc chip nhan thong thuong ciia ching.

"Bién thé duoc bién ddi bao tdn" ap dung cho ca trinh ty axit amin va trinh tu
axit nucleic. Péi véi cac trinh ty axit nucleic cu thé, cac bién thé duge bién dbi bao ton
ding dé chi cac axit nucleic ma héa céc trinh ty axit amin giéng nhau hoic gan nhu
gidng nhau, hodc khi axit nucleic nay khong ma hoa trinh tu axit alhin, bién thé duoc
bién ddi bao tdn dung d& chi cac trinh ty gan nhu gidng nhau. Do sy thodi bién ctia ma
di truyén, mot sé luong 16n céc axit nucleic gidng nhau vé chtic ning s& ma héa
protein d4 cho bt ky. Vi du, tit ca cac codon GCA, GCC, GCG va GCU déu ma hoa
axit amin alanin. Do dé, tai moi vi tri ma & d6 alanin dugc xac dinh béi codon, thi
codon nay c6 thé dugc bién ddi thanh codon bat ky trong sd cac codon tuong (g dugc
md t4 ma khong 1am bién ddi polypeptit dwgc ma héa. Céc bién thé axit nucleic nay 1a
"c4c bién thé cam”, 1a mot loai trong sb cac bién thé duge bién d6i bao tdn. Mdi trinh
tu axit nucleic & ddy ma ma hoa polypeptit cling mo td mdi bién thé cam c6 thé c6 clia
axit nucleic nay. Nguodi cd hiéu biét trung binh s& nhan ra rang mdi codon trong axit
nucleic (ngoai trir AUG, thuong 1a codon duy nhét cho methionin, va TGG, thuong 1a
codon duy nhét cho tryptophan) c thé duoc cai bién dé.tao ra phan tir giéng vé mit
chirc nang. Do d6, mdi bién thé cAm cta axit nucleic ma ma hoa polypeptit déu 4n
trong mdi trinh tu duge mo ta.

Déi véi céc trinh tu axit amin, ngudi ¢6 hiéu biét trung binh s& nhéan ra rang
tung dot bién thé, dot bién khuyét doan hoac dot bién bd sung ddi voi trinh tu axit
nucleic, peptit, polypeptit, hodc protein ma lam bién ddi, bd sung hodc 1am khuyét mot

axit amin duy nhét hoc ty 1& phén trim nhé cac axit amin trong trinh tu dugc ma hoa
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12 "bién thé duoc bién dbi bao tdn" trong d6 su bién dbi nay din dén su thay thé cia
axit amin bang axit amin twong tu vé& mit hoa hoc. Bang dot bién thé bao tdn cung cap
cac axit amin tuong tu vé chirc nang da dugc biét rd trong linh vyc k¥ thuat nay. Cac
bién thé dugc bién ddi bao tdn nay 1a bd sung vao va khong loai trir cc bién thé da
hinh, cac dang twong ddng giita cAc loai khac nhau, va céc alen theo sang ché.

Tam nhom sau day, mdi nhom chira cac axit amin 1a cac dot bién thé bao tén
cho mot axit amin khac: 1) Alanin (A), Glyxin (G); 2) Axit aspartic (D), Axit glutamic
(E); 3) Asparagin (N), Glutamin (Q); 4) Arginin I, Lysin (K); 5) Isoleuxin (I), Leuxin
(L), Methionin (M), Valin (V); 6) Phenylalanin (F), Tyrosin (Y), Tryptophan (W); 7)
Serin (S), Threonin (T); va 8) Xystein (C), Methionin (M) (xem, vi du, Creighton,
Proteins (1984)). ‘

Cum tir “lai chon loc (hoic ddc hiéu) véi” dung dé chi su gin két, ghép cip,
hoic lai cac nucleotit bd sung (hoic bd sung phan 16n) trong hdn hop phire tap (vi du,
toan bd ADN hoic ARN trong thu vién hoic té bao).

Céc polynucleotit co thé bao gém trinh tu tu nhién (nghia 14, trinh tu ndi sinh
ma hoéa polypeptit don 1€ hodc dsARN hodc mot phin cta chung) hodc ¢ thé bao gbdm
bién thé cta trinh tu nay. Cac bién thé polynucleotit ¢6 thé chira mot hodc nhiéu dot
bién thé, dot bién bd sung, dot bién khuyét doan vi/hodc dot bién xen doan sao cho it
nh4t mot hoat tinh sinh hoc ctia polypeptit dugc ma héa (vi dy, tinh sinh mién dich)
khong bi giam, so véi polypeptit chita cdc khang nguyén tu nhién. Cac bién thé
polynucleotit co6 thé chita mot hodc nhiéu dot bién thé, dot bién bd sung, dot bién
khuyét doan va/hodc dot bién xen doan sao cho hoat tinh bd tro ctia dSARN duoc ma
héa khong bi giam, so v6i dsARN khong chtra cac dot bién thé, dot bién bod sung, dot
bién khuyét doan va/hodc dot bién xen doan nay. Tét hon, néu cac bién thé co ty 1&
phén traim ddng nhat trinh tyr it nhét 13 khoang 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%., 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% véi trinh ty
polynucleotit ma héa polypeptit tw nhién hodc mdot phén ctia n6 hozc dsARN.

A Thuat ngit “ddng nhéat” hoic ty 1& phan trim “dong nhat”, trong ngit canh ciia
hai hodc nhiéu trinh ty polynucleotit hodc polypeptit, dung dé chi hai hodc nhiéu trinh
tu hodc trinh tr con ma giéng nhau hodc c6 ty 1¢ phén tram xac dinh cac géc axit amin
hodc nucleotit 14 gidng nhau (nghia 13, ty 1& phin trim ddéng nhét 1a 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
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hoidc cao hon trén mdt ving xac dinh), khi dugc so sanh va sap xép thing hang dé c6
su trong ung tbi da trén ctra sd so sanh, hodc ving duge chi dinh nhu dugc do bang
cach stir dung mot trong cc thudt toan so sanh trinh tu sau day hoac bang céach sap xép
thing hang thi cong va quan sat bang mit thuong. Sau d6 céc trinh ty ndy duge mo ta
la “gAn nhu dong nhit”. Pinh nghia nay cling d& cap tinh bd sung cia trinh tu
polynucleotit thir nghiém. Tuy y, su dbng nhét ton tai trén viing c6 chiéu dai it nhat 12
tir khoang 10 dén khoang 100, tir khoang 20 dén khoang 75, tir khoang 30 dén khoang
50 axit amin hoac nucleotit.

Mau hoic gia tri “dbi ching” ding dé chi mau déng vai tro lam tham chiéu,
thuong 12 tham chiéu da biét, dé so sanh v6i mau thir nghiém. Vi du, méu thir nghiém
c6 thé duoc 14y tir didu kién thir nghiém, vi du, khi c6 mit ctia hop cht thir nghiém
hodc phép diéu tri thir nghiém, va dugc so sanh véi céc mAu tr cac didu kién d3 biét, vi
du, khi khong c6 mat hop chét thir nghiém (d6i chtng am), hodc khi c6 mit hop chét
da biét (dbi chiing duong). Trong ngit canh cla sang ché, vi du vé d6i ching 4m s& 1a
mau sinh hoc tir c4 thé khée manh (khong bi nhidm bénh) da biét, va vi du vé& dbi
chtng duong sé& 12 miu sinh hoc tir bénh nhén bi nhiém bénh d3 biét. Pdi chimg cling
c¢6 thé 1a gia tri trung binh hozc khoang thu duge tir nhiéu thir nghiém hodc két qua.
Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thudt ndy s& nhén ra rang cac doi
chirng c6 thé duoc thiét ké dé danh gid cac thong sd bat ky. Vi du, ddi chimg co thé
duoc tao ra dé so sanh loi ich diéu tri bénh dua trén dit liéu duoc ly (vi du, thoi gian
béan thai) hodc cac sb liéu diéu tri bénh (vi du, so sanh 1¢i ich va/hodc cc tac dung
phu). Céc dbi chimg c6 thé duge thiét ké cho céc tng dung in vitro. Nguoi ¢6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay sé& hiéu duge d6i chimg nao cé gia tri trong
truong hop nhit dinh va c6 thé phan tich dit liéu dua trén cac so sanh voi cac gia tri
d6i chimg. Cac dbi chimg ciing c6 thé co gia tri trong viéc xac dinh y nghia cia dit
liéu. Vi du, néu céc gia tri cho mot thong s6 cu thé 1a thay dbi nhiu & cac dbi ching,
thi sy thay ddi & cac mau thir nghiém khong duge xem la c6 y nghia.

Thuat ngit “chan doan” dung dé chi x4c xudt tiJ:orng d6i ma dbi twong méc
phai r6i loan nhu bénh nhiém tring ho#ic bénh ung thu. Tuong tu, thuat ngit “tién
lwong” ding dé chi x4c xuét trong d6i ma két qua nao d6 trong twong lai c6 thé xuét
hién & dbi tuong. Cac thuat ngit nay khong duoc dy dinh dung v6i nghia tuyét d6i, nhu

s& dugc hiéu boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc chén doan y hoc.
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Thuét ngit “liéu phap”, “phuong phap didu tri”, va “su cai thién” dung dé chi
sy giam b4t ky mic do nghiém trong cua cac triéu ching. Trong trudng hop bénh
nhiém tring, phuong phéap diéu tri c6 thé dung dé chi viéc lam gidm tac nhan gy
nhidm trung, gidm céc triéu ching, v.v.. Trong treong hop diéu tri bénh ung thu, viéc
diéu tri co thé dung dé chi, vi dy, viéc 1am giam kich thudc khdi u, sb lugng cac té bao
ung thu, tdc do phat trién, hoat tinh di can, lam giam sy chét t& bao cta céc t& bao
khong ung thu, v.v.. Cac thudt ngir “didu tri” va “phong ngtra” khong dugc dy dinh la
céac thuét nglt tuyét dbi. Viéc diéu tri va phong ngira ¢6 thé dung dé chi sy giam twong
dbi hodc su Véng mit 1o rang cla tac nhan gay nhiém, sy cham khai phat bénh, sy cai
thién céac triéu ching, sy cai thién kha ning sdng cua bénh nhan, su ting thoi gian
hodc ty 1€ sdng sot, v.v.. Viée diéu tri va phong nglra c6 thé 14 hoan toan (cac muc
ndng do tac nhan gay nhidm hoic té bao khdi u 1a khong thé phat hién dugc) hodc mot
phan, sao cho tac nhan gy nhidm hodc té bao khéi u duge tim thiy & bénh nhén it hon
so v6i khi xay ra ma khong c6 cac chit sinh hoc gy mién dich duoc mo ta nay. Tac
dung didu trj bénh c6 thé duge so sanh véi mot ca thé hoic tap hop céc ca thé khong
duoc diéu tri, hodc véi cung mot bénh nhan trude khi diéu tri hodc & mot thoi diém
khac trong qué trinh didu tri. Theo mot sd khia canh, mirc d0 nghiém trong cua tinh
trang nhim trung hodc bénh dugc giam di it nhat 13 10%, so véi, vi du, ca thé trudce
khi st dung hodc ca thé dbi chung khong trai qua diéu tri. Theo mot sb khia canh, mirc
d6 nghiém trong cua tinh trang nhiém trung hodc bénh dugc giam di it nhét 13 25%,
50%, 75%, 80%, hodac 90%, hodc trong mot sb trudong hgp, khong con phat hién dugc
nita khi st dung céc k¥ thuat chén doan tiéu chuén.

“Pdi twong”, “bénh nhan”, “cd the 8 va cac thudt ngit tuong tu dugc st dung
thay thé cho nhau va dung @8 chi, trr khi duoc chi 10, dong vét ¢6 va nhu ngudi va
dong vét linh truong khong phai ngudi, cling nhu tho, chuot céng, chuot nhat, dé, lon,
va cac loai dong vat c6 va khac. Thuat ngit nay khong nhét thiét chi ra ring ddi tuong
da duogc chin dodn mic mot bénh cu thé, nhung thuong dung dé chi ca thé dang dugc
theo ddi y t&. Bénh nhan c6 thé 1a ca thé dang tim kiém su diéu tri, theo ddi, diéu chinh
hoc thay ddi ché do di€u tri bénh hién tai, v.v..

I1. Chét sinh hoc gay mién dich

Chét sinh hoc gdy mién dich la chét sinh hoc bat ky gy ra dap ung mién dich

& vat chu, vi du, vat chi nguoi. Do do, chit sinh hoc gdy mién dich co thé 1a polypeptit
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(vi du, glycoprotein, phosphoprotein, hogc dang duoc cai bién khac), hydrat cacbon,
lipit, polynucleotit (vi du, cromatin, polynucleotit dugc metyl héa, hodc dang dugc cai
bién khéc). Theo mot sé phuong an, chit sinh hoc gdy mién dich truc tiép gy ra dép
tmg mién dich, vi du, tu n6 1a chét gay mién dich dich (khdng nguyén). Theo mot )
phu:dng an, chét sinh hoc gdy mién dich 1a polynucleotit ma héa khang nguyén dich.
Vi duy, khi polynucleotit mad héa khang nguyén dich dugc bidu hién trong t& bao trinh
dién khang nguyén (APC), dép ng mién dich tdng 1én khang lai khang nguyén duoc
biéu hién nay. Chét sinh hoc gdy mién dich c6 thé duoc st dung mot minh, két hop voi
chét sinh hoc gdy mién dich thi hai, tht ba, va/hodc thir tw (vi dy, trong truong hop
vacxin phong nglra nhiéu dich), va/hoic két hop vé6i chat bd trg dé lam ting dap Umg
mién dich.

A. Vecto biéu hién

Vecto biéu hién dé sir dung nhu dugc md ta & day co6 thé bao gbm vecto c6
ngudn gdc tir virut, vi du, vecto virut lién hgp adeno (AAV) tai td hop, vecto
retrovirut, vecto adenovirut, vecto virut vaccinia Ankara cai bién (MVA), va vecto
lentivirut (vi du, c6 ngu@)n géc tr HSV-1) (xem, vi du, Brouard et al. (2009) British J.
Pharm. 157:153). Vecto ¢6 ngudn gbc tir virut dé st dung trong diéu tri bénh thuong
duogc 1am cho khong du kha ning sao chép hodc giam doc lyc. Vi du, trong trudng hop
vecto adenovirut, hé gen adenovirut c6 thé dugc cai bién dé loai bo gen E1 va gen E3.
Dé san xudt, vecto khiém khuyét vé kha ning sao chép c6 thé dugc sir dung cho té bao
biéu hién gen E1 sao cho adenovirut tai t6 hop (rAd) dugc san xudt ra boi té bao. rAd
nay c6 thé duge thu gom lai va dugc st dung cho mot chu ky 14y nhidm duy nhét dé
phan phdi ché phdm chuyén gen vao mot té bao khac & dong vét c6 va dé tao ra dap
trng mién dich d6i v6i khang nguyén polypeptit dugc ma hoa.

Céacvidu vé vecto virut thich hop bao gém adenovirut 5, bao gém, vi du, Ad5
c6 dot bién khuyét doan & céc ving E1/E3 va Ad5 c¢6 dot bién khuyét doan & ving E4.
Céc vecto adenovirut thich hop khac bao gébm chiing 2, cac ching dugc thu nghiém
qua dudng miéng 4 va 7, cac adenovirut trong rudt 40 va 41, va cic chung khéc (vi dy,
Ad34, Ad26, hoic Ad35) ma thich hgp dé phan phéi khang nguyén va gy ra dap (mg
mién dich thich tng d6i v&i khang nguyén chuyén gen [Lubeck et al., Proc Natl Acad
Sci USA, 86(17), 6763-6767 (1989); Shen et al., J Virol, 75(9), 4297-4307 (2001);
Bailey et al., Virology, 202(2), 695-706 (1994)]. Vecto virut khong can phai dugc
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phéan 14p tir ngudi, nhung co thé duoc phén lap tur dbi tuong khong phai ngudi nhu
adenovirut cda tinh tinh 3 (ChAd3) (xem, vi du, Colloca et al. (2012) Sci. Transl. Med.
4:115; Stanley et al. (2014) Nat. Med. doi:10.1038/nm.3702). Theo mot s6 phurong 4n,
vecto adenovirut 13 vecto adenovirut sdng, khong di kha ning sao chép (nhu rAdS
duoc 1am khuyét E1 va E3), vecto adenovirut sng va duge lam giam doc luc (nhu
virut khuyét doan E1B55K), hodc vecto adenovirut séng c6 kha ning sao chép kiéu
dai.

Trinh tu diu khién phién mi va dich ma trong vecto biéu hién dé st dung
nhu duge mo ta & ddy c6 thé duge cung cAp bang ngudn virut. Vi dy, gen khoi dau va
yéu t6 ting cuong thudong dugc st dung c6 ngudn gde tir, vi du, beta actin, adenovirut,
virut khi (SV40), va cytomegalovirut ngudi (CMV). Vi duy, vecto cho phép biéu hién
protein dudi sy dinh hudéng ctia gen khoi diu CMV, gen khéi dau sém SV40, gen khoi
ddu muodn SV40, gen khoi d4u metallothionein, gen khoi dau virut khoi u & vi chuot,
gen khoi du virut xacom Rous, gen khoi dau tai nap, hodc cac gen khoi dau khéc
dugc chi ra 1a hitu hi¢u dé biéu hién trong té bao dong VE_Alt- ¢6 vu 1a thich hop. Gen khoi
d4u virut va khong phai virut bd sung, trinh tu tin hiéu va/hodc trinh tu didu khién c6
thé duoc str dung, véi diéu kién 1a céc trinh tu diéu khién nay la tuong thich véi té bao
chii c¢in dugc chuyén nhiém.

B. Chét khang nguyén

. Chét khang nguyén dé st dung nhu dugc mo ta & déy co thé thu duoc tlr cac
khéng nguyén, nhu, vi du, khang nguyén virut, khang nguyén vi khuén, khang nguyén
ung thu, khang nguyén nam, hoic khang nguyén ky sinh trung (xem, vi du, Patent My
sb 8,222,224 vé danh sach cac khang nguyén c6 thé duoc sir dung nhu dugc mo ta &
day).

Céac vi du cu thé vé khang nguyén co thé dugc st dung nhu duge mo ta & day
1a cac khang nguyén thu duoc tir virut cam (vi du, HA, NA, M1, NP), virut géy suy
giam mién dich & ngudi (HIV, vi du, gag, pol, env, v.v.), virut papilloma & nguoi
(HPV, vi du, protein vo nhu L1), virut gdy bénh viém ndo ngwa Venezuelan (VEE),
virut Epstein Barr, virut herpes simplex (HSV), virut herpes & ngudi, rhinovirut,
cocksackievirut, enterovirut, virut gy bénh viém gan A, B, C, E, va G (HAV, HBV,
HCV, HEV, HGV vi du, khiang nguyén bé mit), virut quai bi, virut rubela, virut séi,

poliovirut, virut ddu mua, virut bénh dai, va virut Varicella-zoster.
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Cé4c khang nguyén virut thich hgp con bao gdm céc protein virut khong ciu
trac, vi duy, protein dugc ma héa boi axit nucleic virut ma khong ma héda polypeptit ééu
trac, tradi nguoc véi cac protein tao thanh capsit hodc protein bao quanh virut. Protein
khong ciu triic bao gdm cac protein thic ddy sy sao chép axit nucleic cua virut, su
biéu hién gen cua virut, hodc qua trinh xr ly sau dich ma, nhu, vi dy, protein khong
cdu triic 1, 2, 3, va 4 (NS1, NS2, NS3, va NS4, teong Ung) tr virut gdy bénh viém ndo
ngwa Venezuela (VEE), virut gy bénh viém ndo ngwa mién Péng (EEE), hoic
Semliki Forest.

Khang nguyén vi khuan c6 thé thu duoc t, vi du, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermis, Helicobacter pylori, Streptococcus bovis, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Listeria monocytogenes, Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium leprae, Corynebacterium  diphtheriae, ~ Borrelia
burgdorferi, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Closz‘ridl:um botulinum, Clostridium
difficile, Salmonmella typhi, Vibrio chloerae, Haemophilus influenzae, Bordetella
pertussis, Yersinia pestis, Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum, Mycoplasm
sp., Legionella pneumophila, Rickettsia typhi, Chlamydia trachomatis, va Shigella
dysenteriae, Vibrio cholera (vi du, tiéu don vi B cua doc tb phay khudn ta, pilus dugc
cung diéu hoa bodi doc t6 phdy khuén ta (TCP)); Helicobacter pylorii (vi du, VacA,
CagA, NAP, Hsp, catalaza, ureaza); E. coli (vi du, doc td rudt khong bén voi nhiét,
khang nguyén bam dinh).

Khéng nguyén ky sinh tring c6 thé thu dlI(_)C‘tl‘I, vi du, Giardia lameia,
Leishmania sp., Trypanosoma sp., Trichomonas sp., Plasmodium sp. (vi du, khang
nguyén protein bé mit P. falciparum nhu pis25, pfs28, pfs4S, pfs84, pfs 48/45, pfs
230, Pvs25, va Pvs28); Schistosoma sp.; Mycobacterium tuberculosis (vi du, Ag85,
MPT64, ESAT-6, CFP10, R8307, MTB-32 MTB-39, CSP, LSA-1, LSA-3, EXP1,
SSP-2, SALSA, STARP, GLURP, MSP-1, MSP-2, MSP-3, MSP-4, MSP-5, MSP-8,
MSP-9, AMA-1, protein mang nguyén ven tuyp 1, RESA, EBA-175, va DBA).

Khang nguyén nim c6 thé thu duoc tir, vi du, Tinea pedis, Tinea corporus,
Tinea cruris, Tinea unguium, Cladosporium carionii, Coccidioides immitis, Candida
sp., Aspergillus fumigatus, va Pneumocystis carinii.

Khang nguyén ung thu bao gdm, vi du, cac khang nguyén duoc biéu hién

hoic dugc biéu hién qua muec trong bénh ung thu dai trang, bénh ung thu da day, bénh
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ung thu tuyén tuy, bénh ung thu phdi, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu tuyén
tién liét, bénh ung thu v, bénh ung thu da (vi du, u hic té), bénh bach cdu, hoic u
lympho. Khéng nguyén ung thu dwoc 1iy 1am vi du bao gdm, vi du, HPV L1, HPV L2,
HPV. E1, HPV E2, phosphataza kiém nhau thai, AFP, BRCAL, Her2/neu, CA 15-3,
CA 19-9, CA-125, CEA, Hcg, chét hoat héa plasminogen loai urokinaza (Upa), chét
trc ché hoat hoa plasminogen, CD53, CD30, CD25, C5, CDl11a, CD33, CD20, ErbB2,
CTLA-4. Xem Sliwkowski & Mellman (2013) Science 341:6151 vé céc dich khac cua
bénh ung thu.
C. Chit bd tro

Theo mot sé phuong 4n, cac ché phim con chira it nhit mot chit bd trg. Céc
chit bd trg thich hop bao gbm, vi du, lipit va cac hop chat khong phai lipit, doc td
phdy khuan t& (CT), tiéu don vi B ctia CT, CTK63 thu dugc tir CT, doc t rudt khong
bén v6i nhiét cua E. coli (LT), LTK63 thu duoc tir LT, Al(OH)3, va axit hitu co
polyion nhu dugc mo ta trong, vi duy, W02004/020592, Anderson va Crowle, Infect.
Immun. 31(1):413-418 (1981), Roterman et al., J. Physiol. Pharmacol., 44(3):213-32
(1993), Arora va Crowle, J. Reticuloendothel. 24(3):271-86 (1978), va Crowle va
May, Infect. Immun. 38(3):932-7 (1982)). Cac axit hitu co polyion thich hgp bao g(‘“)_m,
vi dy, 6,6'-[axit 3,3'-demityl[1,1"-biphenyl]-4,4'-diyl]bis(azo)bis[4-amino-5-hydrox-y-
1,3-naphtalen-disulfonic] (Xanh Evans) va 3,3'-[1,1' biphenyl]-4,4'-diylbis(azo)bis[axit
4-amino-1-naphtalensulfonic] (D6 Congo). S& duoc hiéu bdi ngudi c6 hidu biét trung
binh trong linh vyc k§ thuat nay ring axit hitu co polyion c6 thé duge st dung cho
phuong phép ching ngira dya trén axit nucleic bat ky két hop vai kidu st dung bét ky.

Chit cht van TLR-3 (vi du, dsARN, va cdc chit md phong cliia né nhu
polyI:C, poly A:U, va polyl:polyC) ciing c6 thé dugc sir dung. Cac chit chii van TLR-
3 bao g&n, vi du, ARN kep tdéc ngén, ARN thu dugc tir virut, cac doan ngén cia ARN
ma c6 thé tao thanh soi kép hodc ARN kep téc ngén, va ARN can thiép ngin (sAiRN).
Theo mot sd phuong an, chit chi vn TLR-3 1a dsARN thu duoc tir virut, vi du,
dSARN thu dugc tir virut Sindbis hodc chét trung gian cua virut dSsSARN (Alexopoulou
et al. (2001) Nature 413:732). Theo mot s6 phuong an, chit cha van TLR-3 1a ARN
kep téc ngin. Trinh ty ARN kep toc ngin thuong chira hai trinh ty bd sung duoc ndi
bang trinh ty lién két. Trinh tu lién két cu thé khong phai 1a khia canh chinh cua sang
ché. Trinh tu lién két thich hop bt ky ¢6 thé duoc st dung mién 12 no khong can trd
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su lién két cta hai trinh tu bd sung dé tao ra dsARN. Chét cha van TLR-3 ¢6 thé dan
dén su giai phong xytokin tién viém (vi dy, IL-6, IL-8, TNF-alpha, IFN-alpha, IFN-
beta) khi dugc tiép xtc vai té bao dap tng (vi du, té bao dudi gai, t& bao don nhan mau
ngoai vi, hodc dai thyc bao) in vitro hodc in-vivo.

Céc chét bd tro thich hop khac bao gdbm chét diéu bién mién dich khu trG nhu,
céc thanh vién thudc ho imidazoquinolin nhu, vi dy, imiquimod va resiquimod (xem,
vi du, Hengge et al., Lancet Infect. Dis. 1(3):189-98 (2001).

Cac chat bd trg thich hop khac da c6 trén thi truong nhu, vi du, chét bd trg
dwa trén phén bd sung (vi du, Alhydrogel, Rehydragel, nhom phosphat, Algammulin);
chét bd tro dua trén dau (chit bd trg chua hoan thién va chit bd tro hoan thién cua
Freund (Difco Laboratories, Detroit, Mich.), Specol, RIBI, TiterMax, Montanide
ISA50 hodac Seppic MONTANIDE ISA 720); chit bd trg dua trén copolyme khéi
khong ion, xytokin (vi du, GM-CSF hodc phéi tir Flat3); chét bd tro Merck 65 (Metck
and Company, Inc., Rahway, N.J.); AS-2 (SmithKline Beecham, Philadelphia, Pa.);
cac mudi clia canxi, sit hodc k&m; huyén phu khéng tan chira tyrosin dugc axyl hoa;
duong duoc axyl hoa; polysacarit duge tao din xuét cation hodc anion;
polyphosphazen; céc vi cdu ¢6 thé phan hiy sinh hoc; monophosphoryl lipit A va Quil
A. Xytokin, nhu GM-CSF hodc interleukin-2, 7, hodc 12, cling la chit bd trg thich
hqp.‘Hemoxyanin (vi dy, hemoxyanin ha (keyhole limpet)) va hemoerythrin ciing ¢6
thé dugc st dung lam chét bd tro. Chét bd trg polysacarit nhu, vi du, chitin, chitosan,
va chitin dugc khir axetyl hoa cling thich hgp lam chét b trg. Cac chét bd trg thich
hop khic bao gém cic peptidoglycan vi khuidn muramyl dipeptit (MDP, N
axetylmuramyl L alanyl D isoglutamin) va cac din xuét cta chung (vi du, threonyl-
MDP, va MTPPE). Khung thanh té bao (CWS) BCG va BCG ¢6 thé dugc stir dung lam
chét bd tro, ¢ hodc khong c6 trehaloza dimycolat. Trehaloza dimycolat tw né c6 thé
duoc sir dung mot minh (xem, vi du, Patent My sb 4,579,945). Noi doc td duoc giai
doc ciling hitu ich dé 1am chit bd tro mdt minh hodc két hop vo6i céc chit bd trg khac
(xem, vi du, Patent My s6 4,866,034; 4,435,386; 4,505,899; 4,436,727, 4,436,728;
4.,505,900; va 4,520,019). Cac saponin QS21, QS17, QS7 ciing hitu ich 1am chét b6 tro
(xem, vi dy, Patent My s6 5,057,540; EP 0362 279; WO 96/33739; va WO 96/11711).
Céac chét bd tro thich hop khac gdm Montanide ISA 720 (Seppic, France), SAF
(Chiron, Calif., M§), ISCOMS (CSL), MF-59 (Chiron), midt loat céc chét bo trg SBAS
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(Vi du, SBAS-2, SBAS-4 hoiic SBAS-6 hojc cic bién thé cua ching, c6 sin tir
SmithKline Beecham, Rixensart, Bi), Detox (Corixa, Hamilton, Mont.), va RC-529
(Corixa, Hamilton, Mont.).

Siéu khang nguyén ciing dugc du kién @& st dung 1am chét bd trg theo séng
ché. Cac siéu khang nguyén bao gdm exoprotein Staphylococcus, nhu doc t6 ruot
alpha, beta, gama va delta tir S. aureus va S. epidermidis, va ngoai doc td alpha, beta,
gama, va delta cua E. coli. Cac doc t6 rudt Staphylococcus phd bién da dugc biét 1a
doc td rudt staphylococcus A (SEA) va doc t6 rudt staphylococcus B (SEB), véi doc td
ruot dén E (SEE) dugce mo ta (Rott et al., 1992). Streptococcus pyogenes B (SEB), doc
td rudt Clostridium perfringen (Bowness et al., 1992), protein lién hop mang té bao
chit (CAP) tlr S. pyogenes (Sato et al., 1994) va doc t6 gay hoi ching sbc doc 1 (TSST
1) tir S. aureus (Schwab et al., 1993) cling ¢6 thé duoc st dung.

Péi véi cac duge pham dugce d& xuét & day, (cac) chét bd trg c6 thé dugc thiét
ké dé gay ra, vi du, d4p Gng mién dich chu yéu thudc typ Thl hodc Th2. Mirc ndéng do
cao cia cac xytokin typ Thl (vi du, IFN-gama, TNF-alpha, IL-2 va IL-12) c6 xu
hudng wu tién gay dap Ung mién dich qua trung gian té bao dbi véi khang nguyén
dugce st dung. Nguoc lai, cac mfrc ndng dd cao ciia cac xytokin typ Th2 (vi du, IL-4,
IL-5, IL-6 va IL-10) c6 xu huéng uu tién gdy dap tmg mién dich dich thé. Sau khi
phan phdi qua dudng miéng dugc pham chira polypeptit gy mién dich nhu dugc dé
xuét & ddy, dap tmg mién dich bao gdm céc dap tng typ Thl va Th2 thudng s€ dugc
gdy ra.

I11. Hé phéan phdi dugc gén dich

Céc ché phdm va phuong phap dugc mo ta & day dé phan phdi vao hdi trang
¢6 thé dya trén cac 16p bao, chét nén, va dung cu thich hgp nhu dugc md ta dudi day.
A. L6p bao tan trong rudt, chét nén va dung cu

Lép bao tan trong rudt duoc sir dung dé bao vé cac chit khéi moi trudong co
d6 pH thép ctia da day va tri hodn sy giai phong cla chét dugc bao cho dén khi n6 dén
duoc dich mong mudn sau do6 trong dudng tiéu hoa. Céac 16p bao tan trong rudt la da
biét va da c6 trén thi truong. Céac vi du bao gdm polyme nhay véi do pH, polyme phin
haty sinh hoc, hydrogel, hé giai phong theo thoi gian, va hé phan phdi tham thau (xem,
vi dy, Chourasia & Jain (2003) J. Pharm. Pharmaceutical Sci. 6:33).
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D6 pH ctia dudng tiéu hoa (GIT) thay dbi tir rat axit trong da day (4o pH ~2)
dén trung tinh hon trong hoi trang (d6 pH ~ 5,8-7,0). L6p bao nhay véi do pH co thé
duoc str dung, 16p bao nay hoa tan trong hdi trang hodc ngay trudc hoi trang. Céc vi du
bao gdbm polyme Eudragit® L va S (pH ngudng ndm trong khoang tir 5,5 dén 7,0);
polyvinyl axetat phtalat (40 pH=5,0), hydroxypropyl metylxenluloza phtalat 50 va 55
(do pH tuong Uing bang 5,2 va 5,4), va xenluloza axetat phtalat (40 pH=>5,0). Thakral et
al. (2013) Expert Opin. Drug Deliv. 10:131 xem xét cac ché phim Euragit® dé phan
phéi vao hdi trang, cu thé 13, hdn hop ciia L va S dam bao su phan phéi & d0 pH<7,0.
Crotts et al. (2001) Eur. J Pharm. Biol. 51:71 md ta cac ché phdm Eudragit® c6 céc
dic tinh phan ra thich hgp. Vijay et al. (2010) J. Mater. Sci. Mater. Med. 21:2583 xem
xét copolyme dua trén axit acrylic (AA)-metyl metacrylat (MMA)_dé phan phdi vao
héi trang & d6 pH=6,8.

Pé phan phdi vao hoi trang, 16p bao polyme thudng hoa tan ¢ khoang pH=6,8
va cho phép gidi phong hoan toan trong thoi gian khoang 40 phut (xem, vi du,
Huyghebaert et al. (2005) Int. J. Pharm. 298:26). Dé thuc hién viéc nay, duge chét ¢6
thé dugc bao trong cac 16p gdbm cac mang bao khac nhau, vi du, nhd d6 16p ngoai ciing
bao vé chit d6 qua cac diéu kién pH thip va duoc hoa tan khi vién nén roi khoi da day,
va it nhit mot 16p bén trong hoa tan khi vién nén ndy di vao moi trudng c6 do pH tang
1én. Cac vi du v& céc mang bao dugc chia 16p dé phan phéi vao hdi trang xa dugc mod
ta, vi du, trong W0O2013148258.

Polyme c6 thé phan hity sinh hoc (vi dy, pectin, azo polyme) thudong dua trén
hoat tinh enzym ctia hé vi sinh séng trong GIT. Hbi trang chira s6 luong vi khuén 16n
hon so v&i cac doan trude do, bao gdm lactobacilli va vi khuén duong rudt.

Hé phan phi qua dwdong miéng gidi phong kiém soét bang co ché tham thau
(OROS®; Alza) 1a mét vi du v& hé thim thiu phan hity theo thoi gian trong diéu kién
¢6 nude. Cac nguyén lidu nay co thé duge xtt Iy v6i cac 16p bao khéc, hodc ¢6 do day
thay ddi, @& phan phdi ddc hiéu vao hdi trang (xem, vi dy, Conley et al. (2006) Curr.
Med. Res. Opin. 22:1879).

Polyme hdn hop dé phan phdi vao hdi trang duge bdo cdo trong tai liéu
W02000062820. Cac vi du bao gébm Eudragit® L100-55 (25 mg/ vién nang) voéi
trietyl xitrat (2,4 mg/ vién nang), va Povidone K-25 (20 mg/ vién nén) sau d6 la

Eudragit® FS30D (30 mg/ vién nén). Polyme nhay véi d6 pH ¢6 thé duge tng dung dé
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phan phdi hiéu qua vao hdi trang, nhu duge mo ta & trén va, vi dy, copolyme ctia axit
metacrylic (vi du, poly(axit metacrylic-co-metyl metacrylat) 1:1), xenluloza axetat
phtalat, hydroxypropyl metylxenluloza phtalat, hydroxypropyl metylxenluloza axetat
suxinat, polyvinyl axetat phtalat, xenluloza axetat trimelitat, carboxymetyl etyl-
xenlﬁloza, sen-lac (shellac) hodc (cac) polyme thich hgp khéac. Lép bao ciing c6 thé
chira cac polyme tao mang nhay v6i cac thanh phan trong 1ong rudt khac ngoai do pH,
nhu sy phan huy vi khuén hodc thanh ph?m c6 d6 nhay khi n6 dugc tron voi mot
polyme tao mang khéc. Vi du v& cac thanh phan tao ra su giai phong cham vao hoi
trang nhu vay 1a cac polyme chtra (céc) lién két azo, polysacarit nhu pectin va mudi
ciia nd, galactomannan, amyloza va chondroitin, polyme disulfua va glycosit.

Céc thanh phan c6 sy nhay véi do pH thay ddi, nude, va enzym c6 thé dugc
str dung két hop dé gin dich ché phim didu tri bénh dén hdi trang. DO day ctia 16p bao
ciing c6 thé duoc sir dung dé kiém soat su giai phong. C4c thanh phan nay ciing c6 thé
duoc st dung dé tao ra chét nén, trong d6 ché pham diéu tri bénh dugc gin vao. Xem
tdng quat, Frontiers in Drug Design & Discovery (Bentham Science Pub. 2009) vol. 4.
B. Vién nang duoc kiém soét bing tan sd hodc phéng xa

Mot phuong phap khac dé hoa tan cac 16p bao va chét nén 1a su phan phéi dic
hiéu vi tri ma c6 thé qua cic vién nang gidi phong nhd vao tin hiéu duoc tao ra bén
ngoai. Cac mo hinh trude ddy gidi phong ddi v6i tin hidu tin sb cao (HF), nhu duoc
boc 10 trong Digenis et al. (1998) Pharm. Sci. Tech. Today 1:160. Y tudng vé vién
nang HF ban diu da dugc cap nhat va Kkét qua da dugc ban ra thi truong la InteliSite®.
Vién nang cong nghé mdai 1a hé phan phdi khong phan ra, duge hoat hoa bang tan sb
phong xa. Viéc danh d4u phong xa vién nang cho phép xéac dinh dugc vi tri vién nang
trong viing cu thé cua duong GI bang k¥ thuat chup xa hinh gama. Khi vién nang tién
dén vi tri mong mudn trong dudng GI, su hoat héa tr bén ngoai mé ra nhiéu canh ctra
di vao ngudn chira dugc chit trong vién nang.

Theo mot s& phuong 4an, chit sinh hoc gdy mién dich c6 thé duge bao trong
vién nang duoc kiém soat bang phong xa, nh& d6 vién nang nay dugc theo ddi va bdo
hiéu ngay khi n6 tién dén hoi trang. Theo mot s6 phuong 4n, vién nang dugc béo hiéu
tai mot thoi diém nhat dinh sau khi str dung tuong tmg véi khi vién nang d6 duoc du

kién da dén hoi trang, dugc phat hién hoic khong duoc phat hién.
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C. Ché phdm

Duoc phim c¢6 thé dugc st dung nham muc dich phong ngira va diéu tri bénh
nhu duoc md ta & ddy. Nhu duoc giai thich & trén, duoc phém ¢ thé duge bao ché_dé
bao vé chéng lai su phan hiy trong da day nho d6 chét sinh hoc giy mién dich da st
dung dén duoc vi tri mong mudn. Phuong phap bao vi nang ADN va dugc chit dé
phan phdi qua dudng miéng duge mo ta, vi dy, trong US2004043952.

Duoc phém sinh mién dich c6 thé chira mubi dugc dung cia chét sinh hoc gay
mién dich (vi du, polypeptit sinh mién dich, hodc polynucleotit ma hoa polypeptit sinh
mién dich). Cac mubi nay co thé dugc diéu ché tir bazo khong doc duge dung, bao
gém bazo hitu co (vi du, mudi cia amin bac mét, bac hai va bac ba va axit amin bazo)
va bazo vo co (vi du, mudi natri, kali, lithi, amoni, canxi va magie). Mot sb vi du cu
thé v& cac mubdi nay bao gdbm nudc mudi dém phosphat va nuéce mudi (vi du, dé tiéu
hoa, phan phdi qua dudng miii, hodc tiém).

L6p bao gidi phong cham hodc 16p bao bd sung cua ché phidm co thé chia
polyme tao mang khac khong nhay véi céac diéu kién trong long rudt vi cac Iy do k§
thuét hodc dé kiém soat theo kiéu bam gir d& giai phong duge chat. Cac nguyén ligu
duoc st dung cho cic muc dich ndy bao gdm, nhung khong gi6i han &; duong,
polyetylen glycol, polyvinylpyrolidon, rugu polyvinylic, polyvinyl axetat,
hydroxypropyl  xenluloza,  metylxenluloza,  etylxenluloza,  hydroxypropyl
metylxenluloza, carboxymetylxenluloza natri va cac nguyén liéu khac, dugc sir dung
mot minh hodc trong hén hop.

Céc chit phu gia nhu chét phan tan, chdt tao mau, chit mau, cac polyme bd
sung, vi du, poly(etylacrylat, metylmetacrylat), chit chéng dinh va chit chéng tao B(_)t
¢6 thé duge chua trong 16p bao. Cac hop chit khac co thé duge bd sung vao dé lam
ting do day ciia mang va dé lam giam sy khuéch tan cta dich vi ¢6 tinh axit vao trong
nguyén li€u 16i. Cac 16p bao cling co thé chira cac chit déo héa duge dung dé dat duge
cac dic tinh co hoc mong mudn. Cac chit déo héa nay 13, vi du, nhung khong giéi han
&, triaxetin, este cla axit xitric, este cila axit phtalic, dibutyl sebacat, rugu xetylic,
polyetylen glycol, glyxerol monoeste, polysorbat hodc cac chit déo hoa khéc va cac
hén hop cua ching. Lugng chit déo héa c6 th dugce t6i vu héa cho mdi dang bao ché,
va lién quan dén (cac) polyme duoc chon, (cac) chét déo héa dugc. chon va lugng su

dung cua (cac) polyme néu trén.
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Cic thanh phin dugc phdm thich hop khéc da biét trong linh vyc k¥ thuét nay
c¢6 thé duoc st dung trong duoc phim theo sang ché. Céac chit mang thich hgp bao
gém, vi du, nudc, nudc mubi, ruou, chét béo, sap, dung dich dém, chét mang ran, nhu
manitol, lactoza, tinh bdt, magie stearat, natri sacarin, bot talc, xenluloza, glucoza,
sucroza, \)2‘1 magie cacbonat, hodc vi cau c6 thé phan huy sinh hoc (vi du, polylactat
polyglycolat). Céac vi clu c6 thé phan huy sinh hoc thich hop dugce bdce 10, vi du, trong
Patent My s 4,897,268; 5,075,109; 5,928,647, 5,811,128; 5,820,883. Polypeptit sinh
mién dich va/hodc vecto biéu hién chét mang c6 thé dugc bao nang trong vi clu c6 thé
phéan hiy sinh hoc hodc két hop v6i bé mit ciia vi ciu nay.

Céac dugce pham nay ciing c6 thé chira dung dich dém khong sinh mién dich
(vi du, nude mubi dém trung tinh hodc nudc mudi dém phosphat), hydrat cacbon (vi
du, glucoza, manoza, sucroza hodc dextran), manitol, protein, polypeptit hodc axit
amin nhu glyxin, chét chdng oxy hoa, chét kim khuén, chét tao chelat nhu EDTA hodc
glutathion, cht bd tro (vi du, nhém hydroxit), chit tao huyén phu, chit 1am dic
va/hoic chit bao quan. Theo mot cach khéc, dugc phém theo sang ché c6 thé dugc bao
ché dudi dang san pham dong kho. Cac hop chét ciing c6 thé dugc bao nang trong
lyposom bang cach st dung k¥ thuat da biét rd.

IV. Dap ing mién dich va vacxin

Duoc phdm dé phan phéi vao hdi trang nhu duge mo ta ¢ day duoc thiét ké dé
gdy ra d4p tng mién dich tir ¢4 thé dac hiéu vé6i chét sinh hoc gay mién dich c6 trong
dugc pham. Dugc pham nay c¢6 thé duoc st dung dé phong ngira hodc didu tri bénh
dudi dang vacxin dé tranh hodc lam gidm su nhiém virut, nhiém vi khuén, nhiém ky
sinh trung, nhiém ndm, hodc bénh ung thu. Dugc phém nay co thé dugc st dung dé
diéu tri & giai doan bat ky, vi du, & giai doan tién ung thu, giai doan ung thu, hodc giai
doan di can, hodc dé& phong ngtra bénh hodc su lay nhiém.

Vi du, cac duoc phim duge mo ta & déy co thé duoc st dung dé phong nglra
hOé.C. diéu tri bénh nhiém trung, nhu bénh ciim, bénh viém gan, hodc bénh HIV, hodc
dé phong ngira hodc didu tri bénh ung thu. Trong cac phuong phdp nay, cac dugc
phém thuong dugc st dung cho ca thé ma c6 thé méc hoic khong mic bénh, 161 loan,
hodc tinh trang nhiém trung. Theo mot sb phuong 4n, bénh, 161 loan, hoic tinh trang
nhiém trung duoc chin doan truéc khi st dung, vi du, bing cach st dung céc tiéu

chuén d3 dugc chép nhéan chung trong linh vuc k¥ thuét. Vi dy, tinh trang nhiém virut
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6 thé duoc chin doan bang phép do hiéu gia virut trong mau 14y tir bénh nhan, tinh
trang nhiém vi khuén c6 thé duoc chin doan bing cich phat hién vi khudn trong mau
léy tr bénh nhan, va bénh ung thu c6 thé duoc chin doan béng cach phat hién sy cé
mat cia khdi u 4c tinh. Dugc phém c6 thé duoc st dung trude hodc sau khi phu thuat
loai b6 khéi u nguyén phat va/hodc sau khi diéu tri nhu st dung liéu phép phong xa
hogc thudc héa tri truyén théng.

Liéu phap mién dich thuong 1a li¢u phap mién dich chu dong, trong d6 viéc
diéu tri dua vao su kich thich in vivo hé mién dich ndi sinh cta vat cha dé phan ing
chéng lai, vi du, khdi u hoic t& bao nhiém vi khuin hodc virut, béng cach str dung cac
chét cai bién dép ing mién dich (vi du, chét sinh hoc gay mién dich).

Tén sb sir dung ché phim phong ngira hoac diéu tri bénh dugc mo ta & day,
cling nhu lidu lugng, s& thay dbi gifta cac ca thé, va c6 thé duogc x4c dinh d2 dang bing
cach st dung céac k¥ thuat tiéu chudn. Thong thudng, khoang tir 1 dén 52 lidu c6 thé
dugc sir dung trong khoang thoi gian 52 tuAn. Theo mot sd phuong 4n, 3 lidu duoc st
dung, & khoang cach 1 thang, hodc tir 2 dén 3 lidu dugc sir dung mdi 2 dén 3 thang
mot 1an. Theo mot s6 phuong an, hdn hop chira nhiéu hon mot khang nguyén c6 thé
dugc st dung d@)ng thoi hodc 1an luot, vi du, vacxin cim hang ndm chtra cic thanh
phan don 1¢ dugc dinh hudéng tai mdi typ phu cua virut cim hodc nhiéu nhinh trong
mot typ phu. Theo mot s6 phuong 4n, khoang cach thoi gian thuong 12 mot 1an mot
nam, vi du, vacxin cum héng nam dua trén ching cu thé hién hanh. Céac lan ching
ngira tdng cudng cO thé duoc thuc hién dinh ky sau d6. Cac quy trinh luan phién c6 thé
1a thich hop d6i v6i timg bénh nhén va cac bénh va ri loan cu thé.

Liéu thich hop 1a luong chét sinh hoc gy mién dich ma, khi dugc sir dung
nhu dugc md ta & trén, c6 kha ning thuc déy, vi du, dép ung mién dich khang khdi u,
khang virut, hodc khang khuan, va cao hon it nhét tir 15 dén 50% so véi mitc co s&
(khong duoc didu tri), hodc cao hon it nhét tir 5 dén 50% (vi du, 5%, 10%, 20%, 30%,
50%, gap 1,5 lan, gép 2 14n, hodc hon 2 14n) so véi murc diéu tri khong duoc gin dich
hdi trang. Pép Gng nay co thé duoc theo ddi bang cach do cac khang thé khang khéi u
& bénh nhan hodc bing cach tao ra theo cach phu thudc vacxin té bao T dung giai té
bao 6 kha nang diét, vi du, t& bao khdi u & bénh nhan, té bao nhiém virut & bénh nhan,
hodc t& bao nhi®m vi khudn & bénh nhan in vitro. Cc vacxin nay cing co thé tao ra

dap ung mién dich dan dén céc két qua 1am sang cai thién (vi dy, song khong c6 bénh

-28-



30912

tat hoan toan hodc mot ph?ln hoic 1au hon, hiéu gia cta virut gidm) & bénh nhén duogc
chiing ngtra so v6i bénh nhan khong dugc ching ngira, hoac bénh nhén duoc diéu tri
khong gén dich hdi trang.

Noi chung, liéu va phéc dd diéu tri thich hop cung cip (cé4c) hoat chit véi
lugng du dé tao ra loi ich diéu tri va/hodic phong nglra. Dap Gng nay c6 thé duoc theo
dsi bing cach xac dinh két qua 1am sang cai thién (vi du, hiéu gid cua virut giam di
hodc am tinh, su thuyén giam thudng xuyén hon, sdng khong c6 bénh tit hoan toan
hodc mét phan, hozc 1au hon) & bénh nhén dugc diéu tri so v6i bénh nhan dugc didu tri
bang phuong phap didu tri khong gin dich hdi trang, hodc bénh nhan khong duoc diéu
tri. Cac dap ing mién dich nay no6i chung c6 thé duge danh gia bang cach st dung cic
thir nghiém téng sinh, gay doc t€ bao hogc xytokin tiéu chuén dugc md ta & trén, ma c6
thé duoc thuc hién béng cach str dung céc mau thu duoc tir bénh nhéan trude va sau khi
diéu tri. | |

Vi du, k§ thuét phat hién cic phuc hop mién dich duoc tao thanh giita
polypeptit sinh mién dich va cac khang thé trong dich thé dic hiéu d6i véi polypeptit
sinh mién dich nay c6 thé duoc st dung dé theo doi hiéu qua cua liéu phap diéu tri, vi
du, d6i voi bénh hodc r6i loan trong dé polypeptit sinh mién dich nay c6 lién quan.
Cac mau dich thé duoc 14y tir c4 thé trude va sau khi bat dau lidu phap diéu tri (vi duy,
liéu phap diéu tri gan dich hdi trang) ¢6 thé dugc phan tich v& céc phirc hgp mién dich
bing cach st dung cdc phwong phap da biét. No6i ngén gon, sd lugng phirc hop mién
dich da phat hién trong ca hai mau duogc so sanh. Sy thay ddi dang ké vé sb luong céc
phttc hop mién dich trong mau tht hai (sau liéu phap diéu tri gin dich) so véi mau thi
nhét (truée liéu phép didu tri gn dich) phan anh liéu phap diéu trj thanh cong.

Vi du thwe hién sang ché

Céac phuong phap diéu tri & phan phdi cdc phan tir nhé vao rudt da dugc biét,
nhung kha ning phan phéi cac phan tir sinh hoc 16n vao rudt dé nhan biét mién dich
chinh x4c chwa dugc hidu r3. Chudt nhit khong c6 kha ning nudt thude vién, vi thé
khé c6 thé thuc hién cac nghién ctru véi vién nén trong mo hinh dong vat. Ngoai ra,
viéc x4c dinh vi tri tot nhat d& phéan phdi vecto vacxin dé gay ra dap tmg voi khang
nguyén gen chuyén chua dugc md ta & nguoi. O ciru, hdng trang duoc chi ra 1a dich
hiéu quéa nht dé gay ra dap ing mién dich dbi v6i khang nguyén gen chuyén dugc ma

héa nho adenovirut (Mutwari et al. (1999) Immunology 97:455). O day céc tac gia
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sang ché chi ra két qua cua mot vai nghién ctru & ngudi hodc dong vét linh truong
khong phai ngudi véi cac dang lidu dung qua dudong miéng & ngudi dugc cai thién dé
phan phdi céc chat sinh hoc.

Vidu 1

Pé x4ac dinh viing nao ctia rudt non la hoat dong nhit dé gay ra dap tng mién
dich d6i voi khang nguyén, cac tha nghiém duogc tién hanh & ngudi. Vién nang duoc
kiém soat bing phong xa dugc st dung cho tinh nguyén vién binh thuong khoe manh,
v6i vacxin dugce gidi phong sém trong rudt non (hdng trang) hodc mudn hon trong rudt
non (hdi trang). Viéc st dung vién nang dugc kiém soat biang phéng xa dé phan phdi
c4c thudc phan tir nhd da dugc md ta, nhung khong phai d6i v6i viéc phan phdi vacxin
(Digenis et al. (1991) Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 7:309). (1991) Crit. Rev.
Ther. Drug Carrier Syst. 7:309).

Vacxin nay chira adenovirut ti to hop biéu hién khdng nguyén virut cam HA
tir A/CA/04/2009 (rAd-HA-dsARN) (xem, vi du, US2012/0244185). Tong s6 10'! don
vi lay nhiém (IU) dugc sir dung cho mdi d6i twong vao ngay 0. Sé lwong céc tién té
bao B huyét thanh tudn hoan trong mau ngoai vi dugc do bang thir nghiém té bao tiét
khang thé (ASC) vao cac ngay 0 va 7 sau khi str dung vacxin. Céc két qua chi do,sé
lugng cac ASC nhan biét khang nguyén HA.

Céc két qua cho thdy rang cac ASC c6 thé do dugc & thoi diém 7 ngay sau khi
tao mién dich trong mdi nhém dugc diéu tri (Fig.1). C4c ddp tng trung binh trong
nhém duoc sit dung lidu trong hdi trang cao hon so v6i nhom duoc st dung lidu trong
hdng trang. Cac ASC co s& vao ngay 0 la khong dang ké. Bdi voi hoi trang, dap tng
trung binh bang 340 +/- 111 (sai s6 chuén) ASC IgG va 74 +/- 18 ASC IgA dugc quan
sat vao ngay 7. D6i véi hdng trang, dap ung trung binh va dap Gng sai s6 chuén 12 118
+/- 30 ASC TG va 28 +/- 8 ASC IgA. Nhom hdi trang khac dang ké so v6i nhom gia
duge (P=0,03 vao ngay 7 dbi véi ASC IgA, va c6 xu hudng cao hon d6i véi ASC 1gG
p=0,07). Trai ngugc vdi cac két qua & ciru, két qua & ngudi chi ra rang viéc phan phbi
trong hdi trang 14 hiu qua hon trong viéc gy ra ddp ung khang thé IgG hoic IgA so
v6i viéc phan phéi trong hdng trang.

Dap tng té bao T ciing dugc xac dinh bang cach phat hién sy giai phong
interferon-y (IFN-y) bang cach st dung thir nghiém ELISPOT®. Fig.2 cho thdy ring

12/12 dbi tuwong trong nhém st dung lidu trong hdi trang c6 muc IFN-y ting so véi
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8/12 dbi tugng trong nhém st dung lidu trong hdng trang 7 ngay sau khi st dung.
Ngoai ra, cac mirc IFN-y trong nhom st dung lidu trong hdi trang cao hon dang ké so
v6i nhom duge st dung liéu trong hdng trang.

Hiéu gié cita khang thé vi trung hoa (MN) di véi virut cim A/CA/07/2009
dugc do. Cac muc khang thd MN ting 12 ddu hidu cla dap Gmg khang thé trung hoa.
Sau khi loai trir cac dbi tuong c6 dép Gng khang thé trung hoa ban dau cao hon 40
(Faix et al. (2012) PloS One 7:¢34581), s6 lan ting hi¢u gid MN dugc 1ap dd thi d6i
v6i timg dbi tuong. Sb lugng cac d6i trong c6 muc ting duong la 9 trong s6 10 dbi
tuong dbi véi vacxin phéan phdi trong héi trang so v6i 6 trong s6 10 dbi twong dbi véi
vacxin phan phdi trong hdng trang (Fig.3). Hiéu gia trung binh nhan (GMT) la tuong
tu gitra hai nhoém, trong d6 GMT hoi trang ting tr 22 dén 92 so v6i GMT hong trang
tang tir 18 dén 90. Céc két qua chi ra rang su giai phong trong hoi tréng c6 thé dang tin
cdy hon trong viéc gy ra dap ing khang thé trung hoa ddi véi virut cam, co thé dan
dén ty 18 phén tram céc ddi tugng duge bao vé chéng lai bénh ciim cao hon.

Vidu?2

Céc vién nén duoc 1am bing tay bang cach st dung xenluloza vi tinh thé (PH-
101, FMC) va tinh bot (Starch 1500, Colorcon) két hop bari sulfat 10% lam vét li¢u
chin birc xa chira muoi silic lam chét tro chdy va magie stearat lam chét boi tron vién
nén. Céac vién nén c6 duong kinh 7,14mm va khéi lugng 150mg duoc bao bang
Eudragit® L-100 trong may bao dang chao bang cach st dung mot lugng lam tdng
thém 10% téng luong chat rén, ddy 14 chi din v& viéc 16p bao tan trong rudt da dugc
bd sung vao hay chua; cac chét rin bao chtra 4 phan polyme Eudragit® so v&i mot
phan trietyl xitrat va 1 phan bot talc. Thir nghiém ban dau vé hiéu qua cua 16p bao tan
trong rudt 1a bdn con khi cynomolgus macaques dugc cho sir dung vién nén bang cach
ding 6ng thong tr miéng xubng da day. Ong thong miéng da day la rin va cung,
nhung phan gitta rong xudng dé din truyén chat 1éng. N6 c6 bng silicon mém trén diu
din cua dng ctmg ma c6 thé gift vién nén nho tai chd. Ong va thiét bi chira vién thubc
dugc lach xubng thue quan cua céac con khi bi gilt cho dén khi dau dan xuyén qua co
vong tim va vao trong da day. Viéc x6i nuée cam duge st dung dé day vién thudc vao
trong da day. Tia X duoc chup & cac thoi diém di dinh, va duoc kiém tra v& vi tri va

su hoa tan cia vién nén. Bang 1 tong ket cac ket qua.
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Bang 1: Hiéu qua l6p bao L-100
Dong vat | Thoi gian va vi tri vién thude

1 gio 2 gio 3 gio 4 gio
1 daday |daday da day rudt
2 daday |rudt rudt hoa tan
3 rudt rudt hoa tan hoa tan
4 daday |daday rudt hoa tan

Fig.4 cho thdy rang cac vién nén con nguyén ven hoan toan trong moi truong
¢6 d6 pH thap cua da day; khong co bing ching nao vé su hoa tan sém cua cac vién
nén nay. Mic du c6 kich thude 16n d6i v&i khi, nhung céc vién nén co6 thé di qua da
day vao trong rudt ma van nguyén ven. Trong rudt, ching hoa tan ¢ tbc d6 hop ly va
hoa tan hoan toan & 3 trong sd 4 con khi. Véi con khi thir 4, vién thudc roi khéi da day
& thoi diém nao d6 sau 3 gio va vién thubc nay khong hoa tan & thoi diém chup tia X
14n cudi. Nhin chung, c4c vién nén hoat dong theo cach co thé chdp nhan duge va 16p
bao Eudragit® L-100 dugc lya chon cho cac nghién ciru trong twong lai & ngudi.
Vidu3

Nghién ctu 14m sang pha 1, duogc Kkét nap tudn tu, voi doan hé dugc chon
ngau nhién va co6 dbi chung gia duoc dé danh gia do an toan, va kha néng sinh mién
dich cua vacxin dung qua dudong miéng dua trén typ huyét thanh 5 Ad tai t6 hop
(rAd5) chdng lai virut géy bénh cim mua H1 dugc hoan thanh. Vecto rAdS (rAd-HA-
dsARN v6i HA tir A/CA/04/2009) duge mo ta trong vi du 1. Nghién clru nay c6 pha
hoat dong 1a khoang 3 thang, va dugc tién hanh theo cac hudng dan Thuc hanh t6t 1am
sang ap dung dugc, BO quy ché lién bang Hoa Ky, va hudng dAn cuia Hoi nghi quéc té
v& hai hoa hoa céc thu tuc ding ky duoc phdm. Sw dong ¥ sau khi dugc giai thich dat
duogc tir tit ca cac d6i tuong sau khi thao luén vé cac nguy co. Su phé chuén IRB duoc
dwa ra trude khi st dung liéu cho céc d6i tuong.

rAd-HA-dsARN dat cép d6 thuc hanh tdt san xuét thubc (GMP) duogc san
xult trong cic tii Wave® (GE Healthcare, Waukesha, WI) tai Lonza Biologicals
(Houston, TX). Viéc tinh ché dugc thuc hién bang phuong phap sic ky trao dbi ion,
sau do 12 trao d6i dung dich dém. Vecto da tinh ché dugc tron véi cac ta duge, duge
lam dong kho, va sau d6 dugc tao vién nén tai Lonza bing cach st dung xenluloza vi
tinh thé va tinh bdt 1am chit don tao vién nén. Cac vién nén dugc bao tan trong rudt

bang Eudragit® L 100 (Evonik Industries, Darmstadt, Duc) bang cach st dung may
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bao Vector HiCoater® LDCS-5 (Vector Freund, Cedar Rapids, IA). Thanh phém duoc
xudt xudng trong mot 16, va duoc chuén d6 bang thir nghiém IU tiéu chuén. Gia duoc
duoc bao ché thanh cac vién nén c6 hinh dang va kich c& tuon.g tu chra 150mg
xenluloza vi tinh thé, ma khong c6 16p bao tan trong rudt: Nghién ctru nay so sanh céc
dbi tuong dwoc didu tri bang 10° TU, 10'° IU, va gia dugc vé kha nang giy ra ddp Gng
mién dich d6i véi gen chuyén. Cac db6i tuong duge cho st dung cac vién nén vao ngay
0 va28.

Sé lwong cac tién té bao B huyét trong tudn hoan trong méu ngoai vi duge do
bing cac thir nghiém ASC vao ngay 0 va 7 sau lidu ban dau, va vao ngay 28 va 35 sau
lidu thir hai (lidu thir hai duge phan phéi vao ngay 28). Cac két qua cho thdy ring so
lwong ASC ¢6 thé do duge vao thoi diém 7 ngdy sau mdi lan gdy mién dich trong céc
nhom duoc diéu tri, nhung khong phéi & nhom gia dugc (Fig.5). Cac dap tng trung
binh 13 cao hon vao ngay 7, va cao hon trong nhém lidu cao so v6i nhom lidu thap.
Céc gia tri ASC co s vao cac ngay 0 va 28 la khong déng ké, va khong dang ké déi
vGi nhom gia dugce tai tAt ca cac thoi diém. D4i véi nhom lidu cao, gia tri ASC trung
binh bing 105 +/- 33 va 27 +/- 12 dugc phat hién 14n lugt vao céc ngdy 7 va 35. Doi
v6i nhom lidu thip, cac gid tri ASC trung binh bing 41 +/- 32 va 14 +/- 8 1an luot vao
cac ngay 7 va 35. Nhom gia dugce c6 gid tri trung binh bang 0,3 +/- 0,3 va 0, 1an luot
vao cic ngay 7 va 35. Nhom lidu cao 13 cao hon dang ké so v6i nhom gia duge
(P=0,01 va 0,05 lan luot v&i cac ngdy 7 va 35).

Dép ung khang thé trung hoa dbi véi virut cim duge do bang thir nghiém
MN. Céc két qua thé hién su ting theo cach phu thude lidu cta hiéu. gia MN trong cac
nhém duoc diu tri so voi dbi ching gia duge (Fig.6). Tan sb cua dbi twong dép tGng
MN c6 muc tang it nhét 2 1an trong nhém lidu cao khac biét c6 ¥ nghia so v6i nhém
gia dugc (P=0,003 béi kidm thir chinh xac Fisher), trong khi d6 nhom liéu thép c6 xu
huéng cao hon, nhung khdng cao hon ¢6 y nghia so v6i nhom gia duge (P=0,2). Sau
khi loai bd cac dbi tuong c6 hiéu gia MN 16n hon 40, hiéu gia trung binh nhan (GMT)
dugc tinh toan & cac dbi tugng con lai (Bang 2). Pap tng higu gia gép hinh hoc
(Geometric Fold Titer Response - GMFR) ngay 56 cling dugc tinh toan (Bang 2). Céc
két qua cho thay rang hiéu gi4 khang thé trung hoa dbi véi virut cim dang dugce tao ra

bing cach gy mién dich qua dudng miéng, véi muc taing GMT 16n hon 3 14n sau khi
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100 ¢6 thé dugc sit dung dé phan phdi vacxin vio rudt.

Bang 2: Cic thay d6i GMT & hiéu gia MN di véi cac dbi twgng c6 MN< 40
Nhém N |GMT |GMT D28 GMT D56 GMFR
DO
Gia duogc 14,1 14,1 14,1 1
Liduthdp |10 [123 14,1 16,2 1,3
Liéu cao 15,6 36,2 53,8 3,4
Vi du 4

[0001] Céc tac gia sang ché da kiém tra cAc tham sb d6i véi 16p bao tan trong
rudt in vitro dé xac dinh cac thoi diém hoa tan theo su thay dbi do pH va ty 1¢ phan
tram 16p bao. Sb lidu nay sé& cung cép cac huéng din dé phan phdi t&i hdi trang sau khi
tiép xuc véi dich vi & do pH thap (nhu & trong da day) va sau d6 di qua vung c6
gradien pH tang 1&€n (nhu dugc phat hién thiy & trong ta trang va hong trang) trude khi
dén dugc hoi trang.

Su phan ra cua vién nén dugc kiém tra d6i v6i vién nén 150mg duoc bao ché
nhu dugc md ta & trén, va dugc bao béng mot luong lam tang thém &, 10, hodc 12%
tbng lugng chét ran, bing cich st dung Eudragit® L100, Eudragit® L100-55, héac
hén hop ty 18 1:1 (khéi lugng/khdi Iugng) clia polyme L100 va L100-55, duge phi
duéi dang huyén phu chira dung moi hitu co. Lép lai hai l4n, cac vién nén da duoc bao
ché véi mdi polyme bao, va & mdi mirc do phu 16p bao, duge cho tiép xuc trude véi
dich vi mo phong theo USP (SGF, d6 pH=1,6, khong c6 pepsin) trong thoi gian 120
phut trong thiét bi thir nghiém d6 tan bang xylanh chuyén dong tinh tién VanKel Bio-
Dis I1I & nhiét d§ 37°C & tde do chuyén dong qua lai 12 10 14n nhiing mdi phut (DPM).
Sau do6, cac vién nén duoc chuyén vao dich rudét mé phéng theo USP (SIF, do pH=6,8,
khong cé pancreatin). Cac vién nén dugc quan sat vé d0 phan ra va thoi gian phan rd
hoan toan cua ca hai vién nén dugc ghi lai dén 5 phit gin nhit. S6 ligu chi ra rang thoi
gian phan ra bi anh hudng bdi ca thanh phén va d6 day ctia polyme va cung cip hudng
dan lién quan dén viéc lua chon dng thanh phin bao anh hudng dén tinh chét cua 16p

bao sau khi vién nén ra khoi da day.

Polyme bao Thoi gian phan rd & mic dd bao dugc chi ra (phut)
8% 10% 12%

L100 20 30 45

L100/L100-55 15 20 30
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| L100-55 | 10 | 20 | 25 |

Anh huéng cua do pH d6i v6i thoi gian phan rd duge thit nghiém déi voi cac
vién nén 150mg, dugc bao dén mot lugng lam ting 10% tong luong chit rin véi
Eudragit® L100 hodc Eudragit® L100-55. Mt loat cac dung dich dém duoc didu ché
bang cach diéu chinh d6 pH cua USP SIF (khong c6 pancreatin) dén céc gia tri bao
ham mo ta USP 14 6,8. Cac vién nén dugc cho tiép xuc trude voi USP SGF (khong c6
pepsin) trong thoi gian 120 phit & nhiét do 37°C va 10 DPM, tiép d6 dugc chuyén vao
dung dich USP SIF da dugc cai bién dd pH. Céc vién nén dugc quan st vé d6 phan ra
va thoi gian dé phan rd hoan toan dwgc ghi lai dén 5 phut gAn nhét. S lidu chi ra ring
tbc d0 phan ra bi anh hudng boi do pH moi truong va khac nhau gitra hai polyme. Cac
két qua nay lai c6 thé dugc st dung dé lya chon thich hgp thanh phén bao dé thuc hién

viéc luu giit thudc qua da day va rudt non phia trén.

Do pH cua SIF Thoi gian dén khi phan ra dbi v4i polyme & do pH (phut)
Eudragit 1100 Eudragit L100-55

5.4 250 145

6 110 60

6,4 55 45

7 30 20

Vidu5

Céac tac gia sang ché d3 tién hanh nghién ctu pha 1, duge két nap tuan tu, v6i
doan hé dugc chon ngiu nhién va ¢ d6i chimg bang gia dugc dé danh gia do an toan,
va kha niang gy mién dich cta vacxin ding qua duong miéng dua trén typ huyét thanh
5 Ad tai td hqp (rAdS) chéng lai virut cim mua H1. Céc vién nén chira vacxin dugc
bao nhu dugc md ta & diy dé hoa tan trong hdi trang. S6 lidu cho thdy ring vacxin
dang vién nén dung qua duong miéng la tuong duong v6i cac vacxin hién c6 vé tac
dung gdy ra dap tmg khang thé trung hoa dbi véi virut cam.

Céc dép tng uc ché ngung két hdng cau (HAI) dugc do vao ngay 0 va 28
(Fig.7A). Khong c6 d6i twong dugce didu tri bing gid dugc nao chuyén hoa huyét
thanh, nhung mot d6i tugng duoc didu trj bang gia duge trugt khoi sang loc va 6 gia
tri ngay 0 cao. Khong ¢6 d6i tuong dugc diéu tri bang vacxin nao c6 hiéu gia HAI ban
dAu > 20. Sau khi gay mién dich, chin dbi tuong trong nhom dugc diéu trj bang vacxin

dat mirc bio vé huyét thanh (HAI >40) (Fig.7A). Hiéu gia trung binh nhan (GMT) d6i
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v6i nhom nay 1a 61-1 (95% CI: 30 - 124), s6 1an ting trung binh nhin (Geometric
mean fold rise: GMFR) 14 7,7 14n so v6i GMT ban dau 1a 7-9 (95% CI: 6 - 11). Trong
sé mudi mot déi twong ting gip 4 14n (92%), chin dbi tugng chuyén hoa huyét thanh
(SC) vé61 2 dbi twong con lai thé hién murc ting gép 4 14n vé hiéu gia HAI tir 5 1én 20.
Nhém diéu tri bang vacxin ¢6 mirc ting ¢ ¥ nghia théng ké vé s6 luong dbi twong déap
tng gAp 4 14n so v6i nhom didu tri bang gia duge (11 so véi 0, véi P<0-0000 boi kiém
thir chinh x4c Fisher). Déi tudng dwoc didu tri bang gia duge c6 GMT bang 11,9 (95%
CIL: 6 - 25) vao ngay 28 so v6i GMT bang 11,0 vao ngay 0 (95% CI: 5 - 23).

Do bén clia dép tmg khang thé duge do bang cach danh gia dap ung HAI 180
ngay sau khi gay mién dich. Trong nhém dugc giy mién dich bang vacxin, 75% (9
trong s& 12) céc dbi twong duogc bao vé huyét thanh vao ngay 28 va 75% (9 trong 5O
12) van duge bao vé huyét thanh vao ngay 180. HAT GMT duoc lap d6 thi (Fig.7B),
va sy giam GMT dugc phat hién ra 1a 28% trong thoi gian tir 28 dén 180 ngay sau khi
gay mién dich.

bap tng khang thé trung hoa d6i v6i virut cim dugc do bang thir nghiém
MN. Sy ting dang ké hiéu gid MN & nhém dugc diéu tri so voi dbi chung gia duge
duoc quan sat (Fig.7C). Tén sb cua cac dbi twong dap tmg MN gép 4 lan & nhém dugc
diéu tri bang vacxin 1a khac biét c6 y nghia so voi nhém-duogc diéu tri biang gia dugc,
v6i 11 dbi tugng dap ung & nhom duoc diu tri bang vacxin so v6i 0 ¢ nhém duoc
didu tri bing gia dugc (P<0-0000 theo kiém thir chinh xac Fisher).

Sau khi loai bo cac dbi twong c6 hiéu gia MN (va hi¢u gia HAI) duong co SO
16n hon 40, thi hiéu gia trung binh nhan (GMT) dugc tinh ¢ cac dbi tuong con lai vao
ngay 0 va 28 nhu dugc thé hién trong bang dudi ddy. GMT d6i v6i nhom duoc diéu tri
bing vacxin ting 1én dén 247 (95 CI: 89-685) so véi khong c6 su gia tang & nhom
duoc didu tri bing gia duge dbi voi GMT trong ngdy 28 12 9-6 (95 CI: 5-18). Cdc tinh
toan nay khong gdy anh hudng gi dén nhom duoc diéu tri bang vacxin, do khong d6i
twong nao c6 hiéu gia MN hodc HAI ban dau cao. Cac két qua nay cho thdy rang hi¢u
gia khang thé trung hoa dbi vé6i virut caim dugc tao ra b%mg cach gay mién dich qua
dudong miéng, v6i muc tang GMT 16n hon 20 1An sau khi gdy mién dich trong nhém

dugc diéu tri bang vacxin.

THU NGHIEM | NHOM N GMT DO | GMT D28 | GMFR | SC
HAI Gia dugc 11 8.3 8.8 1,1 0%
Vacxin 12 7,9 61,1 7,7 75%
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MN Gid dugc 9 9,3 9,6 1,0 N/A
Vacxin 12 8,6 247 29 N/A

Pé do cac dap tmg khang thé toan phan ddi v6i HA, thi ‘sc"') luong cac tién té
bao B huyét tuong tudn hoan trong méau ngoai vi dugc do bang thtr nghiém ASC vao
cac ngay 0 va 7 sau khi gy mién dich. Céc két qua cho thdy ring cac ASC c6 thé do
dugc mot cach dang tin cdy vao ngay 7 & nhom dugc diéu tri bang vacxin (Fig.7D).
Cac ASC co s¢ thuong khong dang ké vao ngay 0. Pbi v6i nhém duge didu tri bang
vacxin, gid tri trung binh 13 992 (+/- sai s chuan 209, 95% CI: 532-1452) IgG ASC va
337 igA ASC (+/- sai s chudn 104, 95% CI: 117-580) trén mdi 1 x 106 PBMC duoc
phat hién ra vao ngay 7, véi duy nhat mot déi twong trong s6 12 d6i tugng c6 dap ung
ASC khong phat hién duge. Nhém dugc diéu tri b%lng gia dugc khong co dém IgA vao
ngay 7, nhung mot dbi tuong c6 vét nén cao va dap tmg IgG ASC do duoc voéi cac
ddm nhé hon so v&i duge quan sat binh thuong. Nhom duge diéu tri nay khac biét co y
nghia so v6i nhom didu trj bang gia dugc vé kha ning gly ra ra dap ung IgG hodc IgA
ASC vio ngiy 7 (P=0,0007 va P=0,008 tuong tmg bang kiém thi T).

Céc dbi twong duoc dénh gia hdi ctru dbi véi hiéu gia khang vecto ciia chung
truéc va sau khi gdy mién dich. Sau khi gdy mién dich qua duong miéng, mot vai a6i
tuong duge diéu tri bang vacxin c6 sy ting dap tng khang thé trung hoa ddi véi AdS,
din dén sy ting hiéu gia khang thé trung hoa GM glp 2,6 14n, so v&i sb 1an ting GM
gap 1,0 lan & cac d6i twong duoc diéu tri bang gia dugc. Trong nhom didu tri bang
vacxin, cdc dap ung HAI va MN c¢6 xu hudng tuong tu d6i v6i tirng ddi twong. Tam
dbi twong Am tinh v6i Ad5 trude khi gdy mién dich, va bdn dbi tuong duong tinh véi
Ad5 truée khi gdy mién dich. Mot ddi twong duong tinh vai Ad5 khong chuyén hoa
huyét thanh HAI, tuy nhién, mot d6i tuong duong tinh véi Ad5 c6 mirc tang hiéu gia
HAI cao nhét (64 1an) trong sb bét ky trong sb cac dbi tuong trong nghién ciru. Cling
dbi turong nay c6 su tang hiéu gia MN glp 362 14n ma khong ting hiéu gia khang thé
trung hoa Ad5 trude va sau khi gy mién dich. Khong quan sat thy mbi twong quan
giﬁfa‘céc hiéu gia AdS ban dau véi s 1an ting dap tng MN (hodc dap ung HAI) d6i
v6i cac dbi tuong duge gdy mién dich bang vacxin dang vién nén.

Hon nita, vacxin dang vién nén dugc boc 16 ¢ day la dn dinh & nhiét do phong
trong thoi gian hon 270 ngay va co thé chiu dugc cac didu kién ngoai troi trong thoi

gian ngin & nhiét do cao hon, 1am cho huéng tiép can nay kha thi hon vé mit k¥ thuat.
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Vi du 5 Thao luan

Quan doi My da tién hanh mot nghién ctru doc lap dé do cac tac dung cua céc
chién dich vacxin theo mua ciia ho déi vdi cac dap tmg khang thé trung hoa & céc quan
nhan, va dd bao cdo GMFR hiéu gia MN bang 5,6 sau khi tiém vacxin bét hoat ba gia
(TIV) va GMFR bang 2,2 sau khi sir dung trong mili vacxin cim sbng da giam doc luc
(LAIV), sau khi tinh dén cac dbi tugng ¢6 hidu gia MN cao hon 40 dé bat dau (Faix et
al. (2012) PloS one 7:€34581). Trong mdt nghién ctru khéc, ty 1&€ SC so voi HINI
dugc phat hién ra 12 45% cho mot 14n tiém 45ug protein HA (khong c6 chit bb trg)
(Gordon et al. (2012) Vaccine 30:5407), trong khi trong mot nghién ctru khéc, vacxin
HINI c¢6 kha ning giy mién dich cao véi ty 1& SC 1a 78% duoc quan sat thdy sau 1
lidu vacxin tach (Greenberg et al. (2009) 361:2405).

Nguoc lai véi céac két qua dao dong dugc quan sat tha‘iy v6i vacxin ti€m, trong
nghién ctru ndy, MN GMFR dugc tinh ¢ 29 dbi v6i 12 ddi twong duge diéu tri bing
vacxin v6i 92% céac dbi tuong thé hién su tang hiéu gia MN nhiéu hon 4 1an. Trong
nghién ctru vé vién nén nay, ty 1¢ HAI SC trong sd cac dbi twgng duoc didu tri bing
vacxin 12 75% v&i trén 92% céac ddi tuong 6 su ting hiéu gia HAI gép 4 lan (Fig.7A).
Hiéu gia MN cao hon so véi hiéu gia HAIL Co thé 1a thr nghiém MN nhay hon hoic
vacxin dya trén rAd dung qua dudong miéng gy ra cac dap Ung trung hoa phia ngoai
ving ddu manh hon so véi vacxin tiém protein.

Céac dap ung HAI dugc gy ra bdi vacxin tiém thuong mai, nhung hiéu gia
HAI da biét 1a suy yéu dan. Vi du, cac tinh nguyén vién khong bi nhiém HIV ¢6 hiéu
gia GMT HAI giam 67% trong thoi gian tir 1 dén 6 thang sau khi gdy mién dich
(Crum-Cianflone et al. (2011) Vaccine 29:3183). Twong tu, ty 1¢ phan trim cac ddi
twrong dugc bao vé huyét thanh giam tir 75% xubng 56% ddi véi cac dbi twong 4m tinh
v6éi HIV da tham gia nghién ctru v6i hiéu gia HAI huyét thanh am tinh (<1:10). Cac
nghién ctru vé& vacxin ctim dich ciing thé hién sy giam vé thoi gian tac dung. Trong
nghién ctru vacxin ciim gia cdm AS03, GMT dat dén 563 sau 2 liéu vacxin, nhung 6
thang sau khi gay mién dich, GMT bi giam xubng 18, mirc giam 96% (Leroux-Roels
et al.(2010) Vaccine 28:849). Trong nghién ctru vacxin dang vién nén nay, ty 1€ phén
trdm cac d6i tuong duoc bao vé huyét thanh van khong d6i 12 75% tai thoi diém 1 va 6

thang sau khi gay mién dich, va su giam hiéu gia HAI GMT it hon thé hién murc giam
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chi 12 28% (Fig.7B). Mot kha ning 1a thoi gian tic dung tot hon dbi voi vacxin dya
trén vecto do cac dap tng té bao T dugce tang cudng.
Vi du 5 Nguyén liéu va phuong phap

Quy trinh lam sang va didu kién tuyén chon. Céac dbi twong duoc sang loc
trude vé hiéu gia uc ché ngung két hdng cau (HAI) trong thoi gian 45 ngay tuyén
chon. Pé du tiéu chuin tham gia nghién ctru, cac d6i tuong phai c6 hiéu gia HAI ban
dau < 1:20, do tudi nim trong khoang tir 18 dén 49 tudi, va co stc khoe tdt. Pha hoat
d@ng cua thir nghiém nay la xuyén sudt dén ngay 28, v6i pha theo doi dé kiém tra @0
an toan lién tuc trong thoi gian 1 nam.

24 d6i tuong duge tuyén chon. Tht ca cac d6i twong dad tham gia déu hoan
thanh cac danh gia vé do an toan va kha ning gdy mién dich trong toan bd pha hoat
dong, va dén ngay 180 cta pha theo doi

NgAu nhién va lam mu. Nghién ctru dugce thiét ké dé danh gia vacxin (VXA-
Al-1) & 12 dbi tuong & lidu duy nhét la 1 x 10! don vi lay nhiém (IU) v6i 12 d6i
tuong dugc cho dung dbi chung gia dugc. Co 3 dbi twong dugc didu tri bang vacxin dy
phong dugc tham gia tudn tw, mdi ddi twong dugc cho st dung lidu khong nhiéu hon
mot 1an trong mdi 24 gid. Sau mot tudn theo ddi doc tinh lién quan dén vacxin, cac dbi
twong con lai trong doan h¢ duge diéu tri (9) dugc chon ngiu nhién cung voi 12 ddi
ching gia duoc. Viéc chon ngiu nhién dugc tién hanh bang phuong phap chi dinh
duoc tao ra trén may tinh, va thudc nghién ctru che nhan méc duge phan phdi cho nhan
vién dugc 1am mu boi duge s§ khong duoc lam mu. TAt ca cac nhan vién ¢ khu vuc
nghién ctu cling nhu nguoi tham gia truc tiép vao cac thir nghiém mién dich hodc
danh gia do an toan lam sang vAn mu dbi véi cac phén phéi diéu tri. T4t ca cac dbi
tugng déu dugce 1am mu trong nghién ctru.

Vacxin. Vecto rAd (Ad5 khong sao chép) mang ADN méd hoa gen chuyén HA
(A/CA/04/2009) ma su biéu hién ciia n6 duge didu khién bing gen khdi ddu CMV va
kep toc dsARN phan tit dugc didu khién bang gen khoi dau riéng. Duogc chit GMP
duoc san xuit trong cic tai Wave (GE Healthcare, Waukesha, WI) tai Lonza
Biologicals (Houston, TX). Vige tinh ché duogc thuc hién bing phuong phap sdc ky
trao d6i ion, sau d6 1a trao ddi dung dich dém. Vecto da tinh ché dugc tron voi céq ta
duge, duoc lam dong kho, va sau do duoc tao vién nén tai Lonza béng cach st dung

<enluloza vi tinh thé va tinh bot 1am chat don tao vién nén. Cac vién nén dugc bao tan
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trong rudt véi Budragit L100® (Evonik Industries, Darmstadt, Dtic) bang céch sur
dung hé bao Vector Hi-Coater (Vector Freund, Cedar Rapids, [A). Thanh phém duogc
xuét xudng trong mot 16, va duge chuén do bang thir nghiém IU tiéu chuén tai Lonza.
Gia du:qc duogc bao ché thanh céc vién nén c6 hinh dang va kich ¢& twong tu chira
150mg xenluloza vi tinh thé, ma khong c6 16p bao tan trong rudt.

Cac két qua. Két qua chinh dbi vé6i nghién clru nay 1a do an toan va két qua
phu 1a kha ndng gay mién dich trong toan by pha hoat dong, chi yéu bing hiéu gia
HAI va sy chuyén hoa huyét thanh HAI. Céc két qua vé mién dich khéac bao gbm hiéu
gia MN va cac ASC. C6 5 su kién bét loi trong nhém gia dugc va 4 su kién trong
nhém vacxin, tit ca cac su kién nay déu c6 muac do nghiém trong cép 1. Khong co su
kién bt loi nghiém trong nao dugc bao cdo trong nghién ciru.

Phén 14p PBMC va bao quan lanh. Mau dugc gom vao cac éng K3 EDTA
Vacutainer® (BD, Franklin Lakes, NJ) va PBMC duoc phén ldp vao cung ngdy bang
cach st dung cac bng Lymphoprep™ (Axis-Shield, Norway). PBMC dugc lam dong
lanh va ra dong bing cach st dung cic chét phan (mg khong chira huyét thanh theo
huéng dan ctia nha san xuét (Cellular Technology Ltd [CTL], Shaker Heights, OH).

Té bao tit khang thé (ASC). Kit hép thu mién dich lién két enzym (ELISpot)
dung cho céc té bao B tiét IgG va IgA duoc sur dung theo hudng din cta nha san xuat
(Mabtech, Mariemont, OH). C4c t€ bao dugc nudi cy (tir 1,5 X 10* dén 5 X 10° té bao
mdi giéng) trong ba giéng gidng nhau, trong mdi truong CTL-Test dé t6i uu hoéa cic
dém. Protein HA (Protein Sciences Corp, Meriden, CT) dugc biotin hoa va dugc dinh
luong bing cach st dung kit biotin hoa (Pierce, Rockford, IL).

Thir nghiém khang thé. Viéc do hiéu gia HAI va vi trung hoa (MN) dugc thuc
hién va duogc xac dinh lin Iuot dua trén A/CA/07/2009 thu duoc tr MDCK va
A/CA/07/2009 thu duoc tir trimg. Hiéu gia HAI va MN nhé hon 10 dugc chim diém l1a
5 nhu dugc dé xuét theo tu van ctia nha quan 1y . .

Phan tich thdng ké. Kiém thir “t” Student khong ghép cdp dugc thuc hién dé
kiém tra cac khac biét c6 y nghia giita cdc nhom. Kiém thir chinh x4c Fisher hai phia
duoc st dung dé xac dinh cac tAn sb dugc quan sat c6 khac nhau dbi v6i mot sd phéan
tich hay khong, nhu duoc chi ra trong phan nay. Péi vé6i ca hai kiém thir, gia tri p
<0,05 duoc xem la c6 y nghia. Khoang tin cdy 95 phan tram (95 CI) dugc dua ra cho

céc gia tri do dugc.
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Nén hiéu ring cac vi du va phuong an duoc mo ta & day chi dung véi muc
dich minh hoa va céac cai bién hoic thay ddi khac nhau cta chung s& dugc dé xuét dbi
véi nguoi ¢o hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat nay va nam trong pham vi
cta sang ché va pham vi cua cac diém yéu cau bao ho kém theo. Tét ca cac cong bd,
Patent, don sang ché, trang web, va cdc muc truy cdp co s¢ dir liéu duoc trich dan &

day dugc dua vao day bang cach vién dan toan bd cho tat ca cac muc dich.
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YEU CAUBAO HO

1. Ché phadm sinh mién dich d_é gdy ra dap tng mién dich & ngudi, trong d6 ché phdm
ndy chira:

(i) vecto adenovirut ma hoa polypeptit sinh mién dich khac loai, dugc bao bang
(ii) 16p bao tan trong rudt dinh huéng sy phan phéi va gidi phong vecto adenovirut vao
hoi trang cua ngudi & do pH nim trong khoang tir 5,8 dén 6,8, trong d6 16p bao tan
trong rudt nay c6 ngudng pH nam trong khoang tir 5,8 dén 6,8.
2. Ché phim sinh mién dich theo diém 1, trong d6 16p bao tan trong rudt ¢6 pH
ngudng bang 6,0.
3. Ché phim sinh mién dich theo diém 1 hoic 2, trong d6 16p bao tan trong rudt phin
13 it nhit 75% so v6i do day ban dau cta né trong thoi gian 110 phit & d6 pH nam
trong khoang tur 5,8 dén 6,8.
4. Ché pham sinh mién dich theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 16p
bao tan trong rudt chira poly(axit metylacrylic-co-metyl metacrylat) 1:1.
5. Ché pham sinh mién dich theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong do 16p
bao tan trong rudt chira Eudragit® L-100.
6. Ché phdm sinh mién dich theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong do 16p
bao tan trong rudt chira hdn hop ctia Eudragit® L-100 va Budragit®L100-55.
7. Ché pham sinh mién dich theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong do 16p
bao tan trong rudt chira Eudragit® L-100, trietyl xitrat va bot talc.
8. Ché phdm sinh mién dich theo diém 7, trong d6 ché pham nay chira tir 1 dén 4 phan
Eudragit® L-100, tir 1 dén 2 phan trietyl xitrat, va tir 1 dén 2 phan bot talc.
9. Ché phim sinh mién dich theo diém bAt ky trong sé cac diém tir 1 dén 6, trong d6
16p bao tan trong rudt chira hdn hop cia poly(axit metacrylic-co-metyl metacrylat) 1:1
va poly(axit metacrylic-co-etyl acrylat) 1:1.
10. Ché phim sinh mién dich theo diém 9, trong d6 ty 1& cua poly(axit metacrylic-éo-
metyl metacrylat) 1:1 so vé&i poly(axit metacrylic-co-etyl acrylat) 1:1 ndm trong
khoang tur 1:4 dén 4:1.
11. Ché pham sinh mién dich theo diém bt ky trong sd cac diém tir 1 d&én 3, trong d6
16p bao tan trong rudt chtra poly(axit metacrylic-co-metyl metacrylat) 1:1 va poly(axit

metacrylic-co-metyl metacrylat) 1:2.
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12. Ché phdm sinh mién dich theo diém 11, trong d6 ty 1€ cta poly(axit metacrylic-co-
metyl metacrylat) 1:1 so véi poly(axit metacrylic-co-metyl acrylat) 1:2 nim trong
khoang tir 1:2 dén 2:1. |
13. Ché phdm sinh mién dich theo diém bét k¥ trong s cac diém tir 1 dén 3, 11 va 12,
trong do 16p bao tan trong rudt chira hdn hop cua Budragit® L-100 va Eudragit®S100.
14. Ché phim sinh mién dich theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 11 dén 13, trong
d6 16p bao tan trong rudt chira tir 1 dén 4 phan poly(axit metacrylic-co-metyl
metacrylat) 1:1 va poly(axit metacrylic-co-metyl acrylat) 1:2; tir 1 dén 2 phén trietyl
xitrat; va tir 1 dén 2 phén bot talc.

15. Ché phdm sinh mién dich theo diém bét ky trong s& cac diém tir 1 dén 3, trong d6
16p bao tan trong rudt chira hdn hop ciia poly(axit metacrylic-co-metyl metacrylat) 1:2
va poly(axit metacrylic-co-etyl acrylat) 1:1.

16. Ché pham sinh mién dich theo diém 15, trong d6 ty 1é cta poly(axit metacrylic-co-
metyl metacrylat) 1:2 so v6i poly(axit metacrylic-co-etyl acrylat) 1:1 nim trong
khoang tur 1:4 dén 4:1.

17. Ché phém sinh midn dich theo diém bét ky trong s6 cdc diém tir 1 dén 3, 15 va 16,
trong d6 16p bao tan trong rudt chira hdn hop cta Eudragit® L-100-55 va
Eudragit®S100.

18. Ché phim sinh mién dich theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 15 dén 17, trong
d6 16p bao tan trong rudt chira tur 1 dén 4 phan poly(axit metacrylic-co-metyl
metacrylat) 1:2 va poly(axit metacrylic-co-etyl acrylat) 1:2; tir 1 dén 2 phan trietyl
xitrat; va tir 1 dén 2 ph?m bot talc. | |
19. Ché phdm sinh mién dich theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6
vecto adenovirut con ma héa dsARN.

20. Ché phim sinh mién dich theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong do

ché pham nay ¢ dang vién nén.
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