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(57) Sang ché dé cap den ché pham gay mién dich chtra 13 thé tiép hop polysacarit-protein
khac nhau, trong d6 mdi thé tiép hop polysacarit-protein chira polysacarit bao nang tir mot
kiéu huyét thanh khéc cta vi khudn Streptococcus pneumoniae duge tlep hop voi protein
mang, trong d6, mot trong cc polysacarit bao nang duoc tao ra tir kiéu huyét thanh 22F
hodc 33F va céc polysacarit bao nang con lai duoc tao ra tir 12 kiéu huyet thanh duoc chon
tir nhém bao gom 1,3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F va 23F. Ngoai ra, sing ché
con dé cap dén duoc phim chira ché pham nay.
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Linh vire k§ thuét dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén ché phdm giy mién dich da gia chira: 13 thé tiép hop
polysacarit-protein riéng biét duoc tao ra bang cach tiép hop polysacarit bao nang
c6 ngudn gbce tir 12 kiéu huyét thanh cta Streptococcus pneumoniae duoc chon tir
nhém bao gom 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F va 23F va mot kiéu
huyét thanh cta Streptococcus pneumoniae duge chon tir 22F hodc 33F véi protein
mang vi du nhu CRM,¢;. Sdng ché @ cap dén linh vuc y hoc, va cu thé 1a vi sinh
vat hoc, mién dich hoc, vacxin va ngdn ngira bénh phé cu khuén & tré so sinh, tré

em va ngudi 16n bang cach tiém ching.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Streptococcus pneumoniae 13 nguyén nhan hang dau gy bénh viém phdi.
Theo Khuynh huéng Tir vong do Nguyén nhén (Mortality Trend by Cause) nam
2010 xudt ban bdi Co quan Thong ké Qudc gia, bénh viém phdi 1a mot trong 10
nguyén nhén hang dau giy tir vong, véi 14,9 ca tr vong trén 100000 nguoi, tang
82,9% tir nam 2000. T6 chire Y té Thé giéi (WHO) ciing du doan trong 2012 ring
trén toan thé gigi, 476000 tré em 5 tudi hodc nhé hon ma am tinh véi HIV chét boi
nhidm khuén Streptococcus pneumoniae, chiém 5% trong tit ca cac nguyén nhan

t&r vong & tré em dudi 5 tudi.

Niam 1977, Tién si Robert Austrian phat trién vacxin polysacarit 14 gia cho
phé cau khuén nhim ngin ngira bénh phé ciu khudn va sau d6 vacxin dugc phat
trién thanh vacxin polysacarit 23 gia. Vacxin polysacarit da gia cho phé cdu khuan
da duoc chimg minh c6 gia tri trong ngan ngira bénh phé ciu khuin & nguoi gia va
bénh nhén c6 nguy co cao. Tuy nhién, tré so sinh va tré nho phan tng kém véi hau
hét polysacarit cia phé ciu khuan do dap ung mién dich phu thudc té bao T.

Vacxin tiép hop 7 gia cho phé cau khuan (7vPnC, Prevnar®) chira polysacarit bao
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nang tir 7 kiéu huyét thanh thong dung nhét 13 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F va 23F. Tux
khi dugc cong nhan & M§ ndm 2000, Prevnar da thé hién 1a gdy mién dich va c6
hiéu qua cao chéng lai bénh xdm nhép va viém tai gifta & tré so sinh va tré nhd.
Prevnar hién nay dugc céng nhan ¢ khoang 80 nuédc trén thé gi6i. Prevnar phong
ngira khoang 80-90%, 60-80%, va 40-80% bénh phé ciu khuin xam nhap (IPD)
lan lugt & M¥, chau Au, va cac ving khac trén thé giéi. Nhu du doan, dir liéu khao
sat dugc thu thap trong nhiéu nim sau khi Prevnar dugc dua ra chimg té mot cach
rd rang su giam bénh phé ciu khuén xdm nhép gay ra boi kiéu huyét thanh dugc
phong ngira béi Prevnar & M§. Tuy nhién, d6 phong ngira ctia kiéu huyét thanh
nay bi giéi han & mot sb ving va bénh phé ciu khudn xam nhép gay ra boi kiéu

huyét thanh ma khong duoc phong ngira béi Prevnar, cu thé 1a 19A, di ting lén.

Vao thang Hai, nam 2010, Hoi déng Tu van vé Thuc hanh Tiém ching
(Advisory Committee on Immunization Practices - ACIP) da dé xudt vacxin tiép
hop cho phé cdu khudn 13-gia (PCV-13) méi dugc théng qua dé tiém ching.
PCV-13 1a vacxin tiép hop cho phé cdu khuin chua sau kiéu huyét thanh bd sung
(1, 3, 5, 6A, 7F, 19A) ngoai bay kiéu huyét thanh (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F)
da c6 trong Prevnar. Theo khao sat Active Bacterial Core (ABC) cua MY, tong s6
64% cac truong hop IPD duge biét dén 1a kiéu huyét thanh gy bénh trong sd tré
em 5 tudi hodc nhé hon duoc phong ngira bdi PCV-13. Nam 2007, chi 70 truong
hop trong s6 4600 trudng hop IPD & tré em 5 tubi hodc nho hon duge phong ngira
boi PCV7, trong khi 2900 truong hop duge phong ngira boi PCV-13, chiém phan
16n cac trudong hop. Hién tai, vacxin tiép hop cho phé cau khuén 15-gia dang dugc
phat trién chira cac kiéu huyét thanh bd sung ma ti 1é cia chung ting véi su thay

thé kiéu huyét thanh.
Ban chét k§ thudt ciia sang ché

Theo d6, sang ché d& cap dén ché phim giy mién dich da gia d¢ ngin nglra
bénh phé cau khuan & tré so sinh, tré em va nguoi 16m, chira polysacarit bao nang

c¢6 ngudn gdce tir 13 kiéu huyét thanh cua phé ciu khuin gdm kiéu huyét thanh 22F
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hoic 33F. Cu thé 14, sang ché dé cap dén ché pham tiép hop 13-gia (PCV-13) cho
phé cu khuédn chira mot kiéu huyét thanh duoc chon tir 22F hodc 33F, va 12 kiéu
huyét thanh duoc chon tir nhém bao gom 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A,
19F, va 23F.

Giai phap k¥ thuat

Theo mét khia canh, sang ché dé xuét ché phidm gay mién dich da gi4, chtra
13 thé tiép hop polysacarif-protein riéng biét cing véi chat dan thude chip nhan
duge vé mat sinh 1y, trong d6 mdi thé tiép hop chira polysacarit bao nang ¢6 ngudn
gbc tir mot kiéu huyét thanh khéc cua Streptococcus pneumoniae dugc tiép hop véi
protein mang, va polysacarit bao nang dugc tao ra tir 12 kiéu huyét thanh duoc
chon tir nhém bao gém 1, 3,4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F va 23F, va
mot kiéu huyét thanh duogc chon tir 22F hoac 33F. |

Trong ché phdm gdy mién dich da gia theo sang ché, protein mang c6 thé 1a
CRMq;. Ché phim gdy mién dich da gia theo sang ché c6 thé con chira ta dugc, vi
du, t4 duogc gém ta duoc gbe nhom. Ta duoc c6 thé duge chon tir nhém gdbm nhom

phosphat, nhém sulfat va nhdom hydroxit, va t6t hon 13, nhom phosphat.

Theo mét khia canh khéc, sang ché dé xuit dugc phidm dé cam ung dap ung
mién dich véi tiép hop polysacarit bao nang clia Streptococcus pneumoniae, dugce

pham chira lugng hiéu qua mién dich ciia ché pham giy mién dich da néu.

Theo mot phuwong an, duoc pham c6 thé 1 ché pham gy mién dich duoc
bao ché dé chira: 2 pg polysacarit mdi kiéu huyét thanh, ngoai trir 6B 1a 4 ng;
khoang 34 pg protein mang CRM¢7; 0,125 mg ta dugc nhom nguyén t6 (0,5 mg

nhom phosphat); va ta dugc l1a dung dich dém natri clorua va natri sucxinat.
Hi¢u qua k¥ thuat

Ché phdm giy mién dich da gid theo sang ché chira polysacarit bao nang c6

ngudn gbc tir 13 kiéu huyét thanh riéng biét cua phé cau khuan bao gom kiéu huyét
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thanh 22F hoidc 33F, do d6 dan t6i hiéu gia IgG huyét thanh va hoat dong cia
khang thé chirc niang cao. Do dé, ché phdm giy mién dich da gia theo sang ché co
thé dwoc sir dung thudn lgi dé ngan ngira bénh phé cdu khudn & tré so sinh, tré em

va nguoi 16n.
M0 ta chi tiét sang ché

Su thay thé kiéu huyét thanh duoc thuc hién boi mot sé kiéu huyét thanh
v6i khang khang sinh va khang da thudc. Ngoai ra, su khac biét vé khu vuc trong
phan bd kiéu huyét thanh din dén su khac biét trong tinh phong ngtra cuia Prevnar
theo khu vuc (Harboe ZB, Benfield TL, Valentiner-Branth P, et al. Temporal
Trends in Invasive Pneumococcal Disease and Pneumococcal Serotypes over 7
Decades. Clin Infect Dis 2010; 50:329-37). Do d6, khong ¢6 1i do nao dé loai bd
mdt kiéu huyét thanh bét ky trong vacxin tiép hop cho phé ciu khudn dang tdn tai.
Hon nita, ¢6 nhu cdu mé rong thém tinh phong ngira biang cach bd sung kiéu huyét

thanh.

Theo nghién ctru duge cong bd boi Lauri A. Hicks et al. dua trén dit licu
IPD dugc thu thap tir 1998 t6i 2004 & MY, ti 1é mac phai ctia IPD gy ra boi kiéu
huyét thanh chira trong Prevenar giam, trong khi ti 1& méc phai IPD gay ra bdi kiéu
huyét thanh 3, 15, 19A, 22F, va 33F tang 1én & tré 5 tudi hodc nhé hon (Lauri A.
Hicks, et al. Incidence of Pneumococcal Disease Due to Non-Pneumococcal
Conjugate Vaccine (PCV7) Serotypes in the United States during the Era of
Widespread PCV7 Vaccination, 1998-2004. Clin Infect Dis 2007; 196:1346-54).
Ngoai ra, Michael R. Jacobs et al. bao cdo su ting trong ti 16 mic phai IPD gay ra
boi kiéu huyét thanh 19A, 6C, 22F, va 15 & Cleveland, Ohio, My, tir khi dua ra
Prevenar (Michael R. Jacobs, et al. Emergence of Streptococcus pneumoniae
Serotypes 19A, 6C, and 22F and Serogroup 15 in Cleveland, Ohio, in Relation to
Introduction of the Protein-Conjugated Pneumococcal Vaccine, 1998-2004. Clin
Infect Dis 2008; 47:1388-95). Dit lidu dugc cong bd boi CDC, My vé kiéu huyét
thanh ciia phé cau khudn gy ra IPD & tré so sinh va tré dang tap di 5 hodc nho hon,
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thé hién su tang rd rét & kiéu huyét thanh 22F va 33F trong trudng hop phén bd
kiéu huyét thanh tir 1998-1999 va 2008. Do d6, néu kiéu huyét thanh 22F hoic 33F
duoc dua vao vacxin tiép hop cho phé cau khuén, ti 16 mic bénh phé cau khuan co
thé giam va con duoc chudn bi cho su thay thé kiéu huyét thanh ma c6 thé xay ra

khi tiém chung vgi PCV-13.

Sang ché dé cap dén ché pham gay mién dich da gia chira 13 polysacarit bao
nang trong Prevenar 13, mot trong cac kiéu huyét thanh dugc thay thé véi kiéu
huyét thanh 2 hoic IN. Cu thé, sang ché d& cap dén ché phim giy mién dich da gia,
chira: 13 thé tiép hop polysacarit-protein riéng biét, ciing v6i chit dan thudc chip
nhan dugc vé mit sinh 1y, trong d6 mdi thé tiép hop chira polysacarit bao nang tir
mot kiéu huyét thanh khac cua Streptococcus pneumoniae dugc tiép hop véi
protein mang, va polysacarit bao nang duoc tao ra tir 12 kiéu huyét thanh dugc
chon tir nhém bao gém kiéu huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A,
19F va 23F, va kiéu huyét thanh 22F hoic 33F.

Polysacarit bao nang c¢6 thé duoc tao ra boi cac k§ thuét tiéu chuin dugc
biét dén boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc. Polysacarit bao nang c6
thé duoc giam vé kich thudc dé giam dd nhét hodc ting do hoa tan clia polysacarit
bao nang hoat hoa. Theo sang ché, polysacarit bao nang duoc tao ra tir 12 kiéu
huyét thanh dugc chon tir nhém bao gém kiéu huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F,
9V, 14, 18C, 19A, 19F va 23F cua Streptococcus pneumoniae, va mot kiéu huyét
thanh dugc chon tir 22F hodc 33F. Tiép hop phé cau khuin nay dugc diéu ché
bing quy trinh phan tach va dugc bao ché thanh ché phim liéu don. Vi du,
Streptococcus pneumoniae cia mdi kiéu huyét thanh duge phat trién trong moi
trudng chtra dau twong va sau d6 mdi kiéu huyét thanh polysacarit ciia phé cau

khuan duoc tinh ché qua ly tam, két taa, va siéu loc.

Protein mang t&t hon 1a protein khong doc va khong gdy phan (mg mién
dich va c6 kha nang thu dugc v6i lwong du va tinh khiét. Protein mang nén tuén

theo cac quy trinh tiép hop tiéu chuan. Trong ché phim gdy mién dich da gia theo
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sang ché, protein mang c6 thé 14 CRM,¢;. CRM 97 12 bién thé khong ddc (nghia 1a,
doc tb giam luc) cta doc td cua bénh bach hau dugc phan lap tr mdi truong nudi
cdy cta ching Corynebacterium diphteria C7 (B197) phat trién trén modi truong
chira axit casamino va phén chiét nAm men. CRM¢; duogc tinh ché bang cach siéu
loc, két tia amoniac sulfat, va sic ky trao ddi ion. Mat khac, CRM,¢; duogc diéu

ché bing cach tai td hop theo Patent M§ 56 5614382.

Céac doc td giam luc ciia bénh bach hau khac con thich hop dé dung lam
protein mang. Cac protein mang thich hop khéac bao gdm cac doc td vi khudn bét
hoat nhu doc t6 giam luc ctia bénh ubn van, doc td giam luc cia bénh ho ga; doc tb
giam lyc cua bénh dich ta (W02004/083251), E. coli LT, E. coli ST, va doc t6 A
ngoai t& bao tir Pseudomonas aeruginosa. Protein mang ngoai cla vi khuan nhu
phtrc hgp mang ngoai ¢ (OMPC), porin, protein li€n két transferrin, pneumolysin,
protein bé mit ciia phé cau khuin A (PspA), protein bam dinh cua phé cau khuan
(PsaA), peptidaza C5a tur streptococcus Nhom A hodc Nhém B , hodc protein D
Haermophilus influenzae, ¢0 thé cling dugc sir dung. Cac protein khic, nhu
ovalbumin, hemoxyanin ha (KLH), albumin huyét thanh bo (BSA) hogc dan xuat
protein dugc tinh ché cta tuberculin (PPD) c6 thé ciing duge st dung lam protein
mang. Cac bién thé doc t6 ctia bénh bach hau nhu CRM;73, CRMyyg, va CRMys ¢6

thé ciing duoc st dung lam protein mang.

Dé tao ra polysacarit dé phan mg v6i protein mang, polysacarit dugc tinh
ché dugc hoat hoa vé mit hoa hoc. Sau khi dugc hoat hoa, mdi polysacarit bao
nang duoc tiép hop riéng 1¢ voi protein mang dé tao thanh thé tiép hop glyco. Theo
mot phuong 4n, mdi polysacarit bao nang duoc tiép hop v6i cung protein mang.
Hoat héa hoa hoc ctia polysacarit va tiép hop tiép theo v6i protein mang dat dugc
theo cac phuong phap thong thuong (vi du, Patent My s6 4673574 va 4902506).
Nhém hydroxyl trong polysacarit dugc oxy hoa thanh nhom aldehyt boi cac chat
oxy hoa vi du nhu céc periodat (bao gdm natri periodat, kali periodat, canxi
periodat hogc axit periodic). Hoat hoa hoa hoc dan t6i su phan hiy oxy hoa khong

binh thudng cua cac nhém hydroxyl lién ké. Tiép hop dat duoc bang cach amin
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hoa chét khir. Vi du, polysacarit bao nang di hoat hoa va protein mang duge cho
phan tng khi c¢6 mit chit khir nhu natri xyanoborohydrua. Cac nhém aldehyt

khong phan tmg c¢6 thé duge loai bd bang cach bd sung chit oxy héa manh.

Sau khi tiép hop polysacarit bao nang véi protein mang, tiép hop
polysacarit-protein ¢6 thé duoc tinh ché (duge lam gidu véi tiép hop
polysacarit-protein) bang nhiéu k§ thut khac nhau. Cac k¥ thuat nay bao gém cd
dac/phén loc, sic ky cot, va loc sdu. Thé tiép hop polysacarit-protein di tinh ché
duoc tron dé bao ché ché phdm giy mién dich theo sang ché, ma cé thé duoc st
dung lam vacxin. Su bao ché ché pham gay mién dich theo sang ché c6 thé duge
thue hién sir dung cac phuong phap duge nhan biét trong linh vie k§ thuat nay. Vi
du, 13 thé tiép hop cho phé ciu khuin riéng 1¢ ¢6 thé duoc bao ché véi chat dan
thubc chip nhan duoc vé mat sinh ly dé tao ra ché phdm. Céac vi du vé cac chat din
thubc nay bao gébm, nhung khong giéi han &, nude, mubi dém, polyol (vi du,

glyxerol, glycol propylen, glycol polyetylen 16ng) va cic dung dich dextroza.

Theo mdt phuong an, ché phdm giy mién dich theo sing ché cé thé chira
mot hodc nhiéu ta dugc. Nhu duge xac dinh trong ban mo ta nay, "td dugc" ding
dé chi chit dong vai tro ting cudng tinh gy mién dich cia ché phdm gy mién
dich theo sang ché. Do do, ta dugc thuong duoc dé xuit dé ting cudong dap tmg
mién dich va dugc biét dén rong rai boi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thudt nay. T4 dugc thich hop dé tang cuong hidu qua cta ché phim bao

gbm, nhung khong gi6i han &:

(1) cac mudi nhdom (alum), vi du nhw nhdém hydroxit, nhém phosphat, nhom

sulfat, v.v.;

(2) Ché phdm nhii tvong dang dau-trong-nuéc (c6 hodc khong ¢ cac chat
kich thich mién dich dic hiéu khac nhu peptit muramyl (nhu duge xac dinh dudi
day) hodc céc thanh phan cua thanh té bao vi khudn), nhu, (a) MF59 (WO
90/14837), chira 5% Squalene, 0,5% Tween 80, va 0,5% Span 85 (tuy y chira cac

lugng khac nhau cia MTP-PE (xem duéi day, mac du khong can thiét), dugc bao

-8
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ché thanh hat thanh phan siéu hién vi st dung may vi 16ng héa nhu may vi long
héa mau 110Y (Microfluidics, Newton, MA), (b) SAF, chtta 10% Squalene, 0,4%
Tween 80, 5% polyme phong bé béi pluronic L121, va thr-MDP (xem dudi ddy),
hodc duoc vi 1ong hoa thanh nhil twong thanh phan siéu hién vi hodc duoc khudy
xody dé tao ra nhil twong kich thudc hat 16n, va (c) hé ta duoc Ribi™ (RAS),
(Corixa, Hamilton, MT) chtta 2% Squalene, 0,2% Tween 80, va mot hodc nhiéu
thanh phin cia thanh t&é bao vi khuin duoc chon tr nhém bao gom
3-O-monophosphorylipit khir axyl A (MPL™) dugc mé ta trong Patent My sb
4912094 (Corixa), trehaloza dimycolat (TDM), va khung ctia thanh té bao (CWS),
t6t hon 12 MPL + CWS (Detox™);

(3) ta dugc saponin, nhu Quil A hoac STIMULON™ QS-21 (Antigenics,
Framingham, MA) (Patent M¥ sb 5057540) hoac hat duoc tao thanh tir vi du nhu
ISCOM (céac phtrc hop kich thich mién dich);

(4) lipopolysacarit ctia vi khuén, dong dang lipit tong hop A nhu cac hop
chét aminoalkyl glucosamin phosphat (AGP), hodc cac dan xuét hodc déng dang
ctua chung, ma cé san tir Corixa, va dugc mo ta trong Patent M¥ s6 6113918; mot
AGP vi du la 2-[(R)-3-Tetradecanoyloxytetradecanoylamin]etyl
2-Deoxy-4-0-phosphono-3-0-[(R)-3-tetradecanoyloxytetradecanoyl]-2-[(R)-3-tetra
decanoyloxytetradecanoylamin]-b-D-glucopyranosit, cling duoc biét dén 1a 529
(duoc biét dén trudc day 1a RC529), dugc bao ché & dang nudc hodc nhil trong on
dinh;

(5) polynucleotit tong hop nhu oligonucleotit chira motip CpG (Patent M§
s6 6207646);

(6) xytokin, nhu interleukin (vi dy, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12,
IL-15, IL-18, v.v.), interferon (vi du, gama interferon), yéu td kich thich khuan lac
dai thuc bao bach cau hat (GM-CSF), yéu t6 kich thich khuéan lac dai thuc bao
(M-CSF), yéu t6 hoai ttr khdi u (TNF), cac phén tir dong kich thich B7-1 va B7-2,

V.V,
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(7) céc bién thé duoc khir doc ctia doc t6 ribosyl hoa ADP ciia vi khuan nhur
doc t6 bénh dich ta (CT) hodc & dang tu nhién hodc bién thé, vi duy, axit glutamic &
vi tri axit amin 29 dugc thay thé bang axit amin khéc, t6t hon 14 histidin, theo WO
00/18434 (cting xem WO 02/098368 va WO 02/098369), doc td bénh ho ga (PT),
hodc doc t6 khong bén nhiét cia E. coli (LT), cu thé 1a LT-K63, LT-R72, CT-S109,
PT-K9/G129 (xem, vi du, WO 93/13302 va WO 92/19265); va

(8) cac thanh phan b trg vi du nhu trime ctia thanh phéan b6 trg C3d.

Muramyl  peptit bao gdm, nhung khong gigi han 4,
N-axetyl-muramyl-L-threonyl-D-isoglutamin (thr-MDP) va
N-axetyl-normuramyl-L-alanin-2-(1'-2'

dipalmitoyl-sn-glyxero-3-hydroxyphosphoryloxy)-etylamin (MTP-PE).

Theo mot phuong &n cu thé, mudi nhom dugce ding lam ta duoc. T4 dugc
mudi nhém c6 thé 1a vacxin duge két tia nhom hodc vacxin duge hap thu nhom.
Cac mudi nhom bao gém, nhung khong gi6i han &, alumin dugc hydrat, alumin
trihydrat (ATH), nhom hydrat, nhom trihydrat, Alhydrogel, Superfos, Amphojel,
nhom hydroxit (III), nhdm hydroxyphosphat sulfat (t4& duwgc nhém phosphat
(APA)), va alumin vo dinh hinh. APA 1a huyén phu cia nhom hydroxyphosphat.
Néu nhom clorua va natri phosphat dugc tron véi ti 18 1:1, nhdm hydroxyphosphat
sulfat duogc két tia. Phin két tia dugc xac dinh kich thudc t6i 2-8 pm bang cach sir
dung may trén cét cao ning va duoc thim tach véi nude mudi sinh 1y, tiép theo 1a
khir tring. Theo mot phuong an, AI(OH); ¢6 ban trén thi treong (vi du, Alhydrogel
hoac Superfos) duge sir dung dé hap thu protein. 50-200 g protein c6 thé duoc hap
thy véi mdi 1 mg nhém hydroxit, va ti 1 nay phu thudc vao diém dang dién (pI)
cua protein va d§ pH cua dung mdi. Protein c6 pl thip duoc hip thu manh duoc so
sanh v&i protein ¢6 pl cao. Cac mudi nhém tao thanh chd chira khang nguyén ma
giai phong tir tr cdc khang nguyén trong vong 2 dén 3 tuan, thuc bao hoat hoa

khong dac hiéu, bo the, va hé¢ mién dich bam sinh.

Sang ché dé xuit duoc phdm (vi du, ché pham vacxin) dé cam ung dap tng
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mién dich véi thé tiép hop polysacarit bao nang cua Streptococcus pneumoniae,

chura lwong ¢ hiéu qua mién dich ciia ché pham gy mién dich.

Ché phim vacxin theo sang ché co thé dugc sir dung dé bao vé hodc diéu tri
ngudi nhay cam véi viée nhiém phé cau khuan, bang cach st dung vacxin thong
qua duong toan than hodc niém mac. Nhu duge xic dinh trong ban mé ta nay,
thuat ngir “lugng hiéu qua” ding dé chi lugng can thiét dé cam tmg khang thé toi
murc do du dé giam dang ké kha niang nhiém Streptococcus pneumoniae hodc tinh
nghiém trong cua nd. Cac cich st dung nay co thé bao gém viéc tiém thong qua
cac duong trong co, trong mang bung, ndi bi hodc dudi da; hodc cich sir dung

thong qua niém mac t6i cac duong uong/an, ho hap hodc co quan sinh dyc-niéu.

Theo mot phuong an, viéc d4p dung trong miii dugc st dung dé diéu tri bénh
viém phoi hodc viém tai gitta vi su truyén bang duong miii hong cia phé cau
khuin c6 thé duoc ngin ngira hiéu qua hon, do d6 lam suy yéu su 13y nhiém & giai
doan ddu ctia n6. Luong thé tiép hop trong mbi liéu vacxin duge chon bang lugng
cam tng dap ung mién dich bao vé ma khong c6 tac tdc dung phu dang ké. Luong
ndy c6 thé thay ddi phu thudc vao kiéu huyét thanh cta phé ciu khudn. Thong
thuong, mdi lidu s& chira trong khoang tur 0,1 dén 100 pg polysacarit, cu thé 1a
trong khoang tir 0,1 dén 10 ug, va cu thé hon 1a trong khoang tir 1 dén 5 pg. Luong
tdi wu cta cac thanh phén ctia vacxin cu thé co thé dugce xac dinh bdi cac nghién
ctru co ban lién quan t6i viéc quan sat dap tmg mién dich thich hop & dbi tuong. Vi
du, luong dé chung ngira cho d6i twong 12 ngudi co thé duge xac dinh bing cach
ngoai suy két qua ctia thir nghiém trén dong vat. Ngoai ra, lidu lwong c6 thé duoc

xé4c dinh bang thuc nghiém.

Theo mdt phuong an cua sang ché, ché phdm vacxin 1a ché phim dang 1éng
tiét trung chira polysacarit bao nang cua phé ciu khuén cta 12 kiéu huyét thanh
duoc chon tir nhom bao gdm kiéu huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C,
19A, 19F, va 23F, va mot kiéu huyét thanh 22F hogc 33F, dugc tiép hop riéng 1é
voi CRMg7. Mbi lidu 0,5 mL c6 thé duoc bao ché dé chua: 2 ug polysacarit cua
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mdi kiéu huyét thanh, ngoai trir 6B 1a 4 pg; khoang 34 pg protein mang CRM,g7;
0,125 mg ta duoc nguyén tb6 nhom (0,5 mg nhom phosphat); va natri clorua va
dung dich dém natri sucxinat lam ta dugc. Chét 16ng c6 thé dugc dién day vao éng
tiém lidu don khong c6 bat ky chéit bao quan nao. Sau khi lic, chat 1ong trd thanh

vacxin ¢6 dang huyén phi mau trang dong nhat va san sang dé tiém trong co.

Theo mdt phuong 4n khac, ché pham theo sang ché c6 thé duoc ap dung &
dang lidu don. Vi du, ché phém vacxin theo séng ché ¢o thé dugc ap dung 2, 3, 4,
hodc nhidu 14n v6i khoang cach thoi gian thich hop, nhu khoang thoi gian 1, 2, 3, 4,
5, hodc 6 thang hodc két hop cua chung. K& hoach chiing ngira c6 thé tuan theo ké
hoach duoc thiét ké cho vacxin Prevnar. Vi du, ké hoach thong thuong cho tré so
sinh va tré tap di dé chdng lai bénh xdm nhap gay ra béi S. preumoniae 1a luc 2, 4,
6 va 12-15 thang tudi. Do do, theo khia canh nay, ché phém dugc dung 4 lan, tuc 13,
lac 2, 4, 6, va 12-15 thang tudi.

Ché phidm theo sang ché c6 thé con bao gdm mot hodc nhiéu protein tir
Streptococcus pneumoniae. Vi du vé protein ciia Streptococcus pneumoniae thich
hop cho viée chira trong ché pham bao gdm céc protein dugc nhan dién trong Pon
dang ki Patent qudc té véi s6 Cong bd W002/083855, cling nhu cic protein dugc
md ta trong Pon ding ki Patent qudc té véi sb Cong bd W002/053761.

Ché phadm theo sang ché c6 thé dugc ding cho ddi twong qua mot hodc
nhidu cach ap dung dugc biét dén boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
vi du nhu duong ngoai duong ti€u hda, qua da, qua niém mac, trong miii, trong co,
trong mang bung, trong da, trong ven, hodc dudi da va duoc bao ché theo d6. Theo
mdt phuong an, ché pham theo sang ché c6 thé dugce dung dudi dang ché pham
16ng trong co, trong mang bung, dudi da, trong ven, trong tinh mach, hodc ti€ém
qua da hodc tiém qua niém mac ho hap. Ché phim dang 16ng dé tiém c6 thé bao

gd6m dung dich hogc tuong ty.

Ché phém theo sang ché c6 thé dugc bao ché duéi dang lo liéu don vi, lo da

lidu, hoic 6ng tiém dugc dién day trude. Chét mang duoc dung cho ché phém dang
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16ng bao gém dung mdi chtra nude hodc khong chira nude, huyén phi, nhil tuong
hoic dau. Vi du vé dung méi khong chia nuéc bao gém propylen glycol,
polyetylen glycol, va etyl oleat. Chét mang chtra nudc bao gdm nude, dung moi
chtra nudce/rugu, nhii tuong, hodc huyén phu, mudi sinh ly, va dung dich dém. Vi
du vé dau bao gém dau thuc vat hoic dong vét, dau lac, diu dau tuong, dau 6 liu,
diu hoa hudng duong, diu gan, dau tong hop nhu dau hang hai, va lipit thu dugc
tir sta hodc trimg. Duoc pham c6 thé 1a ding truong, uu truong hodc nhuge trwong.
Tuy nhién, t6t hon 1a duoc pham dé truyén hodc tiém co ban 1a dang truong. Do do,
tinh ding truong hodc tinh wu truong ¢6 thé 12 uu diém dé luu trir ché pham. Khi
duoc phim 13 wu truong, ché phdm c6 thé duoc pha loﬁng.t_('ri mirc dang truong
truge khi st dung. Chét truong luc c6 thé 1a chét trwong luc ion nhu mudi hozc
chét truong luc khong phai ion nhu cacbohydrat. Chét truong luc ion bao gdm
natri clorua, canxi clorua, kali clorua, va magie clorua, nhung khong bi giéi han &
d6. Chét truong luc khong phai ion bao gdbm sorbitol va glyxerol, nhung khong bi
gi6i han & do. Tét hon 13, bao gém it nhat mot dung dich dém dugc dung. Vi du,
khi duoc phdm 1a dé truyén hodc tiém, t6t hon 1a n6 duge bao ché trong dung dich
dém v6i kha ning dém & do pH nim trong khoang tir 4 dén 10, vi du nhu do pH
5-9 hoac 6-8. Dung dich dém co thé duogc chon tir nhém bao gém TRIS, axetat,
glutamat, lactat, maleat, tartrat, phosphat, xitrat, cacbonat, glyxinat, histidin, glyxin,

sucxinat, va dung dich dém trietanolamin.

Cu thé, néu duoc phim dé ding ngoai dudng tiéu hoa, dung dich dém c6 thé
dugc chon tir cac dung dich duoc chép nhén boi Duge dién My (United States
Pharmacopeia - USP). Vi du, dung dich dém c6 thé duoc chon tir nhom bao gém
axit monobazo nhu axit axetic, axit benzoic, axit gluconic, axit glyxeric, va axit
lactic; axit dibazo nhu axit aconitic, axit adipic, axit ascorbic, axit cacbonic, axit
glutamic, axit malic, axit suxinic, va axit tartaric; axit polybazo nhu axit xitric va
axit phosphoric; va bazo nhu amoniac, dietanolamin, glyxin, trietanolamin, va
TRIS. Di voi dung ngoai dudong tiéu hoa, chat dan thude (dé tiém dudi da, trong
tinh mach, trong khop, va trong co) bao gdm dung dich natri clorua, dung dich

dextroza cua Ringer, dextroza va natri clorua, dung dich cua Ringer dugc lactat
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hoa va diu cb dinh. Chét din thudc dé ding trong tinh mach bao gém dung dich
dextroza cua Ringer hodc dung dich truyén gbc dextroza tuong tu, ché phim bb
sung dinh dudng va ché phdm b6 sung dién phan. Vi du bao gom chat 1ong tiét
trung nhu nudc va dau, co hoic khong c6 hoat chét bé mat va ta duge duoc dung.
Thong thudng, nude, nuée mudi sinh ly, dung dich dextroza, dung dich dudng c6
lién quan, va cac glycol vi du nhu propylen glycol hodc polyetylen glycol, cu thé 1a,
polysorbat 80, 1a thich hop dé tiém. Vi du vé diu bao gdm dau dong vat va thuc
vat, dau lac, dau dau tuong, dau 6 liu, dau huéng duong, dau gan, dau téng hop vi

du nhu dau hang hai, va lipit thu dugc tir sita hoc trimg.

Ché phidm theo sang ché c6 thé chira hoat chit bé mit. Tét hon 1a,
polyoxyetylen sorbitan este (thong thuong dugc goi la Tweens), cu thé 1a,
polysorbat 20 va polysorbat 80; copolyme (nhu DOWFAX™) cua etylen oxit (EO),
propylen oxit (PO), butylen oxit (BO); octoxynol v&i s6 lugng cac nhém
etoxy(oxy-1,2-etandiyl) lap lai khac nhau, cu thé 1a, octoxynol-9(Triton-100);
etylphenoxypolyetoxyetanol (IGEPAL CA-630/NP-40); phospholipit nhu lexitin;
nonylphenol etoxyl hoéa nhu cac Tergitol™ NP; lauryl, xetyl, stearyl, ete béo
polyoxyetylen c¢6 gbe tir rugu oleylic (chét hoat dong bé mat Brij), cu thé 13, ete
trietylenglycol monolauryl (Brij 30); sorbitan ete dugc biét dén 1a SPAN, cu thé 14,
sorbitan trioleat (Span 85) va sorbitan monolaurat nhung khong giéi han & do.

Tween 80 t6t hon 1a & trong nhii twong.

Hbn hop cta cac hoat chat bé mat nhu Tween 80/Span 85 ¢6 thé duoc sir
dung. Hon hop polyoxyetylen sorbitan este nhu Tween 80 va octoxynol nhu Triton
X-100 ciing thich hgp. Hon hop ctia Laureth 9 va Tween va/hodc octoxynol ciing
thich hop. Tt hon 13, lugng polyoxyetylen sorbitan este (nhu Tween 80) nim
trong khoang tir 0,01% dén 1% (khéi lu’Q’ng/thé tich), cu thé 1a 0,1%; luong
octylphenoxy polyoxyetanol hodc nonylphenoxy polyoxyetanol (nhu Triton
X-100) nim trong khoang tir 0,001% dén 0,1% (khéi lugng/thé tich), cu thé 12 nim
trong khoang tir 0,005% dén 0,02%; va lugng polyoxyetylen ete (nhu laureth 9) 1a -
nim trong khoang tir 0,1% dén 20% (khdi lwong/thé tich), co thé 1a nim trong
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khoang tir 0,1% dén 10%, cu thé 1a nim trong khoang tir 0,1% dén 1% hodc
khoang 0,5%. Theo mot phwong 4n, duge pham duge van chuyén qua hé théng
kim soat giai phong. Vi du, truyén trong tinh mach, miéng dan thim qua da,
liposom, hodc cac duong khac cé thé duoc st dung dé dung. Theo mot khia canh,

cac dai phan tir nhu vi cdu hodc manh ghép ¢ thé dugce sir dung.

Phén boc 16 phia trén mo ta chung sang ché. Su hiéu biét hoan chinh hon ¢6
thé dat dugc bang cach vién din cac vi du cu thé sau. Cac vi du nay duge md ta

don 18 cho muc dich minh hoa va khéng c¢6 du dinh han ché pham vi cia sang ché.
Vi du thye hién sang ché
Vi du 1. Su tao thanh ctia Polysacarit bao nang cua S. pneumoniae

Nudi cy S. prneumoniae va tinh ché polysacarit bao nang dugc tién hanh
nhu duge biét dén boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc. Kiéu huyét
thanh cua S. pneumoniae thu dugc tr Bao tang gidng chuan cia My (American
Type Culture Collection - ATCC). S. pneumoniae dugc xéc dinh ddc tinh 1a dang
bao nang, bat dong, Gam-duong, song cau khudn dang miii mac va sy tan mdu
alpha trong moi truong thach chira mau. Kiéu huyét thanh dugc nhan dién bang

thtt nghiém Quelling sir dung khang-huyét thanh dac higu (Patent My s6 5847112).
Chuén bi ngan hang té bao

Mot vai thé hé hat giéng duoc tao ra nham mé rong chung va loai bd céac
thanh phin ngudn gdc dong vat (thé hé F1, F2, va F3). Hai thé hé hat giéng bd
sung dugc tao ra. Thé hé b sung dau tién dugce tao ra tir lo F3, va thé hé tiép theo
duogc tao ra tir lo chira thé hé bd sung dau tién. Céc lo dung hat giéng duoc luu trir
dong lanh (<-70°C) véi glyxerol tdng hop lam chat bao quan lanh. Dé chuan bi
ngan hang té bao, tat ca cac gidng cdy dugc phat trién trong moi truong gde dau

tuong. Trude khi dong lanh, té bao dugc cb dic bang cach ly tim, mdi truong da

-15-



31379

dung duogc loai bd, va khéi nhé té bao duge tao huyén phu lai trong moi trudng

m6i chira cht bao quan lanh (nhu glyxerol tong hop).
Nudi cay

Gidng cdy tir ngan hang té bao dang hoat dong duoc ding dé cdy vao chai
hat gibng chira moi truong gbe dau twong. Chai hat gidng dugc dung dé ciy vao

thiét bi 1én men hat gidng chira méi trudng gdc dau tuong.
Su 1én men hat gidng

Su 1én men gidng duoc tién hanh trong binh 1én men gidng véi nhiét do va
pH dugc didu tiét. Sau khi mat do quang hoc mong mudn dat toi, binh 1én men
gidng duoc dung dé cdy vao binh 1én men san xudt chira moi trudng chira dau

tuong.
L&n men san xuat

Lén men san xuat l1a budc cuodi cung trong qua trinh 1én men. Nhiét do, pH

va tbe do khudy duogc didu tiét.
Su bét hoat

Khi su phat trién dimg lai, s 1én men dugc dimg lai bing cach bd sung chit
bét hoat. Sau khi bat hoat, cac thanh ph?m trong thiét bi 1én men dugc lam lanh va
pH cta chiing duge diéu chinh.

Su tinh ché

Dich nuéi cdy tir thiét bi 1én men duoc ly tim va duge loc dé loai bd manh
v cta té bao vi khuan. Mot vai chu ky hoat dong c6 ddc/phan loc, két taa/rira gidi,

va loc sdu duge ding dé loai bo tap chét va tinh ché polysacarit bao nang.

Vi du 2. Su tao thanh Tiép hop Polysacarit bao nang-CRM g7 ctia S. pneumoniae
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Polysacarit ctia cc kiéu huyét thanh khac nhau dugc hoat héa theo céc chu
trinh khac nhau va sau d6 dugc tiép hop véi CRMg7. Qua trinh kich hoat bao gf“)m
su gidm kich c& cia polysacarit bao nang t6i khdi lwgng phén tir dich, hoat héa hoa
hoc va trao dbi dung dich dém qua siéu loc. CRM;¢; dugce tinh ché duoc tiép hop
v6i polysacarit bao nang duoc hoat héa, va tiép hop duoc tinh ché sir dung siéu loc
va cubi ciing duogce loc qua mang loc 0,22 pm. Cac thong sd cia qué trinh vi dy nhu

pH, nhiét d9, ham lugng va thoi gian nhu sau.
(1) Hoat hoa
Budce 1

Polysacarit ctia mdi kiéu huyét thanh dugc pha lodng v6i nuée dé tiém, natri
axetat, va natri phosphat téi néng do cudi cung nim trong khoang 1,0 téi 2,0
mg/mL. Véi kiéu huyét thanh 1, natri hydroxit (ndng do bazo cudi cung 0,05M)
dugc thém vao va dung dich dugc G & 50°C+2°C. Sau do, dung dich dugc lam lanh
t6i 21 t6i 25°C va sy thuy phan duoc dimg lai bing cach bd sung 1M HCI t6i khi
dat dugc pH dich 1a 6,0+0,1. Vi kiéu huyét thanh 3, HCI (ndng d axit cubi cing
0,01M) dugc bd sung va dung dich dugc i & 50°C+2°C. Sau d6, dung dich duogc
lam lanh t6i 21 t6i 25°C va sy thay phan duoc dimg lai bang cach bd sung IM
natri phosphat téi khi dat dugc pH dich la 6,0+0,1. Véi kiéu huyét thanh 4, HCI
(ndng do axit cubi cing 0,1M) duoc bd sung va dung dich duge 0 ¢ 45°C+2°C. Sau
dd, dung dich dugc lam lanh t6i 21 toi 25°C va su thiy phén dugc dung lai béng
cach bd sung 1M natri phosphat t6i khi dat duogc pH dich 1a 6,0+0.1. V&i kiéu
huyét thanh 6A, axit axetic bang (ndng do axit cudi cing 0,2M) dugc bd sung va
dung dich dugc 1t ¢ 60°C+2°C. Sau d6, dung dich dugc lam lanh t6i 21 t6i 25°C va
su thuy phan duoc ding lai bing cach bd sung 1M natri hydroxit toi khi dat dugc
pH dich 14 6,0+0,1. Vi kiéu huyét thanh 14 va 18C, axit axetic bang (ndng do axit
cudi cung 0,2M) duoc bd sung va dung dich duge @ & 94°C+2°C. Sau do, dung
dich dugc lam lanh t&i 21 t6i 25°C su thuy phan dugc dimg lai bang cach bd sung
1M natri phosphat t6i khi dat dugc pH dich 1a 6,0+0,1.
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Budc 2: Phan Gng periodat

DPuong lugng mol ciia natri periodat can cho sy hoat hoa sacarit ctia phé cau
khuén duoc xac dinh st dung ham luong sacarit téng s6. V&i viée tron k¥, phan
{mg oxy hoa duoc dé tién hanh trong khoang tir 16 téi 20 gior ¢ 21 - 25°C cho tat
ca cac kiéu huyét thanh ngoai trur 1, 7F, va 19F, trong d6 nhiét do 1a < 10°C.

Budce 3: Siéu loc

Sacarit dugc oxy héa dugce cd dac va duge phan loc véi nude dé tiém (water
for injection - WFI) v6i may siéu loc 100 kDa MWCO (siéu loc 30kDa cho kiéu
huyét thanh 1 va siéu loc 5 kDa cho kiéu huyét thanh 18C). Phan loc dugc thuc
hién st dung dung dich 0,9% natri clorua cho kiéu huyét thanh 1, dung dich dém
0,01M natri axetat (pH 4,5) cho kiéu huyét thanh 7F, va dung dich dém 0,01M
natri phosphat (pH 6,0) cho kiéu huyét thanh 19F. Phan thim qua dugc loai bé va

phan giit lai dugc loc qua mang loc 0,22 pm.
Buéc 4: Su dong kho

Vi kiéu huyét thanh 3, 4, 5, 9V, va 14, sacarit ¢c6 ddc dugc tron véi protein
mang CRM, 7, duoc nap dy vao binh thiy tinh, dugc dong khd va sau d6 duoc

luu trir 6 -25° + 5°C.

Véi kiéu huyét thanh 6A, 6B, 7F, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F, thém vao
lrong sucroza dugc xac dinh ma dugc tinh todn dé dat dugc 5% + 3% ham luong
sucroza trong hdn hop phan ung tiép hop. Kiéu huyét thanh 1 va 18C khong can su
bd sung sucroza ndo. Sacarit ¢d dic sau d6 duge nap day vao binh thuay tinh, dugc

dong kho va sau d6 dugc luu trit at -25° + 5°C.

(2) Qua trinh tiép hop
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Tiép hop chira nude duoc tién hanh véi kiéu huyét thanh 1, 3, 4, 5, 9V, 14,
va 18C, va tiép hop DMSO duoc tién hanh véi kiéu huyét thanh 6A, 6B, 7F, 19A,
19F, 22F, 23F, va 33F.

Buéc 1: Su hoa tan
Tiép hop chira nude

Vi kiéu huyét thanh 3, 4, 5, 9V va 14, hdn hop sacarit-CRM,¢; dugc dong
kho duoc hoat hoa, tan ra va can béng v6i nhiét d6 phong. Sacarit-CRM;g; dugc
dong kho dugc hoat héa sau do dugce hoan nguyén trong dung dich dém 0,1M natri
phosphat véi ti 18 thong thuong v6i mdi kiéu huyét thanh. Vi kiéu huyét thanh 1
va 18C, sacarit dugc dong kho dugc hoan nguyén trong dung dich CRM,¢; trong 1
M diaxit natri phosphat véi ti 1€ thong thuong 0,11 L natri phosphat mdi 1 L dung
dich CRM, 5.

Tiép hop Dimetyl sulfoxit (DMSO)

Sacarit dugc dong kho dugc hoat hoa cua kiéu huyét thanh 6A, 6B, 7F, 19A,
19F, 22F, 23F, va 33F va protein mang CRM,y; dugc dong kho duoc cén béng voi
nhiét d6 phong va dugc hoan nguyén trong DMSO.

Budc 2: Phan tng Tiép hop
Tiép hop chira nude

Vi kiéu huyét thanh 1, 3, 4, 5, 9V, 14 va 18C, tiép hop phén tmg dugc khoi
dau bang cach thém vao dung dich natri xyanoborohydrua (100 mg/mL) dé dat
duoc 1,0 — 1,2 mol natri xyanoborohydrua mdi mol sacarit. Hon hop phéan tmg
duoc U trong 44 - 96 gid & 23°C t6i 37°C. Nhiét do va thoi gian phan tng dugc
didu chinh theo kiéu huyét thanh. Nhiét d sau d6 duoc gidm t6i 23° + 2°C va natri
clorua 0,9% duoc thém vao thiét bi phan ung. Dung dich natri borohydrua (100
mg/mL) duoc thém vao dé dat dugc 1,8 — 2,2 duong luong mol natri borohydrua
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mdi mol sacarit. Hon hop duge U trong 3 - 6 gi& & 23° + 2°C. Quy trinh nay din
dén su giam aldehyt khong phan Gng bat ky c6 trén sacarit. Hén hop dugc pha
lodng véi natri clorua 0,9% va hdon hop tiép hop dugc pha lodng dugc loc vao

duong bng giir st dung mang loc trude 1,2 pm.
Tiép hop DMSO

V6i kiéu huyét thanh 6A, 6B, 7F, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F, sacarit duoc
hoat hoa va protein mang CRM;o; dugc tron véi ti 1& niam trong khoang 0,8 g —
1,25 g sacarit/g CRM,q7. Phan tmg tiép hop duoc khéi dau bang cach thém vao
dung dich natri xyanoborohydrua (100mg/mL) véi ti 1¢ 0,8 — 1,2 duong lugng mol
natri Xyanoborohydrua vdi mot mol sacarit dugc hoat hoa. WFI duoc thém vao
hdn hop phan ung téi dich 12 1 % (thé tich/thé tich), va hdn hop duge i trong 11 -
27 gio ¢ 23° + 2°C. Dung dich natri borohydrua, 100 mg/mL (thong thuong 1,8 —
2,2 duong luong mol natri borohydrua mdi mol sacarit dugc hoat hoa) va WFI
(dich 13 5% thé tich/thé tich) duoc thém vao phan tmg va hdn hop dugce G trong 3 -
6 gid & 23° + 2°C. Quy trinh nay dan dén sy giam aldehyt khong phan ting bt ky
c6 trén sacarit. Sau d6, hon hop phan tng dugc pha lodng véi natri clorua 0,9%, va
hén hop tiép hop dugc pha lodng duge loc vao duong éng giit st dung mang loc

trude 1,2 pm.
Budc 3: Siéu loc

Hbn hop tiép hop duoc pha lodng dugc co dic va duoc phan loc trén thiét bi
siéu loc MWCO 100 kDa véi tdi thiu 1a 20 14n thé tich cta 0,9% natri clorua hodc

dung dich dém. Phan thdm qua dugc loai bé.
Buéce 4: Loc tiét trung

Phan con lai sau buéc phan loc MWCO 100 kDa dugc loc qua thiét bi loc
0,22 um. Cac dbi ching trong-quy trinh (thanh phan sacarit, protein tur do, sacarit
tr do, va géc Xyanua; va trong trudong hop tiép hop DMSO, DMSO du duogc bd
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sung) duoc tién hanh trén san phim duogc loc. Cac dbi ching trong-quy trinh trén
phén con lai duoc loc dugce tién hanh dé xac dinh liéu réng ¢ can thém budc cd
dic bd sung, phan loc, va’hodc pha loang. Néu cén, tiép hop dugce loc duge pha
loang v6i 0,9% natri clorua dé dat duoc néng do cudi cung it hon 0,55 g/L.. Thur
nghiém gidi phéng cho thanh phin sacarit, thanh phin protein va ti 1¢
sacarit:protein dugc tién hanh ¢ giai doan nay. Cubi cing, tiép hop duoc loc (0,22
um) va thir nghiém giai phong (bé ngoai, protein tu do, sacarit tu do, doc t6 noi té
bao, xdc dinh kich thudc phan tu, xyanua du, DMSO du, nhin dién sacarit va
CRM,; nhan dién) dugce tién hanh. Khéi dung dich ¢6 dic cubdi cing dwoc luu trix

52— 8°C.
Vi du 3. Ché phim vacxin tiép hop cho phé cau khuin da gia

Thé tich can cho khéi ¢o dic cudi cung duoc tinh toan dua trén thé tich mé
nudi cdy va khdi co dic sacarit. Sau khi luong cén thiét 1a 0,85% natri clorua (nudce
mudi sinh 1y), polysorbat 80 va dung dich dém sucxinat dugc thém vao binh pha
ché duoc dan nhén trude, khdi cd dac dugc thém vao. Phan tao ra sau d6 duoc tron
k§ va dugc loc khir tring qua mang 0,22 pm. Khéi duoc bao ché duoc tron nhe
nhang trong va sau khi thém vao khdi nhom phosphat. Do pH duoc kiém tra va
diéu chinh néu can thiét. Khéi san phim duoc bao ché duogc luu trit & 2-8°C. San
phim chra, véi thé tich 0,5 ml, 2 pg poysacarit mdi kiéu huyét thanh, ngoai trr 6B
1a 4 ug; khoang 32 pg protein mang CRM¢7; 0,125 mg t4 dugc chira nguyén t6
nhom (0,5 mg nhom phosphat); khoang 4,25 mg natri clorua; khoang 295 pg dung
dich dém natri sucxinat; va khoang 100 ug polysorbat 80.
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YEU CAU BAO HQ
1. Ché phdm gdy mién dich da gia chira: 13 thé tiép hop polysacarit-protein riéng

biét, cung véi chét dan thube chép nhén dugc vé mit sinh ly,

trong d6 mdi thé tiép hop polysacarit-protein chira polysacarit bao nang tir mot
kidu huyét thanh khéc cua Streptococcus pneumoniae duoc tiép hop véi protein

mang CRM,y7, va
trong do:

(1) mdt trong cac polysacarit bao nang dugc tao ra tir kiéu huyét thanh 22F
hodc 33F; va
(2) céc polysacarit bao nang con lai dugc tao ra tir 12 kiéu huyét thanh dugc

chon tir nhém bao gdm 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F va 23F.
2. Ché pham giy mién dich da gi4 theo diém 1, con chira ta duorc.

3. Ché phim giy mién dich da gia theo diém 2, trong d6 ta dugc 1a ta dugc gbc

nhom.

4. Ché pham giy mién dich da gi4 theo diém 3, trong d6 ta duoc dugc chon tir

nhoém bao gdm nhém phosphat, nhdm sulfat va nhém hydroxit.

5. Ché phdm gdy mién dich da gia theo diém 4, trong d6 td dwgc la nhom
phosphat.

6. Duogc pham kich thich dép tmg mién dich v6i thé tiép hop polysacarit bao nang
Streptococcus pneumoniae, duge pham chira lugng c6 hiéu qua mién dich cta ché

phdm gdy mién dich da gia theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5.

7. Duogc phim theo diém 6, trong d6 ché phim gay mién dich da gia 1a liéu don

0,5 ml dugc bao ché dé chura:
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2 ng polysacarit mdi kiéu huyét thanh, ngoai trir 6B 1a 4 pg;
khoang 34 pg protein mang CRM,¢7;
0,125 mg t4 dugc chira nguyén t6 nhom (0,5 mg nhom phosphat); va

dung dich dém natri clorua va natri sucxinat lam ta dugc.
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