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(57) Ché pham sinh mién dich chtra protein gp140 cuia virut suy giam mién dich & ngudi
(HIV), sorbitol, polysorbat 20, va chat dém histidin dugc mo ta. Ché phim sinh mién dich
dugc mo ta 1a co loi trong dé ching 6n dinh & nhiét d6 duoc 1am lanh trong khoang thoi
gian kéo dai, va thich hop véi ta duge. Ciing duge mé ta 1a cac phuong phép sir dung ché
pham sinh mién dich dé gay dép tmg mién dich chéng HIV ¢ ddi tugng. Ché pham sinh
mién dich c6 thé duoc dung mot minh, hodc két hop voi mot hodc nhiéu khang nguyén
HIV bd sung, hodc mdt hoac nhiéu vecto adenovirut mi hda mot hodc nhiéu khang nguyén
HIV bo sung.
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Linh vire k§ thuéit dwoc dé cap

Sang ché lién quan dén ché phim sinh mién dich cua protein gp140 HIV ma cé

tinh 6n dinh ci thién, va dén phuong phap diéu ché ché phim sinh mién dich.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Virut gdy suy giam mién dich & ngudi (Human Immunodeficiency Virus - HIV)
anh hudng dén hang triéu nguoi trén thé gi6i, va viée ngan ngira HIV thong qua vacxin
hiru hidu van duge wu tién rat cao, ngay ca trong thoi dai diéu tri khang retrovirut phd
bién. HIV-1 1a chiing virut gay bénh phd bién nhét, véi hon 90% ca HIV/AIDS ¢6 ngudn
gbc tir sy nhiém HIV-1 nhém M. Nhém M duge chia tiép thanh cac nhanh hodc céc kidu
phu khéc. Vacxin hitu hiéu Iy tuéng 14 c6 kha nang gy ra ca dap Gng té bao hiéu nghiém
va khang thé trung hoa réng c6 kha nang lam trung hoa cac chung HIV-1 tir c4c nhanh

khac nhau.

Mtc dd dot bién cao cua HIV-1 1am cho viéc phat trién vacxin HIV-1 tré thanh
thach thtrc chura timg c6. Pé cai thién mirc d6 phu cia epitop té bao T tiém ning, va cai
thién dép tmg té bao, cac khang nguyén Gag, Pol va Env cia HIV-1 “kham”, ¢6 ngudn
gbc tir cac protein Khang Nguyén Nhém (Group Antigen - Gag), Polymeraza
(Polymerase - Pol), va Vo (Envelope - Env) ciia HIV, dugc mo ta boi cac tac gia khac
va dugc phét trién v6i nd luc mang lai mirc d6 phu ti da cia epitop té bao T tiém ning
(vi du nhu, Barouch et al, Nat Med 2010, 16: 319-323). Khang nguyén kham tuong tu

ve chiéu dai va cau tric mién véi khang nguyén HIV-1 c6 trong tu nhién, thé hoang dai.

Trinh ty ma héa cac khang nguyén kham dugc tach dong trong vecto, vi du, nhu
kiéu huyét thanh adenovirut tai tb hop 26 (rAd26), va vecto tai td hop nay duge ding
trong vacxin dé tao ra dap g mién dich chéng HIV (xem vi du Barouch et al, supra;
va WO 2010/059732). Vecto virut biéu hién khang nguyén HIV kham nay da ching

minh c6 hiéu qua trong viéc gay dap img mién dich chdng lai 14y nhiém HIV.

Chién lugc chita bénh khac ma da dugc khai thac dé giy dap ung mién dich

chéng lai HIV 1a st dung protein vé HIV lam chét khéng nguyén trong vacxin, nhu
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gp140. Gai vo bam sinh trén bé mit ctia HIV 1a trime. C4c vi du ctia protein vo trime
bao gdm protein gp140 nhanh C, va protein trime vé kham, nhu protein dugc boc 16

trong WO 2014/042942 va WO 2014/107744.

Protein gp140 nhanh C da dugc mo ta trude day vi du trong WO 2010/042942
va trong Nkolola et al. 2010, nhung khong tap trung vao hoat dong bao ché duoc trong
céc tai liéu nay. Protein ¢ trong nudc mudi dém phosphat (PBS) trong mét sd trong cac
thr nghiém & céc tai liéu nay. gp140 kham da dugc mo ta trude day vi du trong WO
2014/107744 va trong Nkolola et al 2014, nhung mdt 1an nira khong tap tring vao bt
ky hoat dong bao ché duoc nao trong céc tai liéu nay. Protein ¢ trong 25 mM Tris pH

7,5 va 150 mM NaCl trong mét sb trong cac thir nghiém & cac tai liéu nay.

Protein vo HIV kham, nhu gp140, c6 kha ning gy dép (mg mién dich manh.
Protein vo nay c6 thé con dugce ding két hop véi khang nguyén HIV khac, nhu khang
nguyén kham, dé tao ra mién dich ting cudng chéng lai HIV. Tuy nhién, tinh én dinh
ctia protein vo HIV nhu trime khong t6i wu dudi cac didu kién thuong duge ding cho
san xuAt y hoc va thuong mai. Protein vé HIV kham dé bi thoai bién ca hoa hoc va vat
ly. Tuy nhién, nhiéu yéu t6 khac nhau, nhu bao ché chat dém, c6 thé anh hudng dén tinh
dn dinh cua protein, va tac dong thuong 1a khong du bao duge. Vi du, stir dung chit dém
HEPES trong bao ché protein d thé hién 1a din dén su hinh thanh hydro peroxit khi
phoi 1 ra 4nh sang moi truong trong qué trinh san suat, ma cé thé tac dong dén tinh 6n
dinh ctia protein ciing nhu cac thanh phan khéc trong cong thirc bao ché, nhu chat hoat
dong bé mat. Xem, vi du, Baicu et al. Cryobiology (2002) 45(1) 33-48; Lepe-Zuniga et
al. J. Immunol. Methods (1987) 103(1), 145; va Zigler et al. In Vitro Cell. Dev. Biol.
(1985) 21(5), 282-287. Mong muén 14 ¢6 cong thic bao ché gp140 vacxin HIV ma c6
thé thich hop dé 6n dinh cta cac bién thé khac nhau cia protein gp140, nhu nhanh C
hodc gp140 kham, va tot hon 1 véi ta duoc nhom phosphat 1am san phdm thude trong
lo don (hon 14 phu thudc hoan toan vao noi bao ché tron ngay 1ap tirc truée khi phan
phdi vacxin), va ngoai ra c6 thé cho phép viée san xudt san pham thube dap tng cac yéu
cau pha mudn 16n va quy md thuong mai. Thuong khong du bao dugc két hop nao cia

cac thanh phan s€ tao ra ché pham dap Uing tat ca cdc yéu cau nay.
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Theo d6, c6 nhu cau trong linh vire di véi cong thirc bao ché cai tién ctia protein
gp140 HIV v6i tinh 6n dinh t6t hon dudi cac didu kién duge dung dé san xuat y hoc va
thwong mai nhiam hién thuc kha ning chita bénh day du cua protein vo trime nay. Céc
cong thirc bao ché nay c6 thé con thich hop dé dung véi (cac) khang nguyén HIV khac,

bao gdm vecto biéu hién (cac) khang nguyén HIV, va/hodc ta dugc.
Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Sang ché lién quan dén ché pham sinh mién dich ctia protein gp140 HIV ma c6
tinh én dinh c&i thién. Ché phim sinh mién dich theo sing ché c6 thé dugc bao quan
dudi céc diéu kién duge 1am lanh trong khoang thoi gian kéo dai, va tdi wu hon dé ding
trong san xuat y hoc va thuong mai. Ché pham sinh mién dich theo sang ché 6 thé con
bao gdm ta dugc. Sang ché con lién quan dén phuong phap didu ché ché pham sinh mién
dich, va phuong phap st dung ché phim sinh mién dich dé gay dap tmg mién dich chéng
HIV.

Theo mdt khia canh chung, sang ché lién quan dén ché phim sinh mién dich bao

gom, so v6i tong thé tich ctia ché pham:

a. 0,05 mg/mL dén 5 mg/mL protein gp140 HIV;
b. 2% dén 15% (khdi lugng/thé tich) sorbitol;

0,01 dén 0,05% (khdi lugng/thé tich) polysorbat 20; va
d. 5 dén 20 mM chét dém histidin & pH bang 5,5 dén 7.0.

Tt hon 13, ché pham sinh mién dich theo phuong an theo sang ché bao gébm
protein gp140 HIV trime duogc 6n dinh, nhu protein gp140 HIV bao gbm trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2.

Theo cc phuong an cu thé cia sang ché, ché phim sinh mién dich bao gém 0,2
mg/mL dén 1 mg/mL protein gp140 HIV.

Theo céc phuong 4n cu thé, ché pham sinh mién dich theo phuwong 4n theo séng
ché bao gdm 5% (khdi lugng/thé tich) dén 12% (khdi lugng/thé tich) sorbitol.

Theo cac phwong 4n cu thé, ché phdm sinh mién dich bao gbm 0,02% (khi
luong/thé tich) polysorbat 20.
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Theo cac phwong 4n cu thé, ché phdm sinh mién dich bao gdm 10 mM chit dém

histidin ¢ pH bang 6,5.

Theo c4c phuong 4n cia sang ché, ché phdm sinh mién dich c6 thé con bao gébm
ta duoc, nhu ta duge nhom phosphat. Theo mdt s6 nhét dinh trong cac phuong 4n nay,
nhom phosphat ¢6 thé ¢6 mat trong ché phidm vé6i ndng dd bang 0,7-5,0 mg/mL, vi du
0,8-4,0 mg/mL, vi du 0,85 mg/mL, 1 mg/mL, 1,5 mg/mL, 2,0 mg/mL, 2,5 mg/mL, 3,0
mg/mL, 3,5 mg/mL, 3,84 mg/mL, 4,0 mg/mL. Theo cic phuong 4n nhét dinh, nhom
phosphat c6 mit trong ché phdm sinh mién dich ¢ néng do bang 0,85 mg/mL. Theo cac
phuong 4n nhét dinh, nhém phosphat c6 mat trong ché phim sinh mién dich & nong do
bang 3,84 mg/mL.

Theo phuong an dugc uu tién cda sang ché, ché phdm sinh mién dich bao gdm,

50 v6i tong thé tich ché pham,

a. 0,2 mg/mL to 1 mg/mL protein gp140 HIV bao gdm trinh tu axit amin
néu trong SEQ ID NO: 1 hoac SEQ ID NO: 2)

b. 5% dén 12% (khdi lugng/thé tich) sorbitol;

c. 0,02% (khéi lwgng/thé tich) polysorbat 20;

d. 10 mM chéit dém histidin & pH béng 6,5;va

e. t4 dugc nhém phosphat, tot hon 14 & ndng d6 bang 0,7-4,0 mg/mL.

Theo khia canh chung, sang ché lién quan dén phuong phéap diéu ché ché phdm

sinh mién dich bao gdm viéc pha tron:

a. 0,05 mg/mL dén 5 mg/mL protein gp140 HIV;

b. 2% dén 15% (khéi luong/thé tich) sorbitol;

c. 0,01 dén 0,05% polysorbat 20; va

d. 5 dén 20 mM chét dém histidin & pH bang 5,5 dén 7,0;

nho d6 thu duge ché phém sinh mién dich.

Theo c4c phuong an nhat dinh, ché phdm sinh mién dich theo sang ché bao gom
t4 duoc nhom phosphat, tot hon 13 & ndng do bang 0,7-4,0 mg/mL, va on dinh khi bao
quan & nhiét d bang 2-8°C, trong it nhat mot thang, tot hon 14 it nhat 2, 3, 4, 5, 6 thang,



33283

t6t hon nira 12 it nhat 7, 8, 9, 10, 11, 12 thang, con tot hon nita 1a it nhét 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 thang, tot nhat 1a it nhét 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36 thang hoac 1au hon, vi du 1-72 thang, vi du 6-48 thang, vi du 12-36 thang.
Theo c4c phuong 4n nhit dinh, ché pham sinh mién dich theo sang ché bao gdm t4 duoc
nhdm phosphat, tdt hon 12 & ndng d6 bang 0,7-4,0 mg/mL, va 6n dinh & nhiét do bang
25°C trong it nhét 6 thang, vi du 6-12 thang, hoic 6-24 thang. Theo c4c phuong 4n nhit
dinh, ché phdm sinh mién dich theo sang ché bao gdm ta dugc nhdm phosphat, t6t hon
lad néng do béng 0,7-4,0 mg/mL, va 4n dinh & nhiét do b%mg 40°C trong it nhét 1 tuln,
vi du 1-12 tudn, vi du it nhét 2 tudn, 3 tuan, 4 tuan, 1 month, vi du 1-2 théng, 1-3 thang,
hodc 3-6 thang.

Va theo khia canh chung, sang ché lién quan dén phuong phép giy dép tmg mién
dich chdng virut gdy suy giam mién dich & nguoi (HIV) & dbi twong cin chiing, bao
gbm viée dung cho ddi twong lugng ¢ hidu qua cia ché phim sinh mién dich theo sang

r
A

ché.
Theo phuong 4n cu thé, phuong phap gy dap tng mién dich chéng HIV bao
gbm viéc ding cho dbi trong can chung ché phdm sinh mién dich bao gém, so v&i tong

thé tich ciia ché pham,

a. 0,2 mg/mL dén 1 mg/mL protein gp140 HIV bao gdm trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2;

b. 5% dén 12% (khdi luong/thé tich) sorbitol;

C. 0,02% polysorbat 20;

d. 10 mM chat dém histidin & pH bang 6,5; va

e. t4 dugc nhom phosphat, tot hon 12 & néng do béng 0,7-4,0 mg/mL.

Theo cac phuong 4n nhét dinh theo sang ché, phuong phap gy dap tng mién
dich chéng HIV con bao gdm viée dung cho ddi tuong lugng ¢ hidu qua ctia ché phdm
sinh mién dich thtr hai chira hoic m4 héa mét hodc nhiéu khang nguyén HIV bd sung,
nhu ché phdm chira hodc mé hoa trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3-12. Tét
hon 13, phwong phép bao gdm viéc ding mot hodc nhidu vecto, t6t hon 1a vecto

adenovirut 26, ma hoa mot hogc nhiéu khang nguyén HIV, nhu céc vecto bao gdm trinh
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tu axit amin néu trong SEQ ID NOs: 3-12. Phuong phap gy déap ung mién dich chéng
HIV c6 thé con bao gém viéc dung mot hodc nhiéu vecto MVA ma hoa mdt hodc nhiéu
khang nguyén HIV, nhu cac vecto bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NOs:
3-12. Mot hodc nhidu khang nguyén HIV b6 sung c6 thé con bao gébm SEQ ID NO: 11
¢6 mot hogc nhiéu dot bién duoc chon tir thém bao gdm (i) I529P (Ile dén Pro & vi tri
529), (ii) K480E (Lys dén Glu & vi tri 480), va (iii) két hop ctia EK479-480RRRR (ttc
1 thay thé GluLys & vi tri 479 va 480 bing bén gbc Arg lién tuc), I529P (Tle dén Pro &
vi trf 529), A471C (Ala dén Cys & vi tri 471) va T575C (Thr dén Cys & vi tri 575). Theo
mdt phuong an, khang nguyén bao gdm SEQ ID NO: 11 bao gdm SEQ ID NO: 12.

Theo khia canh chung, sang ché lién quan dén phuong phép dé diéu ché ché phdm
sinh mién dich én dinh khi bao quan, trong thoi gian dai ma bao gbm protein gp140

HIV, phuong phép bao gom:

(i) tron 14n c4c thanh phin sau dé tao ra ché phém sinh mién dich chira c4c thanh

phan nay véi lugng so véi tong thé tich ctia ché pham:

(a) 0,05 mg/mL dén 5 mg/mL protein gp140 HIV;

(b) 2% dén 15% (khdi lugng/thé tich) sorbitol;

(c) 0,01 d&n 0,05% (khdi lugng/thé tich) polysorbat 20; va

(d) 5 dén 20 mM chét dém histidin ¢ pH bang 5,5 dén 7,0,

(e) nudc,

® ta dugc nhom phosphat, tdt hon 12 & néng do béng 0,7-4,0 mg/mL;

va

(ii) bao quan ché phdm & 2-8°C trong it nhat mot thang, vi du 1-72 thang, vi du
6-48 thang, vi du 12-36 thang.

Mo ta van tat cac hinh vé

Phén ban chit k¥ thuét cua sang ché néu trén, ciing nhu 1 phan mo ta chi tiét
sang ché dudi day, sé duoc hiéu rd hon khi tham khao hinh v& kém theo. Cén hiéu ring

sang ché khong bi gi6i han & cac phuong an chinh xac dwgc thé hién trong hinh vé.

Trén cac hinh vé:
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Hinh 1A va 1B thé hién két qua cta phan tich SolvoVPE ciia cong thirc bao ché
protein gp140 HIV duoc diéu ché v6i chit dém axetat, chat dém phosphat, va chit dém
histidin, va phén tich tan xa anh sang dong (DLS) ctia cong thirc bao ché protein gp140

HIV duoc diéu ché voi sorbitol va sucroza; cu thé la:

Hinh 1A thé hién két quéa ciia phan tich SolvoVPE; thay d6i vé d6 hép thu & 350
nm (d6 duc) duogc tao dd thi dbi voi thay ddi vé do hap thu & 280 nm (ndng dd); diém
dit liéu chi ra su khac nhau giita cdc mau dugc phan tich & thoi diém 0 (To) va sau khi
gdy ing suét cac mau & 40 °C trong 24 gid (Taa); phan tich SolvoVPE dugc thuc hién

nhu duge mo ta trong Vidu 1;

Hinh 1B thé hién két qua ciia phan tich DLS; thay ddi vé ban kinh (Ru) tir thoi
diém 0 (To) & 20°C dén thoi diém 7 ngay (T7negy ) & 70°C duge tao dd thi béi duong

(sucroza véi sorbitol); phéan tich DLS dugc thuc hién 1a nhu duge mo ta trong Vi du 1;

Hinh 2A-2F thé hién két qua ctia phan tich sic ky loai kich ¢ hiéu nang cao (HP-
SEC) ciia cong thirc bao ché gp140 HIV nhu duge mo ta trong Vi du 2; luong tuong dbi
ctia cac loai hexame, trime va khéi lwong phan tir cao/thdp cia protein gp140 nhanh C
HIV dugc x4c dinh bang HP-SEC ciia cac mau dugc phén tich & thoi diém 0 (To) va sau
khi gdy g suat mau & 40°C trong 24 gior (T24); "Tri +Hex" dé cap dén lugng tuong dbi
ctia cac loai trime va hexame ctia protein gp140 nhanh C HIV; "LMW" dé cap dén céc

loai khéi lugng phén tr thép, vi du, san phém phan cat hodc thoai bién, cu thé 1a:

Hinh 2A thé hién lugng twong dbi (%) clia cac loai hexame va trime cuia protein
gp140 nhanh C HIV trong miu To & céc ndng d6 protein khac nhau (0,2 mg/mL va 1,0
mg/mL);

Hinh 2B thé hién lugng twong d6i (%) ctia cac loai hexame va trime ctia protein
nhanh C gp140 HIV trong mau To & cic ndng do protein khac nhau cia chit hoat dong
bé mit (0,02% va 0,1%); dir liéu dugc thé hién 1a két hop cua dir liéu duoc gom tir cac

mau chtra PS20 va cac mau chira PS80
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Hinh 2C thé hién luong tuong ddi (%) ciia cac loai hexame va trime ctia protein
gp140 nhanh C HIV trong mau T2 & c4c ndng do protein khac nhau (0,2 mg/mL va 1,0
mg/mL);

Hinh 2D thé hién luong twong dbi (%) cta cac loai hexame va trime ctia protein
nhanh C gp140 HIV trong mau T4 & cac ndng do protein khéc nhau ctia chat hoat dong
bé mit (0,02% va 0,1%); dit liéu dugc thé hién 1 két hop cua dit liéu dugc gom tir cac

mau chira PS20 va cac mau chtra PS80;

Hinh 2E thé hién luong tuong ddi (%) cia cac loai khéi lugng phén tir thip cia
protein gp140 nhanh C HIV trén co sé loai chét hoat dong bé mat (PS20 v6i PS80) trong
mau To;

Hinh 2F thé hién luong tuong dbi (%) ciia cac loai khdi lwong phan tir thip ciia
protein nhanh C gp140 HIV trong mau T4 & cac ndng do protein khac nhau cua chét

hoat dong bé mit;

Hinh 3A va 3B thé hién két qua ciia nghién ciru tinh on dinh ctia cong thirc bao
ché protein gp140 HIV theo cic phuong 4n cla sdng ché; cong thirc bao ché protein
gp140 kham HIV dugc dua qua nhiéu chu ky két déng-tan gia nhur duge mo ta trong Vi
du 3;

Hinh 3A thé hién ndng do protein sau mdt, ba, va nim chu ky két dong-tan gia

nhu duoc xac dinh béng cach do do hép thu & 280 nm; va

Hinh 3B thé hién do duc cta cong thirc bao ché dugc thir sau mot, ba, va nim

chu ky két dong-tan gi4 nhu duoc x4c dinh bang cach do d6 hép thu & 350 nm; va

Hinh 4A-4C thé hién két qua ctia nghién ctru tinh én dinh cta cong thirc bao ché
protein gp140 nhanh C HIV; cong thirc bao ché protein gp140 nhanh C HIV duoc bdo
quan & 25°C va 60% d6 4m twong ddi (RH), va 40°C va 75% RH, ca khi c¢6 va khong c6
t4 dugc nhom phosphat, va sau d6 duge thir bing cach str dung phwong phap phén tich

SDS rtt gon nhu dugce mo ta trong Vi du 4;
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Hinh 4A thé hién ndng d6 protein twong dbi (%) ctia cong thirc bao ché gp140
nhianh C HIV dugc bao quan & 25°C va 60% RH khong co bt ky t4 dugc nhom
phosphat;

Hinh 4B thé hién ndng do protein twong dbi (%) clia cong thiic bao ché gp140
nhanh C HIV duoc bao quan & 40°C va 75% RH khong c6 bat ky ta dugc nhom
phosphat;

HINH 4C thé hién ndng do protein tuong ddi (%) cia cong thirc bao ché gp140
nhanh C HIV dugc bao quan ¢ 25°C va 60% RH véi td dugec nhom phosphat; va

Hinh 4D thé hién ndng do protein twong ddi (%) ciia cong thirc bao ché gp140
nhanh C HIV dugc bao quan & 40°C va 75% RH véi td dugc nhom phosphat.
MO ta chi tiét sang ché

Céc tai li€éu cong bd, bai bao va bﬁng sang ché khac nhau duge vién dan hodc
dugc md ta trong tinh trang k¥ thudt va trong toan bd ban mo ta nay; mdi tai 1iéu tham
khao nay duogc Kkét hop & day nham muc dich tham khao dén toan bd nodi dung cua nod.
Théo luan vé tai liéu, hanh dong, nguyén li€u, dung cu, vat phém hodc dang twong tu
duoc bao gdm trong ban mé ta nay 1a nhim muc dich cung cAp ngir canh cho sang ché.
Thao luan nay khong phai 14 su thira nhan ring bat ky hozc tAt ca cdc van dé nay tao
thanh mot phan cia tinh trang k¥ thut dbi voi sang ché bat ky duge boc 16 hodc duge

yéu cau bao ho.

Trir khi chi ¢6 dan khéc, tit ca cac thut ngit k¥ thuat va khoa hoc ding trong ban
md ta nay c6 cing nghia nhu thudong duge hidu bai ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong
linh vue ma sang ché nay thudc vé. Mat khéc, cac thuat ngit nhét dinh dugc dung trong
ban mo ta nay c6 nghia nhu duge néu trong ban mé ta. Tt ca cac bang sang ché, don
sang ché da cong b va tai liéu cong bd duge vién dan trong ban mo ta nay dugc két hop
d& tham khao nhu thé dugc néu diy du trong ban mo ta nay. Can luu ¥ rang khi duoc st
dung trong ban mo ta nay va cic yéu cau bao ho kém theo, cac danh tir s it bao gdm ca

nghia so nhi€u, trtr khi ngtt canh rd rang chi ra nghia khéc.
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Trir khi ¢6 quy dinh khéc, cac gia tri s6 bat ky, nhu ndng do hoic khoang ndng
d6 duge mo ta & day, duge hidu 1a duoc bién ddi ¢ tit ca cac trudng hop bang thut ngi
"khoang." Do d6, gié tri s6 thuong bao gébm = 10% gi tri cu thé. Vi du, ndng do bang
1 mg/mL bao gébm 0,9 mg/mL dén 1,1 mg/mL. Tuong tu, khoang ndng d6 nim trong
khoang tir 1% dén 10% (khi lugng/thé tich) bao gdbm 0,9% (khdi lwong/thé tich) dén
11% (khéi lu'(mg/thé tich). Nhu duoc st dung ¢ day, viéc st dung khoang sb 1o rang
bao gdm tat ca cac khoang nho hon c6 thé, tat ca cac gia tri s6 riéng 1é trong khoang do,
bao gom céac sd nguyén véi cac khoang va doan cla gia tri trir khi bbi canh quy dinh 15
rang khéc di.

Nhu duoc st dung ¢ day, "d6i tuong" c¢6 nghia la dong vat bét ky, tdt hon 1a dong
vat ¢6 vi, tdt nhat 1a ngudi, s& dugc ding hoic da dung ché phim sinh mién dich theo
cac phuong 4n cta sang ché. Thuat ngit “dong vt c6 vii” nhur duge dung trong ban mo
ta nay, bao ham dong vt c6 vii bat ky. Vi du vé dong vat c6 vii bao gdm, nhung khong
chi gidi han &, chuot nhét, chudt céng, tho, chudt lang, khi, nguoi, v.v., tdt hon nita 1a
nguoi.

Sang ché noi chung lién quan dén ché phim sinh mién dich bao gém protein
gpl40 HIV va tuy ¥ ta dugc, phuong phéap didu ché va bao quan ché phim nay, va
phuong phéap gy dap tmg mién dich chéng HIV & ddi tuong bang ché phdm sinh mién
dich, mot minh hodc Kkét hop vé1i mdt hoac nhiéu khang nguyén HIV bd sung, ma tdt

hon 1a dugc bi¢u hién bang mdt hodc nhiéu vecto.

Khang nguyén HIV

Virut gy suy giam mién dich & nguoi (HIV) la thanh vién cta chi Lentivirinae,
mdt phan ctia ho Retroviridae. Hai loai HIV 1ay nhiém & ngudi: HIV-1 va HIV-2. HIV-
1 1a chung phd bién nhat ciia virut HIV, va dugc biét 1a gdy bénh nhiéu hon HIV-2. Nhu
duogc str dung & ddy, thuat ngit "virut giy suy giam mién dich & ngudi” va "HIV" dé cép

dén, nhung khong chi gi6i han &, HIV-1 va HIV-2.

HIV duogc chia thanh nhiéu nhanh c6 mutc d6 sai khac di truyén cao. Nhu duoc
ding trong ban md ta ndy, thuat ngit “nhanh HIV> hoic “kiéu phu HIV” ding dé chi
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virut gay suy giam mién dich & ngudi lién quan dugc phan loai theo muc do twong tu di
truyén ctia chiing. Hién nay ¢6 ba nhom thé phan 1ap HIV-1: M, N, va O. Nhém M (céc
ching chinh) gdm c6 it nhat mudi nhanh, A dén J. Nhém O (cac ching phia ngoai) 6
thé gdm c6 sé lwong nhanh tuong tu. Nhém N 1a thé phan 14p HIV-1 méi ma chua dugc
phan loai vao nhom M hodc nhom O.

Nhu dugc st dung ¢ ddy, thuat nglr "khang nguyén HIV," "protein khang nguyén
HIV," "polypeptit khang nguyén HIV," va "chét sinh mién dich HIV" d& cap dén
polypeptit c6 kha ning gy dap tmg mién dich, vi du, dap tmg thé dich va/hoic qua trung
gian té bao, chdng HIV & d6i tuong. Khang nguyén HIV c6 thé 14 protein ctia HIV, doan
hoic epitop ciia chung, hodc két hop ciia nhiéu protein HIV hodc cic phan ctia chung,
ma c6 thé gdy dap ung mién dich hoic tao ra sy mién dich, vi du, sy mién dich bao v¢,

chéng lai HIV & d6i tuong.

Tét hon 13, khang nguyén c¢6 kha ning lam tang dap tmg mién dich bio vé & vt
chu, vi du, gdy dap Gmg mién dich chdng lai bénh virut hodc sy nhiém virut, va/hoic tao
ra su mién dich & (tc 13, ching ngtra) ddi tuong chéng lai bénh virut hodc su nhiém
virut, ma bao vé dbi tuong chéng lai bénh virut hodc sy nhiém virut. Vi du, khang
nguyén c6 thé bao gém protein hodc doan ctia chiing tir HIV, nhu c4c sin phidm gen

HIV gag, pol va env.

Khang nguyén HIV c¢6 thé 12 bt ky khang nguyén HIV-1 hodc HIV-2 hoic doan
ctia chung. Vi du vé khang nguyén HIV bao gdm, nhung khong chi gi¢i han & san phim
gen gag, pol, va env, ma ma hoa protein ciu triic va enzym thiét yéu. San pham gen gag,
pol, va env dugc tdng hop nhu polyprotein, duoc xir Iy thém thanh nhiéu san pham
protein khéc. San phim protein so cip cua gen gag 14 polyprotein Gag protein ciu triic
virut, dugce xt Iy thém thanh céc san phém protein MA, CA, SP1, NC, SP2, va P6. Gen
pol mi hod enzym virut (Pol, polymeraza), va san phim protein so cap duoc xir Iy thém
thanh c4c san phim protein RT, ARNaza H, IN, va PR. Gen env ma hoa protein cdu
trac, cu thé 1a glycoprotein ctia vo hat virut. San phdm protein so cép cua gen env 1a

gp160, dugc xtr ly thém thanh gp120 va gp41.
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Theo c4c phuong 4n nhit dinh, khang nguyén HIV bao gdm khang nguyén Gag,
Env, hodc Pol HIV, hoidc phin khang nguyén hoic epitop bat ky hoic dang két hop cua
chung, t6t hon 1 khang nguyén Gag, Env, hodc Pol HIV-1 hoic phén khang nguyén
hoic epitop bat ky hoic dang két hop ciia chiing.

Khang nguyén HIV c6 thé con 1a khang nguyén HIV kham. Nhu duoc ding trong
ban md ta ndy, “khang nguyén kham” ding dé chi protein tai t6 hop dwgc lp rap tir
manh c6 trinh tu ty nhién. Khang nguyén kham gidng véi khang nguyén tw nhién, nhung
dugce t6i wu hoa dé tdi da hda mirc do phi cua epitop té bao T tiém nang duoc tim thy
trong trinh tu ty nhién, ma cai thién do rong va dd bao phu ctua dap tng mién dich.
Khéang nguyén HIV kham dé dung theo sang ché tdt hon 14 khang nguyén Gag, Pol,
va/hodc Env HIV-1 kham. Khang nguyén Gag, Pol, va/hodc Env HIV kham 1a c4dc khang
nguyén kham bao gdm nhiéu epitop c6 ngudn gbc tir mdt hogic nhiéu trinh tu polyprotein
Gag, Pol, va/hoac Env ctia HIV. Vi dy, khang nguyén GagPol kham bao gém trinh tu
Gag kham va trinh tr Pol kham.

Vi du vé khang nguyén Gag, Pol, va/hoic Env HIV kham c6 thé dugc str dung
theo sang ché bao gém cac khang nguyén dugc mo ta trong, vi du, US20120076812;
Barouch et al., Nat Med 2010, 16:319-323; va Barouch et al., Cell 155:1-9, 2013, tat ca
cac tai li¢u nay dugc két hop & day béng cach vién dan toan bo. Tét hon 14, khéng
nguyén Gag, Pol, va/hodc Env HIV kham dé st dung theo sang ché bao gdm, nhung
khong chi gidi han &, mos1Env (SEQ ID NO: 3), mos2Env (SEQ ID NO: 4), mos1Pol
(SEQ ID NO: 5), mos2Pol (SEQ ID NO: 6), mos1Gag (SEQ ID NO: 7), mos2Gag (SEQ
ID NO: 8), va két hop cua chung, vi du mos1GagPol (SEQ ID NO: 9) va mos2GagPol
(SEQ ID NO: 10). Cac vi du khéc cua khang nguyén HIV kham bao gdm protein Env
HIV tdng hop, ma 1a cac protein vé HIV khong c6 trong tw nhién duge t6i vu hoa dé
gdy dap mg mién dich hodc tao ra sy mién dich chong lai mot hoic nhiéu ching HIV
¢6 trong tu nhién, nhu cc ching bao gdm SEQ ID NO: 11, hoic SEQ ID NO: 11 ¢6
mdt hodc nhidu dot bién dugc chon tir nhém bao gom (i) I529P (Ile dén Pro & vi tri 529),
(ii) K480E (Lys dén Glu & vi tri 480), va (iii) két hop ctia EK479-480RRRR (ttrc 14 thay
thé GluLys & vi tri 479 va 480 bang bdn gbc Arg lién tuc), 1529P (Ile dén Pro & vi tri
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529), A471C (Ala dén Cys & vi tri 471) va T575C (Thr dén Cys & vi tri 575), hodc theo
cac phuong an dugc uu tién, khang nguyén bao gébm SEQ ID NO: 11 bao gdm trinh tir
axit amin néu trong SEQ ID NO: 12, tit ca dugc mod ta trong PCT/EP2016/081159 (ndp
ngay 15 thang mudi hai ndm 2016 dudi tén Janssen Vaccines & Prevention B.V.), duoc

két hop & ddy bang cach vién dan toan bd.

Protein gp140 HIV

Nhu duge st dung & déy, thuat ngit "protein gp140 HIV " @ cap dén viing ngoai
bao khong phan cit ctia protein vo gp160 kham, tirc 13, (gp160)3. Cac phuong an theo
sang ché @& cap dén cac cong thirc bao ché duoc cai thién cua HIV gp140, t6t hon 1a
trime va/hodc hexame ciia nhém phu gpl40 dugc gin vao viing ngoai bao ctia nhém
phu gp41 khong c6 vung xuyén mang gp41 va doan té bao chat. Gen env HIV mi héa
protein gpl60 tién chat, ma dugc phan cit bang cach phan gidi protein thanh hai
glycoprotein v trudéng thanh gp120 va gp41. Dau tién, gp160 trime hoéa thanh (gp160);
va sau do trai qua phéan cit thanh hai protein lién quan khong cdng hoa tri gp120 va gp41
thong qua phan tng phéan cit dugc trung gian béi proteaza cua té bao chu, furin, & trinh
tu duge bao tdn cao trong tién chit glycoprotein vé retrovirut. Sy xAm nhap virut sau
d6 duoc didu khién bang trime cia dime khac loai gp120/gp41. Gp120 1a manh lién két
thu thé, va lién két v6i thu thé CD4 trén té bao dich ma c6 thu thé nay, nhu, vi du nhu,
té bao T-tro giup. Gp41, duge lién két khong cong héa tri véi gp120, 1a ménh dung hop
va cung cAp budc thir hai nhd ¢6 HIV di vao té bao. Gp41 ban dau duoc che gidu trong
v6 virut, nhung khi gp120 lién két v6i thu thé CD4, gp120 thay déi hinh dang cta né
lam cho gp41 dé trd nén duoc 19 ra, khi d6 né co thé gitip d trong viéc dung hop véi té
bao chu. Protein gp140 HIV dugc dung lam dai dién cho trang thai bam sinh cua gai

virut, dugc phén cat.

Biéu hién cua protein gp140 da dugc md ta trong mot vai cong bd (vi du Zhang
et al., 2001; Sanders et al., 2002; Harris et al., 2011), va protein ngay nay c6 thé con
duogc dat tr cac nha cung cép dich vu, & cac bién thé khac nhau vi du dua trén chung
HIV khac nhau. Protein gp140 theo sang ché c6 thé co dot bién vi tri phéan cat sao cho
viung gpl120 va vung ngoai bao gp41 lién két cong hoéa tri, hodc tuy y ving gp120 va
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ving ngoai bao gp41 c6 thé lién két khong cong hoa tri (vi du bang cau disulphur nhu
vi du & cac bién thé SOSIP). Protein Gp140 dugc dung trong nhiéu thir nghiém ching
ngtra khac nhau (vi du Nkolola et al., 2010, 2014; Kovacs et al., 2012; Barouch et al.,
2015; Sanders et al., 2015).

Theo cac phuong an ciia sang ché, protein gp140 HIV ¢6 thé 1a homotrime (vi
du, trime bao gdm ba don vi polypeptit twong ddng), hoic heterotrime (vi dy, céc trime
bao gdm ba polypeptit ma tat ca déu khong giéng nhau). Protein gp140 HIV ¢6 thé con
1a hexame. Ca cac loai trime va cdc loai hexame cua protein gp140 HIV c6 kha ning
sinh mién dich chdng lai HIV, hogc c6 thé gdy dap ing mién dich chong lai HIV in vivo.
Tét hon 13, protein gp140 HIV 1a trime, va tot hon nita 13 homotrime. Protein gp140
HIV c6 thé 14 trinh tu ¢6 trong tw nhién, vi dy, trinh tu dwgc phan 13p tir nhanh HIV bét
ky, nhu nhanh A, nhanh B, nhanh C, v.v., hodc protein gp140 kham. "Protein gp140
kham" bao gdm nhiéu epitop c6 ngudn goc tir mot hodc nhiéu trinh tw gp140 ciia mot

hodc nhiéu nhanh HIV.

Tét hon 13, protein gp140 HIV 1a protein gp140 kham dugc 1am 6n dinh. "Protein
gp140 kham dugc lam 6n dinh" 12 protein gp140 ma cé thé c6 da duge co thé duoc bién
dbi dé bao gom trinh tu polypeptit, nhu ving trime hoa, ma 1am tang tinh 6n dinh cta
chu trtc trime, hodc no6 ¢6 thé 1a protein gp140 ma duoc bién dbi dé bao gém cac dot
bién (so v6i trinh tw gp140 tu nhién) ma lam 6n dinh ciu tric trime, nhu SOSIP va/hodc
cac dot bién khac. Cac vi du cia ving trime hoa bao gbm, nhung khong chi gi6i han &,
ving trime hoa "foldon" T4-fibritin, vi du, ma c6é ftrinh ty axit amin cua
GSGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL (SEQ ID NO: 13); vung trime hoa
cudn xodn ddi co nguén géc tr GCN4, vi du, ma c¢O trinh ty axit amin cuda
MKQIEDKIEEILSKIYHIENEIARIKKLIGEV (SEQ ID NO: 14); va nhém phu xtc tac
cua aspartat transcarbamoylaza E. coli lam thé trime. Vung trime hoa nay c6 thé duoc
dung dé hd tro viéc hinh thanh trime 6n dinh (xem vi du WO 2010/042942, Nkolola et
al. 2010, WO 2014/107744, va Nkolola et al. 2014, cho céac trime dugc lam 6n dinh cta
protein gp140). Protein gp140 trime dugc lam n dinh dé dung trong sang ché ¢ thé

con bao gom dot bién vi tri phan cat dé tang cuong tinh 6n dinh, vi du, & vi tri phan cét
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furin, va/hodc dot bién goi 1a SOSIP (xem, vi du Sanders et al., 2002, 2015). Protein
gp140 trime duoc 1am 6n dinh c6 thé c6 ngudn gbc tir protein gp140 duge phan 1ap tir
nhanh HIV bt ky, vi du, nhanh A, protein B, protein C, v.v. Protein gp140 trime dugc

1am 6n dinh c6 thé con 1a protein gp140 kham dugc lam 6n dinh.

Protein gp140 HIV vi du ma c6 thé dugc dung trong séng ché bao gdm protein
gp140 nhanh C HIV (SEQ ID NO: 1), Protein gp140 kham HIV (SEQ ID NO: 2), va
dang két hop cta chung. Ca protein gp140 nhanh C HIV (SEQ ID NO: 1) va protein
gp140 kham HIV (SEQ ID NO: 2) déu 1a protein gp140 kham bao gdm ving trime héa
"foldon" T4-fibritin.

Ché phim sinh mién dich

Theo khia canh thit nhat, sang ché lién quan dén ché pham sinh mién dich chta
protein gp140 HIV. "Ché phdm sinh mién dich" nhu duge st dung & day dé cap dén ché
phdm c6 kha ning gy dap ung mién dich & dbi twogng ma da hodc sé dung ché pham.
Ché phdm sinh mién dich c6 thé 1a vacxin. "Vacxin" & cap dén ché phadm ma c6 thé tao
ra sy mién dich bao vé hodc dap tng mién dich bao vé cho dbi tuong, hodc co thé st
dung d& chung ngira cho dbi twong. Theo cac phuong 4n cia sang ché, bt ky protein
gpl40 HIV da biét trong linh vuc theo sdng ché c6 thé duge dung ché phdm sinh mién
dich theo sang ché. Ché phém sinh mién dich c6 thé bao gém mot hodc nhiéu protein

gp140 HIV, nhu mot, hai, hodc ba protein gp140 HIV.

Tét hon 13, ché phdm sinh mién dich theo sang ché bao gdm protein gp140 trime
duoc 1am 6n dinh. Theo mot phuong an dugc uu tién, protein gpl140 HIV la protein
gp140 nhanh C HIV, nhu protein bao gém trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 1.
Theo phuong an duge uu tién khéc, protein gp140 HIV 1a protein gp140 kham HIV, nhu
protein bao gbém trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 2.

Theo c4c phuong 4n khéc, ché phim sinh mién dich bao gom ca protein gp140
nhanh C HIV va protein gp140 kham HIV, nhu ché pham bao gdm SEQ ID NO: 1 va
SEQ ID NO: 2. Vi du, ché phdm sinh mién dich c6 thé bao gdm hdn hop cuia protein
gp140 nhanh C HIV bao g0m trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 va protein
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gp140 kham HIV bao gbm trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, vi dy, ¢ ty 1¢
1:1.

Ché pham sinh mién dich theo séng ché con bao gdbm nude, tét hon 1a nudce aé
tiém. Thém vao ché pham dén s6 lwong du (q.s.), phuc thudc vao thé tich ctia ché phadm

duoc diéu che.

Theo cac phuong &n clia sang ché, ché phdm sinh mién dich bao g6m 0,05 mg/mL
dén 5 mg/mL protein gp140 HIV, nhu 0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,5 mg/mL,
1 mg/mL, 2 mg/mL, 3 mg/mL, 4 mg/mL, hodc 5 mg/mL. Theo cac phuong an cu thé
ctia sang ché, ché phdm sinh mién dich bao gdém 0,2 mg/mL hodc 1 mg/mL protein
gp140 HIV, nhu c4c ché phim bao gdm SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2. Theo cac
phuong 4n cu thé khac cia séng ché, ché phdm sinh mién dich bao gbdm 0,05 mg/mL
dén 5 mg/mL hén hop cua protein gp140 HIV, nhu ché phim bao gdm SEQ ID NO: 1
va SEQ ID NO: 2, vidy, ¢ty 1€ 1:1.

Ché phdm sinh mién dich theo sang ché con bao gdm sorbitol (dudng), polysorbat
20 (chat hoat dong bé mit), va chit dém histidin. T4c gia phét hién ra mot cach dang
ngac nhién 1 tinh 6n dinh ctia protein gp140 HIV trong ché pham chira histidin c6 tinh
bn dinh cai thién so véi trong ché pham chira c4c axit amin khac. Téc gia con phat hién
ra mot cach dang ngac nhién 1a viéc bao gbm polysorbat 20 trong ché phim cai thién
hon tinh 6n dinh cta protein gp140 HIV trong ché phdm. Thong thudng, cac chat dém
dugce st dung cho cong thirc bao ché protein chira két hop cila axetat va sorbitol, hogdc
két hop cua histidin va sucroza (xem vi du, Uchiyama, Biochimica Biophysica Acta
(2014) 1844, 2041-2052). Histidin va sorbitol thuong khong dugc dung két hop trong
chat dém cho cong thiic bao ché protein. Theo hidu biét nhat cta tac gia, két hop ctia
histidin va sorbitol v6i polysorbat 20 (chat hoat dong bé mat) khong duge dung trong
bét ky ché pham thudc protein ban trén thi truong. Do do, ngac nhién khi thdy rang két
hop cua histidin va sorbitol ai thi¢n tinh 6n dinh cua protein gp140 HIV.

Theo c4c phuong an ciia sang ché, ndng do cta sorbitol ¢6 thé nam trong khoang
tir 2% dén 15% (khdi lugng/thé tich), nhu 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%,
11%, 12%, 13%, 14% hodc 15% (khdi lugng/thé tich). Theo mot phuong én dugc uu

-17-



33283

tién, nébng d6 cla sorbitol 1a 5% (khdi luong/thé tich). Theo phuong 4n dugc uu tién

khac, ndng do ctia sorbitol 1a 12% (khdi lwong/thé tich).

Theo cac phuong an cua sang ché, ndng d6 ctia polysorbat 20 cos thé ndm trong
khoang tir 0,01% dén 0,05% (khdi lwgng/thé tich), nhu 0,01%, 0,02%, 0,03%, 0,04%,
hodc 0,05% (khéi lu(yng/thé tich). Theo mét phuong an dugc uu tién, néng dd cua

polysorbat 20 12 0,02% (khéi lugng/thé tich).

Theo céc phuong 4n ctia sang ché, nong do ctia chét dém histidin 14 trong khoang
tir 5 mM dén 20 mM, nhu 5 mM, 10 mM, 15 mM hogc 20 mM, va t6t hon 1a 10 mM.
PH ctia chit dém histidin nam trong khoang tir 5,5 dén 7,0, nhu 5,5, 6,0, 6,5, hodc 7,0,
va tot hon 13 6,5. Theo mdt phuong an dugc uu tién, nf")ng do cua chit dém histidin 1a
10 mM va pH cua chit dém 13 6,5. Gi4 tri pH bét ky dugc mo ta & day, dugce hiéu 1a
duoc bién dbi trong tit ca cac trudng hop boi thuat nglt "khoang," ma, khi dugce ding
lién quan dén gid tri pH bao gdm = 0,5 ciia gia tri pH cu thé. Trir khi c6 chi dinh khac,
tAt ca gia tri pH dé cap dén pH ctia ban than chat dém histidin ma chtra trong ché pham

sinh mién dich theo sédng ché.

Theo céc phuong 4n nhét dinh theo sang ché, ché pham sinh mién dich con bao
g@)m ta dugc. Thuat ngit "t4 dugc" va "chét kich thich mién dich" dugc sit dung thay thé
14n nhau trong ban md ta nay, va dugc dinh nghia 1a mot hoac nhiéu chat gay kich thich
hé mién dich, hodc ting cudong dap tng mién dich. Vi du, ta dugc cd thé duoc sir dung
dé tang cudng dap ing mién dich cho protein gp140 HIV va/hodc ché pham sinh mién
dich theo sang ché khi dugc dung mot minh hodc két hop thém v6i mot hodc nhiéu vecto
adenovirut ma hda mot hodc nhiéu khang nguyén HIV. T4 dugc thich hop dugc sir dung
theo sang ché nén 1a ta duoc ma c6 kha ning 13 an toan, dung chiu tdt va hitu hiéu &
ngudi, nhu, vi du QS-21, Iscomatrix, Detox-PC, MPL-SE, MoGM-CSF, TiterMax-G,
CRL- 1005, GERBU, TERamide, PSC97B, Adjumer, PG-026, GSK-I, GeMAF, B-
alethine, MPC-026, Adjuvax, CpG ODN, Betafectin, mudi nhém (vi du nhom hydroxit,
va/hodc nhdm phosphat; vi du vé ta dugc nhom phosphat kaf AdjuPhos, huyén phu gel
uGt nhdm phosphat vo trung), Adjuplex, va MF59. Tét hon 14, ta dugc 1a td duge nhom
phosphat.
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Theo céc phuong 4n cua sang ché, ta dugc nhom phosphat c6 thé chua trong ché
pham sinh mién dich & ndéng do nim trong khoang tir 0,7 dén 5,0 mg/mL, vi du 0,7,
0,75, 0,8, 0,85, 0,9, 0,95, hoac 1 mg/ml, vidu & n(‘?)ng d6 cb dinh b?mg 0,85 mg/mL, hodc
vidu 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3.5, 3,6, 3.7, 3.8, 3,85, 3,9, 3,95, 4,0, 4,5, hodc 5,0 mg/mL, vi du
& ndng do6 c¢b dinh bang 3,84 mg/mL. Mot muc tiéu cla sang ché 1a dé xuét ché pham
6n dinh dai han véi t4 duoc nhom phosphat ¢6 mat cing v6i chét khang nguyén protein
gp140. Phat hién dang ngac nhién la ché pham léng theo sang ché ma bao gdm HIV
gp140, chat dém histidin, sorbitol, va polysorbat 20, 4n dinh trong it nhét 6 thang & 2-
8°C. Céc ché phdm nay con thay 13 6n dinh trong it nhét 6 thang & nhiét d6 cao bang
25°C. Ngoai ra, cac ché phdm nay con dugc thy 14 6n dinh trong it nhit 2 tuln, 1 thang,
hoiic tham chi dén 3 thang & 40°C, nhu dugc do bang SDS PAGE rut gon.

Theo phuong 4n vi du ciia sang ché, ché pham sinh mién dich bao gom, so voi

téng thé tich ciia ché pham:

a. 0,2 mg/mL dén 1 mg/mL protein gp140 HIV bao gdm trinh tyr axit amin
néu trong SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2;

b. 5% dén 12% (khdi luong/thé tich) sorbitol;

c. 0,02% (khéi lugng/thé tich) polysorbat 20;

d. 10 mM chét dém histidin & pH bang 6,5; va

e. 0,7 dén 4,0 mg/mL (vi du 0,85 mg/mL hodc 3,84 mg/mL) t4 dugc nhom
phosphat.

Ché phdm sinh mién dich theo sang ché ¢ thé duoc phéi ché theo cach bat ky
thich hop dé ding cho dbi twong dé tao thuan lgi cho viéc dung va cai hién tinh hiéu
qué, bao gdm, nhung khong gi6i han &, viéc st dung qua duong miéng (trong rudt) va
tiém ngoai duong tiéu hoa. Tiém ngoai duong tiéu hoa vi du co thé bao gdm dich tiém
dudi da, tiém trong co, hodc tiém trong da. Ché phém sinh mién dich theo sang ché ¢co
thé con duge phéi ché cho cac dudong dung khéc, vi du dung qua niém mac, truc trang,
dudi ludi, qua miéng, hodc trong miii. Tot hon 1, ché pham sinh mién dich duoc phéi

ché dé tiém trong co.
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Ché phim sinh mién dich theo sang ché 1a c6 loi trong d6 protein gp140 HIV c6
thé duoc bao quan on dinh & dang 16ng & nhiét do duoc lam lanh, vi du 2°C dén 8°C,
trong khoéang thoi gian kéo dai, nhu khoang 2 ndm. Theo cdc phuong an nhit dinh, ché
pham sinh mién dich bao gdm ta dugc, vi du td duge nhom phosphat. Ché pham sinh
mién dich chtra t4 dugc con thich hop véi bao quan & dang chit long dudi cac diéu kién
dugce 1am lanh trong khoang thoi gian kéo dai. Ché phim sinh mién dich theo sang ché
con thich hop véi bao quan & dang dong kho. Tuy nhién, ché pham theo séng ché do d6
t6t hon 1a ché phdm 16ng, nghia 1a chung & dang 1éng & nhiét dd bao quan dugc uvu tién,
tire 1a & 2-8°C. Thong thudong ché pham hozc phéi phdm 16ng theo séng ché 13 huyén
pht nudc, nghia la khong phai tit ca protein va/hodc vat liéu hat nhu nhdom phosphat c6
thé dugc hoa tan hoan toan. Trong cic truong hop nay nén tron ché pham trudce khi sir
dung. Uu tién 13 bao quan ché phadm theo sang ché ma bao gbm ta duge nhom phosphat
trén diém két dong ciia nude, tét nhit 1a & 2-8°C, vi du vi du 2°C, 3°C, 4°C, 5°C, 6°C,
7°C, hoic 8°C. Loi ich 1a khong can su dong kho ngudn luc chuyén siu va t6n kém va
hoa tan bi két lai trude khi st dung, khong can trén bén canh va bao quan riéng ré€ ta
dugc nhém phosphat ngoai ché phim c6 thé dugc bao quan ‘dung ngay'. Ngoai ra, bao
quéan & cac diéu kién dugce 1am lanh nhung khong két dong 1am cho ché pham c6 thé
duoc st dung d& dang hon trong diéu kién ngudn luc giéi han vi du khi khong c6 kha
nang két dong. Hon nita, tinh n dinh duy tri quan sét thdy & nhiét do tang (vi du 25°C,
va tham chi 40°C) cta ché phdm theo sang ché chi ra rang viéc thay d6i nhiét do khong
¢b ¥, vi du khi tam thoi ché phdm dugc phoi ra nhiét do phong ngay ca trong diéu kién

thoi tiét Am, khong thé ngay lap tic gdy thiét hai cho ché phim vacxin theo sang ché.

Ché phadm theo sang ché, ngac nhién 13 bao gbm ché phdm chira nhém phosphat,
4n dinh khi bao quan & nhiét do bﬁng 2-8°C trong it nhét mot ngay, mot tudn, hai tuan,
mot thang, tét hon 1a it nhat 2,3, 4,5, 6 thang. Tt hon nita 1a cac ché phém nay on dinh
dudi cac diéu kién nay trong it nhat 7, 8,9, 10, 11, 12 thang, con tdt hon nita 14 it nhét
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 thang, tot nhat 13 it nhat 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 thang hodc 14u hon, vi du 1-72 thang, vi du 6-48 thang, vi du
12-36 thang. Sang ché theo cac phuwong an nhét dinh do d6 dé xuit ché pham theo sang
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ché, ma 6n dinh khi duoc bao quan & 2-8°C trong it nhit mot thang, it nhét ba thang, it
nhit 6 thang. Tét hon 1a cac ché phdm nay 1a 6n dinh trong it nhat 12 thang, it nhat 18
thang, it nhat 24 thang, it nhat 30 thang, it nhét 36 thing. Theo céc phuong dn nhat dinh,
sang ché d& xuit viéc st dung ché phdm sinh mién dich theo sang ché @ chung ngira
cho dbi tuong, tét hon 1a d6i twong ngudi, sau khi ché phim sinh mién dich da dugc bao
quan ¢ 2-8°C trong it nhét mot ngay, it nhét mot tuan, it nhét hai tuln, it nhét ba tuan, it
nhét mot thang, it nhAt hai thang, it nhit ba thang, it nhat 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13,
14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27. 28. 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36
théng.

Nhdm muc dich cta sang ché, ché pham sinh mién dich ma bao gdm protein
gp140 HIV va sau khi dugc bdo quan trong it nhat mot tuln, t5t hon 12 it nhat mot thang,
& nhiét @ duoc cho khong thé hién nhidu hon 25%, t6t hon 1a khong nhiéu hon 10%,
thoai bién protein gp140 nay trén gel SDS PAGE rat gon, dugc xem la ché phdm sinh
mién dich 4n dinh bao quén thoi gian dai & nhiét d nay. Ché pham sinh mién dich ma
bao goém protein gp140 HIV dugc xem 12 "dn dinh" theo sang ché dudi cac diéu kién
nhat dinh (vi du 2-8°C) trong thoi gian cu thé (vi du 6 thang), néu duéi cac diéu kién
nay sau thoi gian cu thé nay protein gp140 nay khong thé hién nhiéu hon 25%, t6t hon
13 it hon 20%, t6t hon 14 it hon 15%, t6t hon 1a it hon 10%, tot nhét 1a it hon 5%, thoai
bién (so véi 1an do ban dau tai t=0) trén gel SDS PAGE rut gon. Thoai bién 1a nhin thay
bang mit 12 dai bd sung dudi dai gp140 clia khéi lugng phan tir mong mudn. Thir nghiém
tiy ¥ nhu ELISA ciing c6 thé duge ding dé do tinh 6n dinh, va theo cac phuong 4n nhét
dinh, ché phdm ma 6n dinh 1 nhu dwoc x4c dinh & trén, con khong thé hién nhiéu hon
50%, t6t hon 12 it hon 25%, thoai bién (gairm so véi tin hiéu ban dau & t=0) trong thtr

nghiém ELISA.

Phuong phap didu ché ché phAm sinh mién dich

Sang ché con lién quan dén phwong phép diéu ché ché pham sinh mién dich theo
sang ché. Theo cic phuong 4n ciia sang ché, phuong phap diéu ché ché pham sinh mién
dich bao goém viéc pha tron protein gp140 HIV, sorbitol, polysorbat 20, va cht dém
histidin trong khoang ndng do thich hgp. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh virc
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k¥ thuét nay quen thudc véi cac k§ thudt thong thuong duoc sir dung dé diéu ché cac

ché phim nay.

Vi du, ché phém sinh mién dich c6 thé dugc diéu ché bang cach tron 1an chét
dém histidin, sorbitol, va polysorbat 20 & ndng d6 mong mudn. Sau 6, protein gp140
HIV ¢6 thé duoc thém. PH cua ché phém c6 thé dugce diéu chinh trude hodc sau khi
thém protein gp140 HIV. La vi du minh hoa khéc, d4u tién dung dich dém chira histidin
va sorbitol ¢6 thé duge diéu ché. Protein gp140 HIV dugc diéu ché trong chit dém &
néng do mong muén, va sau d6 duoc thém vao dung dich dém chira histidin va sorbitol,
sau d6 thém Polysorbat & ndng do dich. T4 dugc ¢ thé duoc thém cudi cing dé thu
duoc ché phdm cudi cing. Sang ché con d& xuét phuong phap dé didu ché ché phim
sinh mién dich 6n dinh khi bao quéin, trong thoi gian dai ma bao gdm protein gp140
HIV. Theo cac phuong an nhat dinh, phuong phap nay bao gdm: (i) tao ra ché phim
sinh mién dich theo sang ché (ttrc 12 bao gdm 0,05-5 mg/mL protein gp140 HIV, 2-15%
(khéi lugng/thé tich) sorbitol, 0,01-0,05% polysorbat 20, 5-20 mM chit dém histin pH
5,5-7,0, nude, va tot hon 13 0,7-4,0 mg/mL nhom phosphat), va (ii) bao quan ché phdm
nay ¢ 2-8°C trong it nhat mot thang, vi du 1-72 thang, vi du 6-48 thang, vi du 12-36
thang, vi du 18-30 thang. Theo cac phuong an nhat dinh, phuong phap niy bao gdm:

(i) tron cac thanh phén sau dé tao ra ché phém sinh mién dich chtra cac thanh

phan nay véi luong so véi téng thé tich ciia ché pham:

(a) 0,05 mg/mL dn 5 mg/mL protein gp140 HIV;

(b) 2% dén 15% (khéi luong/thé tich) sorbitol;

(c) 0,01 dén 0,05% (khdi lwong/thé tich) polysorbat 20;

(d) 5 d&n 20 mM chét dém histidin & pH bang 5,5 dén 7,0,

(e) nude (t6t hon 1a nudce dé tiém),

® ta dugc nhdm phosphat, t6t hon 12 & ndng @0 bang 0,7-4 mg/mL;

va

(ii) bao quan ché pham & 2-8°C trong it nhét mot thang, vi du 1-72 thang, vi du
6-48 thang, vi du 12-36 thang, vi du 18-30 thang.
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Phuong phéap giy ddp tng mién dich

Sang ché con lién quan dén phuong phap gy dép ing mién dich chéng virut gay
suy giam mién dich & nguoi (HIV) & d6i tugng can chung bang ché phdm sinh mién
dich theo séng ché. Dap tmg mién dich c6 thé 1 chéng lai mot hodc nhiéu nhanh HIV.
Phuong phap dugc mo td & ddy con bao gbm viéc dung ché phim sinh mién dich theo
sang ché két hop v6i mot hodc nhiéu khang nguyén HIV bd sung ma t6t hon 1a duoc
biéu hién tir mdt hoic nhiéu vecto, nhu vecto adenovirut hodc vecto MVA, bao gém

phuong phap mdi va ting cudng dap ing mién dich.

Theo mdt khia canh chung, phuong phép gy dap ing mién dich chbng virut gay
suy giam mién dich & nguoi (HIV) & dbi tugng can chung bao gdm viéc ding cho ddi
tuong lugng c6 hi€u qua cua ché pham sinh mién dich chira protein gp140 HIV theo
phuong 4n theo sang ché. Bét ky trong sé cac ché phdm sinh mién dich dugc mo ta &
day co thé duoc st dung trong phuong phép gy dap ung mién dich chéng HIV & dbi
tuong. Tbt hon 13, ché phém bao gém protein gp140 HIV trime dugc 6n dinh, nhu
protein gp140 nhanh C HIV bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1, hoic
protein gp140 kham HIV bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2, hodc hon
hop cia chung. Ché phim c6 thé con bao gbm ta dugc, nhu td duge nhdm' phosphat.
Phuong 4n vi du cua ché phdm sinh mién dich dé dung trong phuong phép theo sang

ché bao gom, so v6i tong thé tich cuia ché pham,

a. 0,2 mg/mL dén 1 mg/mL protein gp140 HIV bao gOm trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2;

b. 5% dén 12% (khdi luong/thé tich) sorbitol;

c. 0,02% (khdi lugng/thé tich) polysorbat 20;

d. 10 mM chét dém histidin & pH bang 6,5; va

e. 0,7 dén 4.0 mg/mL (vi du 0,85 mg/mL hodc 3,84 mg/mL) t4 dugc nhom
phosphat.

Theo cac phuong 4n clia sang ché, "gdy dap tng mién dich" khi duge dung lién
quan dén phuong phép va ché phim dugc md ta & day bao ham viéc mang lai su mién

dich bao v€ va/hoac chung ngua d6i tuong chéng lai su 1ay nhiém, nhur 14y nhiém HIV,
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nham muc dich phong ngira, ciing nhu gy dap tmg mién dich hoic tic dung mong mudn
& ddi tuong can chiing chdng lai sy 14y nhi&ém, nhu 1y nhiém HIV, nhim muc dich chita
bénh. Tét hon 13, phuong phap theo séng ché 1a dé nhim muc dich phong ngira, nhu dé
mang lai sy mién dich bao vé. Pap tng mién dich c6 thé 1a dap tng mién dich té bao

va/hodc dap tmg mién dich thé dich.

Nhu duge ding trong ban mé ta ndy, thuat ngit “sw mién dich bao vé&” hodc “dép
trng mién dich bao v&” c6 nghia 1a d6i twong ching ngira ¢6 thé kiém soat sy nhiém béi
tdc nhan gdy bénh ma viéc chung ngua dugc thuc hién dé chéng lai chung. Thong
thuong, ddi tuong da phat trién “dap tmg mién dich bao vé&” chi phat trién triéu chimg
1am sang tir nhe d&én trung binh hoic khong c6 tridu chig nao. Thong thudng, ddi twong
¢6 “dap tng mién dich bao v&” hodc “su mién dich bao vé&” chdng lai tac nhan nhét dinh

s& khong tir vong do sw nhiém téc nhan do.

Thong thudng, viée ding ché phdm sinh mién dich theo céc phuong 4n cia sang
ché 12 nhdm muc dich phong ngira dé tao ra dap tng mién dich chéng lai khang nguyén
HIV trude khi 1dy nhiém hodc phét trién triéu chimg. Theo céc phuong 4n khac, ché
phadm sinh mién dich c6 thé dugc ding du phong sau phoi nhiém. Ché phim sinh mién
dich theo sang ché co thé con duge ding cho dong vat c6 vu khong phai ngudi, nhu

nham muc dich thi nghiém.

Nhu duge sir dung & day, "luong ¢6 hiéu qua" hodc "luong c6 hiéu qua mién
dich" ¢6 nghia 13 lugng ché phdm di @& gay ra tic dung mién dich hodc dép tng mién
dich mong mudn & dbi tugng can ching. Theo mot phuong 4n, lwong c¢6 hidu qué c6
nghia 14 luong du dé gdy dap tng mién dich & d6i tuong can chiing. Theo cac phuong
4n nhét dinh, luong c6 hiéu qua c6 nghia 12 luong di dé tao ra sw mién dich & ddi tuong
can chung, vi du, mang lai tac dung bao vé chéng lai bénh nhu sy nhiém virut. Theo céc
phuong an nhét dinh, lugng c6 hidu qui c6 nghia 1a lugng du dé tang cuong déap ung
mién dich & dbi tuong can ching. Vi dy, khi dugc st dung két hop véi mot hoidc nhiéu
thanh phan hodc ché phim sinh mién dich khac khac c6 kha ning tac dong dén dap tng

mién dich, nhu ché d6 mdi-ting cuong, luong c6 hiéu qua cé thé 1a lugng du dé tang
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cuong dap mg mién dich gy ra béi mot hodc nhiéu thanh phan hoic ché phdm sinh

mién dich khéc.

Luogng c6 hiéu qua co thé thay dbi tiry thudc vao nhiéu yéu t§, nhu tinh trang strc
khoe cua dbi tuong, do tudi, can nang, suc khde, v.v.; 4p dung cu thé, vi du, c6 gay dap
rng mién dich hodc tao ra sy mién dich bao vé hay khong; va bénh cu thé, vi dy, nhiém
virut, ma mong mudn c6 sy mién dich ndy. Lugng c6 hiéu qua c6 thé dugc xac dinh dé
dang béi mot trong sd cac chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét nay dua vao sang ché.
Nhin chung, khi dugc st dung lién quan dén protein gp140 HIV lugng c6 hi€u qua ¢6
thé nam trong khoang tir, vi du khoang 0,3 dén khoang 3000 microgram (ug), vi du 1-
1000 pg, vi du 10-500 pg, vi du khoang 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 hodc
500 pg.

Luong c6 hidu quéa ciia ché phdm sinh mién dich c6 thé duoc dung trong ché
phém don 1€, hodc trong nhiéu ché phém, nhul, 2, 3,4,5,6,7,8,9, hodc 10 ché phém
(vi du, vién nén, vién nang va/hodc thudc tiém), trong dé trong d6 viéc dung nhiéu ché
pham (vi du, vién nén, vién nang va/hodc thudc tiém) cung nhau cung cép cho déi trong
lugng c6 hiéu qua mién dich. Ciing ¢6 thé dung luong c6 hidu qua cia ché phdm sinh
mién dich cho dbi tuong, va sau do su dung lidu luong khéc cta lugng ¢6 hi€u qua cua
ché phém mién dich cho clng dbi tuong, trong ché @6 tri liéu goi 1a méi-téng cuong,

nhu duoc md ta chi tiét hon sau day.

Theo cac phuong 4n cua sang ché, ché pham sinh mién dich c6 thé dugc dung
cho ddi twong bing phuong phap bat ky da biét trong linh vuc bao gdm, nhung khong
gi6i han &, dung qua dudng miéng (trong rudt) va tiém ngoai duong ti€u hoéa. Tiém
ngoai duong ti€u hoa co thé vi du bao gdm tiém duéi da, tiém trong co, hodc tiém trong

da. Tt hon 13, ché pham sinh mién dich dugc dung bang cach tiém trong co.

Con ¢6 thé dung ché pham sinh mién dich theo sang ché ciing v6i mot hodc nhidu
khang nguyén HIV bd sung, hodc mot hodc nhiéu vecto, nhu vecto adenovirut, ma hoa
mdt hodc nhiéu khang nguyén HIV bd sung. Nhu duge st dung & ddy, thuat ngir "cing
phan phéi," "cung st dung," "dugc dung cung véi," hodc "dugc dung két hop v6i" dé

cap dén viéc ding dong thoi hai hodc nhidu thanh phan, nhu ché phdm sinh mién dich
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chtra protein gp140 HIV, hodc nhiéu vecto biéu hién virut, nhu vecto adenovirut. “Viéc
str dung dong thoi” c6 thé 1a viéc st dung hai hodc nhiéu thanh phin it nhat 13 trong
cung mot ngay. Khi hai thanh phan duge "ding cuing nhau," ching c6 thé dugc ding
trong cac ché pham riéng r& mot cach tuan tu trong khoang thoi gian ngan, nhu 24, 20,
16, 12, 8, hodc 4 gio, hodc trong vong 1 gid hodc it hon, hodc chung ¢6 thé duoc dung
trong ché phdm don 1é vao cung thoi diém. Vi du khong giéi han cua viéc dung ché
pham sinh mién dich gp140 protein v6i mot hodc nhiéu khang nguyén HIV bd sung
duoc ma hoa boi vecto nhu adenoviral vecto, duge dé xuét trong WO 2016/049287, ndi

dung duoc két hop vao day bang cach vién dan toan bd.

Do d6, theo cac phuong 4n nhét dinh theo sang ché, phuong phap gy dap tng
mién dich con bao gbm viéc ding cho dbi twong lwgng ¢6 hidu qua cua ché phim sinh
mién dich th hai chita mot hodc nhiéu khang nguyén HIV hodc mdt hoac nhiéu vecto
ma hoa the khang nguyén HIV. Khang nguyén HIV bét ky da biét dbi voi chuyén gia
trong linh vuc theo sang ché c6 thé duogc str dung, nhu khang nguyén Nef, Gag, Env,
hodc Pol HIV hodc phan khang nguyén hodc epitop bét ky hoac két hop cta ching.
Khang nguyén HIV kham cling co thé duogc st dung. Khang nguyén HIV vi du bao gbm,
nhung khong chi giéi han ¢, khang nguyén Env, Gag, va/hodc Pol kham va két hop cua
ching, nhu khang nguyén bao gbm trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 3-12, hodc
SEQ ID NO: 11 c6 mot hodc nhiéu dot bién duge chon tir nhém bao gém (1) I529P (Ile
dén Pro & vi tri 529), (ii) K480E (Lys dén Glu 6 vi tri 480), va (iii) két hop ctia EK479-
480RRRR (tire 1a thay thé GluLys & vi tri 479 va 480 bang bén gbc Arg lién tuc), [529P
(Ile dén Pro & vi tri 529), A471C (Ala dén Cys 6 vi tri 471) va T575C (Thr dén Cys &
vi trf 575). Khang nguyén HIV bd sung c¢6 thé vi du duoc ding cho ddi twong 1 protein

hoic polypeptit dugc phan 14p hodc 1a vecto ma hoa cac protein hodc polypeptit nay.

Tét hon 13, theo phuong phép bao gdm viéc ding cho d6i tuong luong co hidu
qué ctia ché phim mién dich tht hai, ché phdm mién dich thtr hai bao gdm mdt hodc
nhiéu vecto ma hoa mot hodc nhiéu khang nguyén HIV.

Vecto bat ky da biét d6i v6i chuyén gia trong linh vuc lién quan dén sang ché co

thé dugc st dung. Tét hon 13, vecto 12 vecto adenovirut, tét hon nita 13 vecto adenovirut
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26. Didu ché vecto adenovirut tai t6 hop da dugc biét rd trong linh vuc k¥ thuat nay.
Diéu ché vecto adenovirut 26 (rAd26) tai to hop dugc mo ta, vi du, trong WO
2007/104792 va in Abbink et al., (2007) Virol 81(9): 4654-63. Trinh tu h¢ gen vi du cia
Ad26 dugce tim thdy trong M sd truy cap GenBank EF 153474 va trong SEQ ID NO:1
ctia WO 2007/104792. Vi du vé vecto hitu dung cho sang ché vi du bao g0m cac vecto
duoc md ta trong WO2012/082918, phan boc 16 ciia ching dugc két hop & day chi dé
tham khao. Vecto adenovirut khac ma c6 thé duge dung két hop véi ché phim sinh mién
dich theo sang ché bao gdm vecto duge mo ta trong WO 2016/049287 va Bon PCT sd
PCT/EP2016/081159, ndi dung dugc két hop vao diy bang cach vién din toan bo.

Theo céc phuong an cua sang ché, vecto adenovirut c6 thé bao gdbm mot khang
nguyén HIV, hodc nhiéu hon mét khang nguyén HIV, nhu hai, ba, hodc bbn hodc nhiéu
khéang nguyén HIV. Ché phém sinh mién dich c6 thé bao gém mot hodc nhiéu vecto
adenovirut, nhu hai, ba, hodc bdn hodc nhiéu khang nguyén HIV, md hoa mot hodc
nhiéu khang nguyén HIV khac. Theo cdc phuong 4n khic cua sang ché, ché phdm thi
hai ¢6 thé bao gém mot vecto adenovirut, hoac nhiéu hon mot vecto adenovirut, nhu
hai, ba, hodc bdn hodc nhidu vecto adenovirut. Néu ché pham tht hai bao gdém nhiéu
hon mdt vecto adenovirut, vecto adenovirut c6 thé ma héa khang nguyén HIV gidng

hodc khac nhau.

Vecto adenovirut ma héa mot hodc nhiéu khang nguyén HIV dé dung trong
phuong phép theo sang ché bao gbém axit nucleic ma héa khang nguyén HIV ma lién két
hoat ddng vdi gen khai dong, nghia 1a axit nucleic nam dudi su kiém soat ctia gen khéi
dong. Gen khoi dong c6 thé 1a gen khéi dong cung loai (tic 18, ¢6 ngudn gdc tir cling
ngudn di truyén véi vecto) hodc gen khéi dong khac loai (tuc 13, ¢6 ngudn gbc tir vecto
khac hodc ngudn di truyén khac). Vi du vé gen khéi dong thich hop bao gom gen khai
dong virut cuy bao (CMV) va gen khéi dong virut gdy ung thu mo li€n két Rous (RSV).

Tot hon 14, gen khéi dong nam nguoce chiéu véi axit nucleic & trong bang biéu hién.

Nhin chung, "luvgng c¢6 hi€u qua" khi dugc dung vién dan dén vecto adenovirut,
¢6 thé ndm trong khoang tir khoang 10® hat virut dén khoang 10'2 hat virut, vi du 10,

10%, 101, 10", hodic 10'2 hat virut. Viéc diéu ché va st dung ché phdm sinh mién dich
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bao gém vecto adenovirut, nhu vecto adenovirut 26, 1a da biét dbi voi chuyén gia trong
linh vuc. Dugc phdm 16ng thuong bao gdbm chat mang 16ng ching han nhu nuée, dau
mé, dau dong vat hodc thuc vat, dau khoang hoac dau téng hop. Dung dich nude mudi
sinh ly, dextroza hodc dung dich sacarit khac hodc glycol ching han nhu etylen glycol,
propylen glycol hodc polyetylen glycol cling co thé dugc bao gdm.

Vi du vecto adenovirut tai td hop c6 thé dugc bao quan trong chat dém ma ciing
duoc st dung dbi v6i Tiéu chuan thé gisi vé Adenovirut (Hoganson et al., 2002,
Bioprocessing J 1: 43-8): 20 mM Tris pH 8, 25 mM NaCl, va 2,5% glyxerol. Chét dém
ché phdm adenovirut hitu dung khac thich hop dé dung cho ngudi 1a 20 mM Tris, 2 mM
MgCly, 25 mM NaCl, 10% (khéi lugng/thé tich) sucroza, va 0,2% (khdi lugng/thé tich)
polysorbat-80. Chat dém ché pham khéc thich hop cho adenovirut téi t6 hop c6 chua
10-25 mM chét dém xitrat 6 pH 5,9-6,2, 4-6% (khdi lugng/khéi lwong) hydroxypropyl-
beta-xyclodextrin (HBCD), 70-100 mM NaCl, 0,018-0,035% (khdi luvgng/khéi lugng)
polysorbat-80, va tuy y 0,3-0,45% (khdi lwong/khéi lugng) etanol. Cac chat dém khac
c6 thé duoc sir dung, va mot sé vi du vé ché pham thich hop dé bao quan va dé str dung

cac vecto da duoc tinh ché trong dugc phém 1a d3 dugc biét.

Viéc dung ché phdm sinh mién dich bao gbém mdt hodc nhidu khang nguyén HIV
bd sung hodc mot hodc nhiéu vecto adenovirut ma héa mot hodc nhiéu khang nguyén
HIV b sung thudng 14 trong co, trong da hodc dudi da. Tuy nhién, cac phuong thire st
dung khac nhu trong tinh mach, qua truc trang, qua da, qua duong miéng, qua dudng
miii, v.v. ciing ¢6 thé duoc du tinh. Viéc sir dung trong co cla ché phdm mién dich c6
thé dat duogc béng cach st dung kim dé tiém huyén phu cta vecto biéu hién, vi du nhu
vecto adenovirut, va/hodc polypeptit khang nguyén. Phuong 4n thay thé 14 s dung dung
cu tiém khong kim dé dung ché phim (bang c4ch st dung, vi du nhu, Biojector™) hoac

bdt dong kho chira vacxin.

Theo mdt phuong 4n, ché pham sinh mién dich chira protein gp140 theo phuong
an theo sang ché duoc dung két hop véi vecto adenovirut, t6t hon 1a vecto adenovirut

26, ma hoa khang nguyén HIV bao gom trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO: 3.
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Theo mot phuong 4n, ché pham sinh mién dich chtta protein gp140 HIV theo
phuong 4n theo sang ché dugc dung két hop véi vecto adenovirut, t6t hon 1a vecto
adenovirut 26, ma hoa khang nguyén HIV bao gdm trinh tur axit amin néu trong SEQ ID
NO: 4.

Theo mot phuong 4n, ché phdm sinh mién dich chtra protein gp140 HIV theo
phuong 4n theo sang ché dugc ding két hop vdi vecto adenovirut, tot hon 13 vecto
adenovirut 26, ma hoa khang nguyén HIV bao gdm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID
NO: 5.

Theo mot phuong 4n, ché pham sinh mién dich chira protein gp140 HIV theo
phuong 4n theo sang ché dugc ding két hop véi vecto adenovirut, t6t hon 14 vecto
adenovirut 26, ma hoa khang nguyén HIV bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 6.

Theo mot phuwong 4n, ché pham sinh mién dich chira protein gp140 HIV theo
phuong 4n theo sang ché dugc ding két hop v6i vecto adenovirut, t6t hon 1a vecto
adenovirut 26, ma hoa khang nguyén HIV bao gdm trinh tw axit amin néu trong SEQ ID
NO: 7.

Theo mot phwong 4n, ché pham sinh mién dich chira protein gp140 HIV theo
phuong an theo sang ché duoc ding két hop v6i vecto adenovirut, tot hon 1a vecto
adenovirut 26, ma hoa khang nguyén HIV bao gdm trinh tw axit amin néu trong SEQ ID
NO: 8.

Theo mot phuwong 4n, ché pham sinh mién dich chira protein gp140 HIV theo
phwong 4n theo sang ché dugc ding két hop véi vecto adenovirut, t6t hon 13 vecto
adenovirut 26, ma hoa khang nguyén HIV bao gdm trinh ti axit amin néu trong SEQ ID
NO: 9.

Theo mdt phuong 4n, ché phim sinh mién dich chira protein gp140 HIV theo
phuong 4an theo sang ché duoc ding két hop véi vecto adenovirut, t6t hon 1a vecto
adenovirut 26, ma hoa khang nguyén HIV bao gdm trinh tur axit amin néu trong SEQ ID
NO: 10.
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Theo mét phuwong 4n, ché pham sinh mién dich chira protein gp140 HIV theo
phuong an theo sang ché duoc ding két hop véi vecto adenovirut, t6t hon 1a vecto
adenovirut 26, ma hoa khang nguyén HIV bao gdm trinh tw axit amin néu trong SEQ ID
NO: 11, SEQ ID NO: 11 ¢6 mét hodc nhiéu dot bién duge chon tir nhém bao gdm (i)
1529P (Ile dén Pro & vi tri 529), (ii) K480E (Lys dén Glu & vi tri 480), va (iii) két hop
ctia EK479-480RRRR (tirc 1a thay thé GluLys & vi tri 479 va 480 bang bén gbc Arg lién
tuc), I529P (Ile d&én Pro & vi tri 529), A471C (Ala dén Cys & vi tri 471) va T575C (Thr
dén Cys & vi tri 575), hoic SEQ ID NO: 12.

Khi dung vecto adenovirut ma héa mot hodc nhidu khang nguyén HIV, vecto
adenovirut biéu hién khang nguyén HIV duoc mi héa, sao cho khang nguyén HIV c6
mat trong hé mién dich cta di twong, nhd d6 gay dap tng can thiét @ tao ra sy mién
dich, hodc gy dap tmg mién dich. Ché phim sinh mién dich chira protein gp140 HIV
theo phuong 4an theo sang ché c6 thé dwgc dung clng véi mot hodc nhidu vecto
adenovirut dé moi dap tmg mién dich, vi/hodc sau d6 diung mot hoic nhiéu vecto

adenovirut dé thiic diy dap ung mién dich.

Do d6, theo cac phuong 4n khac ciia sang ché, phuong phap gy dép ting mién
dich chéng HIV ¢ d6i tugng can chiing bao goém (i) viéc ding cho d6i twong luong co
hiéu qua ctia ché phdm sinh mién dich chira protein gp140 HIV theo phuong 4n theo
sang ché, va tot hon 13 con bao gdm ta duoc, va (i) viéc ding cho d6i twong luong ¢
hiéu qua cua ché phém sinh mién dich tht hai chira m6t hodc nhiéu vecto adenovirut
ma héa mdt hodc nhidu khang nguyén HIV. Cac bude (i) va (ii) duge thuc hién theo
trinh ty bat ky, v6i mot trong sb cac bude dé gay mién dich moi va bude kia dé thuc day
mién dich. Tuy ¥, phuong phép c6 thé con bao gdbm viéc ding mot hodc nhiéu vecto
Modified Vaccinia Ankara (MVA) ma héa mot hodc nhiéu khang nguyén HIV. Vecto
MVA c6 thé ma hoa bat ky khang nguyén HIV duge md ta ¢ day. T6t hon 13, vecto
MVA ma hoa mét hodc nhiéu khang nguyén HIV dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID
NO: 3-12, hodc SEQ ID NO: 11 ¢6 mdt hodc nhiéu dot bién dugce chon tir nhém bao
gbm (i) I529P (Ile dén Pro & vi tri 529), (ii) K480E (Lys dén Glu & vi tri 480), va (iii)
két hop ctia EK479-480RRRR (tirc 1a thay thé GluLys & vi tri 479 va 480 bang bon gbe
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Arg lién tuc), I529P (Ile dén Pro & vi tri 529), A471C (Ala dén Cys & vi tri 471) va
T575C (Thr dén Cys & vi tri 575).

Céc vi du cua vecto adenovirut, vecto MVA, va ché d6 mdi - déy ma c6 thé duogc
str dung két hop v6i ché pham sinh mién dich chira protein gp140 HIV theo phuong 4n
theo séng ché bao gém cac ché phém dugc mo ta trong WO 2016/049287, boc 16 dugce

két hop vao ddy bang cach vién din toan bd.

Vi du, theo mot phuong an cia phuong phap dugce boc 10, mot hodc nhiéu vecto
adenovirut ma hoa mot hodc nhidu khang nguyén HIV duoc ding dé mdi dép tng mién
dich. Ché phdm sinh mién dich chira protein gp140 HIV theo séng ché co thé dugc sir
dung cing v6i mot hoic nhiéu vecto adenovirut dé gay mién dich mdi. Sy gdy mién
dich mdi c6 thé dugc dung chi mot 1an nhung ciing c6 thé tiy y dugc dung nhiéu 1an, vi
du, viéc dung dé mdi 14n diu & thoi diém 0, sau do viéc dung dé mdi khac khoang 4-14
tudn, vi du 10-14 tuln sau khi dung d& mdi 1an dau. Ché pham chira protein gp140 HIV
sinh mién dich tity ¥ cting v6i mdt hodc nhiéu vecto adenovirut hoic MVA khac ma héa
mdt hodc nhiéu khang nguyén HIV b6 sung c6 thé duoc dung dé thuc day dap tmg mién
dich. Chung ngtra tdng cuong co thé con dugc ding mot 1an hogc nhiéu 1an, vi du, lan
du & khoang 22-26 tudn sau khi ding dé mdi 1an dau, sau d6 ding ting cudng thém &
khoang 46-50 tuan sau khi ding dé mdi 1an dau. Pap Gmg mién dich gy ra béi su gay

mién dich nay duoc theo dai.

Theo céc khia canh chung khac, sang ché lién quan dén két hop vacxin dé gy
dap ung mién dich chéng lai virut gdy suy giam mién dich & nguoi (HIV) & d6i tuong
can chung. Theo cic phuong 4n clia séang ché, két hop vacxin bao gébm ché pham sinh
mién dich chira protein gp140 HIV, nhu ché phim bao gbém trinh tir axit amin néu trong
SEQ ID NO: 1 hoac SEQ ID NO: 2; mét hodc nhiéu vecto adenovirut, tdt hon 1a vecto
adenovirut 26, ma hoa mot hodc nhidu khang nguyén HIV, nhu khang nguyén HIV bao
gdm trinh ty axit amin duge chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO: 3 dén 12, va SEQ ID
NO: 11 ¢6 mét hodc nhidu dot bién duge chon tir nhém bao gém (1) 1529P (Ile dén Pro
& vi tri 529), (ii) K480E (Lys dén Glu & vi tri 480), va (iii) két hop ctia EK479-480RRRR
(ttrc 1a thay thé GluLys 6 vi tri 479 va 480 bing bon gbc Arg lién tuc), 1529P (Ile dén
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Pro & vi tri 529), A471C (Ala d&én Cys & vi tri 471) va T575C (Thr dén Cys & vi tri 575)
va tly ¥ mot hodc nhiéu vecto MVA mi héa mot hoic nhiéu khang nguyén HIV, nhu
khang nguyén HIV bao gdm trinh ty axit amin duoc chon tir nhém bao gébm SEQ ID
NO: 3 dén 12, va SEQ ID NO: 11 ¢6 mét hodc nhiéu dot bién dugc chon tir nhém bao
gdm (i) 1529P (Ile dén Pro & vi tri 529), (ii) K480E (Lys dén Glu & vi tri 480), va (iii)
két hop ctia EK479-480RRRR (tirc 1 thay thé GluLys & vi tri 479 va 480 bang bon gbc
Arg lién tuc), I529P (Ile dén Pro & vi tri 529), A471C (Ala dén Cys & vi tri 471) va
T575C (Thr dén Cys & vi tri 575).

Theo c4c phuong an cia sang ché, két hop vacxin c6 thé dugc dung theo bat ky
trong sb cac phuong phap duge mo ta & day dé gay dap ung mién dich chdng lai HIV &

d6i trong can ching, bao gdbm mdi va ting cudng ddm tng mién dich.
PHUONG AN THUC HIEN SANG CHE

Phuong 4n 1 14 ché phdm sinh mién dich bao gdm, so v6i tong thé tich ciia ché

pham:
a 0,05 mg/mL dén 5 mg/mL protein gp140 HIV;
b. 2% dén 15% (khéi luong/thé tich) sorbitol;
c. 0,01 dén 0,05% (khdi lugng/thé tich) polysorbat 20; va
d. 5 dn 20 mM chét dém histidin & pH bang 5,5 dén 7,0.

Phuong 4n 2 1a ché phdm sinh mién dich theo phurong 4n 1, trong d6 ndng do cia

gpl40 HIV 12 0,2 mg/mL.

Phuong 4n 3 12 ché phdm sinh mién dich theo phuong 4n 1, trong d6 ndéng do cia

gpl40 HIV 1a 1 mg/mL.

Phuong 4n 4 1a ché pham sinh mién dich theo bat ky trong s6 cac phuong 4n 1

dén 3, trong d6 ndng do cia sorbitol 1a 5% (khbi lwong/thé tich).

Phuong 4an 5 1a ché phim sinh mién dich theo bat ky trong sd cac phuong 4n 1

dén 3, trong d6 ndng dd cua sorbitol 1a 12% (khoi lugng/thé tich).
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Phuong 4n 6 14 ché pham sinh mién dich theo bt ky trong sd cac phuong an 1-
5, trong d6 ndng do cua polysorbat 20 12 0,02% (khdi lwong/thé tich).

Phuong 4n 7 14 ché pham sinh mién dich theo bat ky trong sé cac phuong an 1-
6, trong d6 néng do cua chét dém 1a 10 mM, va pH cua chit dém histidin 13 6,5.

Phuong 4n 8 1 ché pham sinh mién dich theo bt ky trong sé cac phuong 4n 1-
7, con bao g@)m t4 dugc nhom phosphat, vi du & néng do béng 0,7-1,0 mg/mL, tdt hon
1a & ndng d6 bang 0,85 mg/mL.

Phuong 4n 9 14 ché pham sinh mién dich theo bat ky trong s6 cic phuong an 1-
8, trong do protein gp140 HIV bao gbm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1.

Phuong an 10 12 ché phdm sinh mién dich theo bit ky trong s6 cac phuong 4n 1-

8, trong d6 protein gp140 HIV bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2.

Phuong 4n 11 14 ché pham sinh mién dich bao gbm, so v6i tong thé tich ciia ché

phim,
a. 0,2 mg/mL dén 1 mg/mL protein gp140 HIV bao gdm trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2;
b. 5% dén 12% (khdi lugng/thé tich) sorbitol;
0,02% (khdi lugng/thé tich) polysorbat 20;
d. 10 mM chét dém histidin ¢ pH bang 6,5; va
e. ta dugc nhdm phosphat, vi du & néng do béng 0,7-4,0 mg/mL, vi du 0,85

mg/mL hodc 3,84 mg/mL.

Phuong 4an 12 1 ché phim sinh mién dich theo phwong 4n 11, bao gdém 0,2
mg/mL protein gp140 HIV bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 va 5%
(khdi luong/thé tich) sorbitol.

Phuong an 13 1a ché phim sinh mién dich theo phwong 4n 11, bao gdm 0,2
mg/mL protein gp140 HIV bao gom trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 va 5%
(khéi lugng/thé tich) sorbitol.
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Phuong 4n 14 13 ché phdm sinh mién dich theo phuong 4n 11, bao gbm 0,2
mg/mL protein gp140 HIV bao gom trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 va 12%
(khéi lwong/thé tich) sorbitol.

Phuong 4n 15 13 ché phim sinh mién dich theo phuong 4n 11, bao gbm 0,2
mg/mL protein gp140 HIV bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 va 12%
(khéi luong/thé tich) sorbitol.

Phuong 4n 16 12 ché pham sinh mién dich theo phuong 4n 11, bao gbm 1,0
mg/mL protein gp140 HIV bao gdm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 va 5%
(khéi lwong/thé tich) sorbitol.

Phuong 4n 17 12 ché pham sinh mién dich theo phuong 4n 11, bao gbém 1,0
mg/mL protein gp140 HIV bao gdm trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 va 5%
(khéi lrgng/thé tich) sorbitol.

Phuong 4n 18 12 ché pham sinh mién dich theo phuong 4n 11, bao gbdm 1,0
mg/mL protein gp140 HIV bao gdm trinh ti axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 va 12%
(khéi luong/thé tich) sorbitol.

Phuong 4n 19 13 ché pham sinh mién dich theo phuong 4n 11, bao gbm 1,0
mg/mL protein gp140 HIV bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2 va 12%
(khéi luong/thé tich) sorbitol.

Phuong an 20 14 ché phdm sinh mién dich theo bét ky trong sé cac phuong an tir

1 dén 19 dugc phdi ché dé tiém trong co.

Phuong 4n 21 la phuong phap diéu ché ché phim sinh mién dich bao gdm viéc

pha tron:
a. 0,05 mg/mL dén 5 mg/mL protein gp140 HIV;
b. 2% dén 15% (khéi lugng/thé tich) sorbitol;
C. 0,01 dén 0,05% polysorbat 20; va
d. 5 dén 20 mM chét dém histidin & pH bang 5,5 dén 7.0;

nho d6 thu dugc ché phim sinh mién dich.
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Phuong 4n 22 1a phuong phép gy dap tmg mién dich chéng HIV & ddi tuong
can chiing, bao gdm viéc dung cho dbi twong lugng ¢6 hiéu qua ctia ché pham sinh mién

dich bao gdm, so v6i tong thé tich ctia ché pham,

a. 0,05 mg/mL dén 5 mg/mL protein gp140 HIV;

b. 2% dén 15% (khoi lugng/thé tich) sorbitol;

C. 0,01 dn 0,05% polysorbat 20; va

d. 5 dén 20 mM chét dém histidin & pH bang 5,5 dén 7,0.

Phuong an 23 1a phuong phép theo phuong an 22, trong dé ché pham sinh mién

dich bao gom, so v&i tong thé tich ctia ché pham,

a. 0,2 mg/mL to 1 mg/mL protein gp140 HIV bao gdm trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 1 hoac SEQ ID NO: 2;

b. 5% dén 12% (khdi lugng/thé tich) sorbitol;

c. 0,02% polysorbat 20;

d. 10 mM chéit dém histidin & pH bang 6,5; va

e. t4 dugc nhém phosphat, vi du & ndng do bang 0,7-4,0 mg/mL, vi du 0,85

mg/mL hodc 3,84 mg/mL.

Phuong 4n 24 13 phuong phap gy dap tmg mién dich chéng HIV & ddi tuong
cin ching, bao gdm viéc dung cho dbi turong luong c6 hidu qua ctia ché phdm sinh mién
dich theo mot phuong 4n bat ky trong sb cac phuong an tir 1 dén 20, hoic theo mot

phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n 36-37.

Phuong &n 25 1a phuong phap theo mot phuong an bat ky trong s6 cic phuong
an tir 22 dén 24, con bao gém viéc dung cho dbi tuong lugng ¢6 hi€u qua cua mot hodc
nhiéu vecto adenovirut, t8t hon 1a vecto adenovirut 26, ma héa méot hodc nhiéu khéng

nguyén HIV.

Phuong an 26 1a phuong phap theo mot phuong 4n bét ky trong sd cac phuong
an tir 22 dén 25 con bao gbém viée dung cho ddi tuong lwong c6 hidu qua ctia mot hozic

nhiéu vecto MVA ma héa mot hodc nhiéu khang nguyén HIV.
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Phuong an 27 1a phuong phép theo phuong an 25 hodc phuong 4n 26, trong do
mot hodc nhiéu khang nguyén HIV bao gém trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao
gdm SEQ ID NO: tir 3 dén 12, va SEQ ID NO: 11 ¢6 mét hoic nhiéu dot bién dugc
chon tir nhém bao gdm (i) 1529P (Ile dén Pro & vi tri 529), (i) K480E (Lys dén Glu &
vi tri 480), va (iii) két hop ctia EK479-480RRRR (tirc 1a thay thé GluLys & vi tri 479 va
480 bang bén gbc Arg lién tuc), I529P (Ile dén Pro ¢ vi tri 529), A471C (Ala dén Cys &
vi trf 471) va T575C (Thr dén Cys & vi tri 575).

Phuong 4n 28 1a ché pham sinh mién dich theo mot phuong 4n bat ky trong sb
cac phuong an 1-20, hodc theo mot phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n 36-37, ma

6n dinh & 2-8°C trong it nhat sau thang.

Phuong 4n 29 13 ché pham sinh mién dich theo mot phuong an bét ky trong sb
cac phuong an 1-20, hodc theo mdt phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n 36-37, ma
n dinh & 2-8°C trong it nhat 12 thang, it nhit 18 thang, it nhat 24 thang, it nhét 30
thang, it nhat 36 thang.

Phuong 4n 30 1a ché pham sinh mién dich theo mdt phwong an bét ky trong sb
cac phuong an 1-20, hodc theo mot phuong 4n bét ky trong sé cac phuong an 36-37, ma

6n dinh & 2-8°C trong 6-72 thang.

Phuong 4n 31 1a ché pham sinh mién dich theo mot phwong an bat ky trong sb
cac phuong an 1-20, hodc theo mot phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n 36-37, ma

6n dinh & 25°C trong it nhat sau thang.

Phuong 4n 32 1a ché pham sinh mién dich theo mot phuong an bat ky trong sb
cac phuong an 1-20, hodc theo mot phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n 36-37, ma

bn dinh & 40°C trong it nh4t mot tuan, t&t hon 14 it nhét hai tuan.

Phuong 4n 33 1a phuong phap dé bao quan ché pham sinh mién dich chira protein
gp140 HIV, phuong phép bao gbm viéc tao ra ché pham sinh mién dich theo mdt phuong
an bét ky trong sé cac phuong 4n 1-20, hoic theo mot phuong an bét ky trong sb céac
phuong an 28-32, hodc theo mot phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n 36-37, va

bao quan ché phim nay & 2-8°C trong it nhat mot day, vi du it nhét mot tuan, vi du it
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nhat mot thang, vi du 1 ngay-72 thang, vi du 6-48 thang, vi du 12-36 thang, vi du 18-30
thang.

Phuong 4n 34 14 phuong phap dé didu ché ché pham sinh mién dich 6n dinh khi
bao quan, trong thoi gian dai ma bao gdm protein gp140 HIV, phuong phap bao gdm:
(i) tao ra ché phdm sinh mién dich bao gém 0,05-5 mg/mL protein gp140 HIV, 2-15%
(khéi luqng/thé tich) sorbitol, 0,01-0,05% polysorbat 20, 5-20 mM chit dém histin pH
5,5-7.,0, nude, va tot hon 1a 0,7-4,0 mg/mL nhoém phosphat), va (ii) bao quan ché phém
nay ¢ 2-8°C trong it nhat mot tudn, vi du it nhat mot thang, vi du 1-72 thang, vi du 6-48
thang, vi du 12-36 thang, vi du 18-30 thang.

Phuong 4n 35 1 str dung ché phdm sinh mién dich theo mot phuong an bat ky
trong sd cac phuong an 1-20, hoic theo mot phuong an bat ky trong s6 cac phuong 4n
28-32, hoic theo mot phuong an bat ky trong sd cac phuong an 36-37, dé dung cho dbi
tuong, tot hon 1a ddi twong ngudi, dé gay dap ung mién dich chdng HIV, trong d6 ché
pham sinh mién dich truée khi ding da duoc bao quan & 2-8°C trong it nhat mot ngay,
vi du it nhét mot tun, vi du it nhét hai tudn, vi du it nhét ba tudn, vi du it nhat mét thang,
vi du it nhét hai thang, vi du it nhit ba thang, vi du it nhat 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27. 28. 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36
thang.

Phuong an 36 1a ché phdm sinh mién dich theo mot phuong 4n bét ky trong s6
cac phuong an tir 1-9, trong d6 protein gp140 HIV bao gdm hdn hop cua protein gp140
HIV bao gdm trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:1 va protein gp140 HIV bao gdbm
trinh ty axit amin néu & SEQ NO: 2.

Phuong 4n 37 1a ché phdm sinh mién dich theo phuong 4n 36, trong d6 protein
gp140 HIV bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:1 va protein gp140 HIV
bao gbm trinh tu axit amin néu & SEQ NO: 2 ¢6 mit trong hdn hop véi ty 16 1:1.

Vi du thwe hién sang ché

Vi du 1: Nghién ctru phat trién ché phdm cho protein gp140 nhanh C HIV
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C6 nhiéu kha nang cho mdi thanh phan c6 thé chua trong cong thirc bao ché
protein, vi du, chét dém, duong, gié tri pH, chét hoat dong bé& mat v.v. Vi du, cac kha
ning khac nhau d6i véi chit dém c6 thé bao gdm phosphat, axetat, HEPES, Tris, MOPS,
v.v.; cac kha nang khéc nhau dbi v6i axit amin c6 thé bao gém histidin, arginin, lysin,
alanin, v.v.; cac kha nang khac nhau dbi véi dudng cé thé bao g@)m sucroza, sorbitol,
glyxerol, manitol, trehaloza, v.v.; va céc kha nang khéc nhau d6i v6i chat hoat dong bé
mit ¢6 thé bao gdm polysorbat 20, polysorbat 80, Tween-20, Tween-80, v.v. Con c6
nhiéu dang khéc cua ta dugc, va cac kha nang khéac nhau cho md loai, ma ¢6 thé con
duoc chira trong cong thirc bao ché protein, nhu osmolyt (vi du, glyxin, prolin, glyxerol,
uré, v.v.), mubi (vi du, natri clorua, kali clorua, natri sulfat, v.v.), carbohydrat (vi du,
lactoza), protein va polyme (vi du, HSA, gelatin, PVP, PLGA, PEG, v.v.), chét chelat
hoa va chét chéng oxy héa (vi du, EDTA, DTPA, etanol, v.v.), chét bao quan (vi du,
ruou benzyl, m-cresol, phenol, v.v.), v.v. Xem, vi du, Kamerzell et al. Advanced Drug
Delivery Reviews (2011) 63, 1118-1159. Theo d6, c6 nhiéu két hop 1y thuyét khac nhau
vé thanh phin ma c6 thé dugc dung dé xac dinh ché pham. Tuy nhién, ché pham thich
hop nhét 12 phu thudc vao protein cu thé trong ché pham.

Tac gia do d6 dat ra dé tim ché phdm cai tién ma c6 thé dép ing cac yéu cau phiic
trong linh vuc khong du béo dugc ctua cong thure bao ché protein, cu thé 13, cong thirc
bao ché gp140 HIV cai tién ma cho phép viéc san xuét san pham thudc dap tng céc nhu
cau pha mudn I16n va quy mo thuong mai, va bao gdm ta dugc nhdm phosphat va protein
gp140 duoc bao quan 14 san pham thude trong cac 1o riéng & nhiét 6 duoc 1am lanh, va
phong ngira tinh bt 6n dinh lién quan dén mot sé thanh phan nhét dinh ¢6 mit trong
ché phdm duogc ding hién nay. Ché pham dugc thiét ké dé bao quan & dang 16ng, nhung
v6i tiém nang duge bao quan & dang dong kho va duge hoan nguyén trong chét 1ong
trude khi tiém.

Nghién ciru sang loc ché pham duoc thiét ké dé danh gia cac chat dém khac nhau
(histidin, phosphat, va axetat), d0 manh cua chit dém (10 mM dén 50 mM), duong
(sucroza va sorbitol tir 2% dén 12% khéi lugng/thé tich), chit hoat dong bé mit

(polysorbat 20 va polysorbat 80 tir 0,02% dén 1% khéi lugng/thé tich), va gia tri pH tir
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s6 bién d6i nhu dugc thé hién trong Bang 1.

Bang 1: M6 hinh nghién ctru cong thirc bao ché protein gp140 nhdnh C HIV

Chit dém Histidin (His) Phosphat (Pho) Axetat (Ace)
pH 5,5-6,5 6,5-7.5 4,5-5,5

PO manh chat | 10 mM, 20 mM, hogc 50 mM

dém

Puong Sucroza hodc sorbitol & 2% hodc 12% (khdi lwgng/thé tich)

Chit hoat dong

bé mat

Polysorbat 20 (PS20) hoéc polysorbat 80 (PS80) & 0,02%, 0,05%, hodc
0,10% (khéi lugng/thé tich)

Ché phim dugc diéu ché bang cich thém céc thanh phén chit dém & gia tri pH
duoc thir, sau d6 thém duong va chéit hoat dong bé mat. P pH dugc diéu chinh khi can.
Sau do, protein gp140 nhanh C (SEQ ID NO: 1) dugc thém dén ndng d6 bang 1 mg/mL
hodc 0,2 mg/mL.

Tinh én dinh ctia ché phim dugc phan tich sir dung hé SolvoVPE dé dénh gia
néng dd va do duc. Cac mau ciia moi ché phém dugc phan tich ¢ thoi diém 0 (To), va
sau d6 sau khi chiu tng suat & 40°C trong 24 gi® (T24). Tinh 6n dinh ctia ché phdm con

dugc phén tich st dung phuong phép tan xa anh sang dong (DLS).

Phén tich SolvoVPE: SolvoVPE (C Technologies, Inc.; Bridgeport, NJ, M)

duogc ding dé xac dinh ndng d9 protein bang cach do hip thy UV clia mau ctia mdi ché
phém ¢ 280 nm va 350 nm. Thay dbi vé do duc duoc xac dinh tir sy khac biét vé hép
thu & 350 nm trong khoang do To va To4. D6i v6i ché phdm mong mudn, thay dbi bat ky
vé dd duc t6t hon 12 nén nho nhét c6 thé. Viée tang d6 duc cho thiy ring protein dang
két tiia khoi dung dich, va ché phdm do d6 kém 6n dinh. Két qua ctia phéan tich SolvoVPE

duoc thé hién trén Hinh 1.

Két qua cua phan tich SolvoVPE thé hién rang ché phdm chit dém axetat c6 su
ting cao nhit vé do duc (thay d6i trung binh bang +0,339), trong khi d6 pham chit dém
phosphat thé hién tang vira phai (thay déi trung binh bang +0,177), va ché pham chit
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dém histidin thé hién gin nhu khong thay d6i vé do duc (thay d6i trung binh bang -
0,010). Do su thay dbi 16n vé do duc 1a khong mong mudn, dit 1iéu do duc thé hién réng
chit dém histidin 1a chit dém t6i vu nhét trong s cac chit dém duoc thir dé cai thén

tinh 6n dinh cia protein gp140 HIV.

Phan tich tén xa 4nh sang dong (DLS): DLS duoc ding dé danh gia tinh 6n dinh

keo, va dic biét xem lidu c6 bét ky két tu protein trong cong thirc bao ché protein. Thay
ddi v& ban kinh (Rp) tir To & 20°C dén T7 neayd 70°C duge do. Dic biét hon 13, Rn duge
do d6i v6i mAu ban dau & 20°C. Sau d6, mau duogc gia nhiét dén 70°C, va giit & nhiét do
bang 70°C trong 7 ngay trudce khi do Ry, cubi cung. Su khac biét vé gia tri Ry ban dau va
gid tri Ry cudi cing dugce tao d thi trén Hinh 1B. Thay d6i 16n vé Ry chi ra ring c6 tich

tu protein, va ché pham do d6 it dugc mong muon.

Céc két qua cua phan tich DLS thé hién rang cac ché phim chira sorbitol c6 sy
thay dbi it hon v& Ry so v6i ché pham chura sucroza. Do thay ddi 16m vé& Ry 1a khong
mong mudn, dir liéu DLS chi ra rang sorbitol 14 dudng t61 wu nhét trong sb cac duong

duoc thir dé cai thién tinh on dinh cua protein gp140 HIV.

Céc két qua ciia cac nghién ctru md ta & trén con thé hién rang duong, ndng do
dudng, chét hoat dong bé miit, néng dd chat hoat dong bé mat va néng dod protein co tac
dong 1én tinh 6n dinh, nén cac tham s6 nay duoc khao sat thém nhu duge md ta trong

Vi du 2 dudi day.

Vi du 2: T4ac dong ciia Pwdng, Chat hoat dong bé mit, va Nong d§ protein

1én tinh 6n dinh ciia cong thirc bao ché gp140 Nhanh C HIV

Ché phdm sinh mién dich protein gp140 HIV dugc diéu ché trong 10 mM chét
dém histidin, pH 6,0 £ 0,5, v6i cac thong sb sau day dugc bién d6i: duong (sorbitol va
sucroza), ndng do duong (2% va 12% khéi lugng/thé tich), polysorbat (PS20 va PS80),
ndng do polysorbat (0,02% va 0,1% khéi lwong/thé tich), va ndng do protein (0,2 mg/mL
va 1,0 mg/mL). Cac ché phdm dugc diéu ché bang cach thém 10 mM chat dém histidin,
pH 6,0 + 0,5, sau d6 thém duong va chit hoat dong bé mit. Po pH duoc diéu chinh khi
can. Protein nhanh C gp140 HIV (SEQ ID NO: 1) dugc thém dén ndng d6 mong mudn.
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Céc ché pham sau d6 duge phan tich bang Sic ky loai kich ¢& hiéu nang cao (HP-SEC),

nhu dugc mo ta dudi day.

Cac ché phim duoc didu ché va thir nghiém nhu dugc thé hién dudi day trong

Béang 2.
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Bang 2: Cong thirc bao ché protein gp140 HIV

Ché phim | Puong Nong d9 Chit hoat | Nong d6 chat | Noéng dd
dwong (% dong bé hoat dong bé protein
Kkhéi miit mit (% khéi | (mg/mL)
lwong/thé lwong/thé
tich) tich)
1) sorbitol 12) PS20 0,02) 0,2)
2) sorbitol 12) PS80 0,1) 0,2)
3) sorbitol 2) PS20 0,1) 0,2)
4) sorbitol 2) PS20 0,1) 0,2)
5) sorbitol 2) PS80 0,02) 1)
6) sorbitol 12) PS80 0,02) 1)
7) sorbitol 12) PS20 0,02) 1)
8) sorbitol 2) PS80 0,1) 1)
9) sorbitol 12) PS80 0,1) 1)
10) sucroza 12) PS80 0,02) 0,2)
11) sucroza 2) PS20 0,02) 0,2)
12) sucroza 12) PS80 0,1) 0,2)
13) sucroza 2) PS80 0,02) 0.2)
14) sucroza 2) PS80 0,1) 1)
15) sucroza 2) PS20 0,02) 1)
16) sucroza 2) PS20 0,1) 1)
17) sucroza 12) PS20 0,1) 1)
18) sucroza 12) PS20 0,1) 1)

Phén tich sic ky loai kich c& hiéu ning cao (HP-SEC): HP-SEC duoc ding dé

phan tich luong cia céc loai hexame, trime, va khdi lugng phén tu cao/thép trong mau
ché phdm bang cach theo doi dd hap thu & 280 nm. Protein gp140 HIV ton tai chu yéu

1a trime. Mot s6 loai hexame protein gp140 HIV ciing quan sat dugc. Mic du céc loai
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trime 1a cac loai dugc mong mudn, sy mién dich chéng lai HIV quan sat dugc dbi voi
ca loai trime va loai hexame. Céc loai khdi luong phan tr cao (HMW) va khéi lugng
phan tir thip (LMW) trong cac ché phdm 1a khong dugc mong mudn. Cu thé 13, su co
mit ctia cac loai LMW cho thdy su phén cit va/hozc thodi bién cua protein gp140. Cac
loai HMW ¢6 thé do nhiéu yéu tb, nhu tich tu protein gp140. C4c mau ctia mdi ché pham
duogc phan tich & thoi diém 0 (To), va sau d6 chiu ung suit & 40°C trong 24 gior (T24).
Ché phim chtra 1 mg/mL protein gp140 nhéanh C dugc pha loang hai 1an trude khi tiém
vao hé HP-SEC, va ché phdm chtra 0,2 mg/mL protein gp140 nhanh C khdng duoc pha

loang trugc khi tiém.

Céc két qua cia phan tich HP-SEC dugc thé hién dudi day trong Bang 3, va trén
Hinh 2A-2F. Cac két qua chi ra ring lugng ctia trime va hexame cho ca mau To va Ta
phu thudc vao néng do cua chét hoat dong bé mit va protein gp140 HIV. Céc ché phém
c6 ndng do chat hoat dong bé mit thip hon (0,02% khdi lugng/thé tich) c6 gi tri cac
loai trime +thexame ctia protein gp140 HIV duoc thdy cao hon, véi it cAc loai khéi luong
phan tir cao/thdp quan sat dugc (xem Hinh 2B, 2D, va 2F), ca trude va sau khi gy Gng
suét mau. Céac ché phdm c6 ndng do protein gp140 HIV cao hon (1,0 mg/mL) con ¢6
gid tri céac loai trime +hexame cua protein gp140 HIV quan sat dugc cao hon, voi it cac
loai khéi luong phan tir cao/thdp quan sit dugc (xem Hinh 2B va 2D), ¢4 trude va sau
khi gdy Gng sut mau (xem Hinh 2A va 2C). Cac ché pham chtra polysorbat 20, d6i lap
v6i polysorbat 80, con ¢6 lwong thép hon ctia cac loai khéi lugng phan tir thip hon ¢

mit (xem HINH 2E).

Bang 3: Cac két qua ciia phan tich HP-SEC.

Phén tir cao Phén tir thap
. 2 . Hexame . .
Che Pac diem khoi lwgng %) Trime (%) | Pac diém khoi lwgng
o 0
phiam (%) (“o)

To T24 To | Tza | To | T4 To Ta4

N 0.57) 0) 10,6 | 10,1 | 88,0 | 89.8 0) 0)
’ 9 | 3| 35 | 7
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2) 0,22) 0) 8,48) | 9,55) el 1122) | 5,06)
8) 9)
844 | 85,7

3) 0,2) 0) 9,15) | 9,51) » | 7 0) 4,72)

4) 0) 0) 9,26) | 9,56) 846 | 867 0) 3,73)
3) 1)

5 0 0 10,7 | 12,2 | 88,4 | 87,7 056 0
2) 7) 1) 3)

6) 0) 0) 107 11,6) 584 88.,4) 0,78) 0)

8) 4)

7 0) 0) 1;;0 11,7) | 88,6) | 88,3) |  0.32) 0)

. 0 0 10,4 | 11,6 | 87,3 | 883 2o 0
6) 7) 3) 3)

9) 0) 0) 10,6) 1| 8691 884 2,48) 0)
D | 3
10,0 | 88,1 | 89,9

10) 0) 0) 9,79) N 2,05) 0)
10,5 | 10,5 | 88,7 | 89,4

11) 0) 0) 2l sl s | e 0) 0)

12) 0) 0) 8,9) | 9,23) 7| 835 11,31) 7,26)
9 | 1)
10,5 | 87,5 | 89.4

13) 0) 0) 9,74) o | 5 | 2 2,68) 0)
10,3 | 11,8 | 87,3 | 87.9

14) 0) 0) N I 2,25) 0,2)
10,9 | 12,1 | 88.7 | 87.8

15) 0) 0) A R R 0,32) 0)
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6) 0 0 10,5 | 11,4 | 87,7 | 87,7 17 056)
72| D |2 ’ ’

) 0 0 10,6 | 11,4 | 88,5 | 884 0 012)
3 | 5 | D | 3 ’

y . . 10,7 | 11,5 | 882 | 884 . .
) ) ) » ol |e ) )

Dir lidu dugc thé hién trong Bang 3 chi ra rang két hop cua sorbitol va chit dém
histidin t6t hon 1a két hop cua chét dém va sucroza. Vi du, cac ché phém chtra chat dém
histidin va sorbitol, nhu ché phdm 1, 4, va 7, thé hién thay ddi it nhét gitta To va T4 v6i
lurong céc loai hexame va trime so v&i quan sat dugce d6i v6i ché phdm chira chit dém
va sucroza. Két qua nay 1a ngac nhién vi chit dém histidin va sorbitol thudng khong
ding két hop cho cong thirc bao ché protein, trong khi d6 chit dém va sucroza thuong
duoc dung két hop. Do d6 bét ngd 14 ché pham tdi wu nhat chira chat dém (pH 6,0 = 0,5)
va sorbitol, hon 1a chit dém histidin va sucroza. Nghién ctru trén con chi ra réng viéc
bao gdm polysorbat 20 1am chit hoat dong bé mat (xem, vi du, Hinh 2E) & ndng do
bang 0,2% (khdi lwong/thé tich) (xem, vi du, cac Hinh 2B, 2D, va 2F) dé xuat ché phim
trong do tinh 4n dinh cua protein gp140 HIV duoc cai thién hon.

Céc loi ich ctia ché phdm dugc xéac dinh & day so véi ché pham dang dugc ding
cho sran phdm thudc gp140 drug trong cac thir nghiém 1am sang, bao gdm chung ding
céc ta duoc cip du didu kién hién c¢6 ma sin c6 cho viéc san uit quy md 16n va khong
chiu cac van @& da biét ma c6 thé anh hudng bét loi dén tinh on dinh trong dai han, va
chiing cho phép bao quan khdi chat thudc va san phdm thudc khang nguyén 6n dinh.
Hon nita, cic ché phidm nay cho phép bao quan va 6n dinh san pham thudc c6 ta duge
la san phém thudc trong 1o riéng & nhiét d6 duoc 1am lanh. Céc ché phém nay thich hop
dé bao quan ¢ dang 16ng, ma con c6 kha ning duge bio quan & dang dong khd va sau

d6 dugc hoan nguyén trong chat 16ng trudc khi tiém, cling 12 mot lgi ich khac nita.

Vi du 3: Nghién ciru tinh 6n dinh ciia cong thirc bao ché protein gp140 kham
HIV
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Hai ché pham chira protein gp140 kham HIV (SEQ ID NO: 2) dugc kiém tra vé
tinh dn dinh trong nghién ctru chu ky két dong-tan gi va nhiét do. Céc ché pham thir
duoc thé hién trong Bang 4.

Bang 4: Cong thirc bao ché protein gp140 kham HIV

Ché pham Protein Chéat dém Puong Chit hoat
dong bé mit
F1 1,0 mg/mL 10 mM histidin, | 12% sorbitol 0,02% PS20
pH 6,5
F2 1,0 mg/mL 10 mM histidin, | 2% sorbitol 0,02% PS20
pH 6,5

Céc ché pham duoc dua qua cic chu ky két dong-tan gia. Mot chu ky két dong-
tan gid dugc thuc hién bang cach két dong & -80°C hoic -40°C trong 24 gid, sau d6 tan
gia & -2°C dén 8°C trong 24 gid. Cac mau duge phén tich & cubi cac chu ky két dong-
tan gid 1, 3, va 5 bang cach do sw hip thu & 280 nm (ndng d9) va 350 nm (d duc). Céc
két qua duoc thé hién trén Hinh 3A va 3B.

Céc két qua nay thé rhienej rang sy hip thu & 350 nm va 280 nm 1a khong thay
dbi nhidu ddi véi ca ché phdm F1 va F2 sau nhidu chu ky két dong-tan gia, cho thiy
rang ndng do va do duc ciia ché pham twong d6i khong bi anh huéng. Diéu nay chimg

minh rang protein gp140 HIV trong cac ché pham 12 6n dinh dé két déng-tan gia.

Vi du 4: Nghién ciru tinh én dinh dai han cia céng thirc bao ché protein
gp140 HIV

Tinh én dinh cua cdng thirc bao ché protein gp140 HIV trong chat dém histidin,
ca khi c6 va khong c6 ta dugc theo cac phuong an cua sang ché so véi tinh 6n dinh cia
cong thirc bao ché protein gp140 HIV dugc phéi ché trong chat dém HEPES, ca khi ¢
va khong co ta duge. Céc ché pham thtr dwoc thé hién trong Bang 5. Tt ca cac ché pham

chtra 0,2 mg/mL protein gp140 nhanh C HIV (SEQ ID NO: 1).
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Bang 5: Cong thirc bao ché protein gp140 HIV cho nghién ctru tinh 6n dinh trong

thoi gian dai

Ché pham | Ché pham dém T4 dwoce?

1) 20 mM HEPES,pH 6,5 Khong ta dugc
90 m,M NaCl
4% (khéi lugng/thé tich) sucroza
0,02% polysorbat 80

2) 10 mM chat dém histidin, pH 6,5 Khéng ta duoc

12% (khéi lugng/thé tich) sorbitol
0,02% (khéi lugng/thé tich) polysorbat 20

3) 10 mM chét dém histidin, pH 6,5 Khong ta duoc
2% (khéi lwong/thé tich) sorbitol
0,02% (khdi lwong/thé tich) polysorbat 20

4) 10 mM chat dém histidin, pH 6,5 Khong ta duoc
5% (khdi luong/thé tich) sorbitol
0,02% (khéi lugng/thé tich) polysorbat 20

5) 20 mM HEPES,pH 6.5 + t4 dugc nhdm phosphat
90 m,M NaCl (0,85 mg/mL)
4% (khéi lugng/thé tich) sucroza
0,02% polysorbat 80

6) 10 mM chét dém histidin, pH 6,5 + ta dugc nhom phosphat
12% (khéi lugng/thé tich) sorbitol (0,85 mg/mL)
0,02% (khéi lugng/thé tich) polysorbat 20

7) 10 mM chat dém histidin, pH 6.5 + t4 dugc nhdm phosphat
2% (khdi lwong/thé tich) sorbitol (0,85 mg/mL)
0,02% (khdi lrgng/thé tich) polysorbat 20

%) 10 mM chit dém histidin, pH 6,5 + t4 dugc nhdm phosphat
5% (khéi lugng/thé tich) sorbitol (0,85 mg/mL)

0,02% (khéi lvgng/thé tich) polysorbat 20
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Cac ché pham duoc bao quan & 2°C dén 8°C; 25°C va do am tuong dbi 60% (RH);
va 40°C va 75% RH. Nghién ctru tiép tuc, va cdc miu duge thir sau khi bdo quén trong

2tudn, 1,2, 3,6,9, 12, 18, 24, 30, va 36 thang.

Céc mau duge thir bang cach SDS rit gon sau khi bao quan 1én dén ba théng.
Dudi cac diéu kién rut gon, khi SDS-PAGE duoc thuc hién, cac dang trime va hexame
duogc rat gon thanh dang monome ma thé hién dai don trén gel. Su thodi bién bét ky ctua
protein dén céac loai phan tir thip hon tao ra su thay d6i (giam) & dang monome ciia
protein quan sat dugc trén gel. Dt li€u d6i voi cac miu dugc bao quan & 25°C va 60%
RH, va & 40°C va 75% RH duoc thé hién trén cac Hinh 4A-4D. Dit liéu thé hién ring
tat ca cac ché phdm 6n dinh khi bao quan & 25°C va 60% RH ca khi ¢6 va khong 6 ta
dugc nhém phosphat trong khoang thoi gian 1én dén ba thang (cac Hinh 4A va 4C). Tuy
nhién, cdc ché phdm chira chit dém histidin va sorbitol n dinh hon ché phdm chta
HEPES va sucroza (cac Hinh 4B va 4D) khi bao quan ¢ 40°C va 75% RH, ca khi c6 va
khong c6 ta dugec nhdm phosphat. Ngoai ra, sau sdu thang bao quan ¢ 25°C vt liu phbi
ché histidin v6i 12% sorbitol, khong c6 ta4 duge nhom phosphat, thé hién tinh dn dinh
t6t hon so v6i ché pham duoc dém HEPES nhu dugc do bing SDS-PAGE (% thay dbi
it hon so v6i do ban dau; dit liéu khong dugc thé hién). Tuy nhién, gp140 ma dugc phéi
ché véi chit dém histidin, sorbitol va nhém phosphat dugc thay 1a 6n dinh & 25°C trong
it nhat sdu thang (dit liéu khong dugc thé hién). Con khi duge phéi ché véi chat dém
histidin va sorbitol, & cac ndng dd cao hon ctia t4 dugc nhom phosphat (3,84 mg/mL),
protein gp140 HIV dugc thiy 1a 6n dinh & 25°C trong it nhét sau thang va & 40°C trong
it nhét ba thang nhu dugc do bang SDS PAGE rit gon (giam it hon 25%, dit liéu khong
duoc thé hién; trong khi do st dung ELISA thé hién tinh 6n dinh (gidm it hon 50%) &
40°C trong it nhét hai tuan, dir liéu khong dugc thé hién). Cac dit liéu ndy con chi ra
rang cong thirc bao ché protein gp140 HIV chira chét dém histidin va sorbitol c¢6 tinh 6n
dinh ting cudng, va do dé c¢6 thé dugc bao quan 1a san pham thudc ¢6 ta duge trong lo
riéng ¢ nhiét d6 cao, ma la c6 lgi vi nd thuong khé phéi ché protein c6 t4 duwgc ma bn

dinh dé bao quan & nhiét do cao. Diéu nay nghia 1a san phém thudc ¢6 ta duge c6 thé
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dugc bao quan trong lo riéng ¢ noi san xuét hodc noi dong goi va hoan thién, va khong
can bao quan tach riéng voi viéc trdn trong tiém thudc hodc canh giwdng ngay trude khi
diing. Ngoai loi ich kinh té, didu nay c6 loi ich 16n ddc biét dbi v6i san pham vacxin
HIV ma du dinh con ding & nhiéu noi ma kha nang va tién nghi c6 thé bi gigi han. Con
c6 loi 1a gidi han ) luong thao tac thyc hién véi sén phém thudc tai dia diém noi sb
lwong luén cac dbi twong duge ching ngira trong mot chién dich duy nhit. Do do, cic
ché phém theo sang ché cai thién mot cach dang ngac nhién cac dic diém thyc hanh dé

st dung vacxin cu6i, dac biét 1a & co s& bi giéi han ngudn luc.

Két hop cua hai protein gp140 HIV, mét loai c6 SEQ ID NO: 1 va mét loai ¢6
SEQ ID NO: 2 dugc tron 1an (tbng ndng do protein 0,2-1,0 mg/mL, vi du 0,1 mg/mL
di v6i mdi protein tao ra tong ndng d9 protein gp140 bang 0,2 mg/mL) va dugc thir
trong ché phém dugc uu tién, tac 1a 2% dén 15% (khéi luqng/thé tich) sorbitol; 0,01
dén 0,05% (khdi luong/thé tich), vi du 0,02%, polysorbat 20; va 5 dén 20 mM, vi du 10
mM, chét dém histidin & pH béng 5,5dén 7,0, vidu pH 6.5, va t6t hon 1a nhdom phosphat,
vi du 0,7-4 mg/mL, vi du 0,85 hoic 3,84 mg/mL, st dung phuong phap nhu dugc md ta
& trén. Ché pham nay con dugc ky vong 1a 4n dinh trong it nhat su thang & 2-8°C, gidng

nhu cac protein riéng 1¢ trong ché pham nay nhu dugc chi ra & trén.

Can hiéu ring cac vi du va phurong 4n dugc md ta & day chi nham muc dich minh
hoa, va cac thay ddi c6 thé duoc thuc hién dbi véi cac phuong an dugc mo ta & trén ma
khong vuot ra khoi pham vi sang tao rong 16n ctia ching. Do do, can hiéu rang sang ché
khong bi gidi han & cac phuong an cu thé duoc boc 16, ma nd bao ham céc cai bién trong

tinh than va pham vi cua sang ché nhu dugc xac dinh béi cac yéu cau bao ho kem theo.
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YEU CAU BAO HOQ
l. Ché pham sinh mién dich bao gbm, so vai tong thé tich cua ché pham:
a. 0,05 mg/mL dén 5 mg/mL ciia protein gp140 HIV hogc ctia hdn hop clia
it nhat hai protein gp140 HIV;
b. 2% dén 15% (khdi lugng/thé tich) sorbitol;
c. 0,01 dén 0,05% (khdi lugng/thé tich) polysorbat 20; va
d. 5 dén20 mM chét dém histidin & pH bang 5,5 dén 7,0.

2. Ché pham sinh mién dich theo diém 1, trong d6 ndéng do cta protein
gp140 HIV hoic ctia hdn hop ctia protein gp140 HIV 12 0,2 mg/mL.

3. Ché phdm sinh mién dich theo diém 1, trong d6 ndng do cia protein
gp140 HIV hoic ctia hdn hop cuia protein gp140 HIV 1a 1 mg/mL.

4. Ché phém sinh mién dich theo diém 1, trong do néng do cua sorbitol 1a
5% (khdi lugng/thé tich).

5. Ché phim sinh mién dich theo diém 1, trong d6 ndng do6 cia sorbitol 13
12% (khéi lwong/thé tich).

6. Ché pham sinh mién dich theo diém 1, trong d6 ndng do ciia polysorbat
20 12 0,02% (khéi luong/thé tich).

7. Ché phém sinh mién dich theo diém 1, trong dé nff)ng d6 cua chit dém
histidin 12 10 mM, va pH ctia chat dém 13 6,5.

8. Ché pham sinh mién dich theo diém 1, trong d6 ché phdm nay con bao
gbm ta duge nhom phosphat.

9. Ché phim sinh mién dich theo diém 1, trong d6 protein gp140 HIV bao
gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 1.

10. Ché phadm sinh mién dich theo diém 1, trong d6 protein gp140 HIV bao
gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2.

11. Ché phdm sinh mién dich theo diém 1, trong d6 ché pham nay bao gdm
hén hop cua protein gp140 HIV bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:1 va
protein gp140 HIV bao gdm trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 2.

12. Ché phém sinh mién dich theo diém 1, ma én dinh khi bao quan & 2-8
do C trong it nhét sau thang.
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13. Ché pham sinh mién dich theo diém 1, trong d6 ché pham nay 1a ché
pham 1ong.

14. Ché phdm sinh mién dich theo diém 8, trong d6 nhdm phosphat 1a t&
duogc ¢6 mat voi néng d6 0,7-5,0 mg/mL.

15. Ché pham sinh mién dich theo diém 8, trong d6 protein gp140 HIV khi
bao quan trong mot tudn & 40 do C khong thoai bién nhiéu hon 25% nhu dugc do bing
SDS PAGE.

16. Ché phim sinh mién dich bao gdm, so vai tong thé tich ctia ché phim,

a. 0,2mg/mL hodc 1 mg/mL protein gp140 HIV bao gdm trinh ty axit amin
néu trong SEQ ID NO: 1 hoic SEQ ID NO: 2 hoic ctia hdn hop clia protein gp140 HIV
bao gdm trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID NO:1 va protein gp140 HIV bao gdm trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 2;

b. 5% hodc 12% (khéi lugng/thé tich) sorbitol;

c.  0,02% (khdi lwong/thé tich) polysorbat 20;

d. 10 mM chat dém histidin & pH bang 6,5; va

e. taduocnhom phosphat.

17.  Ché phim sinh mién dich theo diém 16, trong d6 ché pham nay 14 ché
pham léng.

18. Ché pham sinh mién dich theo diém 16, trong d6 ché phidm nay bao gdm
t4 dugc nhom phosphat & ndng d 0,85 mg/mL hodc 3,84 mg/mL.

19. Phuong phap diéu ché ché phim sinh mién dich bao gbm viéc pha tron:
a. 0,05 mg/mL dn 5 mg/mL protein gp140 HIV hodc cua it nhat hai
protein gp140 HIV;

b. 2% dén 15% (khdi lwong/thé tich) sorbitol;
c. 0,01 dén 0,05% polysorbat 20; va
d. 5 dén 20 mM chit dém histidin & pH bang 5,5 dén 7,0;

nho d6 thu duge ché pham sinh mién dich.

20. Phuong phép theo diém 19, trong d6 phuong phéap nay con bao gbm viée
pha tron 0,7-4,0 mg/mL t4 dugc nhdm phosphat.
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21. Phuong phap didu ché ché phdm sinh mién dich 6n dinh khi bao quan,
trong thoi gian dai ma bao gdm protein gp140 HIV, phuong phap nay bao gbm: (i) tao
ra ché pham sinh mién dich theo diém 1, va (ii) bao quan ché phdm nay & 2-8 do C trong
it nhat mot tuln.

22. Phuong phép theo diém 20, trong d6 ta dugc nhdm phosphat duoc tron
t61 ndng do 0,7-5,0 mg/mL.
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