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(54) PHUONG PHAP PIEU CHE CHE PHAM DUGC LAM KHO LANH ON DINH
NHIET

(57) Sang ché dé cap dén ché pham chira chat trj lidu (vi du, khang nguyén virut song giam
doc lyc, protein tri li€u, v.v.) va thanh phan lipit. Thanh phan lipit c6 the bao gom hodc
gdm cac loai lipit khac nhau hoic lipit nhu duge mo ta ¢ day. Theo mot s6 phuong an, chét
tri liéu la khong bén nhiét. Sang ché ciing dé cap dén phuong phap diéu ché ché pham, bao
gom che pham dugc dé cap ¢ trén (vi du, phuong phap nau chay va phuong phap phun bui
trong s6 cac phuong phéap khéc).
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Linh vwe ky thuit dwoc dé cap
Sang ché d& cap dén ché pham chira chét tri lidu va thanh phan lipit. Sang ché
cling d& cép dén phuong phap didu ché ché pham, bao gdm ché phim dugc dé cap

g trén.

Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

Hau hét cac loai vacxin, bao gdm vacxin virut giam ddc luc, déu giam hiéu
luc theo thoi gian va c6 tbc d6 giam hiéu luc phu thude vao nhiét d6. Do do, hé
théng chudi bao quan lanh dugc thiét lap dé dam bao réng hiéu luc cla vacxin
duoc duy tri bang cach bao quan ching & diéu kién lanh (trong hiu hét cac truong
hop nam trong khoang nhiét 4o tir 2 dén 8°C) cho dén thoi diém st dung. Viéc
thiét 18p chudi bao quan lanh dé bao quan va phan phéi vacxin 1a nhiém vu chinh
va viée bao quan 12 kha kho khan. Ciing rd rang ring mic du da nd luc rit nhiéu,
tuy nhién chudi bao quan lanh khong ludn luén cé dugc chirc ning mong dogi vi
nhidu Iy do, nhu thiét bi lam lanh d3 b 15i thoi hodc chua dugc bao dudng, thiét bi
bi hong do ngimg cp dién, khong thuc hién ding theo cac quy trinh cta chudi bao
quéan lanh va khong dugc kiém tra thuong xuyén. Két qua 1a vacxin trong chudi
bao quan lanh thudong phu thudc vao khodng léch nhiét 4o (ttc 1a, nhiét do nam
ngoai khoang gia tri cudi).

Céac chét trj liéu khéc, vi dy, protein tri li¢u da biét cling bi giam hi€u lyc khi
ching dugc phoi nhiém & nhiét do cao. Do d6 ton tai nhu ciu trong linh vuc ky
thuat dbi vdi cac ché phdm va phuong phap duoc cai thién cho phép céc chat tri
lidu nay c6 hiéu luc on dinh va giit lai hiéu luc khi dugc phoi nhiém & nhiét do

cao.

Ban chat k§ thuit ciia sang ché
Muc dich cta sang ché 13 d& xuét ché pham chura chét trj liéu (vi dy, khang

nguyén virut séng giam ddc luc, protein trj liéu, v.v.) va thanh phan lipit. Thanh
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phan lipit c6 thé bao gdm hodc gdm céc loai lipit hogc lipit khac nhau nhu duoc
mo ta & day (trong ban md ta ndy). Theo mdt sb phuong an, chét trj liéu khong 6n
dinh nhiét (khong bén nhiét).

Theo mdt khia canh, thanh phén lipit chira mdgt hodc nhiéu chét hoat dong bé
mat khong ion. Theo mét s6 phuong 4n, thanh phan lipit trong cac ché phidm nay
bao gdm chét hoat dong bé mit khong ion don (vi du, MPG).

Theo mot khia canh khac, thanh phﬁn lipit chtta mét ho#ic nhiu chét hoat
dong bé& mat khong ion va mdt hodc nhidu steroit. Theo mot s phuwong 4n, thanh
phin lipit trong cdc ché pham nay gdm chat hoat dong bé mit khong ion don (vi
du, MPG) va steroit don (vi du, cholesterol).

Theo mdt khia canh khac, thanh phé“m lipit bao gém mot hodc nhiéu lipit két
hop dé tao ra nang (ttc 13, "ché pham nang"). Theo mét sé phwong an, lipit duoc
két hop dé tao ra cac nang khi khong c6 mit chét tri liéu va tiép d6 dugce tron 1an
v6i chét tri liéu (tte 13, ché phdm bao gdbm "nang dugc tao hinh trude"). Theo mot
s6 phuong 4n trong sd cac phwong 4n nay, lipit bao gdm chét hoat dong bé mit
khong ion, steroit va amphiphil dang ion. Cac ché phdm nang dugc didu ché phu
hop véi cac phuong an ndy c¢é thé bao gdbm chat lugng phan dang ion bét ky bao
gdm chét ludng phin bét ky trong sd céc chat ludng phan dang ion duge néu lam
vi du dwgc md ta & day. Theo mot sé phwong 4n, lipit dugce két hop dé tao ra nang
v6i su c6 mit cta chit tri liéu. Cac ché phdm nang duogc didu ché ph hop véi cac
phuong 4n nay c6 thé bao gdbm phosphoglyxerit bat ky trong s cac
phosphoglyxerit dugc néu lam vi du dugec md ta & day c6 dang chét ludng phén
dang ion. Theo mot sd phwong 4n, thanh phdn lipit trong cac ché phdm nang nay
bao gdm chét hoat dong bé mit khong ion don (vi du, MPG), steroit don (vi du,
cholesterol) va chat ludng phan dang ion don (vi du, DCP hoic DPPG). Theo mot
s& phwong 4n, thanh phén lipit trong cac ché phdm nang nay bao gdm chét hoat
dong bé mat khong ion don (vi du, MPG), steroit don (vi du, cholesterol) va chit
ludng phan dang ion don (vi du, DCP) va nang duoc tao hinh truéc. Theo mot sb
phwong 4n, thanh phan lipit trong ché phdm nang nay bao gém chét hoat dong bé
mat khong ion (vi dy, MPQ), steroit (vi du, cholesterol) va phosphoglyxerit dudi
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dang chét ludng ph?m dang ion (vi dy, DPPG) va vi nang dugc tao hinh truéc hoac
duge tao ra véi su ¢6 mit cia chét tri lidu.

Sang ché ciing dé xuét phuong phéap diéu ché ché phim, bao gdm ché phdm
duoc dé cap & trén (vi du, phuong phap ndu chay va phuwong phap phun bui va céc

phuong phap khac).

MBS ta viin tit cac hinh v

Fig.1 thé hién céc két qud dugc néu lam vi du tir thir nghiém hiéu luc ddi véi
bénh soi (TCIDso) dugc tién hanh bang cach st dung céc vacxin M-M-R-II® dugc
bao ché trude khac nhau (dugce bao ché bang 25mg/ml lipit) dugc bao quan & nhiét
d6 khoang 4°C va khoang 37°C trong thoi gian 1, 2 va lén dén 12 tudn.

Fig.2 thé hién cac két qua dugc néu lam vi du tir thtr nghiém hiéu luc ddi véi
bénh soi (TCIDso) dugce tién hanh bang cach st dung cic vacxin M-M-R-II® duge
bao ché trude khac nhau (duge bao ché bing 12,5mg/ml lipit) dwoc bao quan &
nhiét d6 khoang 4°C va khoang 37°C trong thdi gian 1, 2 va 1én dén 12 tuén.

Fig.3 thé hién cac két qua vé d9 tinh khiét theo phan tram tir phuong phap sic
ky loai trir kich thudc duge thuc hién bing cach st dung trastuzumab dugc bao ché
trude dudi dang protein tri liéu duge néu lam vi du (dugc bao ché bing 12,5mg/ml
lipit) dugc bdo quan & nhiét d¢ khoang 4°C va khoang 40°C trong thoi gian 4 va
1én dén 8 tuan.

Fig.4 thé hién cac két qua vé hiéu lyc tir thir nghiém v& hiéu luc sinh hoc
chéng tiang sinh BT-474 dugc thyc hién bang cach sir dung trastuzumab dugce bao
ché truéc dudi dang protein tri li€u dugc néu lam vi du (duogc bao ché béng
12,5mg/ml lipit) dugc bao quan ¢ nhi¢t 4o khoang 4°C va khoang 40°C trong thoi

gian 4 va 1én dén 8 tuan.

M5 ta chi tiét sang ché
Céc dinh nghia
Trong toan bd ban mo ta, mot sd thuét ngft da str dung dugc dinh nghia trong

cac doan dudi day.
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Nhu dugc st dung & day, thuit nglt "khang nguyén" hodc "khéng nguyén
virut" dung dé chi chét chira mot hodc nhiéu epitop ¢o thé duoc nhan dién boi
khang thé. Theo mot sé phuong 4n, khang nguyén c6 thé 1a virut. Thut ngi
"khang nguyén" khong ké nhitng nghia khac bao gdm virut giam doc luc va bi bit
hoat. Theo mot sé phuwong 4n, khang nguyén c6 thé 12 "chét gy mién dich".

Nhu dugc sit dung & ddy, thuat ngit "dap tng mién dich" ding dé chi dap tng
duoc gay ra & dong vét. Pap tmg mién dich c6 thé dé cap dén mién dich qua trung
gian t& bao, mién dich thé dich hodc c6 thé bao gdm ca hai. Dép tng mién dich
cling co thé duge gi6éi han & mot phén ctia hé mién dich. Vi du, theo mot sb
phwong 4n, ché phim gay mién dich c6 thé gay ra dap ung IFNy ting cuong. Theo
mot sé phuong 4an, ché phdm gy mién dich c6 thé gay ra dap tmg IgA & niém mac
(vi du, duoc do trong nudc rira mili vi/hodc nude ria tryc trang). Theo mét sb
phuong 4n, ché phdm gay mién dich c6 thé gay ra dap ung IgG toan than (vi du,
nhu dugc do trong huyét thanh).

Nhu duoc st dung & day, thuat nglt "gay mién dich" cé nghia 1a kha ning tao
ra dap ung mién dich & dong vat chi khang lai thuce thé khong phai vat chu (vi du,
khang nguyén virut). Theo mot sb phuong an, dap tng mién dich nay tao ra nén
tang cua tinh mién dich bao vé bdi vacxin phong ngira sinh vat 1y nhiém dic trung
(vi dy, virut).

Nhu dugc st dung & ddy, thuat nglt "lugng hitu hiéu tri li€u" dung dé chi
luong da dé cho thdy loi ich dang ké ¢ @i tuong dugc diéu tri. Lugng hitu hi¢u tri
lidu cua ché phim co thé thay dbi phu thude vao cac yéu t6 nhu diém cudi sinh hoc
mong mubn, ban chit cia ché phém, duong dung, stc khoe, kich thudc va/hodc
tudi cta dbi tuong dugc diéu tri, v.v..

- Nhu dugce st dung & day, thuat ngtt "didu tri" (hodc "su diéu tri", "dugc diéu
tri", "viée diéu tri", v.v.) dung dé chi viéc dung ché phém cho débi teong bi bénh,
triéu chirng bénh hoac t6 bAm ctia bénh, véi muc dich dé 1am giam bét, 1am diu di,
bién dbi, cai thién hodc tic dong dén bénh, triéu ching hodc cac triéu chimg cia
bénh, hoic t& bAm cta bénh. Theo mot sb phuong an, thudt nglt "su didu tri" dung

dé chi su ching ngira cho dbi tuong.
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MO ta chi tiét cac phuwong an
I. Ché pham

Sang ché d& xuét ché phim chira chit tri lidu va thanh phan lipit. Nhu dugce s
dung & day, thuat ngit "thanh phéan lipit" bao gém tit ca cac lipit c6 trong ché
pham. Thanh phan lipit c6 thé bao gdm hodc gdm céc loai lipit hodc lipit khac nhau
nhu dugc mo ta & day.
Théanh phén lipit

Theo mét khia canh, thanh phén lipit chira mot hodc nhiéu chit hoat dong bé
mat khong ion. Theo mot s6 phuong 4n, thanh phan lipit chira chét hoat déng bé
mat khong ion don. Khong gidi han theo séng ché, vi du vé cac chit hoat dong bé
mat khong ion thich hgp bao g61n chét hoat dong bé& mit dugc lién két este trén co
s& glyxerol. Este glyxerol ndy c¢6 thé bao gdm mdt nhém trong s hai nhom axyl
béo cao hon, vi dy, chira it nhdt mudi nguyén tir cacbon trong mdi gbe axyl. Chét
hoat dong bé mit khong ion trén co sé este glyxerol nay c6 thé bao gdm nhiéu hon
mdt don vi glyxerol, vi du, 1én dén 5 don vi glyxerol. Monoeste glyxerol c6 thé
duoc str dung, vi du, monoeste glyxerol chita gbc Cia-Caoalkanoyl hoic alkenoyl,
vi du caproyl, lauroyl, myristoyl, palmitoyl, oleyl hodc stearoyl. Chit hoat dong bé
mit khéng ion duge néu lam vi dy 14 1-monopalmitoyl glyxerol (MPG). Chét hoat
dong bé mit dugce lién két ete cling co thé dugc st dung dudi dang chét hoat dong
bé mit khong ion. Vi du, chit hoat dong bé mit duogc lién két ete trén co sé
glyxerol hodc glycol ¢ glycol béo thip hon c6 1én dén 4 nguyén tir cacbon, nhu
etylen glycol, 12 thich hop. Chét hoat d6ng bé mit khong ion trén co s& glycol nay
c6 thé bao gdm nhiéu hon mét don vi glycol, vi du, 1én dén 5 don vi glycol (vi du,
diglycolxetyl ete va/hodc polyoxyetylen-3-lauryl ete). Glycol hodc glyxerol
monoete c6 thé duge st dung, bao gdm céc glycol hoidc glyxerol monoete chira gbc
Ci12-Cyoalkanyl hodc alkenyl, vi du capryl, lauryl, myristyl, xetyl, oleyl hodc
stearyl. C4c san pham ngung tu etylen oxit c¢6 thé dugc sit dung bao gdm céc san
pham duge boc 19 trong Cong bd PCT S6 WO88/06882 (vi du, chét hoat dong bé
mit ete va amin béo cao hon polyoxyetylen). Chét hoat déng bé mit dugc lién két

ete dugce néu lam vi du bao gdm 1-monoxetyl glyxerol ete va diglycolxetyl ete.
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Theo mdt khia canh khac, thanh phén lipit chira mot hodc nhiéu chét hoat
dong bé mit khong ion va mét hodc nhiéu steroit (vi du, sterol nhu cholesterol).
Theo mot s6 phwong an, thanh phan lipit chira chit hoat dong bé mit khong ion
don (vi du, MPG) va steroit don (vi dy, cholesterol). Theo mét sé phuong 4n, (cac)
chét hoat déng bé miat khong ion va (cac) steroit ¢ trong ché phim véi ty 18 mol
ndm trong khoang tir 6:4 dén khoang 4:4, vi du, khoang 5:4.

Theo mdt khia canh khac, thanh phén lipit chita mot hodc nhiéu lipit, ma céc
lipit nay két hop dé tao thanh nang (tirc 1, "ché phdm nang").

Theo mot sd phuong an, lipit dugce két hop dé tao thanh cac nang voi su c6
mit cta chét tri liéu va tiép d6 dugc tron voi chit tri lidu (tic 13, ché phidm bao
gdm "nang dugc tao hinh trudc"). Theo mot s6 phuong 4n nay, lipit bao gdm chét
hoat dong bé mit khong ion, steroit (vi du, sterol nhu cholesterol) va chét ludng
phén dang ion. Ché pham nang dugc didu ché phu hop vé6i cac phuong 4n niy c6
thé bao gdm chat ludng phan dang ion bét ky bao gdm chit ludng phan bit ky
trong sb cac chét ludng phan dang ion dugc néu lam vi du duge mé té dudi day.

Theo mdt sé phwong 4n, lipit duogc két hop dé tao ra nang véi su c6 mit clia
chét tri liéu. Ché phidm nang dugc diéu ché phi hop v6i cac phuong én nay co thé
bao gdm phosphoglyxerit bét ky trong s cac phosphoglyxerit duge néu lam vi du
duoc md ta dudi day c6 dang chit ludng phan dang ion.

Chét ludng phan dang ion dugc néu lam vi du ¢6 thé bao gdm, nhung khong
giéi han ¢, vét liéu co tinh axit nhu axit alkanoic va alkenoic cao hon (vi du, axit
palmitic, axit oleic) hodc céc hop chét khac chtra nhém axit bao gdbm cac phosphat
nhu dialkyl phosphat (vi du, dixetylphosphat hodc DCP, hodc axit phosphatidic
ho#c phosphatidyl serin) va monoeste sulphat nhu alkyl sulphat cao hon (vi du,
xetylsulphat), tit ca c6 thé dugc st dung cho muc dich nay.

Nhu duoc luu v & trén, theo mét sé phwong an, phosphoglyxerit (cling dugc
biét dén dudi dang glyxerophospholipit) c6 thé dugc sir dung 1am chét luong phan
dang ion. Phosphoglyxerit c¢o thé 1a plasmalogen, phosphatidat (nhu
phosphatidyletanoamin, phosphatidylcholin), phosphatidylchonlin, hodc chit turong

tu. Phosphoglyxerit dugc néu lam vi du bao gbém, nhung khéng gi6i han &,
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diphosphatidyl glyxerol (DPPQG); 1,2-dipalmitoyl-sn-glyxero-3-phospho-L-serin
(DPPS); 1,2-distearoyl-sn-glyxero-3-phosphatidylcholin (DSPC); 1,2-distearoyl-
sn-glyxero-3-phosphoetanolamin (DSPE); phosphatidylcholin dipalmitoyl (DPPC)
va dan xuit cta chung.

Theo mdt sb phuong 4n, thanh phén lipit trong cac ché phim nang nay gdm
chét hoat dong bé mit khong ion don (vi du, MPG), steroit don (vi du, cholesterol)
va chét ludng phin dang ion don (vi du, DCP hoic DPPG). Theo mdt s6 phuong
an, thanh phén lipit trong céc ché phidm nang nay gdm chét hoat dong bé mit
khong ion don (vi du, MPG), steroit don (vi du, cholesterol) va chit ludng phan
dang ion don (vi dy, DCP) va nang dugc tao hinh trudc. Theo mot sb phuong an,
thanh phdn lipit trong céc ché phim nang nay gbm chét hoat dong bé mit khong
ion (vi du, MPQG), steroit (vi du, cholesterol) va phosphoglyxerit c6 dang chét
ludng phﬁn dang ion (vi du, DPPG) va nang dugc tao hinh truéc hodc duoc tao ra
v6i su c6 mit cua chét tri lidu.

Theo mdt s6 phuong 4n, (cac) chit hoat dong bé mat khong ion va steroit co
mit trong cac ché phdm nang nay cé ty 1¢ mol nidm trong khoang tir 6:4 dén
khoang 4:4, vi du, khoang 5:4. Theo mot s6 phuong an, (céc) chét hoat dong bé
mat khong ion va chit ludng phan dang ion c6 mit trong cac ché phim nang nay
v6i ty 16 mol ndm trong khoang tir 6:1 dén khoang 4:1, vi du, khoang 5:1. Theo
mdt s6 phuong an, steroit va chat ludng phan dang ion c6 mit trong céc ché phim
nang nay véi ty 1€ mol nim trong khoang tir khoang 5:1 dén khoang 3:1, vi du,
khodng 4:1.

Theo c4c phuong 4n da biét, ham luong lipit thu duoc it nhét bang khoang 5,
6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90 hodc 95mg/mi. Theo cac phuwong an da biét, ham fugng lipit
nam trong khoang tr Smg/ml dén khoang 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
hodc 25mg/ml. Theo cic phuong 4n da biét, ndng do lipit ndm trong khoang 5, 6,
7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15mg/ml dén khoang 30mg/ml. Theo cac phuong an da
biét, ndng do lipit ndm trong khoang tir 5Smg/ml dén khoang S0mg/ml, tir khoang
5mg/ml dén khoang 25mg/ml, tir khoang 10mg/ml dén khoang 50mg/ml, tir
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khoang 10mg/ml dén khoang 30mg/ml, hoic tir khodng 10mg/ml dén khoang
50mg/ml.

Theo mot s phuong 4n, cac ché phdm duge mo ta & day khong bao gdm
phéan t lam tang sy van chuyén tao thuan loi cho viéc van chuyén cc phan tir
gidng lipit qua niém mac. Theo mdt s6 phuong 4n, cic ché phidm khong bao gdm
"axit mat" nhu axit cholic va axit chenodeoxycholic, san phim lién hop cta ching
v6i glyxin hodc taurin nhu axit glycocholic va taurocholic, cac dan xuit bao gdm
axit deoxycholic va ursodeoxycholic, va mudi cia timg axit trong sd cic axit ndy.
Theo mot sb phuong 4n, ché phdm khéng bao gdm axit amin dugc axyloxyl hoa,
nhu axylcarnitin va mudi ctia n6, va palmitoylcarnitin.

Chét tri liéu

Sang ché bao gém viéc st dung céc loai chét tri liéu khac nhau. Theo mot sb
phwong 4n, cac chit nay khong bén nhiét. Nhu duge st dung & day, thuat ngit
"chét khong bén nhiét" dung dé chi cac chit bi mét hiéu luc khi duoc phoi nhiém
(tip xtic) & nhiét dd cao dinh trudc. Theo mot sd phuong 4n, sw phoi nhiém cua
chét khong bén nhiét & nhiét dd cao lam mét 20% hiéu lyc cta khang nguyén (vi
duy, trén 30%, trén 40%, trén 50% hodc 16n hon) nhu dugc do trong thir nghiém vé
hiéu luc (vi dy, trén co s& tri s6 ICso hoiic ECso) so véi chét khong dugc xt ly.
Theo mot s& phuong 4n, khdng nguyén khong bén nhiét mét hiéu luc & nhiét do
cao hon 30°C (vi du, cao hon 35°C, cao hon 40°C, cao hon 45°C, hodc cao hon
50°C). Theo mdt s6 phwong 4n, thoi gian bio quén chét khong bén nhiét & nhiét do
cao nay 16n hon 3 phut (vi dy, 5 phat, 10 phut, 15 phiat hodc 16n hon) lam mét trén
20% hiéu luc (vi du, trén 30%, trén 40%, trén 50% hodc 16n hon) nhu dugc do
trong thir nghiém v& hiéu luc (vi du, trén co s& tri s6 ICso hodc ECs0) so v6i chét
khong dugc xt Iy. Tuy nhién nén hiéu ring cac phuwong phép va ché phim trong
ban mo ta khong gidi han & céc chit khong bén nhiét va, theo mot s6 phwong an,
céc phuong phap hodc ché phdm ciing c¢6 thé bao gdm céc chit dn dinh hon bao
gdm céc chét trj liéu phan t nhod truyén thong.

Khéng nguyén virut - Khang nguyén virut gdy bénh séi, bénh quai bi, bénh rubella

va bénh thuy dau
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Bénh soi, bénh quai bi va bénh rubella 14 ba bénh phd bién & tré nhod gy ra
boi sy 14y nhidm virut (1an lugt bdi virut gdy bénh soi (paramyxovirut), virut gay
bénh quai bi (paramyxovirut), va virut gy bénh rubella (togavirut)). Viéc nhiém
bénh s&i, bénh quai bi va bénh rubella c6 thé gay ra cic bién chimg y hoc nghiém
trong, c6 thé 1am chét ngudi. Bénh sdi 12 bénh nhidm tring hé ho hip va gy ra cac
triéu ching bao gdm sdt, ho, sd miii, va phét ban toan than, va thuong dan dén cac
bién ching nhu bénh viém phéi va bénh viém n#o. Bénh quai bi 1a bénh nhiém
tring gy ra cac triéu chimg bao gdm viém, sét, dau diu va viém tinh hoan, va c6
thé dan dén cac bién ching nhu bénh viém mang ndo v6 tring va tat diéc. Bénh
rubella, thudong dugc biét dén 1a bénh sai Pic, thuong gy ra cac triéu ching nhe,
mac di sy nhidm tring tir me trong giai doan mang thai c6 thé khd nghiém trong.

Vacxin phong bénh séi, bénh quai bi va bénh rubella dugc san xuét tlr virut
giam doc luc séng duge nhén giéng trong co chéit t& bao. Mdi thanh phan cia
vacxin MMR ban dau duoc diéu ché dudi dang hoa tri mot, mdi thanh ph.’?ln cua
vacxin tiép d6 dugc trdn ciing nhau dé tao ra dang héa tri ba trong d6 ching virut
thanh phan c6 mit véi lugng duge xac dinh di dé gy ra dap ung mién dich hitu
hi€éu cho ngudi nhan vacxin. Vacxin MMR trén thi truong dugce chira trong 19 nho
duoc 1am kho lanh, chung phai duge bao quan & nhiét d6 ndm trong khoang tir 2
dén 8°C trong thoi gian khong qué 3 nim theo céc chi din dugc cip phép. Tuy
nhién, mot sb yéu t6 bao gém ché phém chét 6n dinh, diéu kién bao quan va do Am
du c6 thé anh hudng dén d6 6n dinh nhiét cia vacxin dugc lam kho lanh. TS chuc
y té thé gidi (World Health Organization - WHO) khuyén cdo thtr nghiém vé lidu
gdy nhidm té bao canh truong md (Tissue culture infective doses - TCIDso) st
dung céc t& bao Vero dé dénh gia hiéu luc cia virut gdy bénh séi séng trong
vacxin. Tuy nhién, céc s6 do hiéu luc c6 thé thay dbi phu thudc vao phuong phap
xac dinh, phong thi nghiém, va diéu kién tai thoi diém thir nghiém.

WHO d4 thiét 1ap céc yéu ciu t6i thiéu vé do 6n dinh cua vacxin dudi dang
duoc 1am khé & nhiét do thap ciing nhu khi duoc tai tao dudi dang dung dich 16ng
trude khi ding. Trong trang thai duoc lam khé & nhiét d6 thip, vacxin phong bénh

s&i nay phai gitt lai dugc hiéu luc téi thiéu t nhit 3,0 logio hat virut trén mdi lidu
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dung & ngudi sau khi phoi nhim & nhiét d6 bang 37°C trong thoi gian it nht mot
tudn va lidu ding chuén do cta virut khong giam bing 1én hon 1,0 logio trong khi
. Tuy nhién, vacxin phong bénh séi da hoan nguyén nhanh chdng bi gidm hi¢u luc
khi phoi nhiém & nhiét d trong phong. O nhiét o nim trong khoang tir 22°C dén
25°C, vacxin mit khoang 50% hiéu luc trong mot gio. O nhiét dd 1én hon 37°C,
vacxin bi bt hoat trong thoi gian mot gid (The Immunological Basis for
Immunization Series, Module 7: Measles (WHO/EPI/GEN/93.17)).

Mot s vacxin phong bénh séi, bénh quai bi va bénh rubella (MMR) giam doc
luc hién nay da dugc cip phép va lam giam thanh cong ty 1& méc phai bénh nhiém
virut, va c¢6 thé duoc st dung theo sang ché.

Theo mdt s6 phwong an, cac ché phidm va phuong phap theo sang ché c6 thé
dugce st dung véi mot hodc nhidu khang nguyén chira trong vacxin dugc cap phép
hodc dang phat trién. Bang 1 1a danh muc khong giéi han cac vacxin dugc cip
phép hodc dang phat trién d6i v6i cac bénh nhiém tring do bénh séi, bénh quai bi,

bénh rubella va bénh thiuy dau.

Béang 1
Vacxin Bénh
Attenuvax® Bénh s6i
Diplovax HDC 4.0® Bénh soi
Morbilvax® Bénh soi
Rimevax® Bénh s&i
M-R-Vax, M-R-Vax II® Bénh sdi va bénh rubella
Moru-Viraten® Bénh soi va bénh rubella
M-M-R Vax® Bénh séi, bénh quai bi va bénh rubella
M-M-R-II® Bénh sdi, bénh quai bi va bénh rubella
M-M-RvaxPRO® Bénh s6i, bénh quai bi va bénh rubella
Priorix® Bénh soi, bénh quai bi va bénh rubella

Trimovax® Bénh sd1, bénh quai bi va bénh rubella

Triviraten Berna® Bénh soi, bénh quai bi va bénh rubella

ProQuad® Bénh sadi, bénh quai bi, bénh rubella va bénh thuy dau
Mumpsvax® Bénh quai bi

Rubilin® Bénh quai bi va bénh rubella

Meruvax II® Bénh rubella

Ervevax® Bénh rubella

R-Vac® Bénh rubella

Varivax® Bénh thuy dau
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Trong phan dudi ddy chung tdi s& ban luan vé cic khang nguyén virut duge
néu lam vi du nay va cc khang nguyén virut dugc néu 1am vi du khac c6 thé dugc
sir dung trong ché phim hodc phuong phép theo sang ché.

3 My, vacxin phong bénh séi, bénh quai bi va bénh rubella (MMR) dau tién
duoc cAp phép vao nim 1971, véi lidu vacxin thi hai duoc gidi thidu vao nim
1989. N6i chung, trong mét sb nude tai d6 viée tiém ching MMR lic nhé duoc
thwe hién hing ngay, ty 18 méc phai bénh soi, bénh quai bi va bénh rubella di giam
dang k& (vi du, nhidu hon 99% vao nam 1995 so v&i s6 ca vao nim 1941).

Vacxin phong bénh sdi, bénh quai bi va bénh rubella (MMR) gidm ddc luc
khac nhau hién nay d3 dugc cip phép. Vi du, M-M-R-II® duoc phat trién va dugc
san xuit bai Merck & Co., Inc. M-M-R-II® chtra ché ph?un duogc lam kho lanh vo
trung chtta (1) dong virut gdy bénh s&i Attenuvax® (Vacxin virut gy bénh soi
sdng) giam ddc luc, (2) ching virut gdy bénh quai bi dwoc nhan gidng trong canh
truong té bao phdi ga Mumpsvax® (vacxin virut gdy bénh quai bi séng), va (3)
chiing giam doc lyc cia virut gdy bénh rubella Meruvax II® (Vacxin virut gy bénh
rubella séng). Mdi lidu 0,5mL khéng chira it hon 1000 TCIDsy (liéu gdy nhidm
50% té bao nudi cdy) cta virut gdy bénh sai, khong it hon 5000 TCIDso virut giy
bénh quai bi, va khong it hon 1000 TCIDso virut gy bénh rubella. Sau khi hoan
nguyén, M-M-R-II® (nhu véi cac vacxin MMR duogc cip phép khac) thuong duge
ding qua dudng dudi da. Mac do mot lidu M-M-R-II® & tré em trén 12 thang tudi
thudng cam Ung san xudt cdc khang thé trung hoa, mot sé ngudi bénh khéng
chuyén d6i huyét thanh sau lidu thr nhat. Do d6, lidu nhéc lai tht hai duoc chi
dinh, dic biét 1a truée khi vao truong tiéu hoc, dé chuyén ddi huyét thanh cua
ngudi ma khong dap ung véi lidu thir nhat. BE dam bao khong 1am mét hidu luc
cia vacxin M-M-R-II®, n6 phai duogc bao quan & nhiét do khoang 10°C hodc lanh
hon trong khi vin chuyén, dugc gitt & nhiét d6 nam trong khoang tir 2°C dén 8°C
trong khi bao quan ¢ trang thai dugc lam kho lanh, va dugce st dung trong thoi gian

8 gid sau khi hoan nguyén.
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Mot vi du khéac v& vacxin MMR, PROQUAD® ciing chira thanh phin virut
gdy bénh thiy dau da dugc cip phép va duoc ban tai My boi Merck, mic di viée
san xuét hién nay di bi dinh chi. PROQUAD® dugc ding mdt 1an cho tré trén 12
thang tudi, véi liéu nhéc lai tily ¥ dugc dung it nhét ba thang sau do.

Theo mot khia canh, sang ché d& xuét ché phim gay mién dich bao gdm virut
bi bit hoat hodc giam doc luc. Nén hiéu ring cac ché phidm gay mién dich dugc dé
xuét béi sang ché c6 thé chira mot hoic nhiéu thanh ph?m cua vacxin MMR (vi du,
virut gdy bénh soi, bénh quai bi, hoic bénh rubella, hoic hdn hop cia chung). Theo
mdt sb phuong 4n, ché phdm gay mién dich chira thanh phén virut gdy bénh thuy
dau (vi dy, mot minh, nhu véi VARIVAX®, hoic két hop v6i céc thanh phﬁn virut
khéc, nhu v6i PROQUAD®).

Nhu duge @& cip & trén, tit ca cac vacxin MMR dugc cap phép da biét bao
gdm virut giam doc lwc. Nén hiéu ring vacxin bét ky trong s cac vacxin duoc cip
phép nay c6 thé dugc st dung nhu duge mo ta & day dé tao ra ché phim giy mién
dich. Vi du, M-M-R-II® thuong mai c6 thé dugc st dung dé tao ra ché phdm gy
mién dich. Theo mot s§ phuong 4n, vacxin da dugc cép phép dugce tinh ché 1an thw
nhit (vi du, d& loai bo ta dugc phén hodc chat phan tng khac trong vacxin). Theo
mdt sb phuong 4n, vacxin da dugc cép phép khong dugc tinh ché trude khi bao ché
nhu duge mo ta & day.

Nhu da duge biét rd trong linh vuc k§ thuét nay, wu diém cia virut giam doc
luc 12 kha nang gdy mién dich cao hon do né c6 kha ning tai ban in vivo ma khong
gdy ra bénh nhiém tring toan bd. Mot phuong phap duogc st dung trong linh vuc
k§ thuat dé didu ché virut giam ddc luc 12 phwong phap lam thich nghi virut bao
gdm bude céy chuyén 1an luot chung virut qua nhidu canh trudng té bao. Theo thoi
gian ching dot bién va ching giam doc Iuc tiép d6 co thé duge nhan biét. Vi du, dé
diéu ché M-M-R-II®, chung giam doc luc ciia virut gdy bénh sai dugce nhan gidng
trong canh trudong t& bao phdi ga, ching gdy bénh quai bi mirc do B dwgc nhan
gibng trong canh trudng t& bao phdi ga, va chiing gdy bénh rubella giam doc luc
duoc nhan gidng trong nguyén bao soi phdi ludng bdi nguoi. Theo mot sé phuwong

an, virut ¢6 theé dugc cay chuyen qua cac canh truong té bao khéac nhau.
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Cén phai nhan biét réng chung virut gdy bénh sdi, bénh quai bi, va/hodc bénh
rubella bt ky c6 thé duogc sit dung, vi du, ma khong gidi han & ching bét ky trong
s6 cac chung dudi ddy, cdc ching nay da dugc md ta trong linh vuc k¥ thuét nay:

¢ Ching Edmonston giam d6c lyc Enders cta virut gdy bénh séi (AttA)

« Chung AIK-C gidm ddc luc cda virut gdy bénh séi

 Chung Jeryl Lynn (mtrc 46 B) cta virut gdy bénh quai bi

 Chung Leningrad Zagreb cua virut gdy bénh quai bi

 Chuing Urabe Am 9 cta virut gdy bénh quai bi

» Chung Wistar RA 27/3 cuta virut gdy bénh rubella

* Virut gdy bénh rubella Giguere; 1964 & M§

¢ Virus gy bénh rubella HPV-77; 1961 & My

¢ Virut gdy bénh rubella Judith; 1963 Liverpool U.K.

* Virut gdy bénh rubella KO-1; 1967 Kochi, Nhat

Trong khi tit ca cdc vacxin MMR dugc cdp phép hién nay chira virut giam
ddc luc, vacxin thay thé chira virut bi bét hoat c6 thé dugc st dung theo séng ché.
Theo mdt s6 phuong 4n, ché phdm gay mién dich c6 thé chira virut bi bat hoat. Can
phai nhén biét ring phuong phép bét ky ¢6 thé duge st dung dé diéu ché virut bi
bét hoat. N6i chung, cac phwong phap nay s& bao gdbm budc nhan giéng virut trong
té bao chu, bude lam tidu (ly giai) t& bao chu dé giai phong virut, bude phan lap va
tiép d6 1a bit hoat virut. Virut thuong dugc thu tir canh truong té bao va dugc sang
loc theo lidu gy nhi®m ciing nhu vé sy khong c6 mit cia cic chit ngdu nhién
(ngoai lai). Viéc xtr Iy virut bang hoa chét (vi du, formalin, formaldehyt, trong 56
céc hoa chit khéac) thudng duoc sit dung dé bét hoat virut. Tuy nhién, nén hiéu
rang céc k§ thuat khac c6 thé duoc st dung, vi du, phwong phép xir Iy bing clo,
phuong phéap tiép xtic véi nhiét d§ cao, v.v.. .

Khang nguyén virut - cic chat khac

Béang 2 1a danh séch khong han ché céc vacxin giam ddc luc séng khac duge

cip phép hodc dang phét trién. Pidu nay duogc hidu 1a cac ché phim dugce tao ra boi

sang ché c6 theé chira mdt hodc nhiéu thanh phan cta vacxin nay.
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Bang 2
Vacxin Bénh
DA2PPC Bénh Care & chd, Adenovirut tuyp 2, virut gy bénh
kho thd & tré em (Parainfluenza), bénh nhiém
Parvovirut & chd, va bénh nhiém Coronavirut & ch
RotaTeq® Rotavirut
Rotarix® Rotavirut
Zostavax® Bénh zona
Dryvax® Bénh ddu mua va bénh dau mua khi
YF-Vax® Bénh sbt vang
Vacxin virut PRRS Hoi chiing roi loan sinh san va ho hép o lon
Vacxin virut PR Virut gdy bénh gid dai

Bénh Care & choé 13 bénh gay ra boi sy nhiém virut gdy bénh Care & ché, l1a
mot paramyxovirut cé lién quan mat thiét v6i virut gdy bénh soi. Virut gy bénh
Care & cho c6 thé gdy ra cac bénh ly y khoa nghiém trong dnh huéng dén céc loai
dong vat c6 va khac nhau bao gém cho, chdn (Mustela), chdn hoi, linh cAu, géu
trac Bic My, va méo hoang dd. Bénh nhiém trung Care & chd c6 thé gay ra cac
triéu ching bao gdm sbt, biéng an, chay nuéc miii, va chay mi mét, va néi chung
thuong dan dén cac bién ching nhu ching viém phdi va ching viém ndo. Vacxin
phong bénh Care ¢ cho gidm doc luc da dugc cép phép, bao gbm vacxin DA2PPC
da tri, bao vé chdng lai bénh Care & ché (D), adenovirut tuyp 2 (A2), virut gdy
bénh khé thd & tré em (P), Parvovirut & ché (P) va coronavirut ¢ ché (C). Nén hiéu
ring céc ché phdm gay mién dich dugc tao ra boi séng ché c6 thé chira mot hoic
nhiu thanh phdn DA2PPC (vi du, khdng nguyén virut gdy bénh Care & cho).

Bénh nhiém rotavirut din dén bénh viém da day rudt do rotavirut, c6 thé dic
biét nghiém trong ddi vdi tré so sinh va tré nhd. Vacxin gidm doc luc sdng dugc
cp phép dé didu tri bénh nhiém rotavirut bao gdbm RotaTeq® va Rotarix®.
RotaTeq® duoc chi dinh dé ngin ngira bénh viém da day rudt do rotavirut gy ra
b6i cac kiu huyét thanh Gl, G2, G3, va G4 cla virut. RotaTeq® dugc dung qua
dudng miéng theo dot ba lidu cho tré so sinh & do tudi ndm trong khoang tir 6 dén
32 tudn. Mbi 2ml lidu RotaTeq® chira virut tai t& hop trao dbi séng, chira Gl, G2,
G3, G4, va PIA va chua luong tdi thiéu tir 2,0 dén 2,8 x 10° don vi gdy nhiém

(infectious unit - IU). Rotarix® dugc chi dinh dé ngan nglra bénh viém da day ruot
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do rotavirut gy ra béi kiéu huyét thanh Gl, G3, G4, va G9 ctia virut. Rotarix®
dugc dung qua dudng miéng theo dot hai lidu cho tré so sinh trong d6 tudi tir 6
tudn va 24 tudn tudi. Mbi 1ml lidu Rotarix® chira mot lugng tdi thiéu 106 CCIDso
rotavirut G1P & ngudi giam doc luc, séng.

Bénh zona 1& bénh nhidm virut r& than kinh, thuong gy ra chimg dau va
chimg phét ban trén mot phia co thé. Bénh zona 12 bénh phd bién nhit & nguoi 1on
tudi va ngudi ¢6 hé mién dich yéu. Virut duge cép phép dé diéu tri bénh zona gay
ra boi virut gy bénh zona 13 Zostavax®, 1a ché phdm dugc 1am kho lanh chira
chung Oka/Merck cua virut gdy bénh thuy dau-écpet giam doc luc, séng.
Zostavax® dugc chi dinh dung dudi da va dugc chi dinh cho céc ca nhan 60 tudi va
gia hon. Mbi 0,65ml lidu Zostavax® chua it nhit 19400pfu virut giam doc luc,
sdng.

Mot vi du khac vé vacxin giam doc luc séng duge cip phép 1a DRYVAX®S, 1a
ché phdm virut séng chtra virut giy bénh dau mia dé diéu tri bénh nhidm virut gay
bénh dau mua. DRYVAX® dugc diéu ché tir bach huyét bé dugce tinh ché, cb dic,
va dugc lam kho béng cach lam kho lanh. Vacxin dugc hoan nguyén dugc chi ra
chtra khong nhiéu hon 200 sinh vat vi khudn c6 thé séng dugce trén mdi ml.
DRYVAX® dugc chi dinh st dung dé tiém nhiéu 14n, tic 13, st dung vacxin vao
cac 16p bé mat da s dung kim r& d6i. Thong thuong, viéc tiém ching bang
DRYVAX® dan dén sy nhan virut, sy mién dich, va su qua man cam cla té bao.
Déi véi 14n tiém chiing dau tién, ndt san Xuét hién tai vi tri ti€ém chung trong thoi
gian tir ngay tht hai dén ngay thir nam. N6t san nay tré thanh bong trong khoang
ngay thr 5 hodc ngay thir 6, bong ndy trd thanh mun mu, cé 16m, va ban d6 xung
quanh va tré nén ctng. Ving ban dé rong nhét xuit hién trong thdi gian tir ngay
thir 8 dén ngay thtr 12 sau khi tiém chung (thudong 1a ngay thit 10). Chiing ban d6
va sung tiy sau d6 giam bét di, va vay cing tao ra, vay cling ndy sé& troc ra trong
thoi gian tir ngdy tht 14 dén ngay thi 21. Tai diém cao nhét cia phan ing ban diu
duoc biét dén 1a dap ung Jennerian, thudng cé bénh hach bach huyét ving va c6
thé ¢6 biéu hién toan than nhu chimg st va khé chiu. Lan tiém ching dau tién

béng DRYVAX® ¢6 hiéu luc 100 triéu don vi tao ndt ddu mua (pfu)/ml duogc thé
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hién tao ra ty 1& dép ing 97% bdi ca phan tng chinh va dap ng khang thé trung
hoa ¢ tré nhd.

Vi du khéc cta vacxin giam doc luc séng dugc cip phép 1a YF-VAX® dé didu
tri bénh nhidm virut s6t vang. YF-VAX® duoc didu ché bang cach nudi cdy ching
virut s6t vang 17D trong phdi ga khong chira virut gdy bénh bach céu chim séng.
YF-VAX® dugce lam khé lanh va duoc bit kin bang nito dé bao quan va duoc hoan
nguyén ngay truéc khi st dung. YF-VAX® duge bao ché chia khong it hon 5,04
Logio pfu trén mdi 0,5ml liéu dung. Thong thudng, tinh mién dich d6i v6i bénh st
vang tién trién vao ngay thir muoi sau 1an tiém ching dau tién bing YF-VAXP®.
Mic du da chimg minh duge ring kha nang mién dich ciia vacxin phong bénh st
vang c6 thé duy tri trong thoi gian it nhét tir 30 dén 35 ndm, va mot vai trudng hop,
céc 14n tiém ching vacxin séng, 1idu nhic lai cin trong khoang thoi gian khoang 10
nim dé tang hiéu gia khang thé.

Virut gdy ra hoi ching rdi loan sinh san va hdo hdp & lon (Porcine
reproductive and respiratory syndrome virus - PRRSV), cling dugc biét dén 1a
bénh tai xanh & lon 13 virut gy bénh & lon, duoc goi 1a hoi chimg ho hip va sinh
san & lon (porcine reproductive and respiratory syndrome - PRRS). Bénh dich 16n,
quan trong trong kinh t& 1am mét kha nang sinh san & gia stic giéng va chiing bénh
duong ho hip & lon con. Vacxin séng giam doc luc duge phat trién dé ngin ngira
PRRS.

Bénh gia dai 1a bénh do virut & lon 1a bénh dia phuong & hau hét cic ving
trén thé gi¢i. Bénh nay giy ra boi virut Suid herpes 1 (SuHV-1), ciing dugc goi 1a
virut gia dai (PRV) va ciing dugc biét dén 1a bénh Aujeszky, va & gia stic 12 bénh
ngtra dién. Dong vat cé vi hoang dd va vat nudi khac, nhu bo, clru, dé, meo, chd,
va glu trac Bic My, ciing d& bi anh huéng do bénh nay thudng khdng tranh duge.
Nghién cttu trén PRV & lon khéi d4u cho viéc kiém so4t bénh & dong vat bang
vacxin giam doc luc séng. Mic du tir "bénh gia dai" c6 nghia 12 "bénh dai gia,"
hodc "gibng bénh dai," nhung né 1a thuat ngir sai. Bénh gia dai ding dé chi virut
ecpet, chir khong phai 1a virut dai.

Protein tri li¢u
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Nhiéu protein tri liéu (bao gdm nhiéu protein tri liéu khong bén nhiét) hién
nay da duoc cip phép hodc dang phat trién va c6 thé dugc sir dung theo sang ché.

Nhu dugc st dung & day, thuit ngit "protein” dung dé chi polyme cta axit
amin. Theo mot s& phuong 4n, protein ¢ thé bao gdm céc gbc khéc axit amin (vi
dy, co thé 1a glycoprotein, proteoglycan, lipoprotein, v.v.) va/hodc theo cach khac
c6 thé duge xir Iy hodc cai bién. Ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vue k¥
thudt ndy s& nhan thdy ring "protein" c¢6 thé 1a chudi polypeptit hoan chinh dugc
tao ra boi té bao (c6 hodc khong co trinh tu tin hiéu), hodc cé thé 1a mot phén cua
n6. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat ndy s& nhan thdy ring
protein d6i khi ¢6 thé chira nhiéu hon mot chudi polypeptit, vi du, dugc lién két
béng mot hodc nhiéu lién két disulfua hodc duoc két hop bé‘mg cac cach khac.
Polypeptit c6 thé chira L-axit amin, D-axit amin, hodc c4 hai va c¢6 thé chura céc cai
bién axit amin khac nhau hodc cac gbe twong ty da biét trong linh vuc k§ thuat.

Protein tri li€u la cac protein dugc chiét tir t& bao nguoi hodce dugc thao tac di
truyén trong phong thi nghiém dé sir dung trong y hoc. Phén 16n cac protein tri liéu
1a protein tai tb hop ¢ ngudi dugc san xuit biang cach st dung dong té bao ddng vat
¢6 v khong phai ngudi dwoc thao téc di truyén dé biéu hién céc trinh ty di truyén
d3 biét & ngudi dé tao ra protein dic hiéu. Protein tai t6 hop 12 mot nhom quan
trong trong cac phép tri lidu duge sir dung, vi du, dé thay thé cac thiéu hut yéu t6
sinh trudng quan trong dugc mang bdi mau va dé tang cudong hé mién dich chdng
lai bénh ung thu va bénh nhiém tring. Protein tri liéu cling dugc st dung dé lam
giam b6t nhidu bénh 1y ctia nguoi bénh, bao gdm céc bénh ung thw khic nhau
(dugc didu trj bing khang thé don dong va interferon), con dau tim, chitng dot quy,
ching xo nang va bénh Gaucher (dugc didu tri bing enzym va yéu t6 nhém méu),
bénh dai thao duong (duogc diéu tri béng insulin), bénh thiéu mau (duoc diéu tri
bing erythropoietin), va bénh wa chdy mau (dugc didu tri bang cac yéu té dong
mau).

FDA c¢6 75 protein tri liéu dugc chip nhén, cling dugc biét dén dudi dang
dugc phém sinh hoc, va c¢6 nhidu hon 500 protein bd sung dang duoc phat trién.

Cac san phém sinh hoc tri liéu hién nay dang dugc xem xét diéu chinh bao gém:
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khang thé don dong, xytokin, yéu té sinh trudng, enzym, chat didu bién mién dich;
va chét 1am tan huyét khdi va protein dugc dung dé tri liéu duoc chiét tur dong vat
hoic vi sinh vat, bao gdm cic dang tai t6 hop cua cac san pham nay va céc liéu
phép mién dich trj liéu khong phai vacxin khAc.

Theo mot sb phuong 4an, protein tri liéu 13 khing thé. Nhu dugc st dung &
day, thudt ngtt "khéng thé" duoc dung dé bao gém globulin mién dich va doan
(manh) cua ching phan tng dic hi€u v6i protein hodc peptit dugc chi dinh, hodc
doan cta né. Céac khang thé thich hop gdm, nhung khong giéi han &, khang thé
ngudi, khang thé duoc linh trudng hoa, khang thé thé kham, khéng thé ddc hiéu
kép, khang thé duoc nhan héa, khang thé lién hop (tirc 13, khang thé duoc lién hop
hodc dugc dung hgp véi protein khac, nhan (chét danh déu) phoéng xa, doc td té
bao), dugc phém mién dich modun nhé (Small Modular ImmunoPharmaceuticals -
SMIPs™ ), khang thé chudi don, khang thé lac da, phan tir gibng khang thé, va
doan khang thé. Nhu duoc st dung & ddy, thuat ngit "khang thé" cling bao gdm
khang thé don dong nguyén ven, khang thé da dong, khang thé ving don (vi du,
khang thé ving don & ¢4 map (vi du, IgNAR hoic doan cia no)), khang thé da dic
hiéu (vi duy, khang thé ddc hiéu kép) duoc tao ra tir it nhat hai khang thé nguyén
ven, va doan khang thé véi diéu kién 13 ching thé hién hoat tinh sinh hoc mong
mubn. Khang thé c6 thé thudc loai bat ky (vi du, IgA, IgD, IgE, IgG, IgM).

Theo mét s& phuong 4n, protein tri liéu 1a doan khang thé. Nhu dugc st dung

7
Al

& déy, "doan khang thé" (hoic manh khéng thé) bao gdm mét phan ctia khang thé
nguyén ven, nhu, vi du, ving bién d6i hodc ving lién két khang nguyén cua khang
thé. Céac vi du vé doan khéng thé bao gém cac doan Fab, Fab', F(ab')2, Fc va Fv;
khang thé dic hiéu ba tai t6 hop; khang thé ddc hidu bdn tai td hop; khang thé
tuyén tinh; phén tir khang thé chudi don; va khang thé da dic hidu dugc tao ra tur
doan khang nguyén. Thuét ngit "doan khang thé" ciing bao gdm protein duoc thiét
ké di truyén hodc protein tdng hop c¢6 chirc niang gidng khang thé bang cach lién
két v6i khang nguyén dic hiéu dé tao ra phtrc hop. Vi du, doan khang thé bao gdm
cac doan dugc phan 1dp, doan "Fv", gém cdc vlung bién ddi cta chudi ndng va

chudi nhe, phan tir polypeptit chudi don tai t6 hop trong d6 ving bién ddi chudi
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ning va chudi nhe duge nbi bing médi lién két peptit ("protein ScFv"), va bd phan
nhan dién t6i thidu gdm céc gde axit amin bit chudc ving siéu bién.

Mot sb protein tri li¢u dugc néu lam vi du cé thé dugc sir dung theo sang ché
duogc liét ké trong Bang 3 dudi ddy. Mot protein tri liéu duge néu lam vi du 14
Herceptin® (trastuzumab), khang thé don dong duogc nhan héa lién két véi thanh
phin ngoai bao cia thu thé Her2/neu, protein gy ung thu xuyén mang 185kDa
duoc biéu hién qua mirc trong khoang tir 20 dén 25% ngudi bénh bi bénh ung thu
vi. Khang thé va cac duge phdm sinh hoc twong ty khac duoc thiét ké dé biéu hién
isotyp Fc-Gama-1 & ngudi dé 1am ting ca chirc nang gy doc té bao phu thude bd
thé (Complement Dependent Cytotoxicity - CDC) va chitc ning gy doc té bao phu
thudc khang thé (Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity - ADCC) cla khang
th. Chirc ning c6 lién quan dén Fab cua trastuzumab c6 kha nang lién két vai 4
luc cao véi ving ngoai bao cua thy thé Her2/neu tc ché su tang sinh té bao va
ngén ngua sy hinh thanh mach. |
Polynucleotit

Polynucleotit ciing c6 thé dugc sit dung phit hop véi sang ché. Nhu duge sir
dung & déy, thuat ngit "polynucleotit" ding dé chi polyme ctia nucleotit. Polyme c6
thé bao gdm nucleosit tu nhién (tic 13, adenosin, thymidin, guanosin, xytidin,
uridin, deoxyadenosin, deoxythymidin, deoxyguanosin, va deoxy xytidin), chit
tuong tu nucleosit (vi dy, 2-aminoadenosin, 2-thiothymidin, inosin, pyrolo-
pyrimidin, 3-metyl adenosin, S-metylxytidin, C5-bromouridin, C5-flouridin, CS5-
ioturidin,  C5-propynyl-uridin, CS5-propynyl-xytidin, CS5-metylxytidin, 7-
deazaadenosin, 7-deazaguanosin, 8-oxoadenosin, 8-oxoguanosin,  0(6)-
metylguanin, 4-axetylxytidin, 5-(carboxyhydroxymetyl)uridin, dihydrouridin,
metylpseudouridin, 1 -metyl adenosin, 1-metyl guanosin, N6-metyl adenosin, va 2-
thioxytidin), bazo dugc cai bién héa hoc, bazo duge cai bién sinh hoc (vi du, bazo
metyl héa), bazo xen k&, dudng dugc cai bién (vi du, 2'-floriboza, riboza, 2'-
deoxyriboza, 2-0-metylxytidin, arabinoza, va hexoza), hodc nhém phosphat dugc

cai bién (vi du, mdi lién két phosphothioat va 5' -N-phosphoamidit).
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Theo mot sb phuong 4n, polynucleotit duge sit dung phi hop véi sang ché 1a
ADN, ARN, aptame, shARN, siARN, miARN, va/hodc ARN d6i nghia, ARN
antagomir.

Polysacarit

Polysacarit ciing c6 thé dugc st dung phit hop véi séng ché. Nhu dugce sir
dung & déy, thuat ngft "polysacarit" ding dé chi polyme cta dudng. Polyme c6 thé
bao géln duong tu nhién (vi du, arabinoza, lyxoza, riboza, xyloza, ribuloza,
xyluloza, aloza, altroza, galactoza, glucoza, guloza, idoza, manoza, taloza,
fructoza, psicoza, sorboza, tagatoza, manoheptuloza, sedoheptuloza, octoloza, va
sialoza) vd/hodc dudng duge cii bién (vi du, 2-floriboza, 2-deoxyriboza, va
hexoza).

Phéan t& nhé

Nhu duge luu v & phén trude, trong khi cdc phuong phap va ché phdm theo
sang ché duge cho 12 dic biét hitu ich dbi v6i cac chit khong bén nhiét, cac chét
nay theo mot sd phuong dn dugc hidu 1a c6 thé dugc st dung véi cac chit 6n dinh
hon bao gdm céc chét trj liéu phan tir nhd truyén théng. Nhiéu phén ti nho trj lidu
dwoc phat trién va ¢6 thé dugc st dung phit hop véi sdng ché. Nhu duoc sir dung &
day, thuat ngit "chét tri liéu phan tir nho" ding dé chi phéan tir trj liéu khong phai
polyme c6 thé chira mot sé lién két cacbon-cacbon va cé trong lwong phan tir nhd
hon khoéng 1500Da (vi du, nhé hon khoang 1000Da, nhé hon khoang 500Da hodc
nhd hon khoang 200Da). Cht tri liu phan tir nhd c6 thé dugc tbng hop trong
phong thi nghiém (vi du, bang su tdng hop két hop, st dung vi sinh vat dugc thao
tac di truyén, v.v.) hodc c6 thé dugc tim thdy trong tw nhién (vi du, san phim tu

nhién). N6i chung, chét tri liéu phén tir nho c6 thé thay déi, e ché, hoat hda, hodc

ndi cach khac anh hudng dén sy kién sinh hoc. Vi dy, chét tri lidu phéan t& nhé cé
thé gém, nhung khong gidi han &, chét tri bénh AIDS, chét tri bénh ung thu, thube
khéang sinh, chét tri bénh déi thao dudng, chét (tc ché mién dich, chét khéng virut,
chét Gc ché enzym, doc td than kinh, opioit, thude ngu, thube khéang histamin, chét
boi tron, thudc an than, thudc chéng co giat, thudc gidn co va chét tri bénh

Parkinson, thudc chéng co thét va chit co co bao gdm chit phong bé (chen) kénh,
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thudc thu hep ddng tir va thudc chéng tiét cholin, hop chét tri bénh ting nhan ép,
hop chét khang dong vat ky sinh va/hodc khing ddng vat nguyén sinh, chét diéu
bién cac twong tac chit nén ngoai bao-té bao bao gdm chét trc ché sy sinh truéng té
bao va phan t chéng dinh bam, chat gidn mach, chét e ché ADN, ARN hodc su
téng hop protein, thudc chéng ting huyét ap, thudc giam dau, thudc sét, chit chéng
viém steroit va khong steroit, yéu td chéng tao mach, chét chéng bai tiét, thudc
chbng dong tu va/hodc chét chéng huyét khéi, thudc gdy mé cuc bd, thube chira
mit, prostaglandin, thube Chéng trAm cam, chat chéng loan than kinh, thube chéng
nén, va chit tao anh. Danh muc diy di hon cta cac phén tir nhé dwgc néu lam vi
du thich hop dé sir dung trong cdc phwong phap trong sang ché c6 thé duge tim
thdy trong Pharmaceutical Substances: Syntheses, Patents, Applications, bién tap
bdi Axel Kleemann and Jurgen Engel, Thieme Medical Publishing, 1999; Merck
Index: An Encyclopedia of Chemicals, Drugs, and Biologicals, bién tap bdi Susan
Budavari et al., CRC Press, 1996, va the United States Pharmacopeia-25 /National
Sformulary-20, dugc cong bd béi United States Pharmacopeial Convention, Inc.,
2001. T6t hon néu, mic du khéng nhét thiét, phan tr nho 13 mot phan t dwgce cho
ring an toan va hiéu qua dé str dung bdi hoi ddng hodic co quan chinh phd. Vi du,
thudc str dung cho ngudi dugc liét ké béi FDA theo 21 C.F.R. §§ 330,5, 331 dén
361, va 440 dén 460 va thubc sir dung trong thu y duge liét ké bdi FDA theo 21
C.F.R. §§ 500 dén 589, tét ca duoc chip nhan dé sir dung phu hop véi cac phuwong
phép ciia sdng ché.
Chét tri liéu dugc néu 1am vi du

Bang 3 d& xuét danh myc khong giéi han cac chit dwoc néu 1am vi du bd

sung c6 thé duoc str dung phit hop véi sang ché.

Bang 3
Chat Thudc tham khao
Urokinaza Abbokinase®
interferon gama-1b Actimmune®
alteplaza Activase®/Cathflo®
yéu b tri bénh wa chay mau Advate
albumin nguoi Albutein®
laronidaza Aldurazyme®
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Chét Thudc tham khao
interferon alfa-n3 Alferon N®

yéu t0 tri bénh wa chdy mau & nguoi Alphanate®

yéu t6 dong tu IX & ngudi duge loc virut AlphaNine® SD
alefacept Amevive®
bivalirudin Angiomax®
darbepoetin alfa Aranesp”
bevacizumab Avastin™
interferon beta-1a Avonex®

yéu t6 dong tu IX BeneFix
interferon beta-1b Betaseron®
tositumomab Bexxar®

yéu t6 tri bénh wa chdy mau Bioclate™
ho6cmon sinh trudng ngudi BioTropin""
doc t6 botulin tuyp A Botox®
alemtuzumab Campath®
acritumomab; dugc danh déu techneti-99 CEA-Scan®
algluxeraza Ceredase®
imigluxeraza Cerezyme®

Peginterferon alfa2a

Copasys Copegus®

Fab mién dich da hoa tri khang noc ran

CroFab™

Fab mién dich digoxin DigiFab™
rasburicaza Elitek®
Asparaginaza Elspar®
etanercept Enbrel®
epoietin alfa Epogen®
cetuximab Erbitux™
algasidaza beta Fabrazyme®
urofolitropin Fertinex "
folitropin beta Follistim™
teriparatit Forteo®
Somatropin ngudi GenoTropin®
glucagon GlucaGen®
folitropin alfa Gonal-F®
yéu t6 tri bénh wa chdy mau Helixate®
yéu to XIII Hemofil®
Trastuzumab Herceptin®
insulin . | Humalog®
phirc hop yéu td tri bénh wa chay mau/yéu t6 | Humate-P®
von Willebrand - nguoi

somatotropin Humatrope®
adalimumab Humira™
Insulin ngudi Humulin®
Hyaluronidaza téi t hgp & ngudi Hylenex
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Chat Thudc tham khao
interferon alfacon-1 Infergen®
eptifibatit Integrilin™
alpha-interferon Intron A®
palifermin Kepivance
anakinra Kineret™
yéu 6 tri bénh wa chay miu Kogenate®FS
insulin glargin Lantus®
yéu td kich thich cum dai thuc bao bach cdu | Leukine®
hat
lutropin alfa, dé tiém Luveris
ranibizumab Lucentis®
Doc t6 botulin tuyp B Myobloc®
gemtuzumab 0zogamixin Mylotarg "
galsulfaza Naglazyme™
nesiritit Natrecor®
pegfilgrastim Neulasta™
oprelvekin Neumega®
filgrastim Neupogen®
fanolesomab NeutroSpec™
somatropin Norditropin®Norditropin
Nordiflex®
insulin; huyén phu kém Novolin L®
insulin; huyén phti isophan Novolin N®
insulin, théng thudng Novolin R®
insulin Novolin®
yéu t6 dong tu VIla NovoSeven®
somatropin Nutropin®
globulin mién dich trong tinh mach Octagam®
L-asparaginaza pegyl hoa Oncaspar®
Denileukin diftitox Ontak®
abatacept Orencia”
muromomab-CD3 Orthoclone OKT3®
Gonadotropin mang dém ngudi Ovidrel®
interferon alfa-2a pegyl hoa Pegasys®
interferon alfa-2b pegyl hoa PEG-Intron™
abarelix Plenaxis™"
epoietin alfa Procrit®
aldesleukin Proleukin, IL-2%
somatrem Protropin®
Capromab Pendetit ProstaScint®
dornaza alfa Pulmozyme®
efalizumab Raptiva
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Chét Thudc tham khao
interferon beta-1a Rebif®

yéu t6 tri bénh ua chay méu Recombinate®
rAHF/yéu t6 tri bénh wa chay mau ReFacto®
lepirudin Refludan®
Becaplermin Regranex®
infliximab Remicade®
abxiximab ReoPro™
reteplaza Retavase™
rituximab Rituxan""
interferon alfa-2a Roferon-A®
somatropin Saizen®
Colagenaza Santyl®
Ho6emon tiét (Secretin) tong hop & lon SecreFlo™
basiliximab Simulect®
eculizumab Soliris®
pegvisomant Somavert®
palivizumab Synagis'
Streptokinaza Streptase®
thyrotropin alfa Thyrogen®
tenecteplaza TNKase™
natalizumab Tysabri®
Nofetumomab Verluma®
interferon alfa-nl Wellferon®
drotrecogin alfa Xigris™
omalizumab Xolair®
daclizumab Zenapax®
ibritumomab tiuxetan Zevalin™
somatotropin Zorbtive™ (Serostim®)

IL. Phuong phap diéu ché ché phim

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét phuong phap diéu ché ché phdm chira

ché phdm dugc dé cdp & trén. Phuong phép dic trung duoc st dung c6 thé phu

thudc vao ban chat cia chat tri liéu, ban chat cua thanh phan lipit, nang c6 duogc tao

ra hay khoéng va céc nang nay c6 dugc tao ra vdi sy co mat hodc khong c6 mit chét

tri liéu hay khong.

Ché phdm véi nang dugc tao hinh trudce

Trong trudng hop ché phdm chira nang dugc tao hinh trude, nang c¢6 thé dugce

diéu ché phit hop vé6i phuong phap da biét bit ky va tiép d6 duoc két hop véi chat
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tri liéu dé tao ra ché phém. Vi du, k¥ thuat dugc néu lam vi du 1a phuong phéap bay
hoi mang kiéu quay, trong d6 mang cua lipit tao thanh nang dugc didu ché bang
phuong phép bay hoi kiéu quay tir dung méi hitu co, vi du, hydrocacbon hogc dung
mdi hydrocacbon dugc clo héa nhu clorofom, vi du, xem Russell and Alexander, J.
Immunol. 140: 1274, 1988. Mang méng tao thanh tiép d6 dugc hydrat hoa lai trong
dung dich dém bicacbonat dé tao ra nang.

Phuong phép khac bao gdm su hydrat héa véi su ¢6 mit ctia luc cit. Thiét bi
c6 thé duge st dung dé gy ra luc cét nay da duge biét, thiét bi thich hop (xem, vi
du, Cong b PCT S6 WO88/06882). Phuong phép ding séng Am va song siéu m
cling 14 cac phuong phap hiéu qua dé tao ra nang hozic dé thay d6i kich thudce hat
ctia chuing.

Mot phuong phap khéc dé san xuét nang dugc bdc 10 bdi Collins et al, J.
Pharm. Pharmacol. 42:53, 1990. Phuong phap ndy bao gdm budc néu chay hén
hop chira lipit tao nang va hydrat héa bing cach tron manh véi sy c6 mit ciia dung
dich dém chtra nudc.

Nén hidu ring céc phuong phap khac, bao gébm céc phuong phap nau chay va
phuong phép phun bui khac dugc md ta dudi day cling dugce sir dung dé diéu ché
nang dugc tao hinh trude.

Céc ché pham khéc

Khi c4ac nang dugc tao hinh véi sy c6 mit cua chét trj liéu nay tét hon néu
(nhung khéng nhét thiét) duoc diéu ché bing mot trong cdc phwong phép phun bui
hosc phuong phap niu chay dudi ddy. Cac ché phim khong nhét thiét phai chira
nang (vi du, ché phdm dugc diéu ché bing cach sir dung cc thanh phan lipit chira
chét hoat dong bé mat khong ion nhu MPG hodc chét hoat dong bé mat khong ion
va steroit nhu MPG/cholesterol) ciing c6 thé duge diéu ché theo cach nay du 1a
chung khong cin thiét phai tao thanh cac nang. Nhu duge ban luan trong céc tai
liu khéc, cac phwong phédp nay tranh dwoc sy phoi nhiém cta chét trj lidu véi
dung moéi hitu co va nhiét d6 cao. Ma khong bi giéi han béi ly thuyét, cic phuwong
phap nay do d6 dugc cho 1a d& giam thiéu sy hu hai cla chét tri ligu (va do d6 bi

mat hiéu luc) c6 thé tao ra tir cac phuong phap bao ché khac.
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Phuong phap niu chay - Tiéu chuin

Theo mot s phuong 4n, sang ché dé xuét phuong phap bao gdm budc niu
chay (c4c) lipit cia thanh phén lipit va tiép d6 tron ching véi chat trj liéu. Theo
mdt s6 phuong 4n, cdc phuong phap niy bao gdm céc budc tao ra hdn hgp niu
chay chira mot hodc nhidu lipit va tiép d6 bd sung dung dich nuéc chira chit tri liéu
vao hdn hop niu chay (phwong phép néu chay tiéu chuin). Theo mot s6 phuong 4n
lipit tao thanh nang khi duoc bd sung vao dung dich nudc.

Nén hiéu r?mg hdn hop néu chay chira mdt hodc nhiéu lipit ¢é thé thu duoc
theo cach bt ky, vi dy, (céc) lipit dugc nau chay dé tao thanh hdn hop néu chay.
Theo mot sb phuong 4n, (céc) lipit dugc niu chay & nhiét do nam trong khodng tir
120°C dén 150°C (vi du, ndm trong khoang tir 120°C dén 125°C, nim trong
khoang tir 120°C dén 130°C, nim trong khoang tir 120°C dén 140°C, nim trong
khoang tir 130°C dén 140°C, nam trong khoang tir 135°C dén 145°C, hodc nim
trong khoang tir 140°C dén 145°C).

Theo mét s6 phuong 4n, hdn hop dugc tao ra bang cach bd sung dung dich
khéang nguyén vao hdn hop ndu chay chua (céc) lipit duge dit dudi cac diu kién
duoc kiém soat nhiét do nho hon 60°C, vi du, nhé hon 55°C, nhd hon 50°C, nho
hon 45°C, nho hon 40°C, nhé hon 35°C, nhé hon 30°C, nhd hon 25°C hodc thdm
tri nhé hon 20°C. Theo mét sb phwong &n, hdn hop néu chay chia (c4c) lipit c6 thé
dugc dat dudi cac diéu kién dugc kiém soéat nhiét 6 (vi du, sir dung bdn nuaoe)
ngay trudc khi bd sung dung dich khang nguyén. Mt khac, dung dich khing
nguyén c6 thé dugc bb sung vao hén hop néu chay chira (c4c) lipit va hdn hop tao
thanh tiép d6 thé dugc dit dudi cac diéu kién duoc kiém soat nhiét do. Theo mot
s6 phuong an, hdn hop dugc tao ra bing c4ch bd sung dung dich khang nguyén
vao hdn hop niu chay chtra (cac) lipit duge dat dudi céc diéu kién duogc kiém soat
nhiét 46 ndm trong khoang nhiét do tir 20 dén 60°C, vi dy, tir 20 dén 50°C, tir 20
dén 40°C, tir 20 dén 30°C, tir 30 dén 60°C, tir 30 dén 50°C, tir 30 dén 40°C, tir 40
dén 60°C, tir 40 dén 50°C, hoidc tir 50 dén 60°C. Nén hidu ring thuat ngit "diéu

kién duoc kiém soét nhiét do" khong cAn dén nhiét do duoc cb dinh & nhiét do cu
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thé nhung don gian 12 nhiét do gitt trong khoang (vi dy, +1°C, +2°C, +5°C, +10°C,
V.v., tr mot vai tri sé) hodc nhiét do gitt & dudi hodc trén nhiét do cu thé.

Theo mot sd phuong an, dung dich nuéc chira khang nguyén ¢ nhiét d6 nho
hon 50°C khi dugc bd sung vao hdn hop chira (céc) lipit dugc néu chay, vi dy, nho
hon 45°C, nho hon 40°C, nhé hon 35°C, nho hon 30°C, nhd hon 25°C hodc thdm
trf nhé hon 20°C. Theo mdt s6 phuong 4n, dung dich nudc chira khang nguyén &
nhiét d6 ndm trong khoang tir 20 dén 60°C, vi du, tir 20 dén 50°C, tir 20 dén 40°C,
tlr 20 dén 30°C, tir 30 dén 60°C, tir 30 dén 50°C, tir 30 dén 40°C, tlr 40 dén 60°C,
tir 40 dén 50°C, hodc tir 50 dén 60°C khi dwgc bd sung vao hdn hgp chira (céc)
lipit dugce ndu chay. Theo mot sd phuong 4n, dung dich nuéc chira khdng nguyén
duge dat dudi sy kiém soat nhiét do trude khi duge bd sung vao hdn hop chira
(c4c) lipit duoc nu chay.

Theo mdt s6 phwong an, hdn hop ndu chay chira (cac) lipit & nhiét do khong
16n hon 50°C cao hon nhiét d6 néng chay cuia nd khi dung dich khang nguyén
dugce bd sung vao. Theo mot sd phuong an, hdn hop néu chay chua (céc) lipit &
nhiét do khong 16n hon 45°C, 40°C, 35°C, 30°C, 25°C, 20°C, 10°C, hodc 5°C cao
hon nhiét do néng chay cua né khi dung dich khéang nguyén dugc b6 sung vao.
Theo mdt s6 phuong 4n, hdn hop ndu chay chtra (cic) lipit & nhiét do khong 16n
hon tir 5 dén 50°C, vi du, tir 5 dén 40°C, tir 5 dén 30°C, tir 5 dén 20°C, tir 5 dén
10°C, tir 10 dén 50°C, tir 10 dén 40°C, tir 10 dén 30°C, hodc tir 10 dén 20°C cao
hon nhiét d6 néng chay ctia n6 khi dung dich khang nguyén duoc bd sung vao. Vi
du, theo mdt sb phuong an, hdn hop ndu chay chia (cac) lipit & nhiét do nhé hon
110°C, nhd hon 100°C, nhd hon 90°C, hodc nho hon 80°C khi dung dich khing
nguyén dugc bd sung vao.

Phuong phap niu chay - Duoc nghich chuyén

Theo mot s& phwong 4n, sang ché d& xuét phuong phép bao gdm budc néu
chay (céc) lipit ctia thanh phan lipit va tiép d6 bd sung hdn hop chira (cac) lipit
dirqc néu chay vao dung dich nuéc chia chét tri liéu (phuong phap néu chay duoc
nghich chuyén). Theo mot s6 phuong 4n, lipit tao thanh nang khi dugc bd sung vao

dung dich nuéc.
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Theo mot sb phuong an, dung dich nuéc chira chét tri liéu & nhiét d6 nhd hon
50°C khi bd sung hdn hop chira lipit duge néu chay vao, vi du, nhd hon 45°C, nhé
hon 40°C, nhé hon 35°C, nhé hon 30°C, nhé hon 25°C hodc thdm tri nhd hon
20°C. Theo mdt sd phuong an, dung dich nuéc chua chét tri liéu va/hodc chét
phong bénh & nhiét d6 nim trong khoang tir 20 dén 60°C, vi dy, tir 20 dén 50°C, tir
20 dén 40°C, tir 20 dén 30°C, tir 30 dén 60°C, tir 30 dén 50°C, tir 30 dén 40°C, tir
40 dén 60°C, tir 40 dén 50°C, hodc tir 50 dén 60°C khi hdn hop chira (cac) lipit
duoc ndu chay dugc bd sung vao. Theo mot s6 phuong 4n, dung dich nuéc chia
chét trj liéu dudi su kiém soat nhiét do.

Theo mdt s& phuong 4n, hdn hop ndu chay chira (cac) lipit & nhiét 46 nim
trong khoang tir 120°C dén 150°C (vi dy, nim trong khoang tir 120°C dén 125°C,
nam trong khoang tir 120°C dén 130°C, nam trong khoang tir 120°C dén 140°C,
ndm trong khoang tir 130°C dén 140°C, ndm trong khoang tir 135°C dén 145°C,
hodc nam trong khoang tir 140°C dén 145°C) khi duge bd sung vao dung dich
nudec.

Theo mot sb phuong én, hdn hop néu chay chtra (cac) lipit ¢ nhiét do khong
16n hon 50°C, nhung cao hon nhiét d nong chay cta né khi duogc bd sung vao
dung dich nugc. Theo mot sd phuong an, hén hop néu chay chta (c4c) lipit & nhiét
dd khong 16n hon 45°C, 40°C, 35°C, 30°C, 25°C, 20°C, 10°C, hodc 5°C cao hon
nhiét d¢ néng chay cta né khi dugc bd sung vao dung dich nudc. Theo mot )
phuong 4n, hdn hop ndu chay chua (cic) lipit & nhiét d6 khdng 16n hon tir 5 dén
50°C, vi du, nam trong khoang tir 5 dén 40°C, tir 5 dén 30°C, tir 5 dén 20°C, tir 5
dén 10°C, tir 10 dén 50°C, tir 10 dén 40°C, tir 10 dén 30°C, hodc tir 10 dén 20°C
cao hon nhiét dd nong chay cua n6 khi duoc bd sung vao dung dich nuéc. Vi du,
theo mot vai phuong 4n, hdn hop néu chay chua (céc) lipit & nhiét d nhé hon
120°C, nhé hon 110°C, nho hon 100°C, hodc nhd hon 90°C, khi dugc bd sung vao
dung dich nuéc.

Phuong phap phun dung moi
Theo mdt sb phuong an, ché pham c6 thé dugc didu ché bang cach str dung

phuong phap phun dung méi. Vi dy, theo mot s6 phuong 4n, cic phuong phap c
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th bao gdm budc cung cip dung dich chira mdt hogc nhidu lipit va budc bd sung
dung dich chtra lipit vao dung dich nuéc bao gbm chét tri liéu bang cach phun.

Phuong phap phun dung moi cé thé tao ra mot sé wu diém so vé6i cac phuong
phap diéu ché khéc, vi du, cdc phuong phép ndy bao gdm phuong phap nhiét do
hodc 4p suét cao, do (céc) lipit c6 thé dugc hoa tan trong dung moi hitu co duéi cac
diéu kién kidm soat nhiét do. Hon nita, phwong phap dong nhat héa & ap suét cao
c6 thé tranh duoc bang cach sit dung phurong phap phun dung mai.

Theo mét s6 phuong an, hdn hop dugce tao ra bang cach phun dung dich chira
mot hodc nhiéu lipit vao dung dich nudc chira chét tri liéu duoc dit dudi céc diéu
kién duge kiém soat nhiét 46 nho hon 55°C, vi du, nhé hon 50°C, nhé hon 45°C,
nho hon 40°C, nhé hon 35°C, nh6 hon 30°C, nho hon 25°C hodc thdm tri nho hon
20°C. Theo mot sb phuong én, hdn hop duoc tao ra béng cach phun dung dich
chtra mdt hodc nhiéu lipit vao dung dich nuéc chira chét tri liéu dugc dit dudi diéu
kién dugc kiém soat ap sudt ndm trong khoang nhiét do tir 20 dén 55°C, vi du, tir
20 dén 50°C, tir 20 dén 40°C, tir 20 dén 30°C, tir 30 dén 55°C, tir 30 dén 50°C, tir
30 dén 40°C, tir 40 dén 55°C, tir 40 dén 50°C, hodc tir 50 dén 55°C.

Theo mot s& phuong 4n, dung dich nuéc chia chét tri liéu phong bénh & nhiét
d6 nho hon 50°C trude khi phun dung dich chira mot hodc nhiéu lipit, vi du, nho
hon 45°C, nhd hon 40°C, nho hon 35°C, nho hon 30°C, nho hon 25°C hodc tham
tri nhé hon 20°C. Theo mdt sé phuwong 4an, dung dich nudc chtra chét tri liéu &
nhiét d6 ndm trong khoang tir 20 dén 60°C, vi dy, tir 20 dén 50°C, tir 20 dén 40°C,
tlr 20 dén 30°C, tir 30 dén 60°C, tir 30 dén 50°C, tir 30 dén 40°C, tir 30 dén 35°C,
tir 40 dén 60°C, hoic tir 40 dén 50°C trudce khi phun vao dung dich chira mot hogc
nhidu lipit. Theo mét s§ phuong 4n, dung dich nuéc chta chét tri liéu duoc dat
dudi sy kiém soat nhiét do truéc khi phun vao dung dich chira mot hodc nhiéu
lipit.

Theo mdt sb phuong an, dung dich chra mot hodc nhiéu lipit & nhiét do nho
hon 90°C khi n6 dugc phun vao dung dich nudc chira chét tri li€u, vi du, nhd hon
80°C, nhd hon 70°C, nhé hon 65°C, nhé hon 60°C, hodc nho hon 55°C. Theo mdt

s& phuong 4n, dung dich chira mot hodc nhidu lipit & nhiét d6 nim trong khoang tir
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50 dén 90°C khi né duogc phun vao dung dich nuéc chira chét tri liéu, vi du, tir 50
dén 80°C, tir 50 dén 70°C, tir 50 dén 65°C, tir 50 dén 60°C, tr 50 dén 55°C, tir 55
dén 80°C, tir 55 dén 70°C, tir 55 dén 65°C, hogc tir 55 dén 60°C.

Céc phuong phap phun dung mdi khac nhau da dugc boc 16 va dugc lam phu
hop v6i sang ché. Vi du, phuong phép phun dung mdi trong d6 lipit dugc hoa tan
trong dietyl ete dugc ban luén trong Syan et al. (Nanoparticle vesicular systems: A
versatile tool for drug delivery, J. Chemical and Pharmaceutical Research 2(2):496,
2010). Trong mdt vi du khéac, phuong phap phun dung moi trong do lipit dugc hoa
tan trong etanol dugc ban ludn trong Wagner et al. (Liposome Technology for
Industrial Purposes, J. Drug Delivery; Volume 2011, Article ID 591325). Trong
mot vi du khac, ruou tert-butylic duge st dung dé hoa tan lipit nhu duge md ta boi
Wang et al. (Colloids and Surfaces V: Biointerfaces 79:254, 2010). Tham khao céc
phuong phép trong Schubert M.A. et al. (European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics 55:125-131, 2003).

Theo mét sé phuong 4n, (cac) lipit dwgc hoa tan trong dung méi hitu co. Theo
mot sb phuong 4n, dung moéi 1a dung moi ete, vi dy, dietyl ete. Theo mot 56
phuong an, dung méi 1a dung moi hitu co co thé tron 14n v6i nude proton héa phan
cuc. Dung moi proton héa 1a dung moi chra cdc proton co thé phan ly (vi du,
nguyén t hydro dugc lién két v6i oxy nhu trong nhém hydroxyl hodc nito nhu
trong nhom amin). Theo mot sé phuong 4n, dung mdi hitu co 6 thé tron 1an voi
nude proton hdéa phan cyc 1a rugu béo c6 2 dén 5 nguyén tir cacbon (vi du, 2
nguyén tir cacbon, 3 nguyén tir cacbon, 4 nguyén tit cacbon, hodc 5 nguyén tu
cacbon). Theo mdt s& phuong 4n, dung mdi 14 tert-butanol. Theo mot sd phuong
an, dung moi 1a etanol.

Theo mét s6 phuong dn, mot hodc nhiéu lipit duoc hoa tan trong dung moi
hitu co ¢6 thé tron 14n véi nude proton héa phan cuc ma khong c6 ddng dung moi.
Theo mot sb phuong 4n, mot hodc nhiéu lipit dugc hoa tan trong dung méi hitu co
c6 thé tron 14n v6i nude proton héa phan cuc khi ¢6 mit mot hodce nhiéu dong dung
mdi. Theo mdt sb phuwong 4n, mot hodc nhiéu dbng dung mdi ciing 13 dung moi

hitu co c6 thé tron 1an véi nudc proton héa phan cue. Theo mdt s6 phuong an,
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dung mdi hitu co ¢6 thé tron 13n v6i nude proton hda phan cyc tao ra it nhat 70%
thé tich/thé tich cta hé dung mdi, vi du, it nhat 75%, 80%, 90%, 95% hoic 99%.
Theo mét sb phuwong 4n, mot hoic nhiéu lipit duoc hoa tan trong hé dung moi
khong chira nudc. Theo mét sb phwong an, mot hodc nhidu lipit dugc hoa tan trong
hé dung mdi chtra mt lugng nude sao cho khong tao ra nang. Theo mot s6 phuong
an, modt hodc nhiéu lipit dugc hoa tan trong hé¢ dung moéi, h¢ dung mdi nay chira it
hon 5% thé tich/thé tich nudc, vi dy, nhd hon 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, hoic 0,1%.
Phuong phéap lam khé lanh (dong kho nhanh)

Theo mot sb phuong an, ché pham theo sang ché c6 thé duoc lam kho lanh dé
st dung trong céc budc tiép theo va sau d6 dugc hydrat héa trude khi st dung.

Phuong phép lam kho lanh bao gbm budc két dong ché pham va tiép d6 lam
gidm 4p sudt ciia mdi trudng xung quanh (va tiy ¥ gia nhiét ché phdm) dé (cac)
dung mdi dd dong bang dugc thing hoa truc tiép tir pha rén thanh khi (tGc 13, pha
sdy kho). Theo mdt sd phuong 4an, pha sdy khd duoc chia thanh pha siy kho thi
cép va so cép.

Pha dong dic (két dong) co6 thé dugc tién hanh bang cach dit ché phdm vao
vat chira (vi du, binh thét ¢, éng eppendorf, v.v.) va tlly y quay vat chira trong bdn
dugce 1am mat bang su 1am lanh co hoc (vi dy, st dung dé khd va methanol, nito
long, v.v.). Theo mot s6 phuong 4n, budc két dong bao gdm budc lam mat ché
phim dén nhiét do thip hon diém eutectic clia ché phdm. Do diém eutectic xuét
hién & nhiét d6 thip nhit tai d6 pha rdn va pha léng ctia ché phdm c6 thé cing tdn
tai, duy tri vat liéu & nhiét do thdp hon diém nay dé dam bao vét lidu sé thang hoa
chir khong bay hoi trong bude tiép theo.

Pha s4y kho (ho#c pha sdy kho so cép khi sir dung hai pha sdy kho) bao gém
bude lam giam 4p sudt va tily y gia nhiét ché phdm dén diém ma tai d6 (cac) dung
mdi c6 thé thing hoa. Pha siy kho nay thudng loai bd phin 16n (c4c) dung moi
khoi ché phdm. Can phai nhan biét ring pha dong dic va pha sdy kho khong nhit
thiét 12 c4c pha riéng biét ma c6 thé duoc két hop theo cach bét ky. Vi du, theo mot

s6 phuong 4n, pha dong dic va pha sdy kho c6 thé chong lép.
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Pha sdy kho thir cip c6 thé tuy ¥ duoc sir dung dé loai bd (cac) dung moi du
dugc hip phu trong pha dong dic. Khong tach rdi khoi 1y thuyét, pha nay bao gdm
budc 1am tang nhiét do dé pha vo cac tuong tac vat 1y - hoa hoc bat ky duoc tao ra
gifta cac phan tor dung moi va ché phdm dugc 1am lanh. Khi pha sdy khd hoan
thanh, chan khong c6 thé dugc pha v& bang khi tro (vi du, nito hogc heli) trudce khi
san pham dugc 1am khé lanh tity ¥ dugc bit kin.

Theo mot s phuong 4n, san phdm duoc 1am kho lanh gan nhu khong chira
(cac) dung moi hitu co.

Céac ta4 dugc nhu sucroza, axit amin hodc protein nhu gelatin hodc albumin
huyét thanh c6 thé dugc sir dung d& bao vé thém chét tri liu trong quy trinh sy
kho va bao quan. Theo mdt sd phuong 4n, chét bao vé lanh c6 thé dugc st dung dé
bao vé chét tri lidu trong khi 1am kho lanh. Chét bao vé lanh duge néu lam vi du
bao gdm sucroza, trehaloza, polyetylen glycol (PEG), dung dich dém dimetyl-
sucxinat (DMS), albumin huyét thanh bd (bovine serum albumin - BSA), manitol,
sorbitol, va dextran. Luwong va/hodc hdn hop thich hop bét ky ctia (c4c) chét bao vé
lanh c6 thé dugc st dung dé bao vé khang nguyén. Vi du, nhu duoc chiing minh
trong Patent My s6 6290967, su ¢6 mit ddng thoi cua disacarit (vi du, sucroza) va
rugu 6-cacbon polyhydric (vi duy, sorbitol) tding cudng do 4n dinh cua ché phdm
vacxin so v6i ché phdm ddi chimng. Sucroza duoc bd sung véi luong nim trong
khoang tir 10 dén 70 gam trén mdi lit vacxin, va sorbitol dugc bd sung v6i luong
nim trong khoang tir khoang 15 dén 90 gam trén mdi lit vacxin.

Phan ng hydrat hoa lai

Khi ché phdm duoc 1am kho lanh (va tiy ¥ duge bdo quan), thi cac phuong
phap theo sang ché ¢ thé bao gdm budc hydrat hoa lai sin pham dugc lam kho
lanh. Theo mdt s phuong 4n, san pham nay dat dugc bang cach tron san pham
duoc lam kho lanh véi dung dich nude.

Theo mdt sb phuong 4n, dung dich nuéc bao gdm dung dich dém. Dung dich
dém duoc st dung s€ tuy y phu thudc vao ban chéit cta chét tri liéu. Vi du, ma
khong gi6i han, dung dich dém PCB, dung dich dém Na,HPO4/NaH,POs, dung
dich dém PBS, dung dich dém bixin, dung dich dém Tris, dung dich dém HEPES,
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dung dich dém MOPS, v.v., c6 thé duoc su dung. Dung dich dém PCB duoc tao ra
bing cé4ch trén natri propionat, natri cacodylat, va bis-Tris propan véi ty 1€ mol 1a
2:1:2. Viéc thay d6i lwong HC1 bd sung vao c6 kha ning dém & pH nim trong
khoang tir 4 dén 9. Theo mot ) phuong an, ¢o thé st dung dung dich dém
cacbonat. |

Theo mot sb phuong an, ché phim c6 thé duoc 1am kho lanh dé st dung trong
twong lai va sau d6 dugc hydrat hoa (vi du, véi nu6e vo tring hodc dung dich dém
chira nuge) trude khi st dung. Theo mét s& phuong an, ché phim c6 thé dugc bao
quan & nhiét d6 -80°C trudc khi lam kho lanh.

Theo mdt sb phwong 4an, ché phdm dugc hydrat héa lai thé hién hiéu luc gin
nhu twong ty véi ché phdm trude khi lam khd lanh.

Theo mdt s& phuong 4n, ché phdm dugc hydrat héa lai thé hién it nhit khoang
50% hiéu lyc cta ché phdm trude khi 1am kho lanh (vi dy, it nhat khoang 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% hoic 99%). Theo mot s phuong én,
mtte hiéu luc trén co s cac sb do IC50 hodc EC50 (hoic sb do hidu lyc khéc, vi
du, TCIDso trén co s¢ thi nghiém vi chudn d9 in vitro trong trudng hop ché phim
trén co s& vacxin MMR). Theo mdt s6 phuong an, mtrc hidu lyc 12 trén co s& phép
do thir nghiém tao vét tan.

Theo mot sb phuong an, ché phém dugc hydrat hoa lai thé hién hiu luc 16n
hon it nhét 1,5 1an so v6i ché phdm tuong dwong khic dugc bao ché khi khong c6
thanh phan lipit (vi du, it nhit khoang 2 14n, 2,5 1an, 3 1an, 3,5 lan, 4 14n hodc 5
14n). Theo mot s& phuong &n, mtc hidu lyc trén co s¢ cac s6 do IC50 hodc EC50
(hodc sb do hiéu luc khéc, vi dy, TCIDso trén co s& thit nghiém vi chuin dd in vitro
trong trudng hop ché phdm trén co s vacxin MMR). Theo mot s6 phuong 4n, mtc
hiéu lyc 1a trén co s& phép do thir nghiém tao vét tan.

Phuong phép bdo quan

Theo mdt s§ phuong 4n, ché pham dugc lam kho lanh c6 thé dugc bao quan
trong mdt khoang thoi gian (vi dy, ngay, tudn hodc thang) trudc khi hydrat héa lai
va dung cho dbi tuong can diéu tri. Theo mot s6 phuong an, ché phém duogc lam

khé lanh duogc phoi nhiém & nhiét do vuot qﬁé 8°C trong khi bao quan (vi dy, nhiét
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dd vuot qua 10°C, 15°C , 20°C , 25°C , 30°C, 35°C, hodc 40°C, nhiét d6 nim
trong khoang tir 10°C dén 40°C, nhiét d6 nam trong khoang tlir 20°C dén 40°C,
nhiét do ndm trong khoang tir 30°C dén 40°C, nhiét d6 nim trong khoang tir 10°C
dén 30°C, nhiét d6 nam trong khoang tu 20°C dén 30°C, nhiét do trong phong,
v.v.). Theo mdt sb phuong an, ché phém dugc lam kho lanh dugc bao quan dudi
cac diéu kién khong dugc kiém soét nhiét do.

Theo mot sé phwong 4n, ché phim duoc lam khé lanh c6 thé 6n dinh nhiét
trong d6 hidu lyc cta ché phim con lai gan nhu khong thay ddi trong khi bao quan
mic di dugc phoi nhiém & nhiét do cao vuot qua 8°C (vi du, nhiét d6 vuot qua
10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, hoac 40°C, nhiét do nam trong khoang tir
10°C dén 40°C, nhiét dd nim trong khoang tir 20°C dén 40°C, nhiét d6 nam trong
khoang tir 30°C dén 40°C, nhiét d6 nim trong khoang tir 10°C dén 30°C, nhiét do
ndm trong khoang tir 20°C dén 30°C, 37°C, nhiét do trong phdng, v.v.) trong thoi
gian tur 1 dén 6 thang (vi dy, 1, 2, 3, 4, 5 hodc 6 thang, 12 tudn, V.V.).

Theo mdt s6 phwong 4n, phuong phéap bao quéan ché phdm duge lam khd lanh
& nhiét do tdng cao nay lam mat it hon 20% hiéu luc cta ché phdm (vi du, nhé hon
15%, nho hon 10%, nhé hon 5%, nho hon 1%) nhu dugc do trong thir nghiém hi¢u
luc va dugc so sanh voi ché phém dugc lam kho lanh tvong duong dugce bdo quén
& nhiét d6 ndm trong khoang tir 2 dén 8°C trong khoang thoi gian tuwong tu.

Theo mot s& phuong 4n, hidu lyc ctia ché pham sau bao quan it nhat 16n hon
gép 1,5 lan so v&i ché phém duoc lam kho lanh twong duong khac dugc bao quin
dudi nhiét do ting cao twong tu nhung ché phim nay dugc bao ché ma khong co
thanh phan lipit (vi du, it nhit khoang 2 14n, 2,5 1an, 3 1n, 3,5 14n, 4 l4n hodc 5
1an). Theo mdt s§ phuong an, muc hiéu lyc trén co sé cac sé do IC50 hodc EC50
(hodc cac sb do hiéu luc khac, vi du, TCIDso trén co so thir nghiém vi chuan do in
vitro trong trudng hop ché phim trén co s& vacxin MMR). Theo mdt s phuong
an, muc hiéu luc 1a trén co s& phép do thir nghiém tao vét tan.

Theo mdt sb phuong an, mot hodc nhidu két qua v& hiéu luc nay thu duogc khi
ché phém dugc 1am kho lanh dugc bao quan & nhiét d§ 25°C trong thoi gian 1, 2,

3, 4, 5 hodc 6 thang. Theo mét sb phuong an, cac két qud nay thu dugc khi ché

-35-



34878

phém dugc lam kho lanh duge bao quan & nhiét do 15°C, 20°C, 30°C, 35°C, 37°C
hodc 40°C trong thoi gian 1 thang. Theo mdt sd phuong an, cac két qua nay thu
dugce khi ché phdm duge 1am kho lanh duge bao quan & nhiét do 15°C, 20°C,
30°C, 35°C, 37°C hodc 40°C trong thoi gian 2 thang. Theo mdt s6 phuong an, céc
két qua nay thu dugc khi ché phim dugc lam kho lanh dugc bédo quan & nhiét do
15°C, 20°C, 30°C, 35°C, 37°C hodc 40°C trong thoi gian 3 thang (hoic 12 tuan).
Theo mot s6 phuong 4n, cac két qua nay thu dugc khi ché phém duoc lam kho lanh
dugc bao quan & nhiét do 15°C, 20°C, 30°C, 35°C, 37°C hodc 40°C trong thoi gian
4 thang. Theo mot s6 phuong an, cac két qua nay thu duoc khi ché phdm dugc lam
khd lanh duoc bao quan & nhiét 3§ 15°C, 20°C, 30°C, 35°C, 37°C hodc 40°C trong
thoi gian 5 thang. Theo mdt vai phuong an, cac két qua nay thu duoc khi ché phidm
duge 1am kho lanh duge bao quan & nhiét do 15°C, 20°C, 30°C, 35°C, 37°C hodc
40°C trong thoi gian 6 thang. Theo mot s& phuong, 4n nhiét do nay c6 thé duoc
phép thay dbi trong khoang cho phép, vi dy, +2°C.

I1I. Lidu ding va cach dung

Céc ché pham va phuong phép ciia sang ché hitu ich dé diéu tri cho ngudi bao
gdm ngudi 16n va tré con. Tuy nhién, ndi chung cac ché phdm va phuwong phap
theo sang ché c6 thé dugc st dung cho dong vat bét ky. Theo mét sb phuong 4n,
ché phdm va phuong phap & day c6 thé dugc st dung trong tha y, vi du, ché va
meo. Néu mong mudn, cic ché phim va phuong phap & day ciing c6 thé dugc st
dung cho vit nudi, nhu giéng ctru, chim, bo, lgn va ngua.

Ché phdm dugc mo ta & day thuong s& duge dung voi lugng va trong thoi
gian cén thiét hodc du dé gy ra dap Gng trj liéu (vi dy, lugng hitu hiéu tri lidu).
Ché do litu gdm lidu don hodc da lidu trong mdt khoang thoi gian. Lugng ché
phim chinh x4c dugc dung c6 thé thay ddi tir d6i twong nay sang ddi tugng khac
va c6 thé phy thudc vao mdt vai yéu t6. Do d6, can phai nhan biét rang, n6i chung,
lidu chinh x4c duge dung s& dugc x4c dinh bdi bac sy ké don va khong chi phu
thudc vao cén ndng cua dbi tugng va duong dung, ma con phu thude vao tudi cua
d6i tuong va tinh nghiém trong ctia cac triéu chimg va/hodc sy nguy hiém cta bénh

nhiém trung.
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Theo mdt s6 phuong 4n, liéu ding cta khang nguyén virut trong ché phdm
gy mién dich du dé tao ra céc tri s6 TCIDso twong duong vdi cac tri s6 TCIDso cia
vacxin dugc cdp phép. Vi du, vacxin M-M-R-II® dugc cép phép chira it nhat 1000
TCIDso virut gdy bénh soi, it nhat 5000 TCIDso virut gdy bénh quai bi va it nhat
1000 TCIDso virut gdy bénh rubella. TCIDso (lidu gdy nhiém 50% té bao nudi céy)
dinh Iugng lugng virut can dé lay nhiém 50% té bao trong canh trudng md dugc
cdy. Thong thudng, céc tr s6 TCIDso duoc do bang cach dan mong trén dia cac té
bao chi (vi du, té bao Vero) va bd sung thém cac dung dich pha lodng theo béc cia
cac khang nguyén virut. Sau khi 0, phan trim céc té bao bi ldy nhiém dugc quan
sat va ghi chép thi cong mbi d pha lodng virut, va céc két qua duoc st dung dé
tinh bang toan hoc tri s& TCIDso, vi du, theo phuwong phip Behrens-Karber
(Karber, Arch Exp Pathol Pharmakol 162:480-483, 1931).

Theo mot sb phuong an, chat tri lidu dugce 14y ra tir san phdm dugc cép phép &
ngudi (vi dy, san phdm thube hodc vacxin) va ché phim dugc ding cho ngudi &
lidu nhé hon liéu dung tiéu chuén & ngudi (vi dy, ndm trong khoang tir 10 dén
90%, tix 10 dén 80%, tir 10 dén 70%, tir 10 dén 60%, tir 10 dén 50%, tir 10 dén
40%, tir 10 dén 30%, tir 10 dén 20%, tir 20 dén 90%, tir 20 dén 80%, tir 20 dén
70%, tir 20 dén 60%, tir 20 dén 50%, tir 20 dén 40%, tir 20 dén 30%, tir 30 dén
90%, tir 30 dén 80%, tir 30 dén 70%, tir 30 dén 60%, tlr 30 dén 50%, tir 30 dén
40%, tir 40 dén 90%, tir 40 dén 80%, tir 40 dén 70%, tir 40 dén 60%, tlr 40 dén
50%, tir S0 dén 90%, tir 50 dén 80%, tir 50 dén 70%, tir 50 dén 60%, tir 60 dén
90%, tir 60 dén 80%, tir 60 dén 70%, tir 70 dén 90%, tir 70 dén 80%), hogc tir 80
dén 90% liéu ding tiéu chuin & nguoi).

Theo mdt sb phuong én, ché phidm dugc dung dudi dang liéu don. Theo mdt

3
1°A

sb phuong an ché phdm duge dung nhiéu hon mot 1idu (vi dy, tir 1 dén 3 lidu cach
nhau tir 1 dén 12 thang).

Theo mot sb phuwong 4n, ché phdm c6 thé duoc bao ché dé phan phdi ngoai
duong tiéu hoa, vi du, bing cach tiém. Theo cac phuong 4n nay, viée ding c6 thé
1a, vi du, trong tinh mach, trong co, trong da, hodc dudi da, hodc béng cac k¥ thuat

tiém khong can kim hodc truyén. Theo mdt so phuong an, ché pham c6 thé dugc
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bao ché dé phan phdi trong co. Theo mot s& phuong an, ché pham c6 thé duoc bao
ché @ phan phdi dudi da. Pé phan phdi ngoai dudng tiéu hoa, ché pham c6 thé
duogc diéu ché hodc duge giit trong céc ché phdm dugc 1am kho lanh thong thuong
va dugc hoan nguyén trudc khi dung véi dung dich nudc mudi duoc dung, nhu
dung dich nudc mubi 0,9%. pH cua ché phém ¢6 thé tiém dugc diéu chinh, nhu da
biét trong linh vuc k§ thuat, véi axit duge dung, nhu axit metansulfonic. Céc chét
mang va dung moi chép nhin duoc khac cé thé duoc st dung bao gém dung dich
Ringer va U.S. P. Ngoai ra, dau khong bay hoi, vd trung thuong duge st dung lam
dung moi hodc moi trudong tao huyén phi. D& st dung cho muyc dich nay, dau
khong bay hoi nhat bét k¥ c6 thé duge st dung bao gdm mono hozc diglyxerit tong
hop. Ngoai ra, axit béo nhu axit oleic dugc st dung trong ché phdm c6 thé tiém
duge. Ché phém c6 thé tiém c6 thé dugc khir triung, vi du, bang céach loc qua bo loc
git lai vi khudn, hodc bang cach két hop céc chét khir tring dudi dang ché pham
rén vo trung c6 thé dugc hoa tan hodc duge phén tan trong nudce vo tring hodc moi

trudng c6 thé tiém vo trung khéc trude khi st dung.

Vi du thwe hi€n sang ché

Céc vi du dudi ddy mo td mot sd phuong thirc dugc néu lam vi du dé tao
thanh va thuc hién cdc ché phim da biét dugc mo ta & ddy. Nén hiéu rang cac vi du
ndy chi dung véi muc dich minh hoa va khong ding dé giéi han pham vi cia céc
ché phim va phuong phap duge md ta & day.
Vi du 1: Phuong phap nu chay nghich d4o hai budce

Vi du nay mo ta phuong phép néu chay nghich dao hai buéc duge st dung aé
diéu ché cac ché pham da biét (bao gdm ché pham trong d6 nang dugc tao ra véi
su c6 mit cua khang nguyén virut).

Trong bude 1, ty 1& mol 5:4:1 cia lipit:1-monopalmitoyl glyxerol (MPG),
cholesterol (CHO) va dixetyl phosphat (DCP) duéi day dugc dua vao cde mo thiry
tinh 50ml day phing, ddm bao khong c6 bui bi méic vao phia thanh cla cbe mod

thay tinh. Lipit dugc niu chay trong bon dau duogc gia nhiét & nhiét do khoang
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120°C trong thoi gian 10 phut, bing cach tao xody ngat quing trong cbc mo thiry
tinh duoc pht bang 14 nhom.

O giai doan nay, dung dich gbc chira vacxin M-M-R-II® (vacxin virut giy
bénh sdi, bénh quai bi va bénh rubella, virut ‘giém doc luc séng, Merck Frosst Std.)
dugc nudi trude trong thoi gian 5 phit & nhiét do khoang 30°C trong bon nuée
dugc gia nhiét. Trong budc 2, dung dich géc vacxin M-M-R-II® tao thanh dugc
ddng nhat hoa & téc do thich hop (vi du, & tbc d6 8000 vong/phtt), hdn hop lipit da
ndu chay duoc bd sung vao dung dich vacxin M-M-R-II® dong nhit hoa, va su
dbng nhit hoa lién tuc trong thoi gian 30 gidy nita & nhiét do khoang 30°C. Ché
phim ddng nhét tao thanh dugc lic trong thoi gian 30 phit & tbe dd 220 vong/phut
va & nhiét d6 khoang 30°C. Thé tich duong luwong ctia dung dich sucroza 400mM
trong 25mM dung dich dém natri bicacbonat (pH=9,7) duoc bd sung vao ché phim
ddng nhat dugc lc va ché phdm ddng nhat duge lic thém trong thoi gian 5 phut
nita & tde d6 220 vong/phut & nhiét d6 khoang 30°C. Hdn hop nay duoc chia thanh
cac phﬁn méu va dugc lam lanh & nhiét do -80°C, tiép dé dugce lam khd lanh va
duoc hoan nguyén véi 0,5ml nudc vo tring dé tiém (water for injection - WFI)
trudce khi st dung.

Vi du 2: Tht nghiém hiéu lyc di véi bénh séi (TCIDsq va vét tan)

Phuong phép thir nghiém phd bién dugc sir dung dé dinh luong s luong cac
hat 1ay nhiém trong vacxin virut séng 13 thir nghiém Liéu gy nhim 50% té bao
nudi cy (Tissue Culture Infective Dose - TCIDsp). Thtt nghiém pha loang diém
cubi nay dinh luong luong virut cAn dé diét 50% vat chu bi nhiém bénh hoic tao ra
hidu qué gay bénh té bao trong 50% té bao canh trudng mo dugc cdy. Thir nghiém
nay c6 thé phd bién hon trong céc ing dung nghién ctru 1Am sang trong d6 lidu gay
chét nguoi phai duoc xac dinh hodc néu virut khong tao ra vét tan (xem phan ban
luan cua thi nghiém vét tan thay thé dudi ddy). Trong ngit canh nudi cy mo, té
bao chi duoc ria cdy (dan moéng) va cac dung dich pha lodng theo bic clia virut
duoc bd sung vao. Sau khi 1, phén tram té bao chét (ttc 13, té bao bi nhiém bénh)
duoc quan sat va ghi chép thu cong dbi véi mSi d6 pha lodng virut, va cac két qua

duogc st dung dé tinh toan bang toan hoc két qua TCIDso. Do céc chénh 1éch rd rét
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trong phuong phap va nguyén tic thir nghiém, TCIDso va pfu/ml (két qua thir
nghiém tao vét tan) hoic cic két qua thir nghiém tinh 1y nhiém khéc 13 khong
twong duong. Phuong phép nay c6 thé mit khoang mot tuan do thoi gian dé lay
nhiém té bao.

Té bao Vero dugc st dung trong céc thir nghiém nay dé danh gi4 hiéu lyc cta
virut gy bénh séi trong céc vacxin M-M-R-II® dugc bao ché trude. Vacxin M-M-
R-II® duge bao ché trude duoc diéu ché phi hop vé6i Vi du 1 dugc hoan nguyén
sau khoang thoi gian bao quan (dugc ban ludn dudi diy) trong nude dé tiém. Céc
té bao Vero dugc phat trién dén do bao phu (hop dong) 80% trong cac dia 96 19.
100! dung dich vacxin dugc bao ché trudc da pha lodng 10 lan dugc bd sung vao
cac 16 bét ddu voi do pha lodng 1/10 va biy dung dich pha lodng theo bac 10 lan
vacxin M-M-R-II® dugc bao ché trude trong mdi trudng nudi cdy. D9 chuan virut
dinh lwong lugng virut can dé tao ra hidu qua giy bénh té bao trong 50% té bao
canh truong md dugc cdy. Do chuén cta virut giy bénh séi (TCIDso) duwoc xéc
dinh sau khi hoan nguyén nhu dwgc ban ludn ¢ trén.

Nhu duge d& cap & trén, phuong phap thir nghiém phd bién khac duoc sir
dung dé dinh luong sb luong céc hat 14y nhiém trong vacxin virut sdng trong thir
nghiém tao vét tan. Phuong phap thir nghiém nay trén co s& hiéu qua gy bénh té
bao cla virut trong vacxin trén dong t€ bao dé bi 1y nhiém va phép do in vitro
hidu lyc cua ché phdm vacxin (Schalk et al, Journal of Virological Methods 117:
179-187, 2004).

Vacxin M-M-R-II® dugc bao ché trude duge didu ché phit hop véi Vi du 1
dugc hoan nguyén sau khoang thoi gian bdo quan (vi du, nhu dugc ban ludn & trén)
trong nudc dé tiém. Do vacxin M-M-R-II® 13 vacxin hoéa tam tri, nén virut gay
bénh quai bi va bénh rubella trong vacxin ban diu dugc trung hoa bang cach bd
sung huyét thanh mién dich tri bénh quai bi va tri bénh rubella sau d6 nudi & nhiét
do 4°C trong thoi gian mot gior (huyét thanh mién dich dugc bét hoat nhiét & nhiét
d6 56°C trong thoi gian 30 phit trude khi bd sung). Pha lodng theo bac 100, 500,
1000, 2500 va 5000 1an vacxin M-M-R-II® duoc bao ché trude trong moi trudng

nudi cly tiép d6 dwoc didu ché. Té bao Vero dugc phat trién dén d6 bao pha 90%
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trong cac dia 6 15. Mot ngay trude khi 1dy nhidém, moi trudng nudi cdy dugc lam
mdi lai. Té bao bi lay nhidém bing 200ul mdi lin pha lodng (12 18 mdi lan pha
loding). Sau khi hap thy virut trong thdi gian 45 phut & nhiét do trong phong, céc té
bao tiép nhan dugc 4ml thach bao pht chita moi truong M199 (BioWhittaker
Europe) v6i 4,7% huyét thanh bao thai bo b bét hoat (Invitrogen), 0,11% NaHCOs
va 0,33% thach. Cac dia dugc 16n nguoc va duge nudi & nhiét do 36°C va 2,5%
CO;. Sau thoi gian 9 ngay, thach bao phu dugc loai bo va té bao duoc cd dinh
trong 96% etanol trong thoi gian 2 phat. Sau d6, t& bao duwgc nhudém trong chét
nhudém mau doé va duoc 1am kho. Céc vét tan thudng duoc dém thu cong va két qué
thu dugc cung vai cac két qua pha loang dugc st dung dé chuén bi dia, va tinh sd
luong céc don vi tao vét tan trén mdi thé tich don vi mau (pfu/ml). Két qua pfu/ml
thé hién s luong céc hat 1y nhiém trong méu va trén co s& gia thuyét ring mdi
vét tan dugc tao ra dai dién cho mdt hat virut 1y nhiém.
Vi du 3: So sanh cdc nang chira khang nguyén virut va nang dugc tao hinh trude
duogc tron 1an voéi khang nguyén virut: hiéu qua ctia ham lugng lipit i voi do 6n
dinh nhiét va d6 6n dinh lipit

Nghién ctru ndy dugc thiét ké dé danh gia do 6n dinh céc nang ctia chét hoat
dong bé mit khong ion (non-ionic surfactant vesicles - NISVs) chira M-M-R-II®
giam doc luc séng dugc bao ché c6 néng do lipit khac nhau, dung dich dém va
sucroza st dung quy trinh ndu chay nghich chuyén nhu dugc mo ta trong Vi du 1.
Nghién ctru ciing so sanh sy bao ché M-M-R-II® thanh nang so véi sy bao ché M-
M-R-II® béng nang dugc tao hinh trude. Céc miu dugc bio quan & nhiét do 5
+3°C va 37+2°C. Vacxin M-M-R-II® thuong mai dugc st dung lam dbi ching
duong dé so sanh. TCIDsy dwoc st dung 1a thir nghiém in vitro (nhu dugc mo ta
trong Vi du 2) dé xac dinh hiéu lyc ctia vacxin sau thoi gian 1, 2 va 12 tudn bao
quéan. Cac két qua duoc so sanh vé6i hidu sudt ctia vacxin thwong mai dé danh gia
loi ich &n dinh nhiét ctia cac mAu dugc bao ché trude.

Ty 1€ mol 5:4:1 cua lipit:monopalmitoyl glyxerol (MPG), cholesterol (CHO)
va dixetyl phosphat (DCP) dugc dat dudi ddy cua cbc mo thuy tinh déy phang.

Lipit dugc ndu chay trong bdn dau & nhiét do nim trong khoang tir 120°C dén
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122°C bang cach tron ngit quang. Vacxin M-M-R-II® (dugc hoan nguyén bing
chat pha logng duoc cip vao) duoc lam 4m & nhiét dd nam trong khoang tir 30°C
dén 32°C trong thoi gian 5 phit. Dung dich vacxin M-M-R-II® dugc dong nhit
hoéa & 8000 vong/phut va lipit dd ndu chay dugc chuyén ngay vao dung dich
vacxin, va dugc lam Am & nhiét d6 ndm trong khoang ttr 30°C dén 32°C. Sau khi
ddng nhit hoa (10 phut déi véi TA 8 va 9; 30 gidy d6i voi TA 1-7 va 10-12), va
hdn hop tao thanh duoc tron trong thoi gian 30 phut & 220 vong/phut ¢ nhiét do
nim trong khoang tir 30°C dén 32°C. Péi véi cac miu nhit dinh, thé tich tuong
duong ctia 400mM dung dich sucroza, tiiy ¥ dugc diéu ché bing 25mM dung dich
dém bicacbonat hodc nudc vo trang, tiép d6 duge bd sung vao. Miu didu ché dugc
tron trong thoi gian 5 phut nira & 220 vong/phtt & nhiét do nim trong khoang tir
30°C dén 32°C. Pbi v4i TA 4, dung dich dém phosphat ddm dac duogc bd sung vao
dung dich vacxin M-M-R-II® trudc khi bd sung lipit dugc niu chiy. Dung dich
duogc chia thanh céac phén méu 1,0mL /lo nho (TA 1-4, 8,9, 10, 11) va 0,5mL (TA
5-7 va 12) sau do béng cich lam kho lanh. Lo nho dugc lam khd lanh dugc bao
quéan & nhiét d6 nam trong khoang tir 5 + 3°C dén 37 + 2°C. Mbi lo nhé chtra mau
lam kho lanh dugc hoan nguyén véi 1,0mL nude vo trung trude khi phén tich lidu
gy nhiém 50% té bao nudi ciy (Tissue Culture Infectious Doseso - TCIDso). Cac

mAu d& thtr nghiém d6 én dinh nay dwgc mod *a trong Bang 4 duéi day.

Bang 4
TA#| Khang Lipit Ta dugc
nguyén (mg/mL) | Sucroza | Dungdich dém | Dung dich Thé tich
(mM) phosphat ddm dém a6 day/ca
ddac (mM) Bicacbonat 1o
** (mM)
1 M-R-II® 25 400 -- 25 ImL/6¢cc
2 M-R-1I® 12,5 400 -- 25 ImL/6¢c
3 M-R-II® 3,125 400 -- 25 ImL/6¢c
4 M-R-II® 12,5 400 50% -- ImL/6¢c
5 M-R-II® * 25 -- -- -- 0,5mL/2cc
6 M-R-1I® 12,5 -- -- -- 0,5mL/2cc
7 M-R-II® 3,125 -- -- -- 0,5mL/2cc
8 M-R-II® 25 400 NISV +25%* -- ImL/6¢cc
duogc tao hinh
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trude
9 M-R-II® | 125 400 NISV + 25% -- ImL/6¢cc
duoc tao hinh
trudc
10 | M-R-II® | Khong co 400 -- 25 ImL/6¢c
NISV
11 M-R-II® Khong co 400 50%* -- ImlL/6¢cc
NISV
12 | M-R-II® Khong ¢co -- -- -- 0,5mL/2¢cc
NISV
13 M-R-II® - -- -- -- 0,5mlL/2¢cc

*Dung dich dém phosphat dugc str dung dé dém vacxin M-R-II® trude khi bd
sung lipit.

**25mM Natri Bicacbonat pH=9,7 dugc st dung dé hoa tan 400mM Sucroza va
dugc bd sung vao cac miu trude khi lam khéL lanh.

Cac mau lam khé lanh dugc thu tir buéng nhiét. TAt ca cac miu duge ma hoa
va dugc bao quan & nhiét do 4°C trude khi thir nghiém. Hi€u luc cua thanh phén
bénh séi duoc xac dinh bang thir nghiém vi chuln do in vitro. Thit nghiém TCIDso
danh gid virut c6 thé sdng sét st dung thir nghiém pha logng diém cudi duoc sap
xép hop ly dugc phan tich bang théng ké. Tém lai, cac 14n pha lodng bac cdc miu
nay va céc ché phim tidu chuin tham chiéu dugc cdy theo hang 10 18 cta dia vi
chuin do, cling vdi cac té bao Vero (t& bao biéu md than khi xanh chéu Phi; ATCC
- CCL 81) dugc sir dung cho mau 1, 2 va 12 tudn. Dong té bao Vero c¢6 ngudn gbc
tir than cta khi xanh chau Phi truéng thanh binh thudng. Céc dia vi chuin do duge
cay 50p1 té bao Vero dé thu dugce d6 chuén 4,0 x 10° t& bao/mL trong thoi gian 24
gior & 5% C02/37°C (tr 75 dén 80% nhap dong té bao duoc mong doi trong cac
diéu kién nay). M8i miu dugc hoan nguyén véi 1000p] nuéc chung cét vo tring,
dugc tron trong thoi gian 15 gidy bang tay sau d6 khudy biang may khudy trong
thoi gian 45 gidy ¢ téc dd trung binh (dit & mirc 5). MAu duoc hoan nguyén (4 lo
nho trén mdi thdi diém) dugc chuyén vao cac dia vi chuén do trong thoi gian 45
phut duéi dang duge pha loding va khong dugc pha lodng (tir 10-1 dén 10-7) trén
dia 96 15 b6n ban (100/18). Céc 14n pha loéng tir 10-1 dén 10-7 duge diéu ché trong
cic dia 24 16 dugc hoan thanh véi 5% méi trudng IMDM duge bd sung FBS va
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1001 duoc bd sung vao mbi 16 riéng 1¢ bdn ban. Cac dbi ching duong va am ciing
bao gém (vacxin thuong mai/vacxin thuong mai dugc xt ly noi bd va té bao, lan
luot). Cac dia dwoc nudi & nhiét d6 35°C/5% CO, trong thoi gian 5 ngay. Két thic
giai doan nudi, sb luong hiéu qua gay bénh té bao virut dic hiéu (CPE) dugc tinh
va dugce ghi lai. TCIDsy d6i véi mdi lidu ding & ngudi dugc tinh theo cac tiéu
chuén nay. Tri s& TCIDso duoc s dung thu dugc tir do chuin trung binh nhan
trong phén tich théng ké.

Déi v6i phan tich théng ké cua tit ca cac miu, cac bién da bién ddi duge dé
cip dén bang cach str dung Prism 5 cho phin mém Windows (GraphPad Software,
San Diego, CA) dé tién hanh hai thir nghiém t khong bt cip hai dudi va phat hién
tri s6 p gifta cdc nhém. Y nghia théng ké duoc chi ra béi tri sd p trong khoang tir
0,05 dén 0,01 va y nghia théng ké cao dwgc chi ra béi tri s6 p nhd hon 0,01. Tri sb
TCIDso duge tinh néu do chuin 1a gibng nhau déi voi tit ca cac thir nghiém trong
mot nhom, sao cho do chudn dugc lam tron dén diém thdp phéan tht tu dé tranh
giéi han phin mém trong phén tich thong ké phi tham s6.

Fig.1 mé ta cac két qua thir nghiém TCIDso ctia cac mau (TA 1, 5 va 8) dugc
lap cong thic (bao ché) véi 25mg/mL lipit, céc d6i chung xir Iy TA 10 va TA12
(vacxin thuong mai trai qua tit ca cac budc xtt Iy khong c6 lipit, c6 va khong c6
sucroza va dung dich dém) va vacxin thuong mai (M-M-R-II®, TA 13) & ca nhiét
dd 5 + 3°C va 37 + 2°C. Hé théng déng kin binh chira va thé tich 14p ddy ddi véi
TA 1 (ImL miu da d& xuét duoc bao ché trudce trong lo nhd 6¢c) 1a khac véi TA 5
(0,5mL duge dd ddy vao lo nhod 2cc) nhung két qua thu dugc véi TCIDso va céc
mo ta hoa ly (dir liéu khong dugc chi ra) 1a twong duong. Hiéu luc cia TA 1, 5 va
8 dugc bdo quan trong thoi gian 1, 2 va 12 tudn ¢ nhiét 6 5 + 3°C va 37 £2°C cao
hon so v6i gi6i han duoc khuyén ding ctia WIHO (3,0 logio) (Fig.1). Cac mau duge
bao ché trude voi 25mg/mL lipit khong thé hién su giam hidu lyc trong thoi gian
12 tudn khi dugc bao quan & nhiét do cao hon (37 + 2°C) trong khi hi¢u luc cta
vacxin thuong mai bi giam dang ké (p<0,0001). Vacxin M-M-R-II® dugc bd sung
vao NISV duoc tao hinh trude va dugc bao ché biang phuwong phap ndu chay

nghich chuyén thé hién cac két qua TCIDso twong duong. Cling quan sat théy rang
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d6i ching xtr 1y khong chtra lipit TA 10 va TA 12 khong 6n dinh trong thoi gian
nhiéu hon mét tudn khi duoc bao quan & nhiét @6 cao hon (37 + 2°C) (Fig.1, TA
10). TA 12 khong thé hién d6 dn dinh & nhiét dd cao hon sau thoi gian mot tuln so
v6i vacxin thwong mai 6n dinh trong thoi gian 16n hon hai tudn & nhiét do 37 +
2°C nhung thé hién sy giam sau thoi gian 12 tudn. Cac két qua nay ching minh
rang vacxin M-M-R-II® 6n dinh nhiét c6 ndng d9 lipit bang 25mg/mL (cé hoic
khong c6 sucroza va dung dich dém) & nhiét dd tang cao. G nhiét d6 5 + 3°C, TA
1, 5 va 8, cac dbi chimg xir Iy (TA 10 va 12) va M-M-R-II® thuong mai (TA 13)
thé hién khong mat hiéu luc trong thoi gian'12 tudn bao quan. TA 1, 5 va 8 dugc
bao quan & nhiét do 37 + 2°C, gilt dugc hi€u luc cao hon so vdi vacxin thuong
mai.

Fig.2 thé hién céc két qua thir nghiém TCIDso clia cac mau (TA 2, 4, 6 va 9)
duoc bao ché vé6i 12,5mg/mL lipit, di chimg xir Iy (vacxin thuong mai trai qua tét
ca cac bude xtr Iy ma khong cd lipit, co va khong c6 sucroza va dung dich dém) va
vacxin thuong mai (M-M-R-II®) & nhiét do 5 + 3°C va 37 + 2°C. Hé théng bit kin
binh chira va thé tich 1ip ddy ctiia TA 2 (Iml VAt phdm thir nghiém dwgc dé xuit
dugc bao ché trudce trong 1o nho 6¢c) 1a khac véi TA 6 (0,5ml duge db dy vao lo
nho 2cc). Hinh thai bén ngoai ciia TA 6 6n dinh hon trong subt thoi gian bao quan
¢ nhi€t do cao hon. Hiéu luc ctia TA 2, 4, 6 va 9 dugce bao quan trong thoi gian 1, 2
va 12 tudn & nhiét d6 5 + 3°C va 37 + 2°C cao hon so véi gi6i han dugc khuyén
céo bdi WHO (3,0 logio) (Fig.2). Céc mau dL}'qc bao ché trudc véi 12,5mg/mL lipit
cho thiy khong c6 sy mét hiéu luc trong thoi gian 12 tudn béo quan & nhiét do cao
hon (37 + 2°C) trong khi hiéu luc cta vacxin thwong mai bi giam dang ké
(p<0,0001). NISV dugc tao hinh trudc (TA 9) va ché phdm trong phuong phap nu
chay nghich chuyén (TA 2, 4 va 6) thé hién céc két qua TCID twong duong. Ciing
quan sat thdy ring cic miu déi chimg xir Iy duge bao ché trude khong én dinh
trong thoi gian 16n hon mdt tudn khi dugc bao quan & nhiét do cao hon (37 + 2°C)
(Fig.2 d6i v&i TA 10 va TA 11). TA 12 khong thé hién sy mét hiéu luc & nhiét do
cao hon sau thoi gian mot tudn so véi vacxin thuong mai 6n dinh trong thoi gian

1én dén hai tudn ¢ nhiét d6 37 + 2°C. Céc két qua nay chimg minh rdng vacxin M-
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M-R-II® 6n dinh nhi€t c6 ham lugng lipit bﬁng 12,5mg/ml. O nhiét d6 5 + 3°C,
cac mau (TA 2, 4, 6 va 9), dbi ching xtr Iy (khong c6 lipit) va vacxin thuong mai
thé hién d6 6n dinh trong thoi gian 1én dén 12 tudn. Cac miu dugc bao ché véi
NISV (TA 2, 4, 6 va 9) dugc bao quan ¢ ca hai nhi¢t do (5 £ 3°C va 37 + 2°C) gitt
duogc hi€u lyc cao hon so véi vacxin thuong mai 2 va 12 tuén tudi.

Tém lai, cac mau duge lam khd lanh chira vacxin M-M-R-II® trong NISV
(12,5 hodc 25,0mg/mL lipit) dugc didu ché bang quy trinh ndu chay nghich chuyén
khong thay dbi hiéu luc trong thoi gian 12 tudn bao quéan & nhiét d§ 5 + 3°C va 37
+ 2°C. Ham luong lipit cao nhét duge thir nghiém 1 25mg/mL dudng nhu khéng
tao ra loi ich bd sung bét ky trong ‘Viéc duy tri hiéu luc so v6i cac mau chira ham
luong lipit thip hon (12,5mg/mL). Mau dugc lam kho lanh chira vacxin M-M-R-
[I® duge bd sung vao NISV dugc tao hinh trudc khong cd su mét hiéu luc trong
thoi gian 12 tudn bao quan & nhiét d6 5 + 3°C va 37 £ 2°C.

Vi du 4: Mb ta vat Iy cac ché pham dugc didu ché bang cac thanh phan lipit khac
nhau

Muc dich chinh cta nghién céru nay 12 dé nghién ctu viéc st dung 1, 2
dipalmitoylphosphatidyl glyxerol (DPPG) lam chét hoat dong bé mit anion thay
thé cho DCP trong cac ché phim lipit-M-M-R-II® duoc diéu ché bang phuong
phép niu chay nghich chuyén (nhu dwoc md ta trong Vi du 1). Muc dich thi hai 14
dé nghién ctru loai trir DCP hodc DPPG (va ca CHO) trong cac ché phim M-M-R-
I®.

Ty 1€ mol 5:4:1 cua lipit: MPG, CHO va DCP hodc DPPG dugc dat dudi day
cta cbe mo thuy tinh day phing. Lipit dugc ndu chay trong bon dau & nhiét d6 nim
trong khoang tir 120°C dén 122°C (140°C d6i voi cac miu c¢6 DPPG) bang cach
tr6n ngit quang. Vacxin M-M-R-II® (duoc hoan nguyén bang cac chi
dugc cung cip) duoc 1am 4m & nhiét dd ndm trong khoang tir 30°C dén 32°C trong
thoi gian 5 phuat. Dung dich vacxin M-M:R-II® dugc ddng nhéit héa & 8000
vong/phut va lipit duge ndu chay duoc chuyén ngay vao dung dich vacxin, dugc
lam 4m & nhiét d6 nam trong khoang tir 30°C dén 32°C. Sau thoi gian tir 30 dén 40
gidy ddng nhat héa, hdn hop dugc tron trong thoi gian 30 phit & 220 vong/phit &
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nhiét d6 ndm trong khoang tir 30°C dén 32°C. Dung dich dugc phan thanh cac
phan mau 0,5mL/lo nhé (Io nhé 1am khé lanh 2cc) sau d6 1am khd lanh. Lo nho
duge 1am kho lanh dugc bao quan & nhiét do nim trong khoang tir 2 dén 8°C sau
khi 1am khd lanh. Mdi lo nhé chita miu dong kho lanh dugc hoan nguyén véi
0,5mL nudc cit (GIBCO) trude khi phan tich. TA 5, di ching xt Iy M-M-R-II®,
duge didu ché bang cach cho vacxin thuong mai M-M-R-II® dugc hydrat hoa trai
qua quy trinh niu chay nghich chuyén véi suw c6 mit cta lipit. TA 6, d6i chung
vacxin thuong mai dugc gilt lai dudi dang bdt dong khé lanh cho dén khi phan

tich. Cac mau dung cho nghién cru ndy duge mo ta trong Bang 5 dudi day.

Béang 5
V4t phim thir . . . Lipit .
nghiém Khéng nguyén Phuong phép (mg/mL) Ta duoc
1 M-M-R-II® Nau chay {1gh10h 12,5 MPG/CHOL/DCP :
chuyén 5/4/1
) M-M-R-II® Nau chay Angh;ch 12,5 MPG/CHOL/DPPG :
chuyén | 5/4/1
N4u chay nehich chi ¢c6 MPG/CHOL :
3 M-M-R-II® Y e 12,5 5/4
chuyén
4 M-MRII@ | Vauchdy nghich 12,5 chi c6 MPG
chuyén
5 M-M-R-II® -- -- Péi ching xtr 1y
6 M-M-R-II® _ _ boi chfmg' thuong
mai

Nhiéu dic diém ly sinh duoc tién hanh trén cic méu khac nhau nhu duoc md
t4 trong doan dudi ddy. pH cia cac miu duge do bing cic phwong phap tiéu
chuin. Dién thé zeta cia cdc miu duge phén tich bang cach st dung tdn xa anh
sang dién di. Sy phan b kich thudc cia m&i miu duoc phén tich bing phuwong
phap tan xa anh séng dong st dung Zetasizer Nano ZS (Mau sb ZEN3600). No6i
vén tit, tit ca cac mAu chua lipit duge pha lodng dén 50ug/mL lipit trong 0,2pum
WEFI duge loc. Cac mau duge pha lodng dugc lic manh trude khi nap vao thiét bi.

Chi s6 khuac xa mau duogc dit dén 1,45 va ba s do lién tiép duoc tién hanh trén
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mdi mau. TA 1-6 duoc nghién ctu & t=0, stt dung kinh hién vi quang hoc véi vat
kinh 40X. C4ac mau duogc phén tich ham luong nuée du sit dung phuong phap 1am

kho lanh chuén d6 Karl Fischer sau ddy. Céc két qua vé dic diém ly sinh cta céc

mau duoc thé hién trong bang 6.

Béang 6

Thir nghiém TA 1 TA2 TA3 TA 4 TAS TA 6

Béanh Béanh Béanh Bénh  Bénh  Banh

mau mau mau mau mau mau
Hinh thai (sau khi lam kho lanh) . . i . .

vang vang vang vang vang vang

nhat nhat nhat nhat nhat nhat
pH (sau khi hoan nguyén) 6,47 6,49 6,47 6,50 6,52 6,53
Ham lugng nuéce (%)* 3,30 4,74 6,29 5,06 6,11 5,69
Dién thé Zeta trung binh (mV)** | -48,5 -38,8 -16,7 -13,7 -6,40 -5,68
S trung binh Z trung binh

298.3 442.,6 803,1 707,0 685,6 879,3
(d.nm)***
Heé sb da phan tan trung binh

0,357 0,522 0,741 0,777 0,604 0,710
(Polydispersity Index - PI)

* Puge tinh trén co s& Phuong phap chudn d6 Karl Fischer cac vat phim thir nghiém sau
khi [am khd lanh .

** Puong kinh thiy dong luc hoc dugce tinh bang DLS str dung Malvern Zetasizer Nano
ZS

*%% Puoc tinh bdng phuong phap tan xa 4nh sang dién di st dung Malvern Zetasizer
Nano ZS

Tri s6 pH cua tit cd cac miu 13 twong duong véi d6i ching vacxin thuong
mai (TA 6). Ham luong 4m du cia tat ca cac mau nam trong khoang tir 3,30 dén
6,29%. Ham luong 4m du thip nhat 13 TA 1 ¢6 ty 1& mol lipit 5:4:1 cia MPG:
CHO: DCP. Ham luong 4m du cao nhit dugc quan sat trong TA 3 (MPG: CHO; ty
16 mol lipit 5:4). Hé sb da phén tan (polydispersity index - PI) va hé s6 trung binh
Z cta TA 2 (chita MPG:CHO:DPPG) cao hon khong déng ké khi dugc so sanh véi
TA 1 (MPG: CHO: DCP) dé xuit hé da phan tan ciia cdc hat trong TA 2 (xem
Bang 6). Puong kinh thiy dong luc hoc va PI cua TA 3 (803,1nm; PI = 0,741) va
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TA 4 (707,0nm; PI=0,777) 16n hon dudng kinh thity dong luc hoc va PI duoc didu
ché béi chét hoat dong bé mit ion (TA 1 va TA 2). Tri s6 dién thé Zeta véi TA 1 (-
48,5mV) va 2 (-38,8mV) chira chit hoat dong bé mit anion c6 tri s6 4m 16n hon so
v6i cac tri sb dién thé Zeta khong c6 chét hoat dong bé mit anion va ddi ching
khéng c6 lipit (tir -5,68 dén -16,7mV). Nhin trén kinh hién vi, hat nang lipit (lipit
vesicle particle - LPV) dugc quan sat véi cac mau chita chit hoat dong bé mat (TA
1 va 2, dit liéu khong duoc thé hién). Tuy nhién, dang két khéi nhin théy dugc cua
cac hat lipit dugc quan sat trong cac mau khong chtra chét hoat dong bé mat (TA 3
va 4). C4c hat lipit khong nhin thdy duoc dugc quan sat trong cic dbi ching khong
chra lipit (TA 5 va 6). Cac banh dugc lam kho lanh mau vang nhat dugc quan sét
d6i voi tht ca cac mAu (xem bang 6).

Vi du 5: Str dung chét hoat déng bé mit anion trong cic nang va nang dugc tao
hinh trudc véi protein tri liéu duge néu lam vi du

Muc dich chinh ctia nghién ctru nay 1a dé nghién ctru cach st dung 1, 2
dipalmitoylphosphatidyl glyxerol (DPPG) du¢i dang chét hoat dong bé mit anion
thay thé cho DCP trong cac ché phdm NISV duoc didu ché bang phuong phap niu
chay nghich chuyén (nhu dugc mé ta trong vi du 1) véi protein tri liéu dugce néu
lam vi du (trastuzumab, khang thé don dong phong bé thu thé HER2/neu). Muc
dich tht hai 14 dé nghién ctu xem lidu viée tron 13n protein tri liéu v6i cic nang
cta chét hoat dong bé mit anion dugce tao hinh trudc c6 thé ¢ du'qc.d@ bén nhiét
khong.

Ty 18 mol 5:4:1 cua lipit: MPG, CHO va DPPG dugc dit dudi day ctia céc mé
thuy tinh ddy phing. Lipit dugc ndu chay trong bdn diu & nhiét do 140°C bang
cach tron ngit quang. Dung dich trastuzumab dugc tham tach (dung dich dém duogc
trao d6i bang 5% sucroza trong 25mM Tris va 25mM dung dich dém Natri-Xitrat,
pH=6,5) dugc lam 4m & nhiét 40 nam trong khoang tir 32°C dén 35°C trong thoi
gian tir 5 dén 10 phut. Dung dich trastuzumab dugc ddng nhit héa & 8000
vong/phut va lipit d& ndu chay dugc chuyén ngay vao dung dich protein tri li¢u,
dugc lam 4m & nhiét d6 ndm trong khoang tir 30°C dén 32°C. Sau thoi gian 2 phut

dbng nhét hoa, hdn hop liposom duge trdn trong thdi gian ndm trong khoang tir 15
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dén 30 phat & 220 vong/phut & nhiét d6 nim trong khoang tir 300°C dén 350°C
trong may 0 lic. Dung dich dugc chia thanh cic phdn miu 0,5mL/lo nhod (lo nhod
dong kho lanh 2cc) sau do béng cach lam kho lanh. Lo nhé da lam kho lanh duoc
bao quan ¢ nhiét do ndm trong khoang tir 2 dén 8°C sau khi lam khé lanh. Mdi lo
nho chira vit phdm thir nghiém 1am khé lanh dwgc hoan nguyén véi 0,5mL nude
WFL Céac nang duoc tao hinh trude dugc tao ra bing cach twong tu ngoai trir bude
déng nhét héa chi voi dung dich dém va trastuzumab duoc tron 1an véi céc nang
duge tao hinh trude sau khi bao ché hon 14 trong khi bao ché. Vat phim thu
nghiém trong thtr nghiém vé d6 6n dinh nhu dugc mé ta trong Bang 7 dudi day.

Déi voi dbi ching No-LPV ("Ddi chimng 4", trastuzumab chwa duge bao ché), dung
dich trastuzumab khong dugc thAm tach va gitt lai trong dung dich dém ch®ra

20mM Histidin, 7% Sucroza, 0,01% PS20, pH=6,0.

Bang 7
Vat phdm thir Kharig Phuong phap Lipit Ta dugce
P nguyén (mg/mL)
nghiém
(K MPG/CHOL/DPPG: (5/4/1)
Phuong phép nau 5% sucroza trong 25mM Tris
LPV-1 Trastuzumab chay nghich 12,5 72 & N i
chuvén va 25mM dung dich dém natri-
Y xitrat, pH=6,5
LPV-2 Trastuzumab LPY du’q'c’tao 125 MPG/CHOL/DPPG: (5/4/1)
hinh truéc
MPG/CHOL/DPPG: (5/4/1)
LPV duoc tao 5% sucroza trong 25mM Tris
LPV-3 Trastuzumab hinh trudc 25,0 va 25mM dung dich dém natri-
xitrat, pH=6,5
Déi chiing thwong mai 7%
A gr Dbi ching khong B sucroza trong 20mM histidin
Doi chimg-4 | Trastuzumab | == 5y va 0,01% dung dich dém PS20,
pH=6,0

Vi du 6: So sanh d0 bén nhiét cia Protein tri li€éu dugc néu lam vi du trong cac
nang cua chat hoat dong bé mat anion hodc dugc tron lan véi cac nang duge tao

hinh trudce
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Do tinh khiét va hiéu lyc cua trastuzumab dugc bao ché trong NISV duogc
danh gi4 sau khi bdo quan 8 tuan & hai nhiét d6 (5°C+3°C va 37°C+2°C) st dung
phuong phép séc ky loai trir kich thu6c (Size Exclusion Chromatography - SEC)
dé xé4c dinh phin tram d¢ tinh khiét va thu nghiém hiéu lyc sinh hoc chdng ting
sinh BT-474. Thtr nghiém hiéu luc dugc x4c nhan dbi vé6i trastuzumab 12 sy e ché
BT-474 cta thr nghiém sinh hoc tdng sinh. Thir nghiém nay do hoat tinh cta ai luc
lién két Fab. Nguyén 1y clia sy (rc ché trastuzumab cua thir nghiém sinh hoc tang
sinh 1a dong té bao dich c6 lién quan, thuong 1a cac té bao BT-474, duoc didu ché
trong céc dia té bao sir dung quy trinh duoc thiét ké dé t6i wu hoa su biéu hién cua
thy thé. Mot loat céc 14n pha loang (dung dich pha lodng theo bic) trastuzumab
tiép d6 duoc didu ché, duge bd sung vao dia va dugc lién két v6i cac té bao BT-
474 trong mot khoang thoi gian. Céc két qua miu duge béo cdo dudi dang phin
tram e ché sy phét trién cta té bao hodc dudi dang phép do hiéu luc twong dbi
dua theo tiéu chuén tham chiéu. Cac két qua duge so sanh voi hiéu suét cia protein
tri liéu khong dugce bao ché dé danh gia 1oi ich bén nhiét cua cac dang bao ché
trude.

Fig.3 thé hién cac két qua vé phan tram do tinh khiét ctia SEC ctia vat phdm
thir nghiém LPV-1 (trastuzumab duoc bao ché bing nang chita DPPG) so véi vt
pham thir nghiém ddi chimg khoéng ¢6 LPV (trastuzumab khong duoc bao ché) dé
dénh gi4 hiéu qua vé do 6n dinh nhiét trong thoi gian 8 tudn bao quan & nhiét do
40°C so véi 4°C. Dbi ching tham chiéu khong c6 LPV thé hién sy giam theo % do
tinh khiét (duoc do dudi dang pic chinh don trén SEC) khi duoc bao quan trong
thoi gian 8 tudn & nhiét d 40°C so véi khi duoc bao quan trong thoi gian 8 tudn &
nhiét do 4°C. Nguogc véi dbi chimg khong c6 LPV, khong c6 chénh léch vé % do

r 2
2an $AF Areve (i At trong VAF mhAm thiy nohidm (T DPY_1Y ahfn 1iais o Ay
tinh khiét dd\;u quan sat trong vat oham thir %h;@m \LP V-1) chtta 1ipit dugc béo
n

Fig.4 thé hién cac két qua thir nghiém hiéu luc sinh hoc chéng tang sinh BT-
474 cta vat pham thtr nghiém LPV-1 (trastuzumab duoc bao ché véi cic nang
chtta DPPG ) so v6i vét phim thtr nghiém ddi chimg khong c6 LPV (trastuzumab

khéng dugc bao ché) dé danh gia hiéu qua vé& do on dinh nhiét trong thoi gian 8
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tudn bao quan & nhiét do 40°C so véi 4°C. Pbi ching tham chiéu khong c6 LPV
thé hién sy giam hiéu lyc (nhu duoc do bang phuong phéap phét hién UV) khi duoc
bao quan trong thoi gian 8 tudn & nhiét do 40°C so vé6i khi dwoc bao quan trong
thoi gian 8 tudn & nhiét d6 4°C. Nguoc véi dbi chimg khong c6 LPV, khéng c6 su
chénh 1éch v& % do tinh khiét dugc quan sat trong vét pham thir nghiém (LPV-1)
chira lipit dugce bao quan trong thoi gian 8 tudn & nhiét do 4°C hodc 40°C. Cac két
quéa tuong duong duge quan st thady du protein tri liéu trastuzumab c¢é dwgc bao
ché vé6i cac nang chira DPPG hay duoc tron 14n véi cac nang cia chét hoat dong bé
mit anion duogc tao hinh trudc.
Céc phuong &n khac

Céc phuong 4n khéc cta sang ché s 1 rang voi ngudi c6 hidu biét trung binh
trong linh vuc k¥ thuét nay lién quan dén ph.'?m mo ta hodc thuc tién cia sang ché
dugc bde 16 & day. Phan md ta va cac vi du chi dugce xem 1a duge néu lam vi dy,
v6i pham vi chinh xé4c ctia phan md ta duoc chi ra béi cac diém yéu cau bao ho sau
day. Noi dung cua tai liéu tham khao bit ky dugc d& cap dén ¢ day duge két hop

theo cach vién dan.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phép diéu ché ché phim dugc 1am khé lanh én dinh nhiét, phwong phép
nay bao gdm céc bude:

diéu ché nang dugc tao hinh trudc bang cach ndu chay lipit bao gdm chét
hoat dong bé mit khong ion, steroit va chét ludng phan dang ion & nhiét do nim
trong khoang tir 120°C dén 140°C va sau d6 ddng nhét héa lipit d3 ndu chdy trong
dung dich dém dé tao ra nang dugc tao hinh trudc;

tron 1an c4c nang dugc tao hinh trude véi dung dich nuée chira chét tri lidu
khéng bén nhiét bao gdm virut giam doc luc hodc protein tri lidu, dé tao thanh hdn
hop;

ddng nhét hoa hdn hop nay dé tao ra ché phim ddng nhit; va

1am kho lanh ché phdm ddng nhét nay,
trong d6 chét ludng phan dang ion 13 dixetylphosphat (DCP) hoic diphosphatidyl
glyxerol (DPPG), chat hoat dong bé mit khong ion 1a 1-monopalmitoyl glyxerol
(MPGQG) va steroit 1a cholesterol (CHO).
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 chit ludng phan dang ion 1a DPPG.
3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 chét ludng phan dang ion 1a DCP.
4. Phuong phap theo diém 1 hoic 2, trong d6 budc didu ché nang duoc tao hinh
truéc bao gdm céc budc:

(a) ndu chay thanh phén lipit, va bd sung thanh phén lipit da ndu chay vao
dung dich nudc ma khong cé chét tri liéu khong bén nhiét; hoic
(b) néu chay thanh phan lipit, va bd sung dung dich nudc ma khong co chit

tri liu khong bén nhiét vao thanh phén lipit da ndu chay.
5. Phuong phap theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong do6 virut giam
ddc luc dugc chon tir nhém bao gé‘)m virut gdy bénh séi gidam doc luc, virut gay
bénh quai bi gidm ddc luc, virut gdy bénh rubella giam ddc luc, virut gy bénh
thiry dau giam doc luc, va két hop cta ching.
6. Phuong phdp theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 virut gidm

doc lyc dugc chon tir nhdm bao gdm rotavirut giam ddc luc, virut gy bénh zona
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giam doc luc, virut gdy bénh dau mua gidm ddc luc, virut gdy bénh sdt vang giam
doc luc, va két hop cua chiing.

7. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6 chét tri
liéu khong bén nhiét bao gdbm protein tri li¢u, nhu khang thé.

8. Phuong phap theo diém 7, trong d6 protein tri lidu 1a khang thé.
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