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(54) CHE PHAM VACXIN CHUA THE LIEN HOP POLYSACCARIT-PROTEIN
STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE PA HOA TRI

(57) Sang ché dé xuat phuong phip bao ché ché pham vacxin chira thé lién hop
polysaccarit-protein Streptococcus pneumoniae da hoa tri 6n dinh va ché phém vacxin thu
duoc bang phuong phap nay. Cac ché pham vacxin 6n dinh nay biéu hién phan trim hip
phu t6i wu cho mdi thé lién hop trong d6, c6 thé ngan can su két tap bang cach 4 ‘ap dung: 1)
cho hap phu riéng biét hodc tach riéng thé lién hop ma theo cach khac thi thé hién phan
tram hép phu thip hon sy hip phu két hop, ii) h¢ dém histidin-axit sucxinic cung voi sy
chuyen dich d6 pH tur do pH trung tinh dén d6 pH axit, iii) ty 1€ polysaccarit v4i protein
nam trong khoang tr 0,5 dén khoang 1,4, iv) bo canh khudy tuabin kiéu Rushton sau ludi
trong binh bao ché.
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Linh vuc ky thuit dwoc dé cép
Sang ché d& xult phuon

polysaccarit — protein Streptococcus pneumoniae da héa tri ¢6 mirc hap phu tang cuong

va ché phdm vacxin thu duogc bang phuong phép nay.
Tinh trang ky thudt cia sang ché

Streptococcus pneumoniae 1a nguyén nhan hang dau cta bénh viém phoi vi
khuan, bénh viém mang ndo, va nhiém khuan & tré em. Udc tinh gan day vé con sb tir
vong cua tré em do S. pneumoniae nim trong khoang tr 0,7 — 1,0 triéu mdi nam trén
toan thé giéi. Trong ndm 2000, khoéng 14,5 triéu ca méc bénh phé ciu khuén (khoang
twong d6i 11,1-18,0 triéu) duoc ude tinh da xay ra. Bénh phé cau khuén gy tu vong
khoang 0,826 triéu truong hop (0,58 —0,926 M) & tré em trong do tudi 1-59 thang, trong
d6 0,091 triéu (0,063-0,1 M) la tré duong tinh v&i HIV va 0,735 triéu (0,51-0.82 M) la
am tinh véi HIV.

Vacxin polysaccarit phé cau khuén da héa tri da dugc cap dang ky trong nhiéu
nam da chimg minh 1a ¢6 gi tri trong viéc phong bénh phé cau khuin ¢ nguoi trudng
thanh, cu thé, nguoi gia va nhdm nguoi c6 nguy co cao. Tuy nhién, tré nho va tré em
nhé tudi dap ung kém véi polysaccarit phé cau khudn khong lién hop. Vacxin phé ciu
khuan dang lién hop, Prevnar®, chita 7 typ huyét thanh phan tach phd bién nhit (4, 6B,
9V, 14, 18C, 19F va 23F) gay ra bénh phé ciu khuin xam 14n & tré em nho va tré so

sinh ¢ thoi diém nay, 1an diu tién dugc cap dang ky tai M§ vao thang hai, nam 2000.

Hon nita, Prevnar™ 13 (Wyeth) 12 mot vacxin da duoc thong qua c6 chta cac
thé lién hop cta polysaccarit tir typ huyét thanh 6A, 6B, 19A, 19F ngoai 1, 3, 4, 5, 7F,
9V, 14, 18C va 23F. Synflorix™ (GSK) la mot vacxin khac da dugc thong qua mang lai
kha nang bao vé chéng lai 1, 4,5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F, va 23F cling nhu bao vé
chéo chéng lai 19A & 6A.

Ché pham vacxin thong thuong phai on dinh va c6 sy 6n dinh dong nhat dé dap
ung nhu ciu v€ thoi han st dung dai va viéc stt dung cac vat chira nhiéu liéu. Vacxin

dua trén protein, bao gdm thé lién hop polysaccarit-protein, dugc dua vao quy trinh két
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tia va két tap protein c6 thé khién cho téng ndng do hiéu qua clia vacxin thdp hon do su
khong sén c6 san pham protein két tia. Vacxin chira thé lién hop polysaccarit-protein,
cu thé, dudong nhu ¢6 xu huéng két tdp manh hon chit mang protein don doc (xem Berti
et al, 2004, Biophys J 86:3-9). Su lua chon ché phdm vacxin chta thé lién hop
polysaccarit-protein ¢6 thé anh hudng manh dén muc két tap protein. Xem Ho et al

2001, Vaccine 19:716-725.

*S

Mic du da c6 nhiéu ché phim vacxin chira thé lién hop polysaccarit-protein phé
cau da hoa tri dugc phat trién trén toan thé gidi, van c6 nhu cau trong linh vuc cac ché
phém vacxin mang lai su hép phu cao céc thé lién hop riéng biét va khong két tap /két

tua ché pham gy mién dich c6 chira thé lién hop polysaccarit-protein nay.

Céc td duge thuong st dung trong vacxin phé cau khuén da héa tri nhu vay la
- mudi nhém nhu nhém hydroxit va nhom phosphat. Nhiéu t4 duoc thi nghiém khac da
duoc biét, tuy nhién su hap phu mudi nhom van 1a vn dé ciia ché pham ta dugc vacxin
thong dung nhat. Mic du viéc sir dung chung da rong rai, mudi nhom cé thé khong phai
ludn ludn trong thich voi khang nguyén cu thé do vay gay ra murc dao dong dang ké vé

phan tram hap phu thé lién hop polysaccarit-protein trén phén hogc tinh khang nguyén.

Dic tinh gy mién dich va tinh 6n dinh cta vacxin lién hop nghién ctru duoc hap
phu trén td duge nhom phu thude vao céc thong sé khac nhau nhu 1) tinh khang nguyén
clia mdi khang nguyén, ii) kiéu chit mang protein sir dung dé lién hop, va iii) kiéu ta
dugc duge st dung. Quan trong nhit 13, muc hap phu cua khang nguyén trén ta duoc da
dugc bdo cdo trude do la mot trong cac thong s6 then chdt dé chimg minh do 6n dinh
theo 16 cta quy trinh bao ché va kha ning anh huéng ctia né dén hiéu luc cua san pham
vacxin. Hon nita, phan tram hip phu cta thé lién hop polysaccarit-protein c6 thé giam
trong qua trinh bdo quan ctia ché phdm hodc trong céc tinh trang bt loi nhu chénh léch
nhiét d6. Xem lan hop thtr 54 cta Uy ban chuyén gia WHO vé Tiéu chuén hoa sinh hoc,
Recommendations for the production & control of Pneumococcal conjugate
vaccines,17-21 November 2003; Carl E. Frasch, Session I'V: Conjugate Vaccin; Vaccine

Technology II;Portugal. 2008.

Theo huéng dan ctia Co quan quan Iy Chau Au (EMEA) vé thé lién hop
polysaccarit-protein phé cau khuén, su hap phu hoan toan (% thé lién hop khong gan

két) s& duoc coi la thong sb kiém soat chat lugng quyét dinh cting v6i ham luong phén,
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do vo khuan, d6 ddng nhat va ham luong polysaccarit tw do. Xem Bao cédo danh gia cua
Synflorix 2009, Quy trinh s6 EMEA/H/C/000973. WHO khuyén céo vé do hép phu t6i
da ctia khang nguyén két tiia do phén (vi du, bach hau va bién doc t6 udn van) trong do

it nhat 80% khang nguyén trong vacxin nay duoc hap phu.

Trong qué trinh san xuét thé lién hop polysaccarit-protein, ché phdm c6 thé chira
hat két ty c6 kiéu polysaccarit-polysaccarit, kiéu protein—protein hodc kiéu polysaccarit-
protein. Cling quan sat thdy cac hat két tu ndy trong san pham cudi cung dan dén viec
loai bo tir 4% dén 10% bng thily tinh dd nap chtra vacxin (cdc) thé lién hop polysaccarit-

protein, do d6 tdc dong dén tinh 6n dinh va hiéu lyc cta vacxin lién hop.

Do han ché ban ludn & trén vé su két tu va tinh én dinh ctia polysaccarit va thé
lién hop cta né, van ton tai nhu cau riéng biét dé lam giam su két tu va on dinh
polysaccarit trong qua trinh x{r [y phia sau clia quy trinh dén giai doan thanh pham trong

quy trinh san xuét vacxin phé cdu khuin dang lién hop.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Sang ché dé xuét phuong phap 1am ting tinh on dinh cua vacxin chira mudi nhom,
va cac phuong phap cu thé dé giam thiéu murc két tap va tang cudng phan tram hap phu
ctia thé lién hop cu thé trong vacxin chtra thé lién hop polysaccarit-protein phé cau da
hoa tri. Céc tac gia sang ché da quan sat thay rang su hip phu két hop cua thé lién hop
polysaccarit-protein va viéc 4p dung ty 1& polysaccarit v6i protein cao hon 1:1 gy ra i)
phan tram hép phu thp hon 55% ddi véi thé lien hop S. pneumoniae ctia typ huyét thanh
6A, 9V va 23F va ii) phan tram hép phu nam trong khoang tir 80% dén 90% v&i cac thé
lién hop typ huyét thanh con lai, do do khong dat duoc su hap phu hoan toan ddi véi
mdt thé lién hop typ huyét thanh riéng biét cho ché pham chira thé lién hop phé cau
khuan da hoa tri dua ra. Ciing thdy rang ché pham vacxin dugc bao ché bang cach ap
dung do pH nam trong khoédng tir 6,8 dén 7,0 mang lai muc két tdp nam trong khoang

tir 4 dén 10% va do hp phu thap hon.

Sang ché dé cap dén phuong phap bao ché ché phdm vacxin chira thé lién hop
polysaccarit-protein phé cdu da hoa tri én dinh, thé hién murc hap phu t6i uu nim trong
khodng tir 75 dén 99% v6i mdi thé lién hop trong do, trong phuong phép nay, su két tap

dugc ngin chdn bang cach st dung it nhat mot trong cac diéu kién sau:
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a. Sy hap phu riéng biét hode tach riéng ddi vé6i thé lién hop ma thé lien hop
ndy theo cach khac s& thé hién sy hip phu thdp hon tuong déi so vé6i su hap phu

két hop;

b.  HE¢ dém histidin-axit sucxinic ciing v6i sy chuyén dich d6 pH tir do pH trung

tinh dén do pH axit;
c. ty Ié polysaccarit véi protein nam trong khoang tir 0,6 dén 1,4; va/hodc
d. Sirdung b canh khudy tuabin kidu Rushton sau luai trong binh bao ché.

Sang ché ciing boc 10 phuong phap bao ché thé lién hop polysaccarit-protein ¢6
muc sinh mién dich ting 1én va ham lugng polysaccarit tu do thip hon dbi voi
polysaccarit Streptococcus pneumoniae chira lién két phosphodieste, cu thé 1a 19A, 19F,
6A va 6B. Quy trinh lién hop nay gidm thiéu su phén huy polysaccarit dinh c& giy ra
do san pham phu la tdc nhan xyanyl hoa va ngan can su két tap polysaccarit-polysaccarit
sau d6 bang cach én dinh cac polysaccarit khong bén. Van dé then chét dé giam muc
két tap co thé duoc cho l1a do viéc str dung polysaccarit dinh ¢& nim trong khoang tur
100 — 200 KDa, va ty 1¢ polysaccarit so véi CDAP (tac nhan xyanyl hoa) ndm trong
khoang tur (1):(0,8 — 1).

Ché pham sinh mién dich duoc bao ché theo sang ché mang lai mirc két tap giam
gita thé lién hop Polysaccarit - Polysaccarit, va Polysaccarit - Protein dong thoi tang

tinh on dinh va muc sinh mién dich.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1: Profin SEC-HP-RI ctia PnP 19A da dinh ¢& (178 KDa) trugc khi xir ly
DMAP

Fig.2: Profin SEC-HP-RI ctia PnP 19A da dinh ¢ (70 KDa) sau 24 gid (A) va
profin xtt Iy DMAP- phan huy c& 14,5KDa sau 72 gio (B)

Fig.3: Profin SEC-HP-RI ctia PnP 19A da dinh ¢& (178 KDa; A) va murc két tap
phu thudc thoi gian ctia polysaccarit da hoat hoa gdy ra do CDAP (3B, 3C & 3D), 3E
(thé lién hgp khong c6 DF 10 KDa), 3F (thé lién hop ¢6 DF 10 KDa), 3G-19A da dinh
cd /3H-19A da hoat hoa (ty 1& Ps:CDAP diéu chinh 1a 1:1 dbi véi 19A) trong phuong
phap lién hop ma khong st dung bude thdm loc 10KDa.
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Fig.4: Profin SEC-HP-RI cua cac PnP 19F da dinh c& (157 KDa; A) va muc két
tdp phu thudc thoi gian cta polysaccarit d hoat hoa gy ra do CDAP (B), 4C/4D (ty ¢
Ps:CDAP diéu chinh 1a 1:1 déi véi 19F) trong phuong phép lién hgp ma khong st dung
bude tham loc 10K da.

Fig.5: By canh khudy tuabin kiéu Rushton sau ludi
Fig 6: Quy trinh hap phu.
Mo ta chi tiét sang ché

Muc dich cia séang ché 1a mang lai su on dinh cai thién cua vacxin chia mudi
nhom va, cu thé, phuong phap giam thiéu murc két tap va ting cudng phan tram hp phu
clia ting thé lién hop riéng bi¢t cu thé trong vacxin chira thé lién hop polysaccarit-
protein phé cau da hoa tri. Cac tac gid cia sang ché da quan sét thdy rang viéc hp phu
két hop ctia céc thé lién hop polysaccarit-protein va str dung ty 1€ polysaccarit véi protein
cao hon 1:1 s& tao ra i) phan tram hip phu thap hon 55% dbi voi thé lién hop S.
pneumoniae d6i v6i typ huyét thanh 6A, 9V va 23F va ii) phan tram hép phu tur khoang
80% dén 90% ddi véi cac thé lien hop typ huyét thanh con lai, do d6 khong dat dugc
mirc hdp phu hoan toan déi voi thé lién hop typ huyét thanh riéng biét cho ché pham
chtta thé lién hop phé ciu khuén da hoa tri dua ra. Ciing quan sat thay ché phdm vacxin
bao ché bang cach sir dung d6 pH nam trong khoang tir 6,8 dén 7,0 gay ra murc két tap
nam trong khoang tir 4 dén 10% va su hép phu thip hon.

Polysaccarit dugc nudi cdy bang phuong phap nhu dugc mé ta trong Patent sd
WO02013088448A1, trong d6 phuong phép nay bao gom (a) cung cap nguyén liéu cay
ctia ching vi khudn biéu hién CP; (b) nudi cay ching nay bang cach 1én men & do pH=
7,2, trong d6 tdc do bd sung moi truong dinh dudng bang véi toe do bd sung hon hop
kiém dé duy tri do pH da dat; ¢) 1én men moi trudong nudi cdy & 35-38°C trong didu kién

khudy & tée do 50-150 vong/phat véi the do dong khi 1a 0,1-0,5vvm.

Polysaccarit dugc tinh ché bang quy trinh mo ta trong Patent s6 W02012127485.
Pn-P duoc didu ché bang quy trinh ttrc thoi thé hién mutc thu hdi ndm trong khoang tur
60 dén 70%, trong d6 viéc khu tap nhiém C-polysaccarit 14 tir 1 dén 5 1an so v6i ham
lugng C-P cta phuong phap sic ky sau tuong tac ky nudc (Hydrophobic interaction
chromatography - HIC) hodc phuong phap sic ky trao ddi tién ion (ion exchange

chromatography - IEC), ham lugng tap nhiém protein thip hon 1% va ham luong tap
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nhiém axit nucleic 1a thip hon 1%. Quy trinh da dugc tién hanh trén quy mo nghién ctru,

thi diém va thuong mai.

Quy trinh nay c6 thé tinh ché polysaccarit véi tidu tn thoi gian it hon 80-90% &
chi phi thp hon 90% so véi phuong phép dua trén CTAB/ruou.

Theo mdt phuong 4n quan trong ctia séng ché, phan tram hap phu tang 1én nam
trong khoang tir 75 dén 95% c6 thé thu dugc ddi voi thé lién hop S. preumoniae bing
cach i) str dung ty 1€ polysaccarit v6i protein nim trong khoang tir 0,8 dén 1,4 ii) ap
dung budc hip phu riéng biét hodc tach riéng dé hap phu kém thé lién hop S.

pneumoniae, iii) duy tri do pH thap hon trong qua trinh bao ché.

Theo mot khia canh cuia phuong 4n dau tién, ty 18 polysaccarit v&i protein uwu tién
la 1:1.

Theo khia canh thir hai ctia phuong én thir nhét, ché phdm nay bao gdm it nhét 2
thé lién hop polysaccarit protein c6 polysaccarit dugc chon tir cac typ huyét thanh 1, 2,
3,4,5,6A,6B,7F, 8,9V, 9F, 9N, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F. 33F
va 45

Theo khia canh thtr ba ctia phuwong an thir nhat, kiéu hip phu riéng biét co thé
duoc sir dung ddi voi typ huyét thanh S, preumoniae bat ky duoc chon tir céc typ huyét
thanh 2, 3, 4, 6A, 8, 9V, 9F, 9N, 12F, 15B, 17F, 18C, 20, 22F, 23F, 33F va 45, uu tién
ddi véi typ huyét thanh S, pneumoniae 6A, 9V, va 23F.

Theo khia canh dugc uu tién cia phuong an thu nhét, vacxin chtra thé lién hop
phé ciu da hoa trj 1a hoa tri 10 trong do typ huyét thanh S. preumoniae 6A, 9V, va 23F
duoc hip phu riéng biét & dang hon hop tach biét va sau d6 bd sung vao hon hop khac
chtra hon hop cua typ huyét thanh S. pneumoniae 1, 5, 6B, 7F, 14, 19A va 19F di duoc
hap phu theo cach két hop.

Theo khia canh dugc vu tién khéc cua phuwong an thir nhét, vacxin chtra thé lién
hop phé cau da hoa tri 1a hoa tri 11, 13, 15, 16 hodc cao hon trong d6 it nhat mot typ
huyét thanh S. pneumoniae dugc chon tir nhom 2, 3, 4, 6A, 8, 9V, 9F, 9N, 12F, 15B,
I7F, 18C, 20, 22F, 23F, 33F va 45 dugc hap phu riéng biét hodc duoc hip phu trong

nhom nho hon & dang hdn hop tach biét va sau do bd sung vao hon hop khac gém c6
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hdn hop céc typ huyét thanh S. preumoniae 1, 5, 6B, 7F, 14, 19A va 19F da dugc hip
phu theo phurong thirc két hop.

Theo khia canh uu tién khac nita ctia phuong 4n tht nhét, vacxin chira thé lién
hop phé cau da hoa tri 1a ¢ 16 héa tri trong d6 it nhdt mot typ huyét thanh S. preumoniae
duoc chon tir nhém g61n cO cac typ huyét thanh 2, 3, 4, 6A, 9V, 12F, 15B, 18C, va 23F
duoc hip phu riéng biét hodc trong cdc nhém nhé hon & dang hon hop riéng biét va sau
d6 bo sung vao hdn hop khac gdm c¢6 hdn hop cac typ huyét thanh S. preumoniae 1, 5,

6B, 7F, 14, 19A va 19F ma da duoc hép phu theo phuong thirc két hop.

Phuong 4n thit hai cta sang ché 1a mirc két tap trong ché pham chira thé lién hop
polysaccarit-protein phé cau khuan da hoa tri ¢6 thé duoc ngin can hoan toan bang cach
i) stt dung do chuyén dich pH tir d6 pH trung tinh dén do pH axit va ii) st dung hon hop

dém histidin-axit sucxinic.

Theo mdt khia canh ctia phwrong 4n thit hai, do chuyén dich pH nay c6 thé xay ra
tu gia tri 6,8 dén do pH dugc chon tr nhung khong han ché 652:5,3:5.4:5,5:5.6:5,7;
5,8 va 5,9. Tét hon 1a tir gia tri 6,8 dén do pH duogc chon tir 5.4; 5.,5; 5,6; 5,7 va 5.8.

Theo khia canh khac ctia phuong 4n thir hai, hé dém histidin—axit sucxinic ¢6 thé
c6 nong do nam trong khoang tir ImM dén 200 M. Nong do nay tét hon 1a it nhat 1 mM
(vi du tdi da la 200mM, 150mM, 100mM, 90mM, 80mM, 70mM, 60mM, 50mM,
40mM, 30mM, 20mM, 10mM, v.v.). Tét hon niva 13, néng dd dém histidin—axit sucxinic

trong ché phdm nim trong khoang tir 10mM dén 40 mM.

Phuong 4n thtr ba cua sang ché 12 su tao thanh thé keo tu hodc hat két tu trong
thé lién hop phé cdu 16n c6 thé duoc ngan can bang cach st dung bd canh khudy canh
bang tudc bin rushton thay cho bd canh khudy kiéu huéng truc va xuyén tam khuay tu,

trong binh bao ché.

Do 6n dinh ctia ché pham sinh mién dich theo sang ché dugc xac dinh d& dang
bang cac ky thut chuan, da duoc biét rd va thong dung véi ngudi c¢6 hidu biét trung
binh trong linh vuc nay. Vi du, ché phém sinh mién dich duoc tién hanh thir nghiém vé
phén tram hép phu ctua thé lién hop, tinh on dinh, murc két tap, muc sinh mién dich, muirc
tao hat, mirc hao hut protein (ndng do), va thong sd tuong tu, bang cac phuong phap bao

gdm, nhung khong han ché &, phuong phap ELISA, phan tan 4nh sang, mat do quang,
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ly tAm theo toc do ling, ly tAm can biang lang dong, ludng sic mach vong (CD), thi

nghiém Lowry, thir nghiém axit bixinchoninic (BCA), va phuong phap tuong tu.

Theo mdt phuong an wu tién, sdng ché dé xuét phuong phép ELISA méi c6 thé
dinh lugng truc tiép polysaccarit lién hop/gan két ma khong anh huéng dén tinh khéang
nguyén ctia thé lién hop trong vacxin chira thé lién hop phé ciu da hoa tri. Phuong phép
nay c6 thé duoc str dung dé dinh lwong ham lugng thé lién hop khong hap phu trong nén
ché pham 12 mot thong s6 chi bao cho phén tram hép phu trong d6 thé lién hop thé hién
sw hap phu nhiéu hon 70%. Tét hon 14, phuong phép ELISA nay c6 thé sir dung mot
budc trude thr nghiém bao gom giai hap phu thé lién hop tur t4 dugc phén ma khong
anh huéng dén tinh khang nguyén ctia chat mang protein cling nhu polysaccarit lién
hop. Cu thé hon, viéc hoa tan thé lién hop duoc hép phu trén phen dat duoc béng cach

sir dung natri hydroxit va axit xitric.

Chat mang protein ¢6 thé duoc chon tr nhém bao gdm nhung khong han ché &
CRM197, P4, bién doc t6 bach hau, bién doc t6 ubn van, manh C ctia bién doc td ubn
van, bién doc t6 ho ga, protein D cua H. influenza, E. coli LT, E. coli ST, va ngoai ddc
t6 A tir Pseudomonas aeruginosa, phirc ¢ cia mang ngoai (OMPC), porin, protein gin
két transferin, pneumolysin (1a mot chit pha huy t& bao ndi mo phéi), protein A bé mit
phé cau (PspA), adhesin A bé mat phé cau (PsaA), PhtD phé cau khuén, protein bé mit
phé cau BVH-3 va BVH-11, khang nguyén bao vé (PA) cta Bacillus anthracis vi yéu
t6 gdy phu (EF) va yéu t gay chét (LF) da giai doc t6 ctia Bacillus anthracis, ovalbumin,
KLH-Keykey limpet hemocyanin (keyhole limpet hemocyanin), albumin huyét thanh
ngudi, albumin huyét thanh bo (BSA) va dan xuét protein tinh ché cta tuberculin (PPD),
cu thé 1a CRM197 hogc P4.

Theo mdt phuong 4n dugc vu tién, ché phém da hoéa tri ¢6 thé bao g@)m

i) it nhat mot thé lién hop polysaccarit protein ¢c6 CRM197 la chat mang

protein, it nhat mot polysaccarit protein ¢6 TT la chat mang protein; hodc

ii) it nhat mot thé lién hop polysaccarit protein ¢c6 CRM197 1a chat mang

protein, it nhat mot polysaccarit protein ¢6 DT 1a chat mang protein; hodc
iii) it nhat mot thé lién hop polysaccarit protein ¢c6 CRM197 1a chit mang
protein, it nhit mot polysaccarit protein c6 adhesin A bé mat phé ciu (PsaA) la

chat mang protein; hodc
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iv) it nhat mot thé lién hop polysaccarit protein ¢c6 CRM197 1a chit mang
protein, it nht mot polysaccarit protein ¢6 TT 13 chat mang protein, it nhat mot

polysaccarit protein ¢6 DT la chat mang protein; hogc

v) it nhat mot thé lién hop polysaccarit protein ¢c6 CRM197 1a chit mang
protein, it nhat mot polysaccarit protein ¢6 TT la chit mang protein, it nhat mot
polysaccarit protein ¢ adhesin A bé mat phé cAu(PsaA) Ia chét mang protein;

hodc

vi) it nhdt mot thé lién hop polysaccarit protein ¢c6 CRM197 la chit mang
protein, it nht mot polysaccarit protein ¢6 DT 14 chit mang protein, it nhit mot

polysaccarit protein c6 adhesin A bé mit phé cdu (PsaA) la chit mang protein.

Theo phuong 4n khac, chit mang protein uvu tién duoc lién hop véi typ huyét
thanh 3 1a CRM-197, typ huyét thanh 4 1a TT hoac DT va typ huyét thanh 18C la
CRM197.

Phuong an khac clia sang ché bao gdm st dung PsaA 1am chét mang protein trong

thanh pham. PsaA ciing c6 thé dugc st dung trong thanh pham lam ta duoc.

Theo mot sé phuong an, ché pham da héa tri ciia sang ché c6 thé bao gbm chit
hoat dong bé mat t5t hon 1a polysorbat 20. Theo mdt s6 phuong an, ndng do cubi cung
cda polysorbat 20 trong ché phdm ndm trong khoang tir 0,01% dén 10% trong luong/thé
tich ctia ché pham. Theo phuwong 4an khac nita, ndng do cudi cung cua polysorbat 20
trong ché pham 13 0,01% trong lugng/thé tich cta ché phdm. Theo phuong an khac,
nong do cudi cung cua polysorbat 20 trong ché pham 12 0,05% trong luong/thé tich cua
ché pham. Theo phuong 4n khéc nita, nong do cudi cung cua polysorbat 20 trong ché
pham 14 0,1% trong luong/thé tich ctia ché phim. Theo phuong an khéac, nong do cudi
cung cua polysorbat 20 trong ché phim 1a 1,0% trong lwong/thé tich ctia ché pham. Theo
phuong 4n khéc nita, nong do cudi cing cia polysorbat 20 trong ché phim 1a 10,0%
polysorbat 20 trong luwong/thé tich ciia ché pham.

Ché pham vacxin da hoa tri theo sang ché c6 thé bao gdm chit bao quan dugc
chon tir nhom bao gdm nhung khong han ché & chét bao quan co6 thuy ngan (vi du,
thimerosal), 2-phenoxy-etanol, metyl paraben, propyl paraben va ruou benzylic (hoic

hdn hop cia chung).
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Theo mot phuong an duoc vu tién cla sang ché, ché phim vacxin chira thé lién
hop polysaccarit-protein phé cu da héa tri, tdt hon la c6 10 hodc 16 héa tri ¢6 thé bao
g6m thé lién hop hép phu nhdm phosphat, histidin, axit sucxinic, natri clorua, Polysorbat

20 va thiomersal.

Vi€e bao ché vacxin theo sang ché ¢ thé bao gom budce bd sung ta duge mudi

nhom véi lugng 20-375ug, 20-300pg, 20-200ug, 25-150pug Al+++ trén mdi lidu 0,5ml.

Dac trung, ché phém sinh mién dich duoc bao ché 1a thudc tiem duogc, hoac la
dung dich long hoac huyén phu; céc dang ran thich hgp cho hoa tan trong, hodc tao
huyén phu trong ta dugc 10ng trude khi tiém cling c6 thé duoc bao ché. Viéc biao ché ¢o
thé 1a nhil hoa hodc bao nang trong liposom dé ting cudng hiéu qua ta dugc. Buong
dung phan phdi truc tiép ché phdm nay thuong s€ 12 ngoai duong tiéu hoa (vi du, tiém,
dudi da, trong mang bung, trong tinh mach hoic trong co hozc phan phéi dén khoang
k& ctia mo). Ché pham ciing c6 thé duoc st dung vao chd bi thuong. Céc kiéu duong
dung khac bao gém duong miéng va tai phéi, thubc dan, va dung cu tiém qua da hodc
xuyén qua da - kim, va hypospray (phun thudc dang kho 1én da dé hap thu). Ché d¢ lidu

¢6 thé 14 liéu trinh mot lidu hozc nhiéu liéu (vi dy, bao gdm cac lidu tang cuong).

Tét hon 14, vacxin theo sang ché ¢ thé dugc bao quan trong dung dich hodc lam
dong kho, trong d6 ché phdm vacxin dong kho theo sang ché c6 thé dua ra duéi dang
ché pham 1, 5 hodc 10 liéu véi chét pha lodng chtra nhom phosphat gel va NaCl.

Phuong 4n khéc clia sing ché bao gdém viéc sir dung bd canh khudy canh bang
tudc bin rushton trong binh bao ché (Fig.5).

Vi du thue hién sang ché
Vi du 1: Bu6c 1én men

Phuong phép nay bao gom (a) cung cép nguyén liéu cay cua chung vi khuén biéu
hién CP; (b) nudi cdy ching nay bing cach 1én men & do pH = 7.2, trong d6 téc do bd
sung madi truong 1a bang véi toe do bd sung hdn hop kiém dé duy tri do pH da chon; ¢)
1én men moi trudng nudi cdy & 35-38°C trong didu kién khudy & 50-150 vong/phut véi
toc do dong khi 1a 0-0,5vvm.

Vi du 2: Budc tinh ché polysaccarit nang
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Tinh ché polysaccarit nang typ huyét thanh 19F cua S. pneumoniae (HIC sau dé
IEC)

SL moi truong da lam trong tir moi trudong da 1én men chira typ huyét thanh 19F
cua S. pneumoniae duge cd dic va thim loc dén 500ml béng cach str dung mang 100
KDa MWCO. Buéc thim loc duoc thuc hién bang cach su dung dém natri phosphat
25mM 6 d6 pH trung tinh sau d6 thim loc v6i nuée dé tiem (WFI).

Nucleaza duoc bd sung vao dung dich polysaccarit dé dat duoc nong do cubi
cung la dung dich 8 U/ml. Viéc x Iy enzym duoc tién hanh & 37°C, trong 10 + 2 gio
kém khudy.

Amoni sulphat duge bd sung vao dung dich polysaccarit da xtr Iy véi nucleaza
dén do bao hoa 50% va i & 2 — 8°C trong 12 = 2 gid (ngoai trir typ huyét thanh 5 va 4).
Hon hop duoc dua vao ly tm. Hat bi (hat két tta) duoc loai bo. Dung dich nay (~500ml)
dugc dua vao bude thaim loc 100KkD sur dung NaCl sau d6 1a WFI lanh. Dung dich da

tham loc chira polysaccarit véi dém va nong do mudi cao dugc nap 1én ¢t HIC.

Cot sic ky tuong tic ky nude (300ml) dugc can bang bing 50% dém amoni
sulphat béo hoa va dung dich polysaccarit (500 ml) sau d6 dugc nap lén trén cot vai do
pH nam trong khoang tir 6 dén 8, tot hon 1a & do pH tur 6 dén 7. Cot nay duogc rira thém
vO1 dém chira 50% amoni sulphat bdo hoa. Trong cac diéu kién trén, polysaccarit dugc

thu hdi trong dong dung dich chay qua va dung dich rtra can bang tir ¢t nay.

Dung dich polysaccarit sau d6 dugc c¢d bang phéu loc 100KDa MWCO va sau
d6 tham loc v6i NaCl va nude pha tiém (WEFTI).

Cot sic ky trao ddi ion (300ml) (vat trao d6i anion manh) duogc can béng béng
dém natri phosphat 20mM va dung dich polysaccarit (500ml) sau d6 duoc nap lén trén
cdt nay & do pH nam trong khoéng tir 6 dén 8, t&t hon 1a & do pH nam trong khoang tur
6,5 dén 7,5. Cot nay dugc rira thém bé'mg dém. Polysaccarit da hép phu dugc rira giai
bang cach ria giai theo budc gradient sir dung 1,0M NaCl (polysaccarit khac nhau duoc

rira gidi ¢ cac cuong do ion khac nhau véi NaCl).

Dung dich polysaccarit sau d6 duoc co bang cach st dung phéu loc 100KDa

MWCO va sau do rira giai voi nude pha tiém (WFI).
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Dung dich polysaccarit d4 tham loc dugc loc qua phéu loc mang 0,22 vao trong

céc chai polypropylen. Polysaccarit tinh khiét dugc bao quéan dong lanh & -20+5°C.

Quy trinh trén cling dugc ap dung véi typ huyét thanh 4, 6A, 6B, 7F, 9V, 10A,
14, 18C, 19A, 19F, & 23F.

Két qua:

Sac ky sau trao dbi ion va sau HIC cua C-Polysaccarit duoc danh gia bang phd

NMR HI/P31. Quy trinh nay lam giam 2-3 lan ham luong tap chat.
Vidu 3: Buée dinh ¢ polysaccarit

Thiét bi dong nhat (Microfluidics) duoc st dung dé lam giam trong lwong phén
tir cua polysaccarit truée budce hoat hda. Viée giam kich thude cuia 19A duoge thuce hién
& diéu kién 24-28 KPSI, trong d6 viéc gidm kich thudc clia 19F duge thuc hién & didu
kién 26-30 KPSI trong d6 s6 1an chuyén 1a tir 1 dén 3 1dn. Polysaccarit da giam kich
thude duoce thAm loc va ¢d sau khi loc ¢ 0,22, loc. Polysaccarit da dinh ¢& sau do duoc

dua dén ky thuat HPSEC-RI dé dénh gid trong lugng phén tu trung binh.
Vi du 4: Quy trinh lién hop tong quat

Viéc lién hop polysaccarit v6i chdt mang protein duge tién hanh bang phuong
phap lién hop CDAP cla Lees va ddong nghiép (Vaccine 26: 190-198, 1996).
Polysaccarit da giam kich thuéc bang co hoc (ngoai trir ddi véi 6A duge st dung & dang
tu nhi€n hodc dinh c& phu thudc vao kich thude ctiia 6A) dugc hoa tan trong NaCl 2M.
CDAP (trong axetonitril) t dung dich gbc 100mg/ml duoc bd sung vao dung dich
polysaccarit theo ty 1& polysaccarit: CDAP. Khoang 1 phiit sau, NaOH 2M duoc bd sung
dé thu duoc do pH hoat hoa cu thé. Viéc hoat hoa polysaccarit dugc thue hién & do pH
nay trong 4-10 phut ¢ 22°C. CRM-197 (lugng phu thudc vao ty 1é Ps/Protein ban dau)
duoc bd sung vao polysaccarit da hoat hda va phan ing két hop dugc thuc hién ¢ do pH
cu thé trong 3-8 gid phu thudc vao typ huyét thanh. Phan tGng nay sau do duoc dung
bing glyxin trong 1 gid & 22°C, va qua dém & 12°C. Thé lién hop sau d6 duogc tinh ché
bang phuong phap tham loc tir 300kDa dén 500kDa sau d6 thdm loc 100kDa. Ngoai ra,
ham lugng polysaccarit va protein ctia thé lién hop da loc 0,22um tinh ché dugc xac

dinh.
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Bang 1. Cac bién s6 thong sb cta phan tng lién hop dic hiéu theo typ huyét thanh

ctia 10 typ huyét thanh:

Chi tiét lién hop ctia 10 typ huyét thanh

Diéu kién xir Iy ciia cac typ huyét thanh khac nhau
Pac diém
1 S 6A 6B 7F 9V 14 19A 19F 23F
Nbng do Ps
4,5 5 5 11 10 8 10 9,5 9,5 9
(mg/ml)
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl | NaCl NaCl NacCl NaCl NacCl
Ps hoa tan
2M 2M 2M 2M 2M 2M 2M 2M 2M 2M
Thoi gian hoat hoa
4 4 4 4 4 4 4 4 10 4
(phut)
Ty 1€ Ps/\CDAP 1:1,25 1:1 1:1 11,15 | 1:125 | 1:1,2 1:1,1 1:1 1:0,8 1:1,1
Néng d6 CRM 197
20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
(mg/ml)
Ty 1€ Ps/CRM 0,82 0,75 1,05 0,77 0,85 0,87 0,82 0,86 0,96 0,71
9,5:9,5:19,5:9,5]9,59,5:|9,59,5 (95951 9,59, | 9,595 | 09:09 | 9,5:9.5 | 9,5:9,
pH*:pH*:pHY
9,5 9,5 9,5 9,5 9,5 5:9,5 9,5 :09 9,5 59,5
Ps tu do (%) <1 6,3 2,63 1,57 <1 ND 2,53 1,5 1,07 2,59
Protein tu do (%) ND 1,54 2,2 ND ND ND ND ND 2,2 ND
Phan bd kich thuéc
70,56 74,93 67,67 76,52 75,68 | 72,75 | 76,59 78,1 74,35 | 72,91
Mol (%)

Béng 2: So sanh phan trim hp phu cua cac typ huyét thanh cu thé ctia ché pham
PCV-10 trong phuong phap bao ché mot mé va hai mé.

6 Typ huyét Phuong phap mot mé Phuong phap hai meé
tht | thanh ctia ché (tat ca cac khang nguyén cung nhau) (Mé A va B)
tu | pham PCV-10 % hép phu % hép phu
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Thu Thu Thu Thu Thu
i Thu nghiém 2
nghiém 1 nghiém 3 | nghiém 4 | nghiém 5 | nghiém 6

Typ huyét

1 YP 90 85 92 >99 >99 97

thanh 1

Typ huyét

2 P 84 82 85 90 88 97

thanh 5

Typ huyét

3 Py 67 51 61 77 71 93
thanh 6A
Typ huyét

4 e 82 72 83 84 80 86
thanh 6B
Typ huyét

5 Py 83 77 81 87 86 84
thanh 7F
Typ huyét

6 yP Y 67 43 74 89 85 85
thanh 9V
Typ huyét

7 e 86 83 88 92 91 90
thanh 14
Typ huyét

8 P 95 92 97 95 93 85
thanh 19A
Typ huyét

9 yP 91 87 93 91 88 75
thanh 19F
Typ huyét

10 P 56 52 58 84 81 81
thanh 23F

Trong phuong phap mot mé, cac typ huyét thanh 6A, 9V, va 23F dugc hap phu
kém trong ché pham, trong khi d6 dbi véi phuong phap hai mé, phan tram hap phu 1a
>70% dbi véi tat ca cac typ huyét thanh.

Bang 3: Hi€u qua cua su chuyén dich d6 pH Ién phan tmg két tap cua ché pham

PCV-10

M5 ta ché phim % s6 ong bi loai do hat két tu ( hat/thé keo tu mau tring)
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50 thi Thu nghiém -7 | Thtr nghi¢m-8 Thir nghi¢m-9
tu
Ché pham PCV-10
1 khong c6 ‘chuyén 10% 4% 6%

dich d6 pH’

Ché pham PCV-10 | Thunghiém-10 | Thirnghiém-11 | Thunghiém- 12

¢6 “chuyeén dich do Khong két tu Khong két tu Khong ket tu

2 pH” tr gid tri 6,8 (khong c6 san (khong c6 san (khong ¢6 san

dén khoang do PH | him bi logi khi | phdm bi loai khi | Phim bi loai khi
3,6-5.8 sang loc) sang loc) sang loc)

Khong tim thdy hat két tu v6i khoang pH 1a 5,6-5,8 déi v6i ché pham PCV10 khi
so sanh vé1 do pH= 6,8.

Ty 1€ polysaccarit véi protein (1:1) dugc thdy 14 c6 hiéu qua thuan loi 1én ham
luong hip phu thé lién hop Pneumococcal trong ché pham.

Béng 4: Hiéu qué cta ty 1& Ps véi CRMie7 ddi vé6i su hap phu ctia thé lién hop
phé cau (typ huyét thanh 6A) trong ché pham

S6 thtr | Thé lién hop phé cAu typ huyét thanh Ty 1& Ps véi )
Hap phu (%)

tu 6A luong 16n Protein

1 ZPN6ACP1201 1,95 34
2 ZPN6ACP1203 1,51 42
3 ZPN6ACP1204-A 1,32 87
4 ZPN6ACP1204-B 1,15 95
5 ZPN6ACP1205 1,09 86

Quan sét thdy hiéu qua cua ty 18 polysaccarit v6i protein d6i v6i su hdp phu thé

lién hop. Thé lién hop 6A c6 ty 16 Ps voi protein 1a >1,5 thé hién su hip phu kém. Hau
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hét typ huyét thanh sir dung trong ché pham PCV-10 chra ty 1é Ps: Pr nam trong khoang
tir 0,6-1,3 mang lai su hdp phu tdi uu cia cac typ huyét thanh khéc nhau bao gom typ
huyét thanh 6A. Dua trén s lidu hap phu thu duoc déi véi typ huyét thanh 6A va thir
nghiém ché phim PCV-10, trong khi bao ché hoa tri 16, c6 thé suy luan rang ty 18 Ps:Pr
clia 6 thé lién hop con lai trong khoang tuong tur ¢6 thé dam bao su hap phu khong doi

cho toan bo 16 thé lién hop typ huyét thanh.

Bang 5: Tiéu chuan ky thuét cua bd canh khudy bang tudc bin rushton cho cac

binh khéc nhau

Thé tich hinh hoc (L) 14

Thé tich hoat dong (L) 10,0
Puong kinh canh (mm) 74,7
Chiéu cao canh (mm) 17,3

S canh 6

Tée do kiém soat khudy (vong/pht) 50-500
Tbc d6 & chu vi (m/s) 0,19-1,95

Vidu 6: Quy trinh ELISA
Ham luong khéng nguyén va phan tram hip phu duoc xac dinh bang phuong
phéap ELISA kep diéu chinh.
Thur nghiém ELISA kep thong thuong dwgc diéu chinh véi cac diéu kién thir
nghiém/diéu kién thi nghiém sau va do do c6 cac thudc tinh thuan lgi sau:
1. dinh lugng Polysaccarit lién hop trong sy ¢6 mat ctia 9 khang nguyén lién hop
khéc trong vacxin héa tri 10
ii. rira giai tt ca 10 thé lién hop ra khoi gel nhém phosphat trong d6 murc hap
phu 1a 16n hon 80%
iii. trong d6 bat gitr thé lién hop xdy ra tham chi néu ¢ d6 pH =9 ma khong pha
hong tinh khédng nguyén ctia thé lién hop
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Ham luong khang nguyén va phan trim hdp phu dugc xac dinh bing ELISA
theo quy trinh néu sau day:
Ngay 1
1. Céc dia dugc bao phi bing khang thé bt giir (khang thé khéng-chat mang
protein) sau do6 u trong 0,5- 2 gid & 35 + 5°C
2. céc dia dugc rira 3-6 1an bang may ria dia ELISA
3. cac dia dugc chan boi dém phong bé (3% BSA trong 1X PBS va dém tris
cho typ huyét thanh 14 va 9V) sau d6 u trong 1,5 — 2,5 gior & 30 £5°C
4. céc dia duoc rira 3 1an bang may rura dia ELISA
5. cac mau duge bo sung vao cac dia
6. cdc dia dugc u qua dém & 5+3°C
Ngay 2
1. Cac dia dugc dé dat dén nhiét do phong
2. khang thé so cip dugc bd sung vao sau khi rira cac dia 3 1an sau do @ & nhiét
dd phong trong 25+2°C trong 30 phut sau d6 rira.
3. khang thé thtr cip duoc bd sung vao va sau do u ¢ 25+2 °C trong 30 phut.
4. co chit TMB dugc bd sung vao sau d6 4 ¢ nhiét do phong trong 15-20 phut
trong béng tbi
5. b sung dung dich dung
6. cac dia dugc doc ¢ budce song 450nm.

Quy trinh hoa tan miu ma khong anh hudng c6 hai dén epitop cua chit mang

protein

Luong thich hop NaOH 0,5M- 2M duoc bd sung vao 2ml mau vacxin. Mau nay
duoc dua vao lac xody tron nhe dén khi trong. D9 pH cua dung dich nay duoc diéu chinh
nam trong khoang tir 9-12 cho dén khi dung dich nay trong. B9 pH cua dung dich nay
dugc dua trd lai gia tri 6-7,4 béng axit xitric 0,5M dén 2M. Dung dich nay duoc dua vao
ly tdm (cdc mau hoa tan) & muae 3000 dén 6000 x g trong 5 phiit va phan chit néi duoc

thu thap dé thir nghiém.

Bang 6

Typ huyét thanh Mé 1 Mé 2
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Ham luong ) Ham lugng )
L/ % hap phu L/l % hap phu

Typ huyét thanh 1 3,87 89 4,66 99,4

Typ huyét thanh 5 3,57 83 4,03 90,8
Typ huyét thanh 6A 3,39 83 4,6 68,3
Typ huyét thanh 6B 8,01 80 6,8 85
Typ huyét thanh 7F 4,72 97 4,18 84,4
Typ huyét thanh 9V 4,61 80 3,95 70,4
Typ huyét thanh 14 5,11 94 5,06 92,5
Typ huyét thanh 19A 4,42 94 3,65 91,8
Typ huyét thanh 19F 4,35 82 4,14 81,4
Typ huyét thanh 23F 3,66 72 4,03 75

Vi du 7: Vacxin lién hop phé cau khudn - héa tri 10 (PCV10)

Bang 7: Ché phdm PCV 10

S6 tha tw | Tén ctia thanh phan

Luong/liéu (0,5ml)

14, 19A, 19F va 23F*

Polysaccarit typ huyét thanh 1, 5, 6A, 7F, 9V,

2ug moi loai

2 Polysaccarit typ huyét thanh 6B* 4dug

3 Nhom phosphat Adju-Phos® 0,125mg 1a A"
4 Natri clorua 4,5mg

S AXit sucxinic 1,18mg
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6 Polysorbat-20 50ug
7 Thiomersal (chi dbi véi dang nhiéu lidu) 25ug
8 L-histidin 1,55mg

* Thanh phan hoat tinh dugc lién hop véi chit mang protein CRM197

Vi du 8: Ché pham 1 (PCV16)
Vacxin phé cau khudn dang lién hop - hoa tri 16 (PCV16)

Bang 8: Ché pham PCV 16 “I”

S6 thir ty Ché pham Luong/lidu
Thanh phan hoat tinh *

1 Typ huyét thanh 1 2,0ug
2 Typ huyét thanh 2 2,0ug
3 Typ huyét thanh 3 2,0ug
4 Typ huyét thanh 4 2,0ug
5 Typ huyét thanh 5 2,0ug
6 Typ huyét thanh 6A 2,0ug
7 Typ huyét thanh 6B 4,0pg
8 Typ huyét thanh 7F 2,0pg
9 Typ huyét thanh 9V 2,0ug
10 Typ huyét thanh 12F 2,0ug

-20-



35311

11 Typ huyét thanh 14 2,0 ug
12 Typ huyét thanh 15B 2,0pg
13 Typ huyét thanh 18C 2,0ug
14 Typ huyét thanh 19A 2,0pg
15 Typ huyét thanh 19F 2,0pg
16 Typ huyét thanh 23F 2,0ug

Thanh phan khong hoat dong

17 Nhom phosphat NMT 1,25mg la AP*
18 Histidin 1,55mg

19 Chat mang protein 11,3-1133ug
20 Axit sucxinic 1,18mg

21 Natri clorua 4,5mg

22 Polysorbat 20 50ug

23 Thiomersal** 25ug

24 Nuée cat pha tiém luong vua da

* Thanh phcfn hoat tinh cua vacxin dwoc lién hop véi it nhét mét chét
mang protein duoc chon tir CRM197, TT va DT.
** Chi b6 sung vao dang nhiéu liéu
Vi du 9: Ché pham 1 (PCV16)

Bang 9: Ché phdm PCV16 “II”

S thu tu Ché pham Luong/liéu
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Thanh phén hoat tinh*

1 Typ huyét thanh 1 2,0pug
2 Typ huyét thanh 2 2,0ug
3 Typ huyét thanh 3 2,0pg
4 Typ huyét thanh 4 2,0pg
5 Typ huyét thanh 5 2,0ug
6 Typ huyét thanh 6A 2,0pg
7 Typ huyét thanh 6B 4.0png
8 Typ huyét thanh 7F 2,0pg
9 Typ huyét thanh 9V 2,0ug
10 Typ huyét thanh 12F 2,0pug
11 Typ huyét thanh 14 2,0ug
12 Typ huyét thanh 15B 2,0ug
13 Typ huyét thanh 18C 2,0pg
14 Typ huyét thanh 19A 2,0pg
15 Typ huyét thanh 19F 2,0ug
16 Typ huyét thanh 23F 2,0ug

Thanh phan khong hoat dong

17

Nhoém phosphat

NMT 1,25mg la AI**

18

Histidin

1,55mg
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19 Chét mang protein 11,3-113,3pg
20 Axit sucxinic 1,18mg

21 Natri clorua 4,5mg

22 Polysorbat 20 S50ug

23 2-Phenoxy Etanol** 10mg

24 Nuéc cit pha tiém Luong vira du

* Thanh phc”fn hoat tinh cua vacxin diroc lién hop véi it nhat mét chat
mang protein dwoc chon tir CRM197, TT va DT.
** Chi b6 sung vao dang nhiéu liéu
Vidu 10:

[) Sy phén huy ctia cdc PnP dé dinh c¢& (19A, 19F, 6A va 6B) trong su ¢6 mit cua
DMAP:

Céac PnP dinh cd trong dung dich phan g duge xtr Iy voi DMAP véi ty 18 1:1,5
va kiém tra profin phan hity ctia n6 bang k§ thuat SEC-HP-RI.

Két qua:
Quan sat thdy rang chi cdc PnP typ 19A trai qua sy phan hiy trong su ¢6 mit cia

DMAP trong d6 phosphodieste khac chtra cac PnP (typ 19F, 6A & 6B) van con nguyén
ven. Xem Fig.1 (khong c6 DMAP) & 2 thé hién muc phan hiy do DMAP cua PnP,

Pé giam thiéu muc phan huy cta typ 19A nay, cac PnP da hoat hda dugce dua vao
tham loc 10KDa st dung NaCl 2M dé loai DMAP tao thanh tir dung dich phan tng
trude khi lién hgp véi CRMjos.

IT) Su phan hity va su két tap ctia cac PnP da dinh ¢ (typ 19A, 19F, 6A va 6B)
trong su co mdt cua CDAP:

Cac PnP da dinh c& trong dung dich phan ing dugc xtr ly vgi CDAP voi ty 18
1:1,5 trong qud trinh hoat hoa. Quan sat thdy rang 50% DMAP duoc tao ra la san pham
phu (dugc do boi RP-HPLC) dan dén su phan hiy PnP ciing nhu gdy két tap gitra cc
PnP da hoat héa sau thoi gian hoat hoa nhét dinh (Xem Bang 2). Mtrc phan hay va muc

-23-



35311

két tdp dugc kiém tra bang profin SEC-HP-RI. Xem Fig.3A (khong c6 CDAP), 3B, 3C
& 3D (dbi véi 19A) & 4A (khong c6 CDAP) 4B (dbi v6i 19F) thé hién muc két tap &
murc phan hiy do CDAP cua cic PnP.

Béang 10: Céc yéu td ¢6 vai trd cho sy lién két chéo polysaccarit-polysaccarit &
mirc két tap

Tac dong ctia “thoi gian hoat héa CDAP” lén sy hinh thanh “hat két tu

polysaccarit-polysaccarit”

Trong luong phan tir .
. ‘ PnP bién do6i duogc
typ huyét cua cac PnP dinh
. hoat héa (KDa) Tac dong
thanh cd/bien doi (KDa)
[SEC-HP-RI]
[SEC-HP-RI]
Khong gay két tap gitra
6A 432 435 cac polysaccarit da hoat
hoa
Khong gay két tap gifta
6B 131 131 cac polysaccarit da hoat
héa
Két tap gitra cac
254 (sau 20 phat) ‘
polysaccarit da hoat hoa
Két tap giita cac
19A 178 487 (sau 60 pht) '
polysaccarit da hoat hoa
Két tap gifta cac
1173 (sau 120 phut)
polysaccarit da hoat hoa
Két tap gitia cac
19F 157 205 (sau 30 phut) )
polysaccarit da hoat hoa

IIT) Ngan chan sy phan hity va su két tap cua cac PnPs dinh c& (19A va 19F) ¢6
ty 1¢ PnP:CDAP1a /:1,5 béng cach sir dung k¥ thuét tham loc:
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pé giam thiéu su phan hity va su két tap cua 19A, cdc PnP da hoat héa dugc dua
dén budc thim loc 10KDa sir dung NaCl 2M dé loai DMAP tao ra tir dung dich phan
ing trude khi lién hop véi CRMi97. Xem Fig.3E (thé lién hop khong c6 10KDa DF) &
3F (thé lién hop ¢6 10KDa DF) thé hién profin SEC-HP-RI ciia thé lién hop str dung céac
PnP da hoat héa dugce tham loc 10KDa va CRM, 7. Tuy nhién, budc thdm loc gdy anh

huong bat loi dén hiéu sudt tiép hop lam gidm 30%-40% hiéu suit tdng thé.

IV) Ngan chin sy phan hity va su két tap cua cac PnPs dinh ¢ (19A va 19F) bang cach
lam giam ty 1€ PnP:CDAP xuéng muc 1:1 (19A) va mtrc 1:0,8 (19F) ma khong sir dung

budc thim loc

Cac PnP dinh ¢& trong dung dich phan tng duge xtr Iy vdi CDAP 1an luot véi ty
¢ 1:1 va 1:0,8 doi v6i typ 19A va 19F va kiém tra profin phan hiy va két tap cta né
bang SEC-HP-RI.

Két qua:

Quan st thiy 1a cac ty 18 P:CDAP diéu chinh (1:1 déi v6i 19A va 1:0,8 dbi véi
19F) ngén can su phén hiy va su két tap cia ca PnP typ 19A va 19F. Xem Fig.3 (G &
H dbi véi typ 19A) & Fig.4 (C & D dbi véi typ 19F). Mot thuan loi cia viée st dung
cdc ty 1€ diéu chinh nay do 1a tranh duge bude thim loc 10KDa do do 1am giam thidu

murc hao hut hiéu suét téng thé.

Quan sat thdy 1a trong truong hop typ huyét thanh 19A, khi “thoi gian hoat hoa
CDAP” dai hon 10 phut, né gy ra lién két chéo céc polysaccarit da hoat hoa vdi cac
polysaccarit da hoat héa sau d6 dan dén sy hinh thanh “hat két tu polysaccarit-

polysaccarit”.

Ngoai ra, trong truong hop typ huyét thanh 19F, khi “thoi gian hoat héa CDAP”
dai hon 20 phut, né gay ra lién két chéo cac polysaccarit da hoat hda véi céac polysaccarit
da hoat hoa sau d6 dan dén sy hinh thanh “hat két tu polysaccarit-polysaccarit”. Hon
nira, thoi gian ctia phan tng lién hop duge thay 1a dai hon thoi gian can cho lién két
chéo cac polysaccarit da hoat hoa véi cac polysaccarit da hoat hoa do dé gay hinh thanh

hat két tu. Xem Fig.3 & Fig.4.

Tuy nhién, ddi véi cac typ huyét thanh khac nhu 6APnP va 6BPnP, khong quan

sat thay su lién két chéo.
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Vidull:
Diéu ché thé lién hop: PnP19A & PnP19F

Viéc lién hop polysaccarit véi chat mang protein dugc tién hanh bang phuong
phép lién hop CDAP cua Lees va cong sy (Vaccine 26: 190-198, 1996) véi cac diéu

chinh sau:

i) D€ diéu ché thé lién hop 19A, st dung t¥ 1€ polysaccarit véi CDAP 1a 1:1 &
22°C v6i thoi gian hoat hoa 1a 4 phut va st dung ty 1€ polysaccarit v6i protein 1a 1:1

ii) D€ diéu ché thé lién hop 19F, sir dung ty 1& polysaccarit véi CDAP 13 1:0,8 &
22°C v6i thoi gian hoat héa la tir 9 dén 10 phut va ty 1& polysaccarit voi protein 1a 1:1
ddi véi typ 19F.
Béng 11. So sanh két qua lién hop cua typ 19A va 19F véi “phuong phap lién hop CDAP
truyén théng” (L6 1) va “phuong phép lién hop cai tién” (Lo 2)

I) Chi tiét phan tng lién hop

Thé lién hop Thé lién hop 19A Thé lién hop 19F

S6 mé Lo 1 Lo2 Lo 1 L62

Nong d PnP (mg/ml) 9,5 9,5 9,5 9,5

PnPs hoa tan NaCl 2M NaCl 2M NaCl 2M | NaCl 2M

Thoi gian hoat hoa (phut) 4 4 4 9 dén 10

Ty 1é PnP/CDAP 1,0:1,5 1,0:1,0 1,0:1,5 1,0:0,8

Nong d6 CRM (mg/ml) 20 20 20 20

Ty I¢ ban dau P/CRM 97 1,0:1,5 1,0:1,0 1,0:1,5 1,0:1,0
9,5:9,5:9,

pH*pHpH 9,0:9,0:9,0 9,0:9,0:9,0 |5 9,5:9,5:9,5
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IT) Déc diém thé lién hop thu duoc

Thé lién hop Thé lién hop 19A Thé lién hop 19F
S6 mé Lo 1 Lo2 Lo 1 L62
Ty 1& cudi ciing PnP/CRM 97 0,53 0,86 0,52 0,96
CRM,97/PnP 1,88 1,16 1,92 1,04
PnP tu do (%) 1,9 1,5 1,7 1,07
CRM,97 tu do (%) ND ND ND 2,2
Kich thuéc phan ti trung binh

1081 853 994 847
SEC-HP-T)(KDa)
Kich thuéc phan ti trung binh

8212 6012 6393 4773
(UV/RI/MALS) (KDa)
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Két qua:

Quan sat thiy 1a ty 16 polysaccarit: CDAP bién dbi, thoi gian hoat héa CDAP va
ty 1& polysaccarit:protein ban dau, duoc thdy 1a giam thiéu su phan huy do 4-
dimetylamino-pyridin ctia polysaccarit da dinh ¢& trong qu4 trinh hoat hoa va cling ngan
can su két tap polysaccarit-polysaccarit sau d6, bang cach do cai thién dic diém cia thé

lién hop cudi cung vé& mit ham luong polysaccarit tu do.

Phuong phép lién hop cai thién dé diéu ché thé lién hop 19A & 19F tao ra thé
lién hop khong thé hién tin hiéu phosphomonoeste bat ky trong cac profin thé lién hop
trong ng (*'P Proton NMR), cac profin nay chi ra rang phuong phép lién hop diéu
chinh duoc thay 1a c6 hiéu qua trong viéc ngén chan su thiy phan cta phan tng lién hop

chéo polysaccarit.

Déi vi nhidu phuong 4n c6 thé 4p dung nguyén tic cia sang ché, nén hiéu rang
cac phuong dn minh hoa chi 1a cac vi du uu tién cla séng ché va khong nén hiéu theo
cach lam gi6i han pham vi ctia sang ché. Hon nita, pham vi ctia sang ché duoc x4c dinh
bdi bo yéu cau bao ho. Cac tac gia sang ché cam két ring toan b sang ché nim trong

pham vi cta bd yéu cau bao ho.
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YEU CAU BAO HO

1. Ché pham vacxin chira thé lién hop polysaccarit-protein Streptococcus pneumoniae
da héa tri 6n dinh chta it nhat 10 thé lién hop polysaccarit protein Streptococcus
pneumoniae tach biét c6 polysaccarit dugc chon tir cac typ huyét thanh 1,2, 3, 4, 5, 6A,
6B, 7F, 8, 9A, 9V, 9F, ON, 10A, 11 A, 12F, 14, 15A, 15B, 15C, 17F, 18C, 19A, 19F,
20, 22F, 23B, 23F, 24F, 33F, 35B, 38 va 45, trong d6 it nhét mot thé lién hop
polysaccarit protein ¢ CRM197 lam chat mang protein, it nhat mot thé lién hop
polysaccarit protein c6 doc to ubn van (TT) lam chét mang protein, va it nhit mot thé
lién hop polysaccarit protein ¢6 doc t6 bach hau (DT) lam chAt mang protein, trong dé
céc typ huyét thanh 6A, 9V va 23 F duoc hap phu riéng r& trén ta duoc nhom, cac typ
huyét thanh duoc chon tir 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, va 22F
dugc tron va hip phu vao td duge nhom, va su hap phu nay nim trong khodng tir 75-
99%, va trong d6 ché pham nay c6 dém histidin-axit sucxinic trong nong do nam trong

khoéang tir 10 mM dén 40 mM.

2. Ché pham theo diém 1, trong d6 ché phdm nay chua 10 thé lién hop polysaccarit
protein Streptococcus pneumoniae tach biét c6 polysaccarit tir céc typ huyét thanh 1, 5,

6A, 6B, 7F, 9V, 14, 19A, 19F va 23F.

3. Ché phdm theo diém 1, trong d6 ché phim nay chira 16 thé lién hop polysaccarit
protein Streptococcus pneumoniae tach biét ¢6 polysaccarit tir cac typ huyét thanh 1, 2,
3,4,5,6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, va 23F, trong d6 typ huyét thanh
3 duoc lién hop v6i CRM197, typ huyét thanh 18C duoc lién hop vé1 CRM197, typ
huyét thanh 4 dugc lién hop v6i DT, typ huyét thanh 15B duogc lién hop vai TT.

4. Ch¢ pham theo diém 1, trong d6 typ huyét thanh 3 dugc lién hop véi CRM197, typ
huyét thanh 18C dugc lién hop voi CRM197, typ huyét thanh 4 duge lién hop v6i DT,
typ huyét thanh 15B duoc lién hop véi TT va typ huyét thanh 22F duogc lién hop véi
TT.

5. Ché pham theo diém 1, ton tai & trang thdi dong kho, chtta thém chét pha loang chira

gel nhom phosphat va NaCl.

6. Ché pham theo diém 1, trong d6 ché pham nay chua 17 thé lién hop polysaccarit

protein Streptococcus pneumoniae tach biét c6 polysaccarit tir cac typ huyét thanh 1, 2,
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3,4,5,6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F va 23F, trong d6 typ huyét
thanh 3 dugc lién hop voi CRM197, typ huyét thanh 18C dugc lién hop véi CRM197,
typ huyét thanh 4 dugc lién hop vé6i DT, typ huyét thanh 15B duoc lién hop voi TT va
typ huyét thanh 22F duoc lién hop véi TT.

7. Ché phim theo diém 1, trong d6 thé lién hop typ huyét thanh 6A Streptococcus
pneumoniae -CRM197 thé hién tinh mién dich gia tang khi c6 mat trong ché phdm hoa

tr1 16 hodc hoa tri 17.

8. Ché pham vacxin lién hop polysaccarit-protein Streptococcus pneumoniae da hoa
tri 6n dinh chta 10 thé lién hop polysaccarit protein Streptococcus pneumoniae téch
biét c6 polysaccarit tlr cac typ huyét thanh 1, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 19A, 19F, va 23F
trong d6 céc polysaccarit dugc lién hop véi CRM197 lam chat mang protein, trong do
typ huyét thanh 6A, 9V va 23F duoc hép phu riéng ré& trén ta duge nhom, cac typ huyét
thanh dugc chon tir 1, 5, 6B, 7F, 14, 19A, va 19F duoc tron va dugc hép phu vao ta duoc
nhom, va do hap phu nim trong khoang tir 75-99%, va trong d6 ché pham nay c6 dém

histidin-axit sucxinic trong néng d6 nam trong khoang tir 10 mM dén 40 mM.
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Fig.1
———— -
Téndinh | RT |Dién tich|Mw (Da)|Mn (Da)|MP (Da)| 7 Di¢n| P da phan
tich tan
1| Dinh4 [16.881(36050010| 178357 | 124375 | 143887 | 100,00 | 1,434025
143887
250,00 PnPs 19A dinh c&
_ khéng co DMAP
200,00
150,00
100,00+
50,00
0.00
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Fig.2A

% Dién

Téndinh | RT |Dign tich | Mw (Da) | Mn (Da)| MP (Da)| ",

D¢ da phan tan

Dinh 8 [18.120[16821344| 69941 37105 61650 | 100,00 1,884959

400,00

PnPs 19A dinh c&
c6 DMAP trong 24
gio xt ly (A)

350,00

300,00

250,00

200,00

150,00

100,00

50,00

st et g g da o daea s taaaatae e baprarl

0.00

-

lllllllill!]‘ll[]Yl|l'l](ll[lll’[lll[lll]l[i]

0.00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00

Phut

-32-



35311

Fig.2B

Tén dinh | RT |Dién tich| Mw (Da)| Mn (Da)|MP (Da)| 7 Pién| D0 da phan
tich tan
1| Dairong [16.417] 561317 | 224030 | 194108 | 191587 | 1,62 | 1,154181
2| Dinh9 |19.875(34140780 14487 | 9007 | 11712 | 9838 | 1.606378
400,00 4
350,00 PnPs 19A dinh
] c& co DMAP
300,00 ] trong 72 gio
] X 1y (A)
250,00
MV 200,00 ;
150,00
100,00 3
50,00 1
0.00 1
-llf{Illllllilll]ITI[III[IIF}IIIITI\']IIV|IIY1
000 2,00 4,00 600 800 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00

Phut
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Fig.3A
Téndinh | RT [Dién tich| Mw (Da)|[Mn (Da)|MP (Da)| 7® Dién| D da phin
’ tich tan
1| Pinh4 |16.881(36050010| 178357 | 124375 | 143887 | 100,00 | 1,434025
14388
250,00 - .
] PnPs 19A dinh c&
] (178 kDa)
200,00 -
150,00 ]
100,00 ]
50,00 ]
0,00 ]
|l]l!l|[|l|[ll|‘l‘T]l“[!]i[]'F!7!1]7"[311}
000 200 4,00 600 800 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00

Phut
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Fig.3B

Téndinh | RT |Dién tich|Mw (Da)|[Mn (Da)|MP (Da)| ° P1é| P da phan
tich tan
1| Dinh4 [17.144(16882446| 254221 | 114791 | 121766 | 100,00 | 2.214838
140,00 20 phut hoat hoa
120,00 -
100,00 -
. 12175
80,00 -
3 Chat két tu do su hoat hoa
60,00 3 CDAP ctia 19A: 254 kDa
40,00 3 \
20,00 7
0,00 E\
2000 ] oo e
—rrl[t:v(tlz[lrvyrvrfrerVItl:tr'[rvr'}lrl[
000 2,00 4,00 600 800 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00

Phut
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Fig.3C & 3D
T -
Téndinh | RT |Dién tich|Mw (Da)|Mn (Da)|MP (Da)| * Di¢7| P da phan
: tich tan
1| Dairong |14.123| 9442789 | 487267 | 172206 | 941445 | 100,00 | 2,829559
40,00 - 1 gio hoat hoa
20,00 -
MV
0,00
R K3
avr']v’l'vvvlvvxfﬁ 11xvr;vvr "'f"'I'J
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00
Phut
100,00 |
80,00 - 2 gio hoat dong
60,00
MV
40,00 -
20,00
0,00 - B
0,00 2,00 4,00 /6,00 8,.00 10',00 121,00 14',00 1é,00 lé,OO 26,00
Phut
———— -
Tén dinh | RT |Dién tich|Mw (Da)|Mn (Da)|MP (Da)|7* Dié7| D0 da phin
¥ tich tan
1| Dairong [13.860|10289208| 1173521 | 911209 [1150119| 44.70 | 1287873
2| Dinh4 [17.373[12731305| 173846 | 114964 | 117250 | 55,30 | 1,612173
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Fig.3E & 3F
140,00 -
120,00 1
100,00 1
80,00 1
60,00 |
MV 46,00
20,00
0,00 x =
-20,00 T ey e e — 1
0,00 2,00 4,00 600 800 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00
Phut
Mw Mn MP o Do da phin
Tén dinh| RT |Dién tich Dién | 22D
(Da) (Da) (Da) tic‘h tan

1| Dairong [13.243|16128396| 898464 | 499923 |1008801|100,00| 1,797203

160,00
140,00
120,00 -
100,00
MV go,00 3
60,00 -
40,00 1

20,00

o,oo:'” . ——

T LI S S S B e o S et o “YV,QI’I"'("'V'I""Y

 znad

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00

Phut

% Dién
tich
619271 [1189617100,00

Tén dinh | RT |Dién tich|Mw (Da)|Mn (Da)|MP (Da)

1 | Dairong |13.729]15487260| 1098757
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Fig.3G & 3H
140,00
120,00
133138
100,00
80,00
MV
60,00
40,00
20,00
0,00 r .
L S S B L R I B S B
0,00 200 400 600 800 1000 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00
Phut
Mw Mn MP o Po da phan
Tén dinh| RT |Dién tich Dign | 0 2P
j (Da) (Da) (Da) L tan
tich
1| Pinh4 [16.980[12939746| 166907 | 113770|133136(100,00f 1,467050
120,00
100,00 -
80,00 1
115983
MV 60,00 -
40,00 -
20,00 -
0,00 g >
T L L LI T —r N L e T \
0,00 2,00 400 600 800 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00
Phut
Mn MP o Do da phan
Tén dinh | RT |Dién tichMw (Da) Dign | 2P
: (Da) (Da) L tan
tich
1| Dinh4 [17.192|8884468| 156239 | 99497 [ 115983 100,00 1,570293
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Fig.4A

: PnPs 19A dinh ¢& (157 kDa) 134431

III]TFI[TI!ITYI[f’l’!l["[l'!!‘l'f[I‘TI"IIT{!I
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Fig.4B
%
A ae A L Mw Mn MP .| Do da phan
Tén dinh| RT |Dién tich (Da) (Da) (Da) D’I@n tan
tich
1| Dinh4 [16.989(30256211| 157553 | 114413 |134431|100,00 1,377054
30 phut hoat héa

120,00-
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80,00
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Fig.4C & 4D

80,00 1

60,00 1

40,00 1
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Fig.5

Tudc bin rushton 6 c4nh c6 b6 canh khuiy
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B sung Histidin, NaCl va thé lién hop
khoi (6A, 9V, 23F)

4

Chuan bi va chuyén hdn hop nhém
phosphat va axit sucxinic

Nhiét d: 22°C

A

Tron ché pham A
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Fig.6

Bb sung Histidin, NaCl va thé lién hop
khoi (1,5,6B,7F,14,19A,19F)

4

Chuan bj va chuyén hdn hop nhom
phosphat va axit sucxinic

Nhiét d§: 22°C

B6 sung Tween 20 sau 6 gio B6 sung Tween 20 sau 6 gio

4

Tron ché phéam B

Sau 24 + 6 gio

Sau 18 + 6 gio

Tron hon hop A véi hén hop B

Tron & tbe dd 100-150 vong/phut

U dén

96 gioy
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~ PCV-10
Khoi tao dugc cudi cung






