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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén hop phan gay d4p tng mién dich chéng lai Escherichia
coli gdy bénh ngoai rudt (EXPEC). Cu thé 13, c4c phuong 4n ctia sang ché dé cap dén
véc xin da gia chira thé lién hop ctia khang nguyén polysacarit E. coli lién két cong
hoa tri v6i protein mang ma c6 thé chiu duge nhidu ap luc méi truong.

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

E. coli gy bénh ngoai rudt (ExPEC) 1a tic nhan gdy bénh gram 4m phd bién
nhit & ngudi, va c6 thé gay ra su 1y nhiém khac nhau bén ngoai duong da day-rudt,
ma c6 thé dan dén c4c bénh nghiém trong va da dang, dan dén ty 18 méc bénh va ty 18
tr vong dang ké. Viéc 1am ting kha nang khang da thudc giita cac ching EXPEC la
tré ngai cho viéc diéu tri va din dén s lwong nhép vién va tir vong ting va chi phi
cham s6c sire khoe ting c6 lién quan dén sy 1ay nhiém ExPEC.

Do d6 véc xin chéng EXPEC 1a nhu cdu c4p thiét. Khang nguyén O, thanh phin
cta lipopolysacarit bé mit, da duoc xac dinh 14 phan tir dich ctia vic xin c6 trién vong,
va dugc st dung lam khang nguyén trong véc xin thé lién hop glyco dang phat trién
hién nay (xem tai liéu, vi du Poolman and Wacker, 2016, J. Infect. Dis. 213: 6-13).

Vic xin thé lién hop glyco chéng EXPEC ma dang phat trién hién nay c6 chia
O-glycan thudc cac typ huyét thanh khac nhau ciia EXPEC, mdi loai duge két hop véi
protein mang, ching han nhu protein ngoai bao A ctia Pseudomonas aeruginosa (EPA)
(xem tai liéu vi du, WO2015/124769, va WO 2017/035181). Vic xin nay cé chira O-
glycan thudc céc typ huyét thanh E. coli 025B, O1A, 02 va O6A 1a vi du nhu trong
thir nghiém giai doan 2 dang tién hanh (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02546960).

Céc tc gia sang ché da phat hién ra rang mac dil ché pham vic xin EXPEC hién
hanh (25 mM Tris d6 pH 7,4, 2,7 mM KCI, 137 mM NaCl) ¢6 thé chip nhan duoc dé
luu trix nga"m han & nhiét do nim trong khoang tir 2 dén 8 °C va 6n dinh khi st dung, n6d
khong con manh khi két dong/rd dong va duéi ap luc khudy tron. Viéc két dong bt
ngo, gia nhiét bét ngo, va khqu tron (vi du, trong qua trinh luu tritr hodc van chuyén)

c6 tac dong bat 1oi 1én tinh nguyén ven san phdm ctia ché phdm ExPEC. DPéi véi cac
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san phém duge ma duge du dinh dé st dung cho dan s6 16n, chang han nhu vac xin
thé lién hop glyco chéng EXPEC, didu c6 l¢i 1a c¢6 ché phim ma c6 thé dugc két dong
luong 16n & nhiét do thap, va sau khi rd dong c6 thé luu trit & nhiét d6 ndm trong
khoang tir khoang 2 dén 8 °C trudc khi sir dung (tirc 13, tai d6 chét thude dugc két dong
dé luu trit quy mo 16n va dai han, nhung san pham thudc dang dugc sir dung duge luu
trit & trong khoang tir khoang 2 dén 8°C, vi thé chic chin c6 it nhat 1a mot chu trinh
két dong/ra dong dbi voi san pham). Ngoai ra, t6t hon 1a ché phim ciing tuong thich
v6i cac nguyén liéu khac nhau, sao cho san pham (vi du, thé lién hop glyco) c6 thé |
duoc luu trit trong cac dang thirc khac nhau (vi duy, tii, chai, lo, 6ng ti€ém duoc nhoi
sin, va/hodc cac dung cu c6 thé dp dung dugc).

Trong linh vuc nay cén cé cac ché phim cta vic xin chéng ExPEC, c6 thé
chiu dugc nhidu ap luc moi trudng (vi du, két dong/rd dong, khudy tron, nhiét do cao,
phoi sang, tiép xtc chét oxy hoa kim loai, v.v.) va din dén do 6n dinh 1au hon va thoi
han st dung 14u hon ciia hop phan, va t6t hon 1a twong thich véi nhiéu nguyén liéu
xtr 1y (vi du vét chira). Con duong thoai hoa bt ky trong s6 cac duong thodi hoa do
ap luc moi trudong co thé dan dén hoat tinh sinh hoc bi giam, va cling c6 thé co kha
ning dan dén su tao thanh san phém phu hodc din xuét coa cac thanh phén cia ché
phim, do d6 dan dén d doc ting va/hodc kha ning gay mién dich thay d6i cua vic
xin EXPEC. Do d6, cin c6 phuong phép phii hop dé tim ra ché phdm manh ddi voi
véc xin thé lién hop glyco dam bao do én dinh trén pham vi diéu kién rong. Loai dém,
do pH, va ta dugc chuyén dung can dugc chon loc, dugc két hop dic hiéu, va sau do
1a duoc téi wu héa k§ cang dé giit véc xin thé lién hop glyco 6n dinh v& mat hoa hoc,
vat ly va sinh hoc. Vi tht ca cac yéu td nay cé thé thay ddi, nén viéc tim céac diéu kién
t61 wu dé tao ché phim vic xin thé lién hop glyco chdng EXPEC phai chiu cac thach
thirc, va hop phan cua ché pham tét khong thé du doan tién nghiém trude.

Theo d6, trong linh vuc niy cin c6 cic ché phdm cua vic xin thé lién hop
glyco chdng EXPEC ma dam bao rang cac hop phan vic xin c6 thé chiu dugc nhiéu
ap luc mdi truong va c6 do 4n dinh duoc cai thién va thoi han st dung 1au hon. Muc
dich ctia sang ché 1a dé xuét cac ché phim nhu vay.

Ban chit ky thuét ciia sang ché
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Sang ché dé xuét hai ché phim méi cho véc xin thé lién hop glyco chéng
EXPEC, tao ra hop phén véc xin c6 tac dung 1am 6n dinh duogc cai thién khi két
dong/rd dong, ap luc khudy tron, ap luc nhiét, va ap luc oxy héa do kim loai gay ra,
ma cac ché phdm con tuong thich véi cac nguyén lidu xt 1y (vi du vét chira) khac
nhau. Cac ché phim duoc cai thién nay c¢6 thé duoc st dung trong qua trinh luu trix
hoac van chuyén ca san phérn thubc va chét thude, ma tai d6 viéc két dong (dot ngdt)
hodc khudy tron do x6c c6 thé xay ra, ma c6 thé co tac dong bét loi 1én tinh nguyén
ven san pham va do d6 1a tac dong bat 1oi 1én hiéu qua. Ngoai ra, cac ché phAm mai
mang lai thé lién hop glyco EXPEC vic xin c6 d6 6n dinh dugc cai thién chdng lai ap
luc nhiét, va do d6 c6 thé ap dung thuong mai rong rai ddi véi viée luu trir, xtr Iy va
* van chuyén san phim thubc va chit thudc & pham vi rong cta nhiét d6 va cac didu
kién.

Trong ban md ta nay sang ché dé xuit hop phan c6 chira it nhit 13 mot
polysacarit khang nguyén O E. coli, trong d6 c6 it nhat 1a mot polysacarit khang
nguyén O dugc lién két cong héa tri voi protein mang ngoai doc t A cua
Pseudomonas aeruginosa (EPA); trong khoang tir 3% dén 8% (khéi luong/thé tich)
sorbitol; trong khoang tir 5 dén 15 mM metionin; trong khoang tir 5 dén 20 mM dém
kali/natri photphat & d6 pH nim trong khoang tir 6,5 dén 7,5; va trong khoang tir
0,01% dén 0,2% (khéi luong/thé tich) chat hoat dong bé mit. Theo cac phwong 4n uu
tién, nébng do cia sorbitol nim trong khoang tir 4% dén 6% (khdi hrc__mg/thé tich).
Theo céc phuong én uu tién, ndng do ctia metionin nam trong khoang tir 8 dén 12
mM. Theo cdc phuong an wu tién, ndng d6 cua dém kali/natri photphat ndm trong
khoang tir 8 dén 15 mM. Tét hon 13, hop phén 1a hop phan giy mién dich da gid c6
chura polysacarit khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén O1A E. coli,
polysacarit khang nguyén O2 E. coli, va polysacarit khang nguyén O6A E. coli, trong
d6 mdi polysacarit khang nguyén O ddc 1ap duoc lién két cong hoa tri véi protein
mang ngoai doc td A ctia Pseudomonas aeruginosa (EPA); trong khoang tir 4% dén
6% (khdi lugng/thé tich) sorbitol; trong khoang tir 8 dén 12 mM metionin; trong
khoang tir 8 ¢én 15 mM dém kali/natri photphat & 6 pH nam trong khoang tir 6,5
dén 7,5; va trong khoang tir 0,01% dén 0,2% (khéi lu'qng/thé tich) chét hoat dong bé

-

mat.
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Trong ban mo ta ndy sang ché con dé xudt hgp phan c6 chira it nhat 1a mot
polysacarit khang nguyén O E. coli, trong d6 c6 it nhat 1a mot polysacarit khang
nguyén O duoc lién két cong hoa tri v6i protein mang ngoai doc t6 A cia
Pseudomonas aeruginosa (EPA); trong khoang tir 3% dén 12% (khéi lugng/thé tich)
sucroza; trong khoang tir 0,1 dén 1,5 mM EDTA; trong khoang tir 5 dén 20 mM dém
kali/natri photphat & d6 pH nam trong khoang tir 6,5 dén 7,5; va trong khoang tir
0,01% dén 0,2% (khéi lugng/thé tich) chat hoat dong bé mat. Theo cac phuong 4n uu
tién, ndng dd ciia sucroza nam trong khoang tir 3% dén 10% (khdi luong/thé tich).
Theo c4c phuong 4n wu tién, ndng d6 cta dém kali/natri photphat nim trong khoang
tir 8 dén 15 mM. Tt hon 13, hop phéan 12 hop phin gy mién dich da gia ¢6 chira
polysacarit khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén OlA E. coli,
polysacarit khang nguyén O2 E. coli, va polysacarit khang nguyén O6A E. coli, trong
d6 mbi polysacarit khang nguyén doc 1ap duge lién két cong héa tri véi protein mang
ngoai doc td A cta Pseudomonas aeruginosa (EPA); trong khoang tir 3% dén 10%
(khbi luong/thé tich) sucroza; trong khoang tir 0,1 dén 1,5 mM EDTA; trong khoéng
tir 8 dén 15 mM dém kali/natri photphat & d6 pH nam trong khoang tir 6,5 dén 7.5;
va trong khoang tir 0,01% dén 0,2% (khdi luong/thé tich) chit hoat dong bé mat.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, cic polysacarit khang nguyén 025B, O1A, 02,
va O6A E. coli & ty 1& khdi luong bang 1:1:1:1 hodc 2:1:1:1.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, ndng do cia sorbitol 13 5% (khdi lwong/thé
tich).

Theo céc phuong 4n nhét dinh, ndng do ctia sucroza 1a 8% (khéi lugng/thé
~ tich).

Theo cac phuong 4n nhét dinh, néng dd cua metionin 1a 10 mM.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, ndng d6 ciia EDTA 1a 1 mM.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, ndng d6 ctia dém kali/natri photphat 13 10 mM,
va d¢ pH cua dém kali/natri photphat 1a 7,0.

Theo cac phuong an nhét dinh, néng do cua chét hoat dong bé mit 1 0,02%
(khéi luqng/thé tich). Theo cac phuong én uu tién, chét hoat dong bé mat dugc tao
thanh boi dau ua nuéc (nhém OH) va dudi dai, ky nudce (chudi cacbon, ma ¢ thé co

chira it nhét 1a khoang 12, 14, 16, 18, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 130, hozc nhiéu
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cacbon hon trong chudi cacbon nay). Theo cac phuong an wu tién, chit hoat dong bé
mit 12 chit hoat dong bé mit khong ion. Theo cac phuong an nhét dinh, chét hoat
dong bé mat dugc chon tir nhém gdm c6 F-68, PS20, PS40, PS60, va PS80. Theo céc
phuong an nhat dinh, chit hoat dong bé mit 1a PS80.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, sang ché dé xuit hop phan vé co ban gém c6
polysacarit khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén OlA E. coli,
polysacarit khang nguyén O2 E. coli, va polysacarit khang nguyén O6A E. coli, trong
d6 mdi polysacarit khang nguyén O dugc lién két cong hoa tri v6i protein mang ngoai
doc t6 A cua Pseudomonas aeruginosa (EPA); 5% (khéi luong/thé tich) sorbitol; 10
mM metionin; 10 mM dém kali/natri photphat & do pH bang 7,0; va 0,02% PS80.
Sang ché con dé xuét hop phan gdm co polysacarit khang nguyén O25B E. coli,

_polysacarit khang nguyén O1A E. coli, polysacarit khdng nguyén O2 E. coli, va
polysacarit khang nguyén O6A E. coli, trong d6 mdi polysacarit khdng nguyén O
duoc lién két cong hoa tri v6i protein mang ngoai doc t& A cia Pseudomonas
aeruginosa (EPA); 5% (khéi lu’qng/thé tich) sorbitol; 10 mM metionin; 10 mM dém
kali/natri photphat ¢ d6 pH bang 7,0; va 0,02% PS80.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, sang ché dé xuit hop phan vé co ban gdm c6
polysacarit khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khdng nguyén OlA E. coli,
polysacarit khang nguyén O2 E. coli, polysacarit khang nguyén O6A E. coli, va 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, hodc 20 polysacarit khang
nguyén O E. coli khéc, trong d6 mdi polysacarit khang nguyén O duogc lién két cong
hoa tri v6i protein mang ngoai doc t& A ctia Pseudomonas aeruginosa (EPA); 5%
(khéi lwong/thé tich) sorbitol; 10 mM metionin; 10 mM dém kali/natri photphat & do
pH bing 7,0; va 0,02% PS80. Sang ché con dé xuit hop phan gdm c6 polysacarit
khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén O1A E. coli, polysacarit khang
nguyén O2 E. coli, polysacarit khang nguyén O6A E. coli,val, 2,3,4,5,6,7, 8,9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, hodc 20 polysacarit khang nguyén O E. coli
khéc, trong d6 mbi polysacarit khang nguyén O duoc lién két cong hoa tri véi protein
mang ngoai doc t6 A clia Pseudomonas aeruginosa (EPA); 5% (khéi luong/thé tich)
sorbitol; 10 mM metionin; 10 mM dém kali/natri photphat & do pH béng 7,0; va
0,02% PS80.
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Theo cac phuong 4n nhit dinh, sang ché @& xuit hop phan vé& co ban gdm ¢6
polysacarit khiang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén OlA E. coli,
polysacarit khang nguyén O2 E. coli, polysacarit khdng nguyén O6A E. coli, trong
d6 mdi polysacarit khdng nguyén O dugc lién két cong hoa tri v6i protein mang ngoai
doc td A cta Pseudomonas aeruginosa (EPA); 8% (khéi luong/thé tich) sucroza; 1
mM EDTA; 10 mM dém kali/natri photphat & do pH bang 7,0; va 0,02% PS80. Sang
ché con d& xuit hop phan gdm c6 polysacarit khdng nguyén O25B E. coli, polysacarit
khang nguyén O1A E. coli , polysacarit khang nguyén O2 E. coli, polysacarit khang
nguyén O6A E. coli, trong d6 mdi polysacarit khang nguyén O dugc lién két cong
hoéa tri voi protein mang ngoai doc td A cta Pseudomonas aeruginosa (EPA); 8%
(khdi lugng/thé tich) sucroza; 1 mM EDTA; 10 mM dém kali/natri photphat & 4o pH
bang 7,0; va 0,02% PS80.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, sing ché @ xuét hop phan vé co ban gdm c6
polysacarit khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén OlA E. coli,
polysacarit khang nguyén O2 E. coli, polysacarit khang nguyén O6A E. coli,va 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, hodc 20 polysacarit khang
nguyén O E. coli khéac, trong d6 mdi polysacarit khang nguyén O dugc lién két cong
hoa tri v6i protein mang ngoai doc t& A clia Pseudomonas aeruginosa (EPA); 8%
(khdi lwong/thé tich) sucroza; 1 mM EDTA; 10 mM dém kali/natri photphat & do pH
bang 7,0; va 0,02% PS80. Sang ché con d& xuét hop phin gdm c6 polysacarit khang
nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén OlA E. coli, polysacarit khang
nguyén O2 E. coli, polysacarit khang nguyén O6A E. coli,va l,2,3,4,5,6,7,8,9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, hodc 20 polysacarit khang nguyén O E. coli
khéc, trong d6 mdi polysacarit khang nguyén O duoc lién két cong hoéa tri véi protein
mang ngoai doc t6 A ciia Pseudomonas aeruginosa (EPA); 8% (khéi lugng/thé tich)
sucroza; 1 mM EDTA; 10 mM dém kali/natri photphat & do pH béng 7,0; va 0,02%
PS80.

Trong ban mé ta nay sang ché con d& xuit cac phuong phép diéu ché hop phan
nhu duge boc 16 trong ban mé ta nay. Theo cic phuong 4n nhat dinh, séng ché dé
xuét cac phuong phép didu ché hgp phan bao gbm budc bd sung it nhat 1a mot khang

nguyén O E. coli lién két cong hoa tri véi chit mang EPA, nudc, mudi ddi véi dung
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dich dém (ttc 1a natri(di)hydro photphat va kali(di)hydro photphat [tirc 1a Na,HPO4
va KH2PO4 hodc NaH,PO4 va KoHPOq4]), chét cai bién truong luc (tic 1a sorbitol hodc
sucroza), chit chdng oxy hoa (ttrc 1a metionin néu chat cai bién truong luc 1a sorbitol;
EDTA néu chét cai bién truong luc 1a sucroza), va chét hoat dong bé mat (vi du PS80)
vao vat chira, bude diéu chinh d6 pH dén do pH mong mudn (e 12 trong khoang tir
6,5 dén 7,5, vi du 7,0), va budc tron cac thanh phén nay sao cho taora ché phém dang
16ng theo sang ché. Theo phuong 4n wu tién, cdc phuong phap didu ché hop phén bao
g0m budc bd sung polysacarit khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén
O1A E. coli, polysacarit khang nguyén O2 E. coli, va polysacarit khang nguyén O6A
E. coli, trong d6 mdi polysacarit khdng nguyén dugc lién két cong hoa tri véi protein
mang ngoai doc td A ciia Pseudomonas aeruginosa (EPA); nuéc; kali photphat; natri
photphat; sorbitol; metionin; va PS80 vao vét chira, budc diéu chinh do pH dén trong
khoang tir 6,5 dén 7,5 (vi du 7,0), va budc tron mdi thanh phén sao cho néng do cudi
ctia dém kali/natri photphat nim trong khoang tir 5 dén 20 mM (vi du 10 mM) c6 do
pH nim trong khoang tir 6,5 dén 7,5 (vi du 7,0), ndng dd cudi cua sorbitol trong
khoang tir 3 dén 8% (vi du 5%) (khdi lugng/thé tich), ndng dd cudi ctia metionin
trong khoang tir 5 &én 15 mM (vi du 10 mM), va ndng do cudi ciia PS80 trong khoang
tir 0,01 dén 0,08% (vi du 0,02%) (khéi luong/thé tich). Theo phwong 4n uu tién khéc,
phuong phap diéu ché hop phan bao gdbm buédc bd sung polysacarit khdng nguyén
025B E. coli, polysacarit khang nguyén O1A E. coli, polysacarit khang nguyén O2
E. coli, polysacarit khang nguyén O6A E. coli, trong &6 mdi polysacarit khang
nguyén duoc lién két cong hoa tri véi protein mang ngoai doc td A ctia Pseudomonas
aeruginosa (EPA); nudc; kali photphat; natri photphat; sucroza; EDTA; va PS80 vao
vat chira, bugc tron mdi thanh phan, va budc diéu chinh d6 pH dén trong khoang tir
6,5 dén 7.5 (vi du 7,0) sao cho néng d6 cubi cua sucroza trong khoang tur 3 dén 12%
(vi du 8%) (khdi lugng/thé tich), ndng do cudi ciia EDTA trong khoang tir 0,1 dén
1,5 mM (vi du 1 mM), ndng d6 cudi ciia dém kali/natri photphat trong khoang tir 5
dén 20 mM (vi du 10 mM) c¢6 d6 pH nim trong khoang tir 6,5 dén 7,5 (vi du 7,0), va
PS80 trong khoang tir 0,01 dén 0,08% (vi du 0,02%) (khéi lugng/thé tich).

Theo céc phuong an nhit dinh, hop phan trong ban mé ta nay duoc dé xuét
dudi dang hop phén léng. Theo hop phan léng, ¢6 nghia 12 hop phén ¢ dang léng &
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nhiét d6 ndm trong khoang tir 2 dén 8°C, va tét hon 1a dugc Iuu trit & nhiét d6 ndm
trong khoang tir 2 dén 8 °C.

Theo céc phuong an nhéat dinh, hop phan c6 thé dugc luu trit va 6n dinh & nhiét
d6 nam trong khoang tir 2 dén 8 °C, & nhiét do 25 °C, hodc ¢ nhiét d6 40 °C. Theo
phwong 4n uu tién, hop phan duoc luu trit va 6n dinh & nhiét d§ nam trong khoang tir
2 dén 8 °C. Theo céc phuong an nhét dinh, hop phﬁn 6n dinh & nhiét d6 nim trong
khoang tir 2 dén 8 °C trong thoi gian it nhat 1a khoang 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18v, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36 thang hoic 14u hon. Theo cic phuong 4n nhét dinh, hop phan 6n dinh & nhiét
do 25 °C trong thoi gian it nhét 1a khoang 1, 2, 3, 4, 5, 6 thang, hodc 1du hon. Theo céac
phuong 4n nhit dinh, hop phan 6n dinh & nhiét d6 40 °C trong thoi gian it nhét 13
khoang 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12 tudn, hodc 1au hon.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, hop phan trong ban mé ta nay dugc dé xuit
dudi dang ché phdm dong lanh. Theo ché phdm déng lanh, c6 nghia 12 hop phéan &
dang ran khi duoc luu trir ¢ nhiét 46 bf?tng hodc dudi khoang -18°, vi du & nhiét do
khoang -20°C, -40°C, -60°C, -70°C, -80°C hodc nhiét do bat ky trong khoang giira
chung, hoic thdp hon. Theo cac phuong an nhét dinh, hop phan c6 thé duoc luu trix
va 6n dinh & nhiét do -40 °C hodc -60 °C tuy thudc vao chét cai bién truong luc c6 mat
trong hop phan. Theo cac phuong 4n nhét dinh, hop phan c6 thé duoc luu trix va én
dinh & nhiét do -70 °C. Theo cac phuong 4n nhét dinh, hop phan c6 chira sucroza va
on dinh & nhiét do -40 °C trong thoi gian it nhét 1a khoang 1, 2,3,4,5,6,7, 8,9, 10,
11,12, 13,14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35,36,37,38,39,40,41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 thang, hoac 1au hon. Theo cac
phuong an nhét dinh, hop phén ¢ chura sorbitol va 6n dinh & nhiét d6 -60 °C trong
thoi gian it nhét 1a khoang 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 thang, hodc lau hon. Theo cac phuong an nhét dinh hop
phén c6 chira sorbitol hodc sucroza va 6n dinh ¢ nhiét d6 -70 °C trong thoi gian it nhat

la khoang 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 nam, hodc 1au hon.
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Theo c4c phuong 4n uu tién, hop phan theo sang ché khong c¢6 chira natri
clorua. _

Theo cac phuong 4n nhét dinh, ndng d6 dbi véi mdi polysacarit khang nguyén
O trong hop phan trong khoang tir khoang 1 dén 200 pg/ml, vi du trong khoang tir
khoang 2 dén 100 pg/ml, vi du trong khoang tir khoang 4 dén 50 pg/ml. Theo céc
phuong 4n nhit dinh ciia sang ché, ty 18 polysacarit:protein mang nim trong khoang
t khoang 1:10 dén khoang 1:2, vi du trong khoéang tir khoang 1:5 dén 1:2 dbi voi
mdi polysacarit khang nguyén O trong hop phan.

M5 ta vin tit cac hinh vé

Phén ban chat k¥ thuét néu trén, ciing nhu 14 phdn mé ta chi tiét sau day cua
cac phuong 4n uu tién cia don nay, s€ dugc hiéu rd hon khi doc két hop véi cac hinh
v& kém theo. Cin hiéu rang sang ché khong bi giéi han & cac phuong an chinh xac
duogc thé hién trong hinh v&.

Trén cac hinh v€ nay:

Céc Hinh 1A-1C thé hién rang PS20, PS80, va F68, chit khong phai sorbitol,
c6 thé ngan can su két tap cua thé lién hop glyco EXPEC do két déng/rd dong gy ra
trong cac diéu kién thir nghiém: PS20, PS80, F68 va sorbitol dugc bd sung vao ché
phém thé lién hop glyco EXPEC va chiu 4p luc do két dong/ra dong gay ra,

Hinh 1A thé hién so db tich hop cia biéu do sic ky sic ky 1ong hiéu ning cao-
sdc ky loai trix kich thuéc (SEC-HPLC);

Hinh 1B thé hién biéu dd sic ky SEC-HPLC chimg t6 cac két qua cua thi
nghiém truéc va sau khi két dong/ra déng; va

Hinh 1C thé hién biéu d 14p dd thi cac gia tri ty 16 phan tram cua tién dinh 1
trén toan bg tich hop dinh;

Hinh 2 thé hién biéu d6 so sanh ty 16 phan tram cia tién dinh 1 sic ky SEC-
HPLC dbi v6i ché phdm 26 va ché phdm 28 14n luot so véi ché pham thé lién hop
glyco EXPEC cii, khi chiu nhiét do 40 °C trong khoang thoi gian kéo dai 12 tuan: ca
huéng lo thing dimg (1) va 16n ngugc (|) déu dugc kiém tra, Ché phdm 26 va Ché
pham 28 da chimg to dd on dinh tang 1én so v6i ché phim thé lién hop glyco EXPEC
cti khi chiu 4p luc nhiét (40 °C); va
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Hinh 3 thé hién c4c biéu dd chung t6 tién dinh 1 c6 xu huéng dbi voi ché phdm
26 va ché phim 28 khi so v&i ché pham thé lién hop glyco EXPEC cii khi dugc tiép
xuc voi ba n@)ng d6 khac nhau cta chat chiét vonfram (HW, MW, LW) va dugc luu
trit & nhiét do 40 °C trong thoi gian 4 tuan.

Hinh 4 thé hién biéu db sic ky SEC-HPLC chimg t6 két qua cia thi nghiém
truge va sau ap luc khudy tron (TO 1a d6i chimg, tirc 13 khong c6 ap luc khudy tron)
d6i v&i ché pham 26 va ché phim 28 so véi ché pham cii khi tiép xtic v6i cac nguyén
liéu chat déo PETG va PC.

MBO ta chi tiét sang ché

Céc tai lidu cong bd, bai bao va bang sang ché khac nhau duoc vién din hoic
duoc md ta trong tinh trang k¥ thuat va trong toan bd ban md ta nay; mdi tai liéu tham
khao nay duoc két hop ¢ ddy nhim muc dich tham khao dén toan bo ndi dung ciia no.
Thao luan vé tai liéu, hanh dong, nguyén liéu, dung cu, vat phém hodc dang tuong tu
duoc bao gdm trong ban md ta nay 12 nhim muc dich cung cdp ngit canh cho sang
ché. Thao luén nay khong phai 12 sy thira nhan rang bat ky hoic tit ca cac van dé nay
tao thanh mot phan cia tinh trang k¥ thuat dbi véi sang ché bét ky duge bdc 16 hoic
duoc yéu cau bao ho.

Trir khi chi ¢6 din khéc, tit ca cac thuat ngit k§ thuét va khoa hoc ding trong
ban mb ta nay c6 cing nghia nhu thuong duoc hiéu bdi nhitng ngudi c6 hiu biét
trung binh trong linh virc ma sang ché nay thudc vé. Mit khac, cac thuét ngir nhit
dinh dugc dung trong ban mod ta nay c6 nghia nhu dugc néu trong ban mo ta.

Cén luu ¥ rang khi duoc sir dung trong ban md ta nay va cac yéu cau bao ho
kém theo, cac danh tir s it bao gdm ca nghia sb nhiéu, trir khi ngft canh rd rang chi
ra nghia khéc.

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, cac gia tri s6 bat ky, nhu ndng do hoic khoang ndng
do dugc mé ta & day, duoc hiéu 1a duoc bién ddi & tat ca cac trudng hop bang thuat
ngit “khoang”. Do d6, gia tri s6 thuong bao gdm = 10% gia tri cu thé. Vi du, nong
d6 bang 1 mg/ml bao gdm 0,9 mg/ml dén 1,1 mg/ml. Tuong tw, khoang ndng d6 nam
trong khoang tir 1% dén 10% (khdi lugng/thé tich) bao gdm 0,9% (khdi lugng/thé
tich) dén 11% (khdi Iugng/thé tich). Nhu duge sir dung & déy, viéc sir dung khoang

sO rd rang bao gom tat ca cac khoadng it hon cd the, tat ca cac gia tri so riéng 1é trong
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khoang d6, bao gdm cac sd nguyén v&i céc khoang va doan cua gia tri trir khi bdi
canh quy dinh rd rang khéc di.

Nhu duoc sir dung trong ban md ta nay, cac thuat ngit "c6 chira", "bao gdém",
"co", hodc "chira", hoac dang bién ddi khac bat ky cua ching, s€ dugc hiéu nguy
rang bao ham sé nguyén hoic nhém s6 nguyén da néu nhung khong loai trir sd nguyén
hodc nhém sb nguyén khac bét ky va dugc dyu dinh 1a khong c6 tinh loai trir hodc 1a
két thiic mé. Vi du, hop phﬁn, hdn hop, quy trinh, phuong phép, vat phém, hodc thiét
bi ¢6 chira danh muc cac yéu t6 khong nhét thiét chi giéi han & céc yéu t6 d6 ma co
thé bao gdm cac yéu té khac khong dugc liét ké rd rang hodc vbn thudc vé hop phan,
hdn hop, quy trinh, phuong phap, vat pham, hoic thiét bi nay. Ngoai ra, trir khi dugc
chi dinh ro rang 1a nguoc lai, "hodc" dung dé chi su bao gém hodc va khong loai trir
hodc. Vi du, diéu kién A hodc B dugc thda man bdi mdt trong cac didu bat ky sau
day: A la dﬁng (hodc c6 mat) va B 1a sai (hodc khdng cé mat), A 1a sai (hodc khong
c6 mit) va B 1a dung (hodc c6 mat), vaca A va B déu dung (hodc c6 mit).

Nhu dugc sir dung trong ban mo ta nay, thuit ngit " gdm cd", hodc cac dang
bién ddi khac nhu dwoc sit dung trong sudt phdn mo ta va yéu ciu bao h, biéu thi su
bao ham sd nguyén hozc nhém sb nguyén dugc chi ra bét ky, nhung khong c6 sb
nguyén hodc nhom sé nguyén bd sung co thé dugc thém vao phwong phap, ciu tric,
hozc hop phan x4c dinh. |

Nhu dugce st dung trong ban md ta nay, thuat ngit "v& co ban gdm c6", hoic
cac dang bién dbi nhu duoc str dung trong sudt phdn mé ta va yéu cau bao ho, biéu
thi su bao ham sb nguyén hodc nhom sb nguyén dugc chi ra bét ky, va su bao ham
tiy chon ciia sé nguyén hodc nhém s6 nguyén dugc chi ra bat ky ma khong lam thay
d6i cbt yéu cac dic tinh co ban hodc dic tinh méi ciia phuong phap, c4u triac hoic
hop phéan xé4c dinh.

Cén duoc hiéu rang cac thuat ngit "khoang", "xap xi", "thong thuong", "vé co
ban" va céac thuat ngit tuong tu, dugc st dung trong ban mod ta nay khi dé cap dén
kich thude hodc dic diém cua thanh phén cua sang ché duoc uu tién, biéu thi ring
kich thuéc/dic diém duoc mé ta khong phai 1a dudng bién hodc tham sé nghiém ngit
va khong loai trir cac bién ddi nho tir d6 ma c6 cung chire nang hodc tuong tu vé mat

chirc ning, nhu duoc hiéu rd bdi nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vue. O murc
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t6i thiéu, su tham chiéu ma bao gdm tham sb dang sé bao gdm céc bién @i ma, bang
cach sir dung céc nguyén tic toan hoc va cong nghiép duoc chap nhén trong linh vuc
(vi du, lam tron, phép do hodc sai sb hé théng, dung sai trong san XUAt, V.V.), ma
khong thay dbi chir sb c6 nghia tdi thiéu. »

Nhu dugc str dung trong ban md ta nay, cac thuat ngt "polysacarit O", "khang
nguyén O", "khang nguyén-O", "polysacarit khiang nguyén O", "khidng nguyén
polysacarit O", va chil viét tit "OPS", déu dung dé chi khang nguyén O cua vi khuan
Gram am, ma 13 thanh phan cua lipopolysacarit (LPS) va dic hiéu d6i voi mdi typ
huyét thanh hodc typ huyét thanh phu cta vi khudn Gram am. Khang nguyén O
thuong chira cac don vi ldp (repeating unit - RU) ¢6 tir hai dén bay gbc duong. Nhu
duoc sir dung trong ban mo ta nay, RU dugc thiét 14p bang véi don vi lap sinh hoc
(biological repeat unit - BRU). BRU md ta RU cuia khang nguyén O khi né dugc tong
hop in vivo.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, cac thuét ngir "thé lién hop" va "thé
lién hop glyco" tat ca ding dé chi san pham lién hop chtra khang nguyén O E. coli
duoc lién két cdng hoa tri vai protein mang (vi du, ngoai doc td A cta Pseudomonas
aeruginosa (EPA)). Thé lién hop c6 thé 14 thé lién hop sinh hoc, ma 14 san pham lién
hop duogc didu ché trong té bao chu, trong d6 bd may té bao chu san xuét khang
nguyén O va protein mang va lién két khang nguyén O v6i protein mang, vi du, thong
qua lién két N. Thé lién hop ciing ¢ thé dugc diu ché bang cac phuong thic khéc,
vi du, bang lién két hoa hoc ctia protein va khang nguyén duong.

Cac khang nguyén O E. coli theo cac phuong an cua sang ché bao gdm O1A,
02, O6A, va 025B, dugc boc 16 trong tai licu WO2015/124769, va WO
2017/035181. MAi tai liéu trong sb céc tai liéu tham khao nay dwoc két hop trong ban
md ta nay chi nhdm muc dich tham khao. Cac khang nguyén O E. coli khac cling c6
thé duoc st dung, vi du ngoai cac khang nguyén O1A, 02, O6A va/hodc O25B dic
hiéu, va c6 thé vi du bao gdm, nhung khong giéi han &, khang nguyén O tir céc typ
huyét thanh hoic typ huyét thanh phu ctia ching O1, 02, 04, 06, 07, 08, 015, 016,
018, 021, 025, 073, O75 va O153 E. coli.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit "chit thube" dung dé chi

san pham c6 lwong 16n cua thé lién hop glyco riéng r& (polysacarit khang nguyén O
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E. coli dugc lién két cong hoa tri véi protein mang EPA, vi du khang nguyén O O25B
E. coli dugc lién két cdng hoa tri voi EPA), ma & néng dd cao hon so véi san phém
khi cudi ciing duge ding cho déi tugng. Chét thude co thé duoc san xuét sau khi hoan
tAt quy trinh xudi dong dé tinh ché thé lién hop glyco. Chat thude c6 thé, vi dy, dugce
lru trlt & dang dac hon trong dém ché phém theo sang ché, vi du trong diéu kién két
dong, vi du ¢ nhiét do am 70°C.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, thuédt nglt "san phim thubc" ding dé
chi ché phdm ctia thé lién hop glyco, & dang cubi cing @ dung cho ddi twong. San
phim thudc chtra tat ca cac thé lién hop glyco (cac polysacarit khang nguyén O E.
coli dugc két hop véi protein mang EPA trong truong hop cia véc xin da gia, vi du
025B, O1A, 02 va O6A, mdi polysacarit riéng 1é duge két hgp véi protein mang
EPA, d6i v6i vic xin bén gi4, va tily ¥ ¢6 nhiéu khang nguyén O E. coli hon dugc két
hop véi protein mang EPA néu luong gia cla vic xin ting). San pham thudc c6 thé
thuong duoc diéu ché bang cach tron chét thubc cta thé lién hop glyco twong ting, va
pha lodng béng dém ché phém néu can, sao cho lidu lugng dich cua véc xin dugc tao
ra. San pham thudc trong ché pham theo sang ché c6 thé dugc luu trit & nhiét 4 nam
trong khoang tir 2 dén 8°C, va duy tri én dinh & nhiét d6 d6 trong thoi gian it nhét 14
6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 thang hoac lau hon.

Thuat ngit "khoang" khi duoc sit dung két hop véi s6, ding dé chi sé bat ky
nam trong khoang +1, +5 hodc £10% cua s6 duogc tham chiéu.

Khi khang nguyén O lién két cong héa tri v6i protein mang, lugng hoic lidu
luong hitu hiéu ddi véi khang nguyén O dugc tinh chi dya trén gbc polysacarit khang
nguyén O trong thé lién hop.

Céc bénh ¢6 lién quan dén EXPEC hoic su 1ay nhiém ExPEC bao g0m, nhung
khong gi6i han &, nhiém tring duong tiét niéu, nhiém tring vi tri phiu thuét, du khuén
huyét, nhiém tring ving bung hodc ving khung chau, viém phdi, viém phdi bénh
vién, viém tiy xuong, viém té bao, viem thén-bé than, nhiém trung vét thuong, viém
mang nio, viém mang nio so sinh, viém phiic mac, viém dudng mét, nhiém tring mo

mém, viém mu co, viém khép sung mu, va nhiém trung huyét.
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Nhu duoc sir dung trong ban md ta nay, thudt nglt "¢ dang két hop", trong ngit
canh dung hai hodc nhiéu tri liéu cho d6i tugng, ding dé chi viéc st dung nhiéu hon
mdt tri lidu. Viéc st dung thuit ngit "¢ dang két hop" khong gidi han tht ty ma céc
tri liéu dugc dung cho dbi tuong. Vi du, tri lidu thir nhat (vi du, hop phan dugc mb ta
trong ban mo ta nay) co thé duoc dung trude, dong thoi, hodc sau khi dung tri lidu
thtr hai (vi du, hop phén duoc mo ta trong ban md ta nay, hodc tri liéu khéc, vi du,
didu tri bang khang sinh) cho ddi twong.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, thuat ngir "dbi tuong" dung dé chi
dong vat, tot hon 1a dong vat c6 v, va co thé bao gdm dong vat khong phai linh
trudng (vi du, lon, ngua, dé, ctru, meo, cho, tho, chudt nhét, hodc chudt déng) va dong
véat linh trudng (vi du, khi, tinh tinh, hodc nguoi). Theo cac phuong an nhét dinh, d6i
tuong 1a déng vat khong phai ngudi. Theo phuong 4n khac, d6i twong 1 nguoi. Cac
thuat ngfr "ddi tuong" va "bénh nhan" c6 thé duoc st dung thay thé 14n nhau trong
ban mo ta nay. Hop phin theo sang ché thich hop dé dung cho d6i tuong, va c6 thé
dugc st dung dé tao ra dap tmg mién dich chéng lai cac khang nguyén O ExPEC ma
duogc bao ham trong hop phan.

Nhu duge sit dung trong ban md ta ndy, "dap tmg mién dich hoc" hodc "déap
mg mién dich" véi khang nguyén hodc hop phin dung dé chi su phét trién trong dap
tng mién dich thé dich va/hodc dap tmg mién dich té bao & ddi twong voi khang
nguyén hodc khang nguyén c6 mit trong hop phan.

Hop phan c6 chira polysacarit khang nguyén O E. coli

Theo mét khia canh chung, sang ché dé cap dén véc xin da gia chira cac typ
huyét thanh khang nguyén O dugc tim thdy chi yéu 1a trong s cac thé phan 1ap 1am
sang E. coli, ¢6 thé dugc str dung dé tao ra sy giy mién dich chu dong dé ngin ngira
bénh do EXPEC géy ra c6 cac typ huyét thanh khéang nguyén O dugc chira trong véc
xin. Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén hop phin c6 chira it nhat 1a mot
polysacarit khang nguyén O E. coli. Theo cac phuong 4n nhit dinh, hop phan c6 thé
¢6 chira polysacarit khang nguyén O25B E. coli. Theo cac phuong an khac, hop phéan
¢6 chura polysacarit khang nguyén O1A, O2, vVE‘l/hOETlC O6A E. coli. Theo cac phuong
4n uu tién, hop phan c6 chira cac polysacarit khang nguyén O1A, 02, O6A va O25B
E. coli, dugc boc 16 trong tai lidu WO2015/124769, va WO 2017/035181. Mbdi tai
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lidu trong s6 cac tai liéu tham khao nay dugc két hop trong ban md ta nay chi nhiam
muc dich tham khao. Theo c4c phuong 4n nhit dinh, polysacarit khang nguyén O E.
coli bd sung hoic khic c6 mit trong hop phan. Céc polysacarit khang nguyén O E.
coli ndy c6 thé bao gdm, nhung khong gi6i han &, cac khédng nguyén O tir cac typ
huyét thanh (phu) ctia O1, 02, 04, 06, 07, 08, 015, 016, 018, 021, 025, 073, O75
va 0153 E. coli. Tay thude vao nhu cau, hop phan c6 thé bao gdbm nhiéu hon mét
khéng nguyén O E. coli bd sung, chang han nhu 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, hodc nhiéu hon, c4c khang nguyén O E. coli bd sung, dé
tao ra su bao vé mién dich chéng lai nhiéu typ huyét thanh E. coli .

Theo cac phuong 4n nhét dinh, hop phan va phuong phap c6 thé lién quan dén
khang nguyén O25B E. coli va mot hodc nhiéu khang nguyén O E. coli bd sung. Cac
vi du vé khang nguyén O E. coli c6 thé bao gdm, nhung khong giéi han & céc khang
nguyén O25B, O1A, 02 va O6A E. coli.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay " khang nguyén O25B E. coli" dung
dé chi khang nguyén O dic hiéu véi typ huyét thanh O25B E. coli. Theo mdt phuong
an, khang nguyén O25B E. coli c6 chtta chu truc c6 Cong thirc O25B":

D-Glc
B|6
B o (04
D-Glc — L-Rha2Ac ———= D-GIcNAc
4 1,3 1,3 n1
OLT 3
L-Rha

trong d6 n trong Cong thirc O25B' 1a sb nguyén nam trong khoang tir 1 dén
30, tir 1 dén 20, tir 1 dén 15, tir 1 dén 10, tir 1 dén 5, tir 10 dén 30, tir 15 dén 30, tir 20
dén 30, tir 25 dén 30, tir 5 dén 25, tir 10 dén 25, tir 15 dén 25, tir 20 dén 25, tir 10 dén
20, hoac tur 15 dén 20. Theo mét phuong 4n cua sang ché, n trong Cong thuc O25B'
1a s6 nguyén nam trong khoang tir 10 dén 20.

Nhu duoc sir dung trong ban mé ta nay, "khang nguyén O1A E. coli" dung aé
chi khang nguyén O dic hiéu vdi typ huyét thanh O1A E. coli. Theo mdt phuong an,
khang nguyén O1A E. coli c6 chira cu triic c6 Cong thirc O1A":
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B a o B
- - L-Rh D-GIcNA
T{’L R}’TaT,?,—»L Rha—? 8—1’—4* cNAC n1

Bl 2
D-ManNAc
trong d6 n trong Cong thuec O1A' la sd nguyén nam trong khoang tir 1 dén 30,
tir 1 dén 20, tr 1 dén 15, tir 1 d@én 10, tir 1 dén 5, tir 10 dén 30, tir 15 dén 30, tir 20 dén
30, tir 25 dén 30, tir 5 dén 25, tir 10 dén 25, tir 15 dén 25, tir 20 dén 25, tir 10 dén 20,
hodc tir 15 dén 20. Theo mot phuong 4n, n trong Cong thie O1A' 12 s6 nguyén nim
trong khoang tir 7 dén 15.
| Nhu dugc st dung trong ban md ta nay, "khang nguyén O2 E. coli" dung dé
chi khang nguyén O dic hiéu voi typ huyét thanh O2 E. coli. Theo mdt phuong 4n,
khang nguyén O2 E. coli c6 chua cAu trac c6 Cong thirc 02":

B o o B
- —_—] L-Rha ——= D-GIcNA
T&VLRTha 12 LRhaT,3_> a 14 c C%TV

n
al 2
D-Fuc3NAc

trong do n trong Cong thirc O2' 1a s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén 30,
tir 1 dén 20, ti 1 dén 15, tir 1 d@én 10, tix 1 dén 5, tir 10 dén 30, tir 15 dén 30, tir 20 dén
30, tir 25 dén 30, tir 5 dén 25, tir 10 dén 25, tir 15 dén 25, tir 20 dén 25, tir 10 dén 20,
hodc tir 15 dén 20. Theo mdt phuong 4n, n trong Cong thirc O2' 1a s6 nguyén nim
trong khoang tir 8 dén 16.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, "khang nguyén O6 E. coli" dung dé
chi khang nguyén O déc hiéu voi typ huyét thanh 06 E. coli. Theo mot phuong én,
khang nguyén 06 E. colila O6A E. coli.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, "khang nguyén O6A E. coli", con
duoc goi 1a "khang nguyén O6K2 E. coli" hodc "khang nguyén O6Glc E. coli", ding
dé chi khang nguyén O dic hiéu véi typ huyét thanh O6A E. coli. Theo mdt phuong
an, khang nguyén O6A E. coli c6 chua ciu tric c6 Cong thitc O6A":
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o
:{» D-GalNAc —;;—» D-ManL D-Man %) D-GIcNAc %

1.4
n
BT1,2

D-Glc

trong d6 lién két B 1, 2 con dugce goi 1a lién két B2, n trong Cong thirc O6A' 14
s& nguyén nam trong khoang tir 1 dén 30, tir 1 dén 20, tir 1 dén 15, tir 1 dén 10, tir 1
dén 5, tir 10 dén 30, tir 15 dén 30, tir 20 dén 30, tir 25 dén 30, tir 5 dén 25, tir 10 dén
25, tir 15 dén 25, tir 20 dén 25, tir 10 dén 20, hoac tir 15 dén 20. Theo mot phuong
an, n trong Cong thirc O6A' 1a s6 nguyén nam trong khoang tir 8 dén 18.

Cac polysacarit khang nguyén O E. coli trong hgp phan theo sdng ché duoc
lién két cong hoa tri (d6i khi dugc goi 1a "tao lién hop") v6i protein mang, protein
mang theo sang ché 12 Ngoai doc t5 A cua P. aeruginosa, tot hon la bién thé da khir
doc cua ching (EPA; xem tai liéu, vi du, Thssen, et al., (2010) Microbial cell factories
9, 61; WO2015/124769). Su két hop cua protein mang va polysacarit khang nguyén
O dugc d& cap dén dudi dang thé lién hop glyco. Thuong 13, khang nguyén O tir mbi
typ huyét thanh E. coli trong hop phan duoc lién két cong héa tri véi protein mang
riéng ré, tic la néu hop phan c6 chira bén polysacarit khdng nguyén O, mdi
polysacarit khang nguyén O nay dugc ghép riéng r& va doc 1ap véi protein mang EPA,
va do d6 hop phan c6 chira bon thé lién hop glyco khac nhau. Mot cach dé tao ra thé
lién hop glyco 1 bang céach tao lién hop sinh hoc, trong d6 b may té bao chu san
xuét khang nguyén O va protein mang va lién két khang nguyén O véi protein mang,
vi du, thong qua lién két N (xem tai liéu vi du WO2015/124769 vé viéc diéu ché thé
lién hop sinh hoc cua cac polysacarit O25B, O1A, O2 va O6A khang nguyén O E.
coli v6i protein mang EPA). D6i voi EPA, cac bién thé protein da khtr doc khic nhau
da duge mo ta trong tai liéu va c6 thé duge sit dung 1am céc protein mang. EPA da
khir doc (hodc khong doc) dung dé chi ngoai doc td A Pseudomonas aeruginosa bét
ky ma khong c6 hoat tinh ADP ribosyl héa. Hoat tinh ribosyl hoa cia EPA kiéu dai
nim & giita khoang tir axit amin 400 dén 613 cua EPA, va vi du viéc lam khuyét axit
amin Axit glutamic tai vi tri 553 trt EPA kiéu dai, hodc thé Histidin tai vi tri 426 bang
Tyrosin & EPA kiéu dai, 1am khir doc phan tir EPA. C4c axit amin khéc nam trong
khoang tir axit amin 400 dén 613 cua EPA kiéu dai c6 thé duoc cai bién béng cach,

vi du 1am khuyét, bd sung, hoic thé cac gbc axit amin dé loai bo hoat tinh ADP ribosyl
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héa va cing v6i né 1a do doc, nhu da biét di voi nguoi cé hiéu biét trung binh trong
linh vyc. Theo cac phuong an uu tién cla sang ché, protein mang EPA 14 bién thé da
khir ddc. Theo cac phuong an vi du va khong lam gi6i han sang ché nhit dinh, protein
mang EPA c¢6 thé ¢ chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 1 (1a phuong
4n cua EPA da khir ddc), hoac trinh tu axit amin tuong déng it nhat 1a 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% dbi voi SEQ ID NO:1, hoic c6 1, 2,3, 4, 5, 6,7, 8,9, hodc 10
axit amin khac v6i SEQ ID NO: 1, trinh tur bt ky trong s cac trinh tu ndy tity y con
chtta 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8, hodc nhiéu hon trinh tu lién tng glycosyl héa dugc dua vao
theo cach tai to hop nhu duge md ta dudi day. Theo cac phuong an cu thé, viec dua
vi tri glycosyl hoa vao duge thuc hién bang cich cai xen trinh tu lién g glycosyl
héa (vi du, Asn-X-Ser(Thr), trong 46 X ¢o thé 14 axit amin bt ky ngoai trir Pro; hodc
t6t hon 13 Asp(Glu)-X-Asn-Z-Ser(Thr), trong d6 X va Z dugc chon doc 18p tir axit
amin tu nhién bét ky ngoai trir Pro (SEQ ID NO: 2) (xem tai liéu, vi du, WO
2006/119987 va W02015/124769)) tai chd bét ki trong céu tric bic mdt ctia protein
EPA. Theo cac phuong an uu tién, protein mang EPA c6 chira mot hodc nhiéu vi tri
lién tmg glycosyl hoa dugc lién két N dwoc dua vao theo céch téi td hop c6 trinh tu
axit amin Asp(Glu)-X-Asn-Z-Ser(Thr), trong d6 X va Z dugc chon doc lap tur axit
amin tu nhién bét ky ngoai trir Pro (SEQ ID NO: 2). Theo c4c phuong én nhét dinh,
protein mang EPA c6 chira mdt, hai, ba, bdn, nam, sau, bay, tam, hodc hon tdm trinh
tu trong sd céc trinh ty lién tmg dugc dua vao nay. Theo cc phuong én khic, EPA
khoéng c6 chira trinh tu lién tng glycosyl héa dugc tao lién két N duoc dua vao nay,
vi du khi thé lién hop glyco duoc diéu ché bang cach sir dung hoa hoc tao lién hop cb
dién (xem tai liéu vi du, US 5,370,872; Cryz et al, 1990, Infection and Immunity 58:
373-377). _
Theocécphuongénnhétdhﬁgcéckhéngnguyén()Eﬁcoﬁduqchénkétcéng
MMﬁWWm@mmgéWEpﬁmmmwﬁmmmﬂﬁhm@@&ngﬁm
trong khoang tir khoang 1:20 dén 20:1, t&t hon 1a tir 1:10 dén 10:1, vi du tir 1:10 dén
3:1. Theo céc phuong an khong 1am giGi han sang ché nhét dinh ddi vai thé lién hop
sinh hoc, ty 1& ciia polysacarit/protein nam trong khoang tir khoang 0,1 dén 0,5 (tuc
la polysacarit:protein nim trong khoang tir khoang 1:10 dén 1:2, vi du khoang 1:2,
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1:3,1:4,1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, hoac gia tri bét ky & gitra chiing) d6i voi mdi thé
lién hop sinh hoc, tuy thude vao typ huyét thanh khang nguyén O.

Theo cac phuong an khong lam gi6i han sang ché, cac polysacarit khang
nguyén O E. coli c¢6 thé c6 mit trong hop phan ¢ néng d6 nam trong khoang tir khoing
1 dén 200 pg/ml d6i v6i mdi polysacarit khang nguyén O, vi duy, tir khoéng 2 dén 100
ng/ml, vi du tir khoang 4 dén 50 pg/ml, vi du tir khoang 4 dén 48 pg/ml, vi du tir
khodng 8 dén 48 pug/ml, vi du tir khoang 4 dén 32 pg/ml, vi du tir khoang 8 dén 32
ug/ml, vi dy, 8, 16, 20, hodc 32 pg/ml hodc gia tri bat ky & giira chung. Tt hon 14,
trong hop phan c6 it nhét 14 hai polysacarit khang nguyén O E. coli, mdi polysacarit
khang nguyén O c6 mat ¢ ty 1€ khéi lugng nim trong khoang tir 1:1 dén 1:2, hodc gia
tri bat ky & giita chung, d6i voi mdi dang két hop cua cic polysacarit khang nguyén
O trong hop phan.

Theo cac phuong an khong lam gigi han sang ché nhat dinh cac polysacarit
khang nguyén O c6 mat trong hop phén & ndng do cua polysacarit khdng nguyén O
tbng s6 nam trong khoang tir khoang 4 dén 1000 pg/ml, vi du tir khoang 10 dén 500
ng/ml, vi dy tir khoang 20 dén 250 pg/ml, vi du tir khoang 24 dén 120 pg/ml.

Theo cac phuong an khong lam gidi han sdng ché, tbng ndng d6 dbi v6i protein
mang EPA trong hop phan c6 thé vi du nim trong khoang tir khoang 40 dén 2000
pg/ml, vi du tir khoang 100 dén 1500 pg/ml, vi du tir khoang 200 dén 1200 pg/ml, vi
du tir khoang 250 dén 600 pg/ml.

Theo cac phuong &n nhét dinh, hop phin c¢6 chira cic polysacarit khing
nguyén 025B, O1A, 02 va O6A ¢ ty 1¢ khéi lugng bang 1:1:1:1, trong d6 mdi
polysacarit khang nguyén O dugc lién két cong héa tri v6i protein mang EPA. Theo
phwong 4n khéac, hop phan c6 chira cac polysacarit khang nguyén 025B, O1A, O2 va
O6A E. coli ¢ ty 18 khéi luong bang 2:1:1:1, trong d6 mdi polysacarit khang nguyén
O duogc lién két cong hoéa tri v6i protein mang EPA. Theo mdi phuong én nay,
polysacarit khang nguyén O25B c6 thé, vi du khong lam gidi han sang ché 13, c6 mat
& ndng d6 bang khoang 8, 16, hoic 32 pg/ml.

Céc hop phan dugc mo ta trong ban mo ta nay hitu dung trong viéc diéu trj va
ngin ngira sy 1y nhiém ctia d6i tuong (vi du, d6i tuong 1a ngudi) véi EXPEC. Theo

cac phuong 4n nhét dinh, ngoai viéc c¢6 chira cac polysacarit khéang nguyén O E. coli
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lién két cong hoa tri v6i protein mang EPA, hop phan dugc md ta trong ban mo ta
nay c6 chira chit mang duge dung. Nhu duge sit dung trong bén md ta ndy, thut ngit
"duoc dung" c6 nghia 1a dugc co quan quan ly cua Chinh quyén lién bang hoic tiéu
bang phé chuén hodc dugce liét ké trong Dugc Dién Hoa Ky hoic duoc dién dugc
cong nhan chung khac dé sur dung & dong vat, va cu thé hon 1a & nguoi. Thuat nglr
"chit mang," nhu duoc st dung trong ban md ta nay trong ngft canh cia chit mang
dugc dung, dung dé chi chit pha loang, chét phu trg, ta dugc, hodc ta dugc léng ma
duchﬁngcﬁngvéiduqcphénLIQuécUonghgpphﬁntheoséngchététhonlénuéc
dé tiém.

Hop phan dugc dé xuét trong ban md ta nay cé chira chét hoat dong bé mit.
Chét hoat dong bé mat nhu dugce sir dung trong ban md ta nay 1a hgp chét hitu co ma
14 ludng tinh, c6 nghia la chung chtra ca nhom ky nuéc (dudi cia chung) va nhom ua
nuéc (dau cia ching). Theocécphuongénlnlﬁén,chéthoatdéngbélnatduqctao
thanh b&i ddu va nuée (c6 chira nhom OH) va dudi ky nuéc dai (chudi cacbon, ma
c6 thé c6 chira it nhat 12 khoang 12, 14, 16, 18, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 130,
cacbon ho#ic nhiéu cacbon hon trong chudi cacbon). Chét hdat dong bé mit dugc vu
ﬁéntheoséngchélachéthoatd@ngkélnatkhéngion.Cécxd(hlvéchéthoatdéng
b& mat thich hop cho hop phén theo sang ché bao gébm, nhung khong giéi han &,
polysorbat 20 (PS20), polysorbat 40 (PS40), polysorbat 60 (PS60), polysorbat 80
(PS80), va Pluronic® F-68 (F-68). Theo phuong 4n uu tién, chét hoat dong bé mat 1a
PS80. Theo cac phuong an nhét dinh, chét hoat dong bé mat trong hop phén duoc
cung cép & ndng dd nim trong khoang tir 0,01% (khi luong/thé tich (w/v)) dén 0,2%
(khéi lugng/thé tich). Theo cac phuong 4n nhét dinh, chit hoat dong bé mit trong hop
phin duge cung cp & ndng dd bang 0,01%, 0,02%, 0,03%, 0,04%, 0,05%, 0,06%,
0,07%, 0,08%, 0,09%, 0,1%, 0,11%, 0,12%, 0,13%, 0,14%, 0,15%, 0,16%, 0,17%,
0,18%, 0,19%, 0,2%, hodc gia tri bt ky & giita chung. Pbi véi cac phuong &n ma F-
68léchéthoatdéngbérna;nﬁngd@téthonlénénluongkhoéngtﬁkhoéng(L0596
dén khoang 0,2%. Ddi v6i cac phuong 4n ma PS20, PS40, PS60, hoic PS80 1a chit
hoatdéngbérna;néngdététhonlénﬁnlnongkhoéngt&khoéng(LOI?&dénkhoéng
0,08%, vi du khoang 0,01%, 0,02%, 0,03%, 0,04%, 0,05%, 0,06%, 0,07%, 0,08%,
hoic gi4 tri bat ky & giita ching.
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Hop phén dugc dé xuit trong ban mo ta nay con c6 chira dém c6 do pH dém
cu thé. Theo sang ché, hop phan c6 chtra dém kali/natri photphat. Céc khoang ndng
d6 dbi v6i dem nay c6 thé, vi du, nim trong khoang tir khoang 5 mM dén khoang 20
mM, tir khoang 8 mM dén khoang 15 mM, tir khoang 8 mM dén khoang 13 mM, tir
khoang 9 mM dén khoang 11 mM. Theo céc phuong an nhét dinh, dém dugc cung
cAp & ndng do bang 8 mM, 9 mM, 10 mM, 11 mM, 12 mM, 13 mM, 14 mM, 15 mM,
hodc gia tri bat ky & gitta chung. Theo céc phuong an nhét dinh, ndng do dém nim
trong khoang tir khodng & mM dén khoang 15 mM. Theo phuong 4n uu tién, hgp
phan c6 chtra dém & ndng d bang 10 mM. Céc khoang do pH d6i voi cac dém nay
¢6 thé, vi du, nam trong khoang tir khoang pH 6,5 dén khoang pH 7,5, tir khoang pH
6,6 dén khoang pH 7.4, tir khoang pH 6,7 dén khoang pH 7,3, tir khoang pH 6,8 dén
khoang pH 7,2, tir khoang pH 6,9 dén khoang pH 7,1. Theo cac phuong 4n nhét dinh,
d6 pH c6 thé 14 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, 7,0, 7,1, 7,2, 7,3, 7,4, 7,5, hodc gia tri bat ky &
giita chung. Theo phuong an uvu tién do pH ctia dém 1a 7,0. Theo phuong 4n uu tién,
hop phan cé chira dém kali/natri photphat & ndng do bang 10 mM va & do pH bang
7,0.

Dung dich dém kali/natri photphat co6 thé, vi du, c6 chira kali tir Ko;HPO4
(dibazo) hodc KH,PO4 (monobazo) va natri tir NaxHPO4 (dibazo) hodac NaH2PO4
(monobazo). Theo cac phuong an nhét dinh, dém kali/natri photphat c6 chta kali
photphat monobazo (KH,PO4) va natri photphat dibazo (Na,HPO4). Theo cac phuong
4n nhét dinh, dém kali/natri photphat c6 chtta kali photphat dibazo (KoHPOs) va natri
photphat monobazo (NaH2PO4). Ty 1é mol giita cac loai photphat monobazo va cac
loai photphat dibazo ([H2PO4]-/[HPO4]2-), bét ké déi ion nao, ndm trong khoang tir
5,13 dén 0,52.

Hop phén dugc dé xuét trong ban mo ta ndy co thé con c¢6 chura chét cai bién
trwong luc (d6i khi con duge goi la ‘chat 1am 6n dinh'). Chét cai bién truong luc duge
str dung trong hop phan theo séng ché 1a sucroza hoic sorbitol, tity thudc vao céc ta
dugc khac, nhu dugc xac dinh trong ban md ta nay. Theo cac phuong an nhit dinh,
hop phan c6 chira sucroza. Theo cac phuong an nhét dinh, hop phan c6 chira sucroza
& khoang ndng do nam trong khoang tir khoang 3% dén khoang 12% (khéi lugng/thé
tich), tir khoang 3% dén khoang 11% (khdi lugng/thé tich), tir khoang 3% dén khoang
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10% (khéi luong/thé tich), tir khoang 4% dén khoang 10% (khdi lugng/thé tich), tir
khoang 5% dén khoang 9% (khi luvgng/thé tich), tir khoang 6% dén khoang 9% (khdi
lwong/thé tich). Theo cac phuong an nhit dinh, sucroza dugc cung cip & nong do
bing 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, hogc gié tri bat ky & giita
ching. Theo phuong 4n uu tién, hop phan c6 chira sucroza & ndng do nim trong
khoang tir khoang 3% dén khoang 10%. Theo phuong an wu tién, hop phan c6 chira
sucroza & ndéng do bing 8%. Theo cic phuong 4n uu tién khac, hop phan ¢ chira
sorbitol. Theo phuong an uu tién, hop phan c6 chira sorbitol & ndng do nim trong
khoang tir khoang 3% dén khoang 8% (khdi lwong/thé tich), tir khoang 3% dén
khoang 7% (khdi lugng/thé tich), tir khoang 4% dén khoang 6% (khdi lugng/thé tich).
Theo cac phuong 4n wu tién, hgp phan c6 chira sorbitol & ndng d6 nam trong khoang
tir khoang 4% dén khoang 6% (khéi lwong/thé tich). Theo c4c phwong 4n nhét dinh,
hop phan c6 chtra sorbitol & ndng do bing khoang 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, hoic
gi4 tri bat ky & gita chiing. Theo phuong 4n uu tién, hop phan c6 chia sorbitol &
ndng d6 bang 5%.

Hop phén dugc dé xuét trong ban mo ta niy con c6 chia chét chéng oxy hoéa.
Chét chéng oxy hoa dugc sir dung trong hop phan theo sing ché 1a EDTA hoic
metionin, tuy thudc vao céc ta dugce khac, nhu duge mo ta trong ban mo ta nay. Theo
cac phuong an nhét dinh, hop phan c6 chira EDTA. Theo cac phuong 4n nhit dinh,
hop phan c6 chita EDTA & ndng d6 nim trong khoang tir khoang 0,1 mM dén khoang
1,5 mM, tir khoang 0,2 mM dén khoang 1,4 mM, tr khoang 0,5 mM dén khoang 1,3
mM, tir khoang 0,7 mM dén khoang 1,2 mM, tir khoang 0,8 mM dén khoang 1,2 mM,
tir khoang 0,9 mM dén khoang 1,1 mM. Theo céc phuong 4n nhét dinh, EDTA duoc
cung cép & ndng do bang 0,1 mM, 0,2 mM, 0,3 mM, 0,4 mM, 0,5 mM, 0,6 mM, 0,7
mM, 0,8 mM, 0,9 mM, 1,0 mM, 1,1 mM, 1,2 mM, 1,3 mM, 1.4 mM, 1,5 mM, hodc
gi4 tri bat ky & gifta chiing. Theo phuong 4n wu tién, hop phén c6 chita EDTA & nong
d6 bang 1,0 mM. Hop phan theo séng ché ma c6 chira EDTA ciing c6 chira sucroza.
Theo cac phuong an khac, hop phan c6 chita metionin. Theo céc phuong an nhét dinh,
hqpphéncéch&anwﬁonhl6n6ngd@nénlﬁongkhoéngt&khoéng5Inhddénkhoéng
15 mM, tir khoang 6 mM dén khoang 14 mM, tir khoang 7 mM dén khoang 13 mM,
tir khoang 8 mM dén khoang 12 mM, tr khodng 9 mM dén khoang 11 mM. Theo
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phuong an uu tién, hop phan c6 chira metionin & ndng dd nam trong khoang tir khoang
8 mM dén khoang 12 mM. Theo c4c phuong 4n nhat dinh, metionin dugc cung cép &
ndng d6 bang 5 mM, 6 mM, 7 mM, 8 mM, 9 mM, 10 mM, 11 mM, 12 mM, 13 mM,
14 mM, 15 mM, hoic gia tri bat ky & giita ching. Theo phuong én uu tién, hop phén
¢6 chira metionin & néng d6 bang 10 mM. Hop phan theo sang ché c6 chira metionin
cling c6 chira sorbitol.

Sang ché dé xuét hop phén co chira polysacarit khang nguyén O25B E. coli,
polysacarit khang nguyén OlA E. coli, polysacarit khang nguyén O2 E. coli, va
polysacarit khang nguyén O6A E. coli, trong d6 mdi polysacarit khang nguyén O
dugc lién két cong hoéa tri véi protein mang ngoai doc td A cua Pseudomonas
aeruginosa (EPA); 5% (khéi lugng/thé tich) sorbitol; 10 mM metionin; 10 mM dém
kali/natri photphat & 4 pH bang 7,0; va 0,02% PS80. Sang ché con dé xuit hop phin
vé co ban gdm c6 polysacarit khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén
O1A E. coli, polysacarit khang nguyén O2 E. coli, va polysacarit khang nguyén O6A
E. coli, trong d6 mdi polysacarit khang nguyén O dugc lién két cong hoa tri voi
protein mang ngoai doc t5 A cua Pseudomonas aeruginosa (EPA); 5% (khdi
lwong/thé tich) sorbitol; 10 mM metionin; 10 mM dém kali/natri photphat ¢ d6 pH
bang 7,0; va 0,02% PS80. Sang ché con d& xuét hop phan gdm c6 polysacarit khang
nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén OlA E. coli, polysacarit khang
nguyén O2 E. coli, va polysacarit khang nguyén O6A E. coli, trong d6 mdi polysacarit
khang nguyén O dugc lién két cong hoa tri v6i protein mang ngoai ddc tb A cia
Pseudomonas aeruginosa (EPA); 5% (khdi lugng/thé tich) sorbitol; 10 mM metionin;
10 mM dém kali/natri photphat & d6 pH bang 7,0; va 0,02% PS80. Sang ché con dé
xuit hop phan c6 chira polysacarit khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang
nguyén O1A E. coli, polysacarit khang nguyén O2 E. coli, polysacarit khang nguyén
O6A E. coli,val,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, hoac 20
polysacarit khang nguyén O E. coli khéc, trong d6 mdi polysacarit khang nguyén O
duoc lién két cong hoa tri véi protein mang ngoai doc td A cua Pseudomonas
aeruginosa (EPA); 5% (khdi lugng/thé tich) sorbitol; 10 mM metionin; 10 mM dém
kali/natri photphat & d6 pH bang 7,0; va 0,02% PS80. Sang ché con dé xuat hop phan
vé co ban gdm c6 polysacarit khang nguyén O25B E. coli , polysacarit khang nguyén
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O1A E. coli, polysacarit khang nguyén O2 E. coli, polysacarit khang nguyén O6A E.
coli,val,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11, 12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, hodc 20 polysacarit
khang nguyén O E. coli khac, trong d6 mdi polysacarit khang nguyén O duoc lién két
coéng hoa tri v6i protein mang ngoai doc td A cua Pseudomonas aeruginosa (EPA);
5% (khdi luong/thé tich) sorbitol; 10 mM metionin; 10 mM dém kali/natri photphat
& d6 pH bang 7,0; va 0,02% PS80. Sang ché con d& xuét hop phan gom c6 polysacarit
khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén O1A E. coli, polysacarit khang
nguyén O2 E. coli, polysacarit khang nguyén O6A E. coli,va l,2,3,4,5,6,7, 8,9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, hodc 20 polysacarit khang nguyén O E. coli
khéc, trong d6 mdi polysacarit khang nguyén O dugc lién két cong hoéa tri véi protein
mang ngoai doc té A cta Pseudomonas aeruginosa (EPA); 5% (khéi lwong/thé tich)
sorbitol; 10 mM metionin; 10 mM dém kali/natri photphat ¢ do pH bang 7,0; va
0,02% PS80.

Sang ché dé xuét hop phan cé chia polysacarit khang nguyén O25B E. coli,
polysacarit khang nguyén OlA E. coli, polysacarit khing nguyén O2 E. coli,
polysacarit khang nguyén O6A E. coli, trong do mdi polysacarit khdang nguyén O
dugc lien két cdng hoa tri voi protein mang ngoai doc td A cua Pseudomonas
aeruginosa (EPA); 8% (khdi lugng/thé tich) sucroza; 1 mM EDTA; 10 mM dém
kali/natri photphat & do pH bang 7,0; va 0,02% PS80. Ngoai ra, séng ché dé xuét hop
phan v& co ban gdm c6 polysacarit khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang
nguyén O1A E. coli, polysacarit khang nguyén O2 E. coli, polysacarit khang nguyén
O6A E. coli, trong d6 mdi polysacarit khang nguyén O dugc lién két cong hoa tri voi
protein mang ngoai doc td A cua Pseudomonas aeruginosa (EPA); 8% (khbi
luong/thé tich) sucroza; 1 mM EDTA; 10 mM dém kali/natri photphat & d6 pH bing
7,0; va 0,02% PS80. Sang ché con d& xuit hop phan g0m c6 polysacarit khang nguyén
025B E. coli, polysacarit khang nguyén O1A E. coli, polysacarit khang nguyén O2
E. coli, polysacarit khang nguyén O6A E. coli, trong do mdi polysacarit khéng
nguyén O dugc lién két cong hoa tri v6i protein mang ngoai doc t6 A coa
Pseudomonas aeruginosa (EPA); 8% (khéi luong/thé tich) sucroza; 1 mM EDTA; 10
mM dém kali/natri photphat & d6 pH bang 7,0; va 0,02% PS80. Sang ché con dé xuét
hop phan c6 chira polysacarit khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén
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O1A E. coli, polysacarit khang nguyén O2 E. coli, polysacarit khang nguyén O6A E.
coli,val,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11, 12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, hodc 20 polysacarit
khang nguyén O E. coli khéc, trong do6 mdi polysacarit khang nguyén O dugc lién két
cOng hoa tri v4i protein mang ngoai doc td A cua Pseudomonas aeruginosa (EPA);
8% (khéi lugng/thé tich) sucroza; 1 mM EDTA; 10 mM dém kali/natri photphat ¢ do
pH béng 7,0; va 0,02% PS80. Sang ché con dé xuit hop phﬁn vé co ban gé)m co
polysacarit khdng nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén OlA E. coli,
polysacarit khang nguyén O2 E. coli, polysacarit khdng nguyén O6A E. coli, va 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, hodc 20 polysacarit khang
nguyén O E. coli khac, trong do mdi polysacarit khdang nguyén O dugc lién két cong
hoa tri voi protein mang ngoai doc td A cta Pseudomonas aeruginosa (EPA); 8%
(khéi luqng/thé tich) sucroza; 1 mM EDTA; 10 mM dém kali/natri photphat & d6 pH
bang 7,0; va 0,02% PS80. Sang ché con @& xut hop phin gdm c6 polysacarit khang
nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén OlA E. coli, polysacarit khang
nguyén O2 E. coli, polysacarit khang nguyén O6A E. coli,val,2,3,4,5,6,7,8,9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, hodc 20 polysacarit khang nguyén O E. coli
khac, trong d6 mdi polysacarit khang nguyén O dugc lién két cong hoa tri V(’ri.protein
mang ngoai doc td A ctia Pseudomonas aeruginosa (EPA); 8% (khéi luong/thé tich)
sucroza; 1 mM EDTA; 10 mM dém kali/natri photphat & do pH béng 7,0; va 0,02%
PS80.

Hop phéan dugc mo ta trong ban md té nay c6 thé tiy y c6 chtra thém chat bao
quan, ching han nhu thimerosal dan xuét thity ngan, phenoxyetanol, hodc paraben.
Theo phuong 4n cu thé, dugc phdm duoc mo ta trong ban md ta nay c6 chira tir
0,001% dén 0,01% thimerosal. Theo c4c phuong an khac, dugc phém dugc mo ta
trong ban mo ta nay khong co chtra chét bao quén.

~ Theo cac phuong an nhét dinh, hop phan dugc mo ta trong ban md ta nay (vi
du, hop phén gay mién dich) c6 chira, hodc duge dung & dang két hop voi, chét phu
trg. Chét phu trg dé ding & dang két hop voi hop phan dugc md ta trong ban mo ta
nay c6 thé duge ding trudc, ddng thoi, hodc sau khi dung hop phan nay. Theo mot
s6 phuong 4n, thut ngft "chét phu trg" ding dé chi hop chat ma khi dugc dung &

dang két hop hodc duéi dang mot phﬁn cua hgp phén dugc mo ta trong ban mo ta nay
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lam gia tang, ting cuong va/hodc thic ddy dap tmg mién dich ddi véi thé lién hop
sinh hoc, nhung khi hop chat phu trg duge ding mdt minh khong tao dap tng mién
dich déi véi thé lién hop sinh hoc. Chét phu trg ¢6 thé tang cudng dap img mién dich
bing nhiéu co ché bao gém, vi du, tuyén mo té bao lympho, kich thich té bao B
va/hodc T, va kich thich dai thyc bao. Theo cac phuong an nhat dinh, hop ph.:?m duoc
mo ta trong ban md ta nay khong c6 chira chit phu trg nao ngoai thé lién hop sinh
hoc va ta duoc, va/hodc khong duge dung & dang két hop véi chét phu trg nao ngoai
thé lién hop sinh hoc va ta duge (trong trudng hop thé lién hop sinh hoc hoic t4 dugc
cO chira mot s6 dic tinh chét phu trg bén trong, ching khong dugc luuy dén va khong
c¢6 chét phu trg bén ngoai khéc nao duge bd sung theo cic phuong én nay).

Céac vi du cu thé vé chét phu trg bao gém, nhung khong gidi han 6, mubi nhém
(alum) (ching han nhu nhém hydroxit, nhém photphat, va nhoém sulfat), 3
monophosphoryl lipit A 3 dugc Pé-0-axyl héa (MPL) (xem tai liéu Biang Sang Ché
Vuong Qudc Anh GB2220211), MF59 (Novartis), AS03 (GlaxoSmithKline), AS04
(GlaxoSmithKline), hgp chét imidazopyridin (xem tai lieu W02007/109812), hop
chét imidazoquinoxalin (xem tai lieu WO2007/109813) va saponin, ching han nhu
QS21 (xem tai liéu Kensil et al., in Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant
Approach (eds. Powell & Newman, Plenum Press, NY, 1995); Bang Séng Ché My
Sé 5,057,540). Cac chit phu tro khac 1a nhil twong dau trong nudc (ching han nhu
dau squalen hodc dau lac), tiy ¥ & dang két hop véi chét kich thich mién dich, ching
han nhu monophosphoryl lipit A (xem tai liéu Stoute et al., 1997, N. Engl. J. Med.
336, 86-91). Chét phu trg khac 1a CpG (Bioworld Today, Nov. 15, 1998).

Theo cac phuong 4n nhét dinh, hop phan dugc mo ta trong ban mo ta nay
duoc tao ché phém dé thich hop cho duong dung da dinh cho dbi tuong. Vi du, hop
phan dugc mo ta trong bén mo ta nay co thé vi du duogc tao ché pham dé thich hop
cho viéc dung trong co, dudi da, ngoai dudng tiéu hoa, dudng miéng, trong miii, trong
da, qua da, két trang, trong mang bung, trong khi quén, tai chd, truc trang hoic phéi.
Theo cac phuong an nhét dinh, hop phan duge mo ta trong ban mo ta nay hitu dung
dé dung bang cach tiém trong co. Theo cac phuong 4n khac, hop phan dugc md ta
trong ban mo ta nay cd thé duoc ding trong da. Theo céc phuong an khéc, hop phan

duoc mo ta trong ban mo ta nay c6 thé dugce phan phéi qua da.
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Theo khia canh khac, trong ban md ta nay sang ché con d& xuit hop phan chat
thudc c6 chira it nhét 1a mot trong bdn thé lién hop duge md ta chi tiét trong ban mo
t4 nay (tirc 1a thé hién khang nguyén O tir cac typ huyét thanh O25B, O1A, 02, hodc
O6A E. coli), trong ché phdm dugc md ta trong ban md ta nay. Cac hop phan nay chi
chira mot hodc tap hop con cua bdn thé lién hop c6 thé vi du hitu dung dé luu trix
khang nguyén ¢ lugng 16n, vi du dudi dang chét thudc trude khi héa hgp thanh san
phém thube cudi cling, va cung mang cac dac diém 6n dinh hitu dung dugc mo ta ddi
v6i hop phan san pham thubc c6 chira ca bbn thé lién hop.

Phuong Phép/Stt Dung

Hop phén theo sang ché c6 thé, vi du, dugc sit dung cho phuong phép gay ra
dap g mién dich dbi voi EXPEC Yy dbi twong can chung. Tt hon 13, dap tmg mién
dich 6 hiéu qua dé ngan ngira hodc didu tri bénh c6 lién quan dén EXPEC & ddi tuong
can chung. Phuong phap bao gdm buédc ding cho d6i tugng hop phan theo sang ché.

Theo cac phuong an nhét dinh, hop phan dugc dé xuét trong ban md ta ndy co
thé dugc Iuu trit trong vat chira. V4t chtra thich hop c6 thé bao g@)m, nhung khong
gidi han ¢, tui, lo, 6ng tiém, chai, va 6ng nghiém. Theo cic phuong an nhét dinh, 1o
c6 nut bit ¢6 kha nang bi choc thing béi dng tiém c6 chira hop phin bét ky trong sd
cac hop phan duge mb ta trong ban md ta nay. Vat chira duoc dé xuit trong ban mo
ta nay c6 thé dugc 1am tir nhidu loai nguyén liéu chang han nhu thuy tinh (vi dy, thay
tinh borosilicat), kim loai, hodc chét déo (vi du, polycacbonat). Theo cac phuong 4n
nhét dinh, vat chtra vi du 1a lo béng thuy tinh borosilicat loai I. Theo cic phuong an
khac, vat chira 1a dng tiém thuy tinh c6 khéa luer hodc kim da cim san. Theo cac
phuong an khéc, vat chua la I hoac ng tiém bang nguyén lidu chét déo, ching han
nhu polycacbonat (PC) hodc polyetylen terephthalat glycol (PETG), nguyén li¢u do
vi du dugc cho thiy 1a c6 thé twong thich véi chét thudc theo sang ché. Lo c6 thé tiry
¥ chira nép bit cao su, vi du tir cao su (clo/brom)butyl duoc phi bang mang flopolyme
(vi du Flurotec [etylen tetrafloetylen (EFTE)] hodc Teflon [etylen propylen dugc flo
hoéa (FEP)]). Céc loai nguyén liéu va vat chira khac cling co thé duogc st dung, va kha
nang tuong thich véi ché pham theo sang ché ¢6 thé duoc x4c dinh béi ngudi c6 hiéu

biét trung binh trong linh vuc dya trén ban mo ta nay.
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Theo cac phuong an nhat dinh, chit thubc dugc luu trit trong vat chira
polycacbonat, vi du chai. Theo cdc phuong 4n nhét dinh, chét thubc duoc luu trix
trong vat chira polyetylen terephthalat glycol, vi du chai. Theo cac phuong én nhét
dinh, san phrfun thubc dugc luu trit trong vat chira thiy tinh, vi du lo.

Ché phém duoc d& xudt trong ban md ta nay cai thién do on dinh cla thé lién
hop glyco trong cac hop phén. On dinh, thuong cé nghia 1a hop phan duy tri d6 6n
dinh vat ly va’hodc do 4n dinh héa hoc va/hodc hoat tinh sinh hoc cua n6 khi luu trit.
Tét hon 14, hop phén vé co ban duy tri do on dinh vat 1y va héa hoc ciia n6 va hoat
tinh sinh hoc ctia n6 khi luu trit. D6 én dinh vat 1y, d6 6n dinh héa hoc, va hoat tinh
sinh hoc c6 thé dugc xac dinh bai ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc bang
cach sir dung cac phuong phap dugce bdc 16 trong ban mo ta nay va cac phuong phap
da biét trong linh vic. Dbi v6i sang ché, hop phan dugce coi 14 ‘6n dinh' (va ché pham
twong tmg duge coi 12 ‘lam én dinh'), néu c6 su thay d6i 5% hodc it hon & tién dinh
HPLC séc ky loai trir kich thudc (biéu thi su két tp cta thé lién hop glyco) so véi
thoi diém khong, nhu duge mo ta trong cdc vi du trong ban md ta nay. Vi du, hop
phﬁn véac xin EXPEC hién hanh (trong 25 mM Tris d6 pH 7,4, 2,7 mM KCI, 137 mM
NaCl) thé hién su ting hon 5% ctia tién dinh trong thoi gian 8 tudn & nhiét do 40°C,
va do d6 1a khéng 6n dinh trong thoi gian 8 tudn & nhiét do nay, trong khi d6 hop
phan theo séng ché thé hién su tang it hon 5% cua tién dinh sau 12 tudn O nhiét do
40°C va do d6 1a én dinh trong thoi gian it nhit 13 12 tudn & nhiét d6 nay. Hop phan
theo sang ché 6n dinh trong vét chtra thiy tinh & nhiét do nim trong khoang tir 2 dén
8°C trong thoi gian it nhat 12 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 26, 27,28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, thang hoac 1au hon. Hop phan
theo sang ché ciing 6n dinh trong vét chira chét déo trong thoi gian it nhat 12 7 ngay
& nhiét d6 25°C, ma cho phép xur ly san phéam thé lién hop glyco EXPEC trong céc
diéu kién nay.

Theo cac phwong an nhit dinh, hop phan trong ban mé ta nay dugc dé xuét
dudi dang hop phan 16ng. Hop phan 1éng, c6 nghia 1a hop phan & dang long khi &
nhiét d6 ndm trong khodng tir 2 dén 8°C, va t6t hon 1a dugc luu trit & nhiét o nim

trong khoang tur 2 dén 8 °C. Ty v, hop phan léng duge luu trit & nhiét do 25 °C hodc
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& nhiét do 40 °C, vi du déi v6i thir nghiém do én dinh gia ting trong céc diéu kién ap
luc nhiét.

Theo céc phuong an nhat dinh, hgp phan c6 thé dugce lwu trit va 6n dinh & nhiét
d6 nim trong khoang tir 2 dén 8 °C, & nhiét do 25 °C, hodc & nhiét do 40 °C. Theo
phuong 4n uu tién, hop phan dugc luu trit va 6n dinh & nhiét do nam trong khoang tir
2 dén 8 °C. Theo céc phuong 4n nhét dinh, hgp phin 6n dinh & nhiét do nim trong
khoang tir 2 dn 8 °C trong thoi gian it nhat 1a khoang 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, thing
hodc 1au hon. Theo céc phuong 4n nhét dinh, hop phan 6n dinh & nhiét do 25 °C trong
thoi gian 1, 2, 3, 4, 5, 6, thang hodc 1au hon. Theo cac phuong 4n nhét dinh, hop phan
on dinh & nhiét d6 40 °C trong thoi gian it nhét 1a khoang 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10,
11, 12 tuén, hodc 1au hon.

Theo cac phuong an nhat dinh, hop phan trong ban mo ta nay duoc dé xuét
dudi dang hop phan két dong. Hop phén két dong, c6 nghia 1a hop phan ¢ dang rin
khi duoc luu trit & nhiét do béng hodc thép hon khoang -18°, vi du & nhiét d0 khoang
-20°C, -40°C, -60°C, -70°C, -80°C hodc nhiét do bét ky trong khodng gitta ching,
hoic thip hon. Theo cac phuong 4n nhét dinh, hop phan c6 thé duoc luu trit va on
dinh & nhiét d6 -40 °C hodc -60 °C tuy thudc vao chét cai bién truong luc ¢6 mét trong
hop phan. Theo cac phuong 4n nhét dinh, hop phan ¢6 thé dugc luu trit va on dinh &
nhiét d6 -70 °C. Theo cac phuong an nhét dinh, hop phén 6 chura sucroza va én dinh
& nhiét do -40 °C trong thoi gian it nhét 1a khoang 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12,
13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36,37,38,39,40,41,42,43,44, 45,46, 47, 48 thang, hodc 1au hon. Theo cac phuong
4n nhét dinh, hop phan c6 chira sorbitol va 6n dinh & nhiét do -60 °C trong thoi gian
it nhat 1a khoang 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23,24,25,26,27, 28,29, 30,31, 32, 33, 34, 35,36, 37,38, 39,40, 41, 42,43, 44,
45, 46, 47, 48 thang, hoac l1au hon. Theo cac phuong an nhét dinh hop phé‘m co chira
sorbitol hoac sucroza va 6n dinh & nhiét do -70 °C trong thoi gian it nhét 1a khoang 1,
2.3,4,5,6,7,8,9, 10 ndm, hodc lau hon. Hop phin theo sang ché duoc thiét ké on

dinh hon so v&i ché phdm hop phan cii dugc mo ta trude day. Do 6n dinh cta hop
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phin ¢6 thé dugce xac dinh boi cac phuong phap duge md ta trong ban mo ta nay va
cac phuong phéap da biét trong linh vuc. Biang cach sir dung cac phuong phap nay,
hop phan theo sang ché s& én dinh hon trong khoang thdi gian nhét dinh & nhiét do
nhét dinh khi so véi hgp phan cua ché phim cii trong cing thoi gian va ¢ cing nhiét
do.

Trong badn mo t4 nay sang ché con dé xuét cac phuong phéap diéu ché hop phéan
nhu dugc bdc 10 trong ban mo ta nay. Theo cac phuong an nhit dinh, séng ché dé
xudt phuong phép diéu ché hop phan bao gdbm budc bd sung it nhat 12 mot khang
nguyén O E. coli lién két cong hoa tri véi chit mang EPA, nuéc, mubi ddi v6i dung
dich dém (tirc 1a natri(di)hydro photphat va kali(di)hydro photphat [tirc 1a Na;HPO4
va KH,PO4 hodc NaH2PO4 va Ko,HPO4)), chét cai bién truong luc (tirc 1 sorbitol hodc
sucroza), chat chdng oxy héa (tirc 12 metionin néu chét cai bién truong luc 14 sorbitol,
EDTA néu chét cai bién truong luc 14 sucroza), va chét hoat dong bé mit (vi du PS80)
vao vat chira, didu chinh d6 pH dén do pH mong mudn (tic 13 trong khoang tir 6,5
dén 7,5, vi du 7,0), va buéc tron cac thanh ph?m nay sao cho tao ra ché phém dang
16ng theo sang ché. Theo phwong én wu tién, cac phuong phéap diéu ché hop phén bao
gdm budec bd sung polysacarit khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén
O1A E. coli, polysacarit khang nguyén O2 E. coli, va polysacarit khang nguyén O6A
E. coli, trong d6 mdi polysacarit khang nguyén dugc lién két cong hoa tri véi protein
mang ngoai doc td A ctia Pseudomonas aeruginosa (EPA); nudc; kali photphat; natri
photphat; sorbitol; metionin; va PS80 vao vét chira, diéu chinh do pH dén 7,0, va tron
mdi thanh phan sao cho ndng do cubi clia dém kali/natri photphat 12 10 mM c¢6 d6 pH
bang 7.0, sorbitol 1a 5% (khdi lugng/thé tich), metionin 1a 10 mM, va PS80 1 0,02%
(khdi lugng/thé tich). Mot cach diéu ché ché pham, lam vi du va khong lam gi6i han
sang ché, theo sang ché nhu sau: bd sung vao khoang 3,5 lit nu6e: 3,3696 g KH,PO4
(Mw = 136,09 g/mol), 2,1635 g Na,HPO4s (Mw = 141,96 g/mol), 200 g sorbitol,
5,9684 g metionin (Mw = 149,21 g/mol), 8 ml cta dung dich du trir 10% (khbi
luqng/thé tich) PS80, ma dan dén do pH béng khoang 6,73, ma sau do dugc diéu
chinh bing khoang 500 pl NaOH 10 N dén do pH dich = 7,0, va thé tich duoc diéu
chinh dén 4 lit bang nuéc. Ché phim c6 chira sucroza va EDTA thay cho sorbitol va

metionin c6 thé duoc diéu ché theo phuong thic tuong tu, ma rd rang doi v6i nguoi
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¢6 hiéu biét chung thong thuong va thong tin dugc dé xuét trong ban md ta nay. Mot
cach c6 thé c6 dé didu ché hop phan theo séng ché 12 bang céch trao dbi dém, vi du
st dung loc dong chay tiép tuyén, loc, thAm tach, sic ky loai trir kich thudc, hodc
dang tuong tu, dé trao d6i ché phim ma dugc diéu ché nhu dugc mé ta & trén dbi véi
dém bét ky trong d6 thé lién hop glyco EXPEC c6 mat, vi du trong hodc sau budce tinh
ché thé lién hop glyco EXPEC. Budc trao d6i dém nay 1a thong thudng d6i v6i nguoi
¢6 hiéu biét trong linh vuc, bang cach str dung thong tin néu trong ban mo ta nay.

Céac vi du sau day cua sang ché 12 dé minh hoa thém ban chét sang ché. Cin
hiéu rang cic vi du sau day khong lam giéi han sang ché va pham vi sang ché duogc
xéc dinh béi cac yéu cau bao ho kém theo.

Phuongénthuclﬁénséngché

Phuong 4n 1 14 hop phan gay mién dich c6 chira mot hodc nhiéu polysacarit
khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén O1A E. coli, polysacarit khang
nguyén O2 E. coli, va polysacarit khang nguyén O6A E. coli, t6t hon 13 ca bén
polysacarit khang nguyén 025B, O1A, 02 va O6A E. coli, trong d6 mdi polysacarit
khang nguyén dugc lién két cong hoa tri voi protein mang ngoai doc td A cua
Pseudomonas aeruginosa (EPA); trong khoang tir 3% dén 8% (t6t hon 1a tir 4% dén
6%) (khéi lugng/thé tich) sorbitol; trong khoang tir 5 dén 15 mM (t6t hon 1 tir 8 dén
12 mM) metionin; trong khoang tir 5 dén 20 mM (tét hon 1a tir 8 dén 15 mM) dém
kali/natri photphat & do pH nam trong khoang tr 6,5 dén 7.5; va trong khoang tir
0,01% dén 0,2% (khdi luong/thé tich) chit hoat dong bé mit.

Phuong an 2 1a hogp phan gdy mién dich theo phwong 4n 1, trong d6 cac
polysacarit khdng nguyén O25B, O1A, 02, va O6A E. coli & ty 1€ khéi lugng bing
1:1:1:1 hoac 2:1:1:1.

Phuong 4n 3 1a hop phan giy mién dich theo phuong an 1 hodc 2, trong d6
ndng d6 cta sorbitol 12 5% (khdi lvgng/thé tich).

Phuong 4n 4 1a hop phan gay mién dich theo phuong 4n bét ky trong sb cac
phuong an tur 1 dén 3, trong d6 ndng do ctia metionin 1a 10 mM.

Phuong an 5 1a hop phan gay mién dich theo phuong 4n bét ky trong sb cac
phuong an tir 1 dén 4, trong d6 ndng do ctia dém kali/natri photphat 1a 10 mM, va do
pH cta dém kali/natri photphat la 7,0.
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Phuong an 6 1a hop phan giy mién dich theo phuong an bét ky trong s6 céc
phuong an tu 1 dén 5, trong do chat hoat dong b& mit c6 chira dau wa nude va dudi
ky nudc, tot hon 13, trong d6 chét hoat dong bé mit dugc chon tir nhém gbm c6 F-68,
PS20, va PSR0.

Phuong an 7 1a hop phan gdy mién dich theo phuong 4n 6, trong d6 chit hoat
dong bé mit 1a PS80.

Phuong 4n 8 14 hop phan giy mién dich theo phuong an 7, trong d6 ndng do
cta chét hoat dong bé mit 13 0,02% (khéi lugng/thé tich).

PhuongénQléhqpphﬁngﬁynﬁéncﬁdncéch&m

polysacarit khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén Ol A E.
coli, polysacarit khang nguyén O2 E. coli, va polysacarit khang nguyén O6A E. coli,
trong d6 mdi polysacarit khdng nguyén lién két cong hoéa tri véi protein mang ngoai
doc td A ctia Pseudomonas aeruginosa (EPA);

5% (khdi luong/thé tich) sorbitol;

10 mM metionin;

6,19 mM dém KH,PO4 va 3,81 mM Na,HPO, & d6 pH bang 7,0; va

0,02% (khéi lugng/thé tich) PS80.

Phuong an 10 1a hgp phan gay mién dich c6 chira mot hodc nhiéu polysacarit
khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén O1A E. coli, polysacarit khang
nguyén O2 E. coli, va polysacarit khang nguyén O6A E. coli, t6t hon 1a ca bén
polysacarit khang nguyén O25B, O1A, 02 va O6A E. coli, trong d6 mdi polysacarit
khang nguyén dugc lién két cong hoéa tri v6i protein mang ngoai ddc t5 A cula
Pseudomonas aeruginosa (EPA); trong khoang tir 3% dén 12% (t6t hon 14 tir 3 dén
10%) (khéi luong/thé tich) sucroza; trong khoang tir 0,1 dén 1,5 mM EDTA,; trong
khoang tir 5 @én 20 mM (6t hon 1a tir 8 dén 15 mM) dém kali/natri photphat & d6 pH
nam trong khoang tur 6,5 dén7,5;va trong khoang tir 0,01% dén 0,2% (khéi luqng/thé
ﬁch)chéthoatd@ngbérnét

Phuong 4n 11 12 hop phan giy mién dich theo phuong 4n 10, trong d6 céc
polysacarit khang nguyén 0O25B, O1A, 02, va O6A E. coli 6 ty 1€ khéi luong bang
1:1:1:1 hoac 2:1:1:1.
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Phuong an 12 12 hop phan gay mién dich theo phuong én 10 hodc 11, trong d6
ndng do cua sucroza 1a 8% (khdi lugng/thé tich).

Phuong 4n 13 1a hop phan gdy mién dich theo phuong an bét ky trong s6 cac
phuong an tir 10 dén 12, trong d6 ndng @ ciia EDTA 1a 1 mM.

Phuong 4n 14 13 hop phan giy mién dich theo phuong 4n bét ky trong s6 cac
phuong 4n tir 10 dén 13, trong d6 ndng d6 ctia dém kali/natri photphat 1a 10 mM, va
do pH cta dém kali/natri photphat 1a 7,0.

Phuong 4n 15 12 hop phan gdy mién dich theo phwong én bét ky trong s6 cac
phuong an tir 10 dén 14, trong d6 chét hoat dong bé mit c6 chira diu wa nudce va dudi
ky nuéc, tdt hon 1a trong do chét hoat dong bé mit dugc chon tir nhém gém co F-68,
PS20, va PS80.

Phuong 4n 16 13 hop phin gdy mién dich theo phuong an 15, trong d6 chét
hoat dong bé mit 13 PS80.

Phuong 4n 17 12 hop phan gdy mién dich theo phwong 4an 16, trong d6 ndng
do ctia chat hoat dong bé mat 12 0,02% (khdi lugng/thé tich).

Phuong an 18 13 hop phan giy mién dich c6 chira:

polysacarit khang nguyén O25B E. coli, polysacarit khang nguyén Ol A E.
coli, polysacarit khang nguyén O2 E. coli, polysacarit khdng nguyén O6A E. coli ,
trong d6 mdi polysacarit khdng nguyén lién két cong hoa tri véi protein mang ngoai
doc td A cua Pseudomonas aeruginosa (EPA);

8% (khdi lvong/thé tich) sucroza;

1 mM EDTA;

dém 10 mM Kali/natri photphat (vi du 6,19 mM KH,PO4 va 3,81 mM
Na,HPOy) & d6 pH bang 7,0; va

0,02% (khi luong/thé tich) PS80.

Phuong 4n 19 14 hop phan giy mién dich theo phuong 4n bat ky trong sb cac
phwong 4n tir 1 dén 18, trong d6 ndng do dbi véi mdi polysacarit khang nguyén O
nim trong khoang tir khoang 1 dén 200 ng/ml, t6t hon 1a tir 1 dén 100 ug/ml, t6t hon
nita 1a tir 2 dén 50 pg/ml, vi du tir khoang 4 pg/ml dén 32 pg/ml.

Phuong 4n 20 12 hop phan gay mién dich theo phuong 4n bét ky trong sb cac
phuong 4n tir 1 dén 19, trong d6 ty 1¢ polysacarit:protein mang (khéi luong:khdi
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lwong) nam trong khoang tir khoang 1:10 dén khoang 1:2, vi du nim trong khoang tir
khoang 1:5 dén khoang 1:2 d6i véi mbi polysacarit khang nguyén O.

Phuong an 21 1a hop phan gay mién dich theo phuong an bat ky trong s6 cac
phuong 4n tir 1 dén 20 & dang 16ng thich hop dé dung bang cach tiém hoic truyén.

Phuong an 22 13 hop phan giy mién dich theo phuong an bat ky trong s6 cac
phuong 4n tir1 dén 21 dé gy ra dap ing mién dich & d6i trong can ching.

Phuong an 23 1a viéc st dung hop phén gay mién dich theo phuong an bét ky
trong sé cac phuong 4n tir 1 dén 21 dé san xuét thudc dé gy ra dap tng mién dich &
d6i twong can ching.

Phuong 4n 24 13 hop phan theo phuong n bét ky trong s cac phuong 4n tir
1 dén 21 trong vét chira thuy tinh.

Phuong 4n 25 14 hop phan theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n tir 1
dén 21 trong vat chtra polycacbonat.

Phuong 4n 26 14 hop phan theo phuong 4n bét ky trong sé cac phuong 4n tir 1
dén 21 trong vt chira polyetylen terephthalat glycol.

Phuong 4n 27 1a hgp phén theo phwong 4n bét ky trong sé cac phuong 4n tir 1
dén 21 trong lo.

Phuong 4n 28 13 hop phan theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n tir 1
dén 21 trong dng tiém. '

Phuong an 29 1a hop phan theo phuong 4n bét ky trong sd cac phwong 4n tir 1
dén 21 hoic tir 24 dén 28, dn dinh trong thoi gian it nhat 14 6 thang, tot hon 1a it nhat
1a 12 thang, tot hon nita 1a it nhét 1a 18 thang, t6t hon nita 14 it nhét 13 24 thang, t6t
hon nita 14 it nhét 1a 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, thang hodc 14u hon,
khi dugc luu trit & nhiét d6 ndm trong khoang tir 2 dén 8°C.

Phuong an 30 1a phuong phap duy tri 4n dinh hop phan gay mién dich 16ng c6
chtra khang nguyén O E. coli dugc li€n két cong hoa tri v6i protein mang EPA, bao
gdm buée lwu trit hop phén theo phuong 4n bét ky trong s& cac phuong 4n tir 1 dén
21 hoic tir 24 dén 29 ¢ nhiét d6 nam trong khoéng tir 2 dén 8°C trong thoi gian it nhét
1 6 théng, t6t hon 14 it nht 12 12 thang, t5t hon nira 14 it nhit 1a 18 thang, tét hon nita
1 it nhét 1a 24 thang, t6t hon nita 1 it nhét 1a 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, thang hodc 1au hon.
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Vi du thue hién sang ché

Vi du 1: Viéc bd sung chat hoat dong b& mit ngan can su két tap cia thé lién
hop glyco EXPEC do két dong/rd dong gdy ra.

IDéxécdhﬂldangkéthqptéduqcnéocéthéduqcbésungvﬁocécpobmacaﬂt
khang nguyén 025B, O1A, 02, O6A E. coli mdi loai doc lap duoc lién két cong hoa
tri v6i ngoai doc td A riéng biét (tirc 12 tng cong bdn thé lién hop glyco riéng biét)
cua Pseudomonas aeruginosa (EPA), dudi day dugc goi la thé lién hop glyco EXPEC,
d8 hd trg sy 1am dn dinh khi két dong/rd dong, khudy tron, 4p luc do nhiét gay ra, va
épIucoxyhéadokhnloaigﬁyrm(ﬁctéduqckhécnhauduqcbésungvéochéph&n
thé lién hop glyco EXPEC ban dau (thé lién hop glyco EXPEC, 25 mM Tris, pH 7.4,
137 mM NaCl, 2,7 mM KCI) (duéi day duoc goi 1a ché phdm "Cii", 1a ché pham dugc
st dung hién nay trong thir nghiém lam sang giai doan 2 d6i voi thé lién hop glyco
ExPEC, ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02546960), va ché pham thu dugc dugce
thir nghiém vé sy 1am 6n dinh ting 1én bang cac phuong phap thich hop.

Trong ché pham cii (d6i khi con duoc goi 1a "d6i chimg" trong ban md ta nay),
thé lién hop glyco EXPEC két tap khi chiu 4p luc do két dong/rd dong gdy ra. C6 the
nhin thiy su két tip cua thé lién hop glyco ExPEC dudi dang tién dinh trong bién
dang sic ky 16ng hiéu nang cao-sic ky loai trir kich thuéc (SEC-HPLC) (xem, vi du,
Hinh 1A va Hinh 1B), trong d6 tién dinh 1 1a d4u hiéu chi thi cho tinh khéng 6n dinh
khi chiu ap luc.

Ban diu, chit bao vé lanh (vi dy, sorbitol) dugc bd sung vao ché phém thé lién
hop glyco EXPEC va ché phim tiép theo dugc thir nghiém dé x4c dinh liéu do 6n dinh
¢é tang 1én khi chiu &p luc do két dong/ra dong gy ra hay khong. Phat hién ra rang
viéc bd sung sorbitol khong bao vé thé lién hop glyco EXPEC khéi su két tap do két
dong/rd dong gay ra khi dugce do bang SEC-HPLC (Hinh 1B).

Tuy nhién dang ngac nhién 1a, viéc bd sung chét hoat dong bé mat (vi dy, F-
68 [con dugc goi 1a poloxamer 188, hodc Pluronic F-68], PS20, hodc PS80) vao ché
phAm thé lién hop glyco EXPEC da lam tang d¢ 6n dinh cta thé lién hop glyco EXPEC
khi chiu 4p luc do két dong/ra dong gy ra. Cu thé 13, chét hoat dong bé mat ngan can
su két tp cua thé lién hop glyco EXxPEC khi tiép xtc véi 4p lyc do két dong/ra dong
gy ra. Viéc bd sung 0,01% PS-80, 0,01% PS 20, hodc 0,1% F-68 (déu la khéi
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lugng/thé tich) vao thé lién hop glyco ExPEC ngin can sy két tap do két dong/rd dong
gdy ra khi duoc do bing SEC-HPLC (Hinh 1B va Hinh 1C). Mdi chat hoat dong bé
mit duoc thit nghiém (déu 12 chét hoat dong bé mat khong ion) duoc tao thanh boi
dau va nude (c6 chira nhém OH) va dudi ky nude dai (chudi cacbon, c6 thé ¢6 chira
it nhét 1a khoang 12, 14, 16, 18, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 130, cacbon hodc
nhidu cacbon hon trong chudi cacbon). Mic du khong mubn bi rang budc béi 1y
thuyét, tin ring cac dic tinh vat ly nay cho phép chit hoat dong bé mit dugc thir
nghiém ngéin can sy két tap ciia thé lién hop glyco EXPEC do két dong/rd dong gay
ra. D& phat trién thém, PS80 dugc st dung lam ta duoc dé ngan can sy két tap do két
dong/ra dong gay ra, vi chét hoat dong bé mit dic biét ndy c6 cac uu diém khac co
lién quan dén viéc d& dang thuc hién d& phat trién thé lién hop glyco EXPEC giai doan
sau.

Vi du 2: Panh gi4 ché pham vé dém, gia tri d6 pH, va chét cai bién truong luc.

Sau khi chimg minh rang chat hoat dong bé mit c6 kha ning ngn cén sy két
tap cuia thé lién hop glyco EXPEC do két dong/rd dong gay ra, dém, do pH, va chét
cai bién truong luc thich hgp cho ché phdm dugc khao sat. Trong thi nghiém tiép
theo, mot vai ché phém duogc khao sat, gém cac dang két hop dém-dd pH khac nhau,
trong su ¢6 mat ciia NaCl (150 mM) hodc 5% sorbitol (khdi lvong/thé tich) lam chét
cai bién truong luc, va tht ca déu chita PS80 (0,01% (khdi lugng/thé tich). Ché pham
cli (25 mM Tris, 6 pH 7,4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI) dugc st dung lam d6i
chimg. Nhidu ndng do cua thé lién hop glyco ExPEC (vi du nhu 16 hodc 8 pg/ml doi
v6i mbi polysacarit) dugc thir nghiém, nhung ching t6i khong quan sat thdy tac dung
clia sy khéac biét ndng do trong viéc 1am n dinh ché phdm dugc thir nghiém (dit liéu
khong duoc thé hién).

Mot vai ap luc da duogc 4p dung cho cac ché phdm nay bao g0m két dong/ra
dong, khqu tron, phoi sang, va ap luc nhiét ¢ cac nhiét d6 khac nhau (vi dy, trong
khoang tir 2 dén 8°C, 25°C, va 40 °C) (Bang 1). |
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Bang 1: Céc diéu kién 4p luc dugc 4p dung cho ché pham thé lién hop glyco

ExPEC da duogc tao ché phém lai

nhiét do moi trudng)

Ap Luc Diéu Kién Thoi Piém ]
Nhiét Do 5°C 0,4, 8, 12 tuan
25°C 2, 4, 8 tudn
40°C 1,2, 4 tuan
Khuéy Tron Tao Xody (1000 vong/phut & |4 gio

Dong

Két Dong/Ra | tir -70 °C dén nhiét dd méi truong | 5 chu ky lién ticp

Tinh Nhay Sang

Phoi Sang (ICH Q1B tuy chon 2) | 200 W/m2 4nh sang UV-

A (~6 gid) + 1200 klux-
gi0 4nh sang nhin thay
(~40 giod)

Bang 2: G6i phan tich dé phan tich ché pham thé lién hop glyco EXPEC da

dugc tao ché phém lai

‘Phuong Phap Phan Tich Muc dich

Kiém tra bang mit Bé ngoai va 49 rd rang

Do pH Tinh axit hoic tinh bazo clia mau
Nong do osmol Nong dd osmol

SEC-HPLC Do tinh khiét, két tap, phan cit

HPLC-pha dao (RP)

D0 tinh khiét, su cai bién hoa hoc

Tap Trung Piém DPang Pién (IEF)

D0 tinh khiét, su cai bién hoa hoc

Tén sic 4nh sang dong luc (DLS)

Céc hat dudi mirc nhin thay

FlowCAM

Céc hat du6i mirc nhin thay

Bing cach sir dung géi phan tich dugc md ta trong Bang 2, da ching minh

duoc ring ché phim chira histidin & do pH 7 hogc kali photphat & do pH 7 6n dinh

hon 5o v6i cac dang két hop dém-do pH khéc (dit liéu khong dugc thé hién). Ngoai

ra, & cac gia tri pH cuc tri (tte 14, pH 5,0 va pH 8,0), xuét hién nhiéu su két tdp hon

ctia thé lién hop glyco EXPEC. Ngoai ra, d3 quan sét thdy rang ché pham chtra sorbitol

lam chét cai bién truong luc 1am 6n dinh nhiéu hon so véi ché pham chira NaCl lam

chit ci bién truong luc. Trén thuc té, di quan sat thdy rang ché pham chira NaCl

khéng thé lam 6n dinh thé lién hop glyco EXPEC chéng lai su két tap trong qua trinh

luu trit & nhiét do 40 °C. Khi sorbitol dugc st dung lam chét cai bién truong luc, su

két tap ciia thé lién hop glyco EXPEC khong xay ra, chimg to rang sorbitol cé tac

dung lam 4n dinh dang ngac nhién. Ngoai ra, su két tap & cac cuc tri pH (tic la, pH
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5,0 va pH 8,0) dugc lam gidm trong cac ché phim chta sorbitol so véi cac ché pham
chira NaCl. Diéu nay thé hién ring sorbitol lam cho ché phim manh hon va c6 kha
ning mang lai tic dung lam 6n dinh cho thé lién hop glyco EXPEC ngay cé khi xay
ra su khac biét pH trong qué trinh san Xuat.

Vi du 3: Péanh gia ché phdm vé d6 6n dinh.

Cac ché phdm khéc duoc thiét ké dé nhan dién ché phdm Gng vién tot nhét ddi
vé6i do 6n dinh cua thé lién hop glyco EXPEC. Pdi vé6i cac dém va do pH, histidin
dugc danh gia & do pH ndm trong khoang tir 6,5 dén 7,0, va thay vi chi 1a kali
photphat, dém kali/natri photphat (KH>PO4/Na;HPO4) dugc déanh gid ¢ do pH nim
trong khoang tr 6,5 dén 7,0. Su Kkét hop cuia kali va natri dugc chon dua trén cac két
quéa ban dau, va tot hon 13 g6m kha niang dém pH cuc bo khi két dong/ra dong. Kali
chiém wu thé hon natri trong didu ché hé dém (vi du, dbi véi 10 mM dém photphat
c6 d6 pH = 7,0, chiing t6i st dung 6,19 mM KH>PO4 va 3,81 mM Na;HPOs). Pé lam
chit cai bién truong luc, sucroza (8% (khéi lugng/thé tich)) va sorbitol (5% (khéi
lugng/thé tich)) duge danh gid. Ngoai ra, cac tac dung clia viéc bd sung chit chéng
oxy hoa EDTA (1 mM) hodc metionin (10 mM) dugc danh gia. N6 cling duoc thir
nghiém liéu khi khéng c6 NaCl hodc c6 mit sorbitol c6 mang lai tic dung bao vé
duoc quan sat thdy trong vi du 2, béng cach bao gdbm ché pham ma c6 chira dang két
hop cta cac thanh phin nay (mdi thanh phin & mét nira ndng do so véi khi cac thanh
phan nay dugc st dung riéng 1€ nhu trong vi du 2). T4t ca ché phdm chira PS80 &
ndng do bang 0,02% (khdi lugng/thé tich).

Céc ché pham khac nhau chiu ciing diéu kién 4p luc duge mo ta trong vi du 2.
Dua trén su két hop dir licu vé d6 6n dinh, thuc hién budc chon loc, trong d6 hiéu
sudt ciia mdi ché phdm duge ddnh gié va loai trir dua trén tiéu chuén sau day: (a) hau-
dinh bd sung c6 thé nhin thiy duoc trén biéu dd sic ky RP-HPLC ¢ it nhét 13 hai
trong ba thoi diém dbi vi mdi nhiét do; (b) tién dinh 1 ¢6 thé nhin thdy dugc/ting
1én trén biéu dd sic ky SEC-HPLC & it nhét 13 hai trong ba thoi diém d&i v6i mdi
nhiét do; (c) hau-dinh bd sung c6 thé nhin thdy duoc trén biéu d6 sic ky SEC-HPLC
sau khi chiu ap luc (vi du, khqu tron, két dong/ra dong, phoi sang); va (d) tién dinh
1 ¢6 thé nhin thiy dugc/tang 1én trén SEC-HPLC sau khi chiu &p luc (vi du, khudy

tron, két dong/rd dong, phoi sang). Phét hién ra rﬁng hai ché phém cu thé, tén 1a ché
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pham 26 va ché pham 28 trong ban mo ta nay, c6 kha nang tao ra thé lién hop glyco
ExXPEC dé chiu dugc mdi diéu kién ap luc dugc thir nghiém.

Ché phim 26 c6 chira 10 mM dém Na/K photphat do pH 7,0, 5% (khéi
lugng/thé tich) sorbitol, 10 mM metionin, 0,02% (khéi lugng/thé tich) PS-80, va thé
lién hop glyco EXPEC. _

Ché phém 28 ¢6 chira 10 mM dém Na/K photphat d pH 7,0, 8% sucroza, 1
mM EDTA, 0,02% PS-80, va thé lién hop glyco EXPEC.

Dang ngac nhién 1a, cac dang két hop cu thé cta chét cai bién truong luc va
chit chéng oxy hoa la thich hop, nhu ché pham c6 chta (i) sorbitol véi metionin,
hoic (ii) sucroza véi EDTA, t6t hon 1a (a) ché pham trong d6 sorbitol dugc két hop
véi EDTA, ciing nhu 1a (b) ché phém trong d6 sucroza dugc két hop v6i metionin, va
(¢) ché phdm trong d6 khong c6 mat chét chéng oxy héa. Ciing dang ngac nhién 1a,
da phat hién ra ring ché phém thé lién hop glyco ExPEC tét hon 1a khong chira natri
clorua. Ché phdm 26 va ché phdm 28 c6 thé duoc thay ddi trong cic khoang gi4 tri,
trong khi van dugc ky vong 1a 1am 6n dinh thé lién hop glyco EXPEC. Bang 3 néu
céc khoang gié tri c6 thé ap dung vé do pH va ndng do ta dugc dbi véi ché pham 26
va ché pham 28.

Bang 3: Céc khoang gi4 tri pH va ndng do ta dugc ddi véi ché pham thé lién

hop glyco ExPEC

Ta dugc Khoang gia tri

Do pH 6,5 7,5

K/Na photphat (mM) 5 20

Sorbitol (%)  (khéi | 3 8

luong/thé tich)

Sucroza (%)  (khoi | 3 12

luong/thé tich)

Metionin (mM) 5 15

EDTA (mM) 0,1 1,5

Chéit hoat doéng bé mit | 0,05 0,2

(%): F-68 0,01 0,08
PS20 0,01 0,08
PS80

Ché phédm 26 va ché phdm 28 con dugce thir nghiém trong nghién ctru x4c nhan

d8 so sanh timg c4i mot voi ché phdm thé lién hop glyco EXPEC cil (thé lién hop
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glyco EXPEC, 25 mM Tris, pH 7.4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI). Ca huéng lo théng
ding va hudng lo 16n nguoc dugc thir nghiém dé danh gia anh hudng ciia sy tiép xtc
v6i nat bit cua vat chira cubi cing. Ché phdm 26 va ché phim 28 duoc tao ra bdi ta
duoc ma khong co mébi lo léng bét ky vé d6 an toan & céac néng d6 duoc du tinh, dugc
st dung trong véc xin dugc cap phép va/hodc duge liét ké duéi dang ta duge duge
phéchu&1dédﬁngngoéidubngﬁéuhéa.Sukéthqpcﬁacéctéduqcnaydéivdiché
pham 26 va ché phdm 28 va gia tri pH ctia dung dich dém gop phan vao tac dung lam
én dinh dugc cai thién cia thé lién hop glyco EXPEC so véi ché pham thé lién hop
glyco EXPEC cil. Su két hop dugc dy tinh clia cac td dugc nay d6i v6i ché pham 26
va ché phim 28 chiing té su bio toan chét thuéc (DS) va san phdm thubc (DP) cua
véc xin thé lién hop glyco ExPEC khi két déng/rd dong va 4p lyc nhiét (vi dy, Hinh
2), trong khi tuan theo do én dinh mong doi theo huéng khi luu trit & nhiét do nam
trong khoang tir 2 dén 8 °C va 25 °C (dit liéu khong dugc thé hién). Nong do polysacarit
duge thi nghiém déi voi DP 1a 20 pg/ml dbi v6i mdi ching (téng s6 80 pg/ml), va
ndng d6 protein téng cong 1a 300 pg/ml. Déi véi DS cua typ huyét thanh 025B (tirc
la chira polysacarit khang nguyén O25B E. coli lién két cong hoa tri vi protein mang
EPA), ndng d6 dugc thir nghiém ctia polysacarit 12 200 pg/ml va ndng do dugc thir
nghiém cia protein 12 830 ug/ml. Hop phan nay on dinh theo thoi gian.

Cho dén nay, san phdm thudc trong ché phim 26 va ché phdm 28 thé hién do
6n dinh trong thoi gian it nhét 1a 6 thang & nhiét do ndm trong khoang tir 2 dén 8°C,
it nht 12 sau thang & nhiét do 25°C, va c4c nghién ctru d6 6n dinh dang dién ra.

Vi du 4: Danh gi4 ché pham vé ap luc oxy héa do kim loai gay ra.

Ché phim 26 va ché phim 28 dugc danh gia thém vé tac dung 1am 6n dinh cta
chung db6i v6i thé lién hop glyco EXPEC khi ¢6 mit vonfram, dudi dang mé hinh dbi
v6i su oxy hoa san phdm do kim loai gdy ra. Cac gbc vonfram thuong c6 mit & dau
ctia dng tiém thuy tinh da nhdi sin (PFS), ma 1a két qua cta qué trinh tao diu bang
chét vonfram. Su két tia ciia cac gbe vonfram trong PFS phu thudc vao qud trinh san
xuét va c6 thé thay ddi giita cdc nha san xuét PFS trong khoang gi4 tri tir 250 dén
1250 nanogam/than. Vonfram cé lién quan dén su két tap protein trong PFS (Jiang et
al., J. Pharmaceutical Sci. 98(12): 4695-710 (2009); Seidl et al., Pharmaceutical Res.
29:1454-67 (2012)). Do d6, do én dinh ctia ché phim 26 va ché phdm 28 va ché pham
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cfi d duoc khéao sat khi tiép xuc véi vonfram & céc ndng d6 khic nhau trong khi theo
ddi ap lyc oxy hoa va xu huéng két tap thé lién hop glyco EXPEC. Trong danh gia
nay, ¢6 ba mtc vonfram (cao (HW), vira (MW), va thap (LW)) duoc thir nghiém bao
phil tit ca cdc mic cua gbc vonfram c¢6 mit PFS c6 san hién nay trén thi truong. Céac
diéu kién ap luc 4p dung cho ché phém‘duqc tom tt trong Bang 4.

Bang 4: Céc diéu kién 4p luc dugc ap dung cho cac ché pham chtra vonfram

Ap Luc Piéu Kién Thoi Piém
Nhiét Do 40°C 0, 1,2, va 4 tuan
Khuiy Tron Tao Xoay (200 vong/phut & | gid

nhiét o moi truong)

Ché phim 26 va ché phim 28 da dugc thé hién c6 lugng két tap nhé nhat cia
thé lién hop glyco ExPEC theo thdi gian, nhu dugce ching t6 bang cach phan tich
SEC-HPLC (tién dinh 1 biéu thi do 6n dinh). Mirc tién dinh trong thdi gian 4 tuan chi
dat duoc 3,1% khi so vai 1,0% & T-0, ngay ca khi tiép xtic véi mirc vonfram cao nhét
(ting trung binh 0,5% md&i tun, Hinh 3).

Do d6 séng ché d& xuét hai ché phdm léng da duogc cai thién dbi véi vic xin
thé lién hop glyco ExPEC. Hop phan, dugc wu tién nhét, thir nhat c6 chira thé lién
hop glyco EXxPEC, sorbitol, metionin, dém K/Na-photphat c¢6 d6 pH 7 va chét hoat
dong bé miit. Hop phﬁn wu tién tht hai c6 chira thé lién hop glyco EXPEC, sucroza,
EDTA, dém K/Na-photphat do pH 7 va chat hoat dong bé mat. Cac hop phén nay ¢6
vu diém hon hop phan dugc mo ta trudc ddy ma khi luu trit ¢ nhiét do nam trong
khodng tir 2 dén 8°C, véc xin thé lién hop glyco EXPEC thé hién bién dang d6 on dinh
t5t hon trong ché pham méi theo sang ché, trong d6 su két tap va thoai bién san pham
tao thanh dd duoc ngan can, nhu dugce thé hién theo cac thir nghiém biéu thi do 6n
dinh (SEC-HPLC va RP-HPLC). Téc dung lam én dinh ctia ca hai ché pham méi theo
sang ché ro rang hon khi két déng/ra dong, ap luc nhiét (40°C), va ap luc oxy héa do
kim loai gay ra khi dugc phén tich bang cac k¥ thuat phan tich dd néu. Cac déu hiéu
nay cho phép co nhiéu tiy chon luu trit va van chuyén dbi vé6i ca DS va DP cho vic
xin thé lién hop glyco EXPEC. Ngoai ra, cac dac tinh dd dugc céi thi¢n d6i voi viée
chiu dugc ap luc oxy hoa do kim loai géy ra, cling ¢ thé duogc ap dung trong viéc luu
trit dai han vic xin EXPEC trong hé théng déng géi co ban thay thé (vi du dng tiém

da nhoi san va/hodc cac dung cu co the ap dung).
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Vi du 5: Danh gia ché phdm vé kha niang tuong thich véi cac nguyén liéu chat
déo.

Ché phim 26 va ché phdm 28 duoc danh gia thém vé tic dung lam 6n dinh cia
chiing déi véi chat thubc thé lién hop glyco EXPEC (thé lién hop 025B, nong do duoc
thir nghiém cuia polysacarit nim trong khoang tir 227 dén 242 pg/ml va cua protein
nam trong khoang tir 952 dén 1048 pg/ml) khi tiép xic véi cac nguyén lidu chat déo
khac nhau ching han nhu polycacbonat (PC) va polyetylen terephthalat glycol
(PETG). Céac nguyén liéu chét déo c6 lién quan dén sy thoai bién protein, vi du khi
nguyén liéu chat déo da duoc vo tring bang cach chidu xa. Ché phim da dugc thir
nghiém vé& do én dinh du6i ap luc khudy tron do x6c (24 gioy & toe do 200 vong/phiit
& nhiét do trong phong) trong cac vat chira PETG va PC. Ché pham cii chimg to su
thodi bién hoan toan trong cc diéu kién nay trong vat chira PETG. Ngugc lai, nhu
duoc chimg t6 bang phan tich SEC-HPLC (xem tai liéu Hinh 4, bang cach sir dung
tidn dinh 1 1am d4u hiéu chi thi cho tinh khong dn dinh), ché phim 26 va ché phdm
28 vAn 4n dinh trong ciing diéu kién trong céc vét chira PETG va PC duogc thir nghiém.
Ngoai ra, da quan sat thiy d6 6n dinh ctia chét thudc trong cac ché pham nay dugc
luu trit trong thoi gian bdy ngay trong cic vat chira PC va PETG 6 nhiét do 25°C (dit

liéu khong dugc thé hién).
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YEU CAU BAO HO

1. Hop phan bao gom:

a. it nhit mot polysacarit khdng nguyén O E.coli, trong d6 it nhit mot
polysacarit khang nguyén O E.coli dugc lién két cong hoa tri v6i protein mang
ngoai doc t6 A ctia Pseudomonas aeruginosa (EPA);

b. 3% t6i 8% (khédi luong/thé tich) sorbitol;

¢. 5 t61 15 mM metionin;

d. 5 t61 20 mM dém photphat bao gdm kali photphat va natri photphat & pH
6,5 t61 7,5;

e. 0,01% t6i 0,2% (khdi luong/thé tich) chét hoat dong bé mit; va

f. nude.

2. Hop phén theo diém 1, trong d6 ndng d6 cia sorbitol 13 5% (khéi luong/thé tich).
3. Hop phén theo diém 1, trong d6 ndng do ctia metionin 1a 10 mM.

4. Hop phén theo diém 1, trong d6 ndng do ctia dém photphat 1a 10 mM, va pH cua
dém photphat 1a 7,0.

5. Hop phﬁn theo diém 1, trong do chét hoat dong bé mait 1a chét hoat dong bé mat
khong ion.

6. Hop phn theo diém 5, trong d6 chit hoat dong bé mit 1a polysorbat 80 (PS80).
7. Hop phén theo diém 1, trong do chét hoat dong bé mit duge chon tir nhém chi
bao gdm poloxamer 188, polysorbat 20 (PS20), va polysorbat 80 (PS80).

8. Hop phan theo diém 1, ma 6n dinh khoang it nhat 6 thang khi dugc gift & nhiét
do 2-8°C.

9. Hop phén theo diém 1, bao gdm hai hodc nhiéu polysacarit khang nguyén O
E.coli, trong d6 ndng d6 ctia mdi trong sé polysacarit khang nguyén O E.coli 1a doc
1ap khoang 1 dén 200 p/mL.

10. Hop phan theo diém 1, ma én dinh khoang it nhit 6 thang khi dugc git & nhiét
do -18°C dén -80°C.

11. Hop phén theo diém 1, 12 hop phan gy mién dich.

12. Hop phén theo diém 1, trong hop dung bang thuy tinh, polycacbonat, hozc
polyetylen terephthalat.
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13. Hop phin bao gbm:

a. it nhit mot polysacarit khang nguyén O E.coli, trong d6 it nhat mot
polysacarit khang nguyén O E.coli dugc lién két cong héa tri v6i protein mang
ngoai doc td A cua Pseudomonas aeruginosa (EPA);

b. 5% (khdi lwong/thé tich) sorbitol;

c. 10 mM metionin;

d. 10 mM dém photphat bao gém KH,PO, va Na,HPO4 & pH 7,0;

e. 0,02% (khéi luong/thé tich) polysorbat 80 (PS80); va

f. nude.

14. Hop phén theo diém 13, 12 hop phin gay mién dich.
15. Phuong phap dé diéu ché hop phén theo diém 1, phuong phap bao gbm tron:

a. it nhat mot polysacarit khang nguyén O E.coli, trong d6 it nhit mot
polysacarit khang nguyén O E.coli dugc lién két cong hoa tri v6i protein mang
ngoai doc td A cia Pseudomonas aeruginosa (EPA);

b. 3% dén 8% (khbi luong/thé tich) sorbitol;

¢. 5 d&n 15 mM metionin;

d. 5 dén 20 mM dém photphat bao gdm kali photphat va natri photphat & pH
6,5 dén 7.5;

e. 0,01% dén 0,2% (khdi lugng/thé tich) chit hoat dong bé mat; va

f. nuée, dé diéu ché hop phan.

16. Phuong phép theo diém 15, con bao gdm gitt hgp phan & nhiét 46 2-8 °C khoang
it nhat 6 thang.

17. Phuong phép theo diém 15, con bao gdm gitt hgp phan & nhiét d6 -18 °C dén -
80 °C khoéng it nhat 6 thang.

18. Phuong phap duy tri on dinh polysacarit khang nguyén O E.coli trong hop phan
16ng, bao gdm viéc didu ché hop phan léng va gitt hop phén 16ng & nhiét do 2-8°C,
hop phan 1ong bao gom:

a. 1 dén 200 pg/mL cua polysacarit khang nguyén O E.coli lién két cong
héa tri v6i protein mang ngoai doc td A cta Pseudomonas aeruginosa (EPA);

b. 3% dén 8% (khéi lugng/thé tich) sorbitol;

c. 5 dén 15 mM metionin;
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d. 5 @n 20 mM dém photphat bao gdm kali photphat va natri photphat & pH
6,5 dén 7,5;

e. 0,01% dén 0,2% (khdi lugng/thé tich) chit hoat dong bé mat, va

f. nuée.

19. Phuong phap theo diém 18, trong d6 hop phan 16ng dugc gitt & nhiét do 2-8 °C
khoang it nhét 6 thang.
20. Phuong phap theo diém 18, trong d6 hop phin léng bao gdm:

a. 1 dén 200 pg/mL cua polysacarit khdng nguyén O E.coli dugc lién két
cong hoéa tri voi protein mang EPA, tuy chon mot hodc nhiéu polysacarit khang
nguyén O E.coli khac dugc lién két cong hoa tri v6i protein mang EPA;

b. 5% (khdi luong/thé tich) sorbitol;

c. 10 mM metionin;

d. 10 mM dém photphat bao gdm KH,PO, va Na,HPO4 & pH 7.0;

e. 0,02% (khéi lugng/thé tich) polysorbat 80 (PS80); va f. nude.

21. Hop phén theo diém 1, trong ng tiém.

22. Hop phan theo diém 1, trong d6 it nhét mot polysacarit khdng nguyén O E.coli
bao gdm polysacarit khdng nguyén O25B E.coli.

23. Hop phan theo diém 1, trong d6 it nhét mot polysacarit khing nguyén O E.coli
bao gdbm polysacarit khdng nguyén O1A E.coli.

24. Hop phan theo diém 1, trong d6 it nhat mot polysacarit khang nguyén O E.coli
bao gdm polysacarit khang nguyén O2 E.coli.

25. Hop phén theo diém 1, trong d6 it nhét mot polysacarit khdng nguyén O E.coli
bao gdbm polysacarit khang nguyén O6A E.coli.

26. Hop phan theo diém 1, bao gdm polysacarit khang nguyén O25B E.coli,
polysacarit khang nguyén O1A E.coli, polysacarit khang nguyén O2 E.coli, va
polysacarit khang nguyén O6A E.coli, trong 6 mdi polysacarit khang nguyén O
doc lap lién két cong hoéa tri v6i protein mang ngoai doc tb A cua Pseudomonas
aeruginosa (EPA).

27. Hop phan theo diém 1, bao g0m polysacarit khdng nguyén O25B E.coli va 1-
20 polysacarit khang nguyén O E.coli bd sung, trong d6 mdi polysacarit khang
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nguyén O doc lap lién két cong hoa tri v6i protein mang ngoai ddc t A cia
Pseudomonas aeruginosa (EPA).

28. Hop phan theo diém 13, trong d6 it nhét mot polysacarit khang nguyén O E.coli
bao gdm polysacarit khang nguyén O25B E.coli.

29. Hop phan theo diém 13, bao gbm polysacarit khang nguyén O25B E.coli,
polysacarit khang nguyén O1A E.coli, polysacarit khang nguyén O2 E.coli, va
polysacarit khang nguyén O6A E.coli, trong d6 mdi polysacarit khang nguyén O
doc lap lién két cong hoa tri voi protein mang ngoai doc td A cua Pseudomonas
aeruginosa (EPA).

30. Phuong phap theo diém 18, trong d6 it nhét mot polysacarit khang nguyén O
E.coli bao gdbm polysacarit khang nguyén O25B E.coli.

-47-



35652

S |~ So Bd Tich Hop
T Binh Chinh 2 5‘1
- §8is)
£ \ ! ;
g |» B
& [
@ | = Binh Chinh 1 -
O }
L 2 i
&
= ® i !
2 n
o | o/  Tién-Binh /\\ | | Hau-dinh
& l I
[= % P § i }
] ;o 4
= ;o
© |3 Ao ] e
@ . , — ,
1 2 it R B
Théi gian (phat)
45

8

214nm (mAU)

Tién-Dinh 1

Khéng chét phu aia - K&t dona/rd

30 Khéng chét phy gia— D6l chieng
F-68- Két ddnalra 6ona

2’ 25 1 F.-68 — Déi chirng

B

B o PS20- Két ddnafra déng
g {PS20 - Béi chirng

2

2% PSBO— Két déna/ra dong
o) e RSB0 — 881 chiFng

=10 . NPT
= Sorbitol— Két Gdna/ra déng
> Sorbitol — D61 chirng

2 5
g

= . Tréng

g‘ 0 .

5 10 15 20

Thei gian (phat)

-48-

Hinh 1



35652

el9) Nyd 18Yo Blo)
|oyad 0ZS8d nyd 1eyo Buoyy
— 0
7 | |
, z'0
Bugp
eyy/Buop 19y # ¥'0
Bunyo 90
ogm
8'0
L
'
Buop ey/Buop 19y — | quIp-ugLL % WL

P

Hinh 1 -t

} yuip-usli %
-49-



35652

T nO weyd 2yD
I no weyd 9yo
T 9z weyd 8yd
| 9z weyd 9y
T gz weyd ayo
1 gz weyd 2yo

I 2

o

RV

»olloe e

xdfe s >

L
PR
TS
PEERARS a¥
L AANATA Y LSy
et »s»aax.ﬂ ¥t
cwnet? et L »Y LY
¥ ¥ % « *
e PER A ¥ <x~«. x. et
¥ * *
W\Ag-g LaE *‘¢voca;» «¥ ot
» * * «* *

»
» * +
»¥ e . ¢ * -
A L e o *
A N
3 ¥ * ~«
oowe® »¥ I v o
. s ¥ Sl
* »* . ¥ *
» «
PR *
87 ot at .
ot et N *
w * 4
W » »
M *
2y 2 o

Do0Y OD J21Yu uen} g} — | yuip-ull %

Hinh 2

*

Ip-udll %

<

| yu

0'L

-50-



35652

Ché pham 28

e
2

~~ HW

~= MW

- LW

= Db
chirng

% Tién-Dinh

o NS SN N K 75 IR L T > T B = R\ o

1 2 3 4
Tuan
F4 2
Ché pham 26
10
% 1 —HwW
8 == MW
7| W
[t = Poi
=6 )
[~} chirng
c 5
53]
= 4
2 "
1 ¢
0
10
g - ~=HW .
n»MW ’ﬁ/a
] e
7 | ==  Pbi LT
; L -
g omet e
Q5 J ﬁ,w"” Lk
o . P e
'524 / 5{7”% ,i”" et
Fa | o T
e AT -
S 5 ,f’,;’_.'l,él" £
1 827
o | :
5] 1 2 3 4

-51-

Hinh 3



200

T VN v
(e S S o B ¢ ]
o o o O

100

£ hap thu & budc soéng 215nm (mAU)
N £ 00
o T o T o SRR o

o

35652

|

};,k,;\;? Sy
.

5 7 g 11 13 15 17 18
Theoi gian (phat)

-52-

Ché phdm Cu PETG
Ché pham Co PC
Ché pham Ci TO
Ché pham 28 PETG
Ché phdm 28 PC
Ché pham 28 TO
Ché pham 26 PETG
Ché pham 26 PC

Hinh 4



35652

DANH MUC TRINH TU

<110> Janssen Vaccines & Prevention B.V.
Labovitiadi, Olga
Tonnis, Wouter
Doro, Francesco
Adriaansen, Janik

<120> HOP PHAN GAY MIEN DICH, PHUONG PHAP BIEU CHE HOP PHAN NAY VA PHUONG PHAP DUY TRI ON BINH HOP
PHAN GAY MIEN DICH LONG

<130> 0281 WO 00 ORD
<160> 2

<170> Patentln phién ban 3.5
<210> 1

<211> 612

<212> PRT

<213> Trinh tw Nhan tao

<220>
<223> ngoai doc td A da duwgc khir doc clia Pseudomonas aeruginosa

<400> 1

Ala Glu Glu Ala Phe Asp Leu Trp Asn Glu Cys Ala Lys Ala Cys Val
1 5 10 15

Leu Asp Leu Lys Asp Gly Val Arg Ser Ser Arg Met Ser Val Asp Pro
20 25 30

Ala lle Ala Asp Thr Asn Gly Gin Gly Val Leu His Tyr Ser Met Val
35 40 45

Leu Glu Gly Gly Asn Asp Ala Leu Lys Leu Ala lle Asp Asn Ala Leu
50 55 60

Ser lle Thr Ser Asp Gly Leu Thr lle Arg Leu Glu Gly Gly Val Glu
65 70 75 80

Pro Asn Lys Pro Val Arg Tyr Ser Tyr Thr Arg Gln Ala Arg Gly Ser
85 90 95

Trp Ser Leu Asn Trp Leu Val Pro lle Gly His Glu Lys Pro Ser Asn
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1490149ENVI_Sequences.txt
100 105 110

lle Lys Val Phe lle His Glu Leu Asn Ala Gly Asn GIn Leu Ser His
115 120 125

Met Ser Pro lle Tyr Thr lle Glu Met Gly Asp Glu Leu Leu Ala Lys
130 135 140

Leu Ala Arg Asp Ala Thr Phe Phe Val Arg Ala His Glu Ser Asn Glu
145 150 155 160

Met GIn Pro Thr Leu Ala lle Ser His Ala Gly Val Ser Val Val Met
165 170 175

Ala GIn Ala GIn Pro Arg Arg Glu Lys Arg Trp Ser Glu Trp Ala Ser
180 185 190

Gly Lys Val Leu Cys Leu Leu Asp Pro Leu Asp Gly Val Tyr Asn Tyr
195 200 205

Leu Ala GIn GIn Arg Cys Asn Leu Asp Asp Thr Trp Glu Gly Lys lle
210 215 220

Tyr Arg Val Leu Ala Gly Asn Pro Ala Lys His Asp Leu Asp lle Lys
225 230 235 240 :

Pro Thr Val lle Ser His Arg Leu His Phe Pro Glu Gly Gly Ser Leu
245 250 255

Ala Ala Leu Thr Ala His GIn Ala Cys His Leu Pro Leu Glu Ala Phe
260 265 270

Thr Arg His Arg GIn Pro Arg Gly Trp Glu GIn Leu Glu GIn Cys Gly
275 280 285

Tyr Pro Val GIn Arg Leu Val Ala Leu Tyr Leu Ala Ala Arg Leu Ser
290 295 300
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1490149ENVI_Sequences.txt
Trp Asn Gln Val Asp Gin Val lle Arg Asn Ala Leu Ala Ser Pro Gly
305 310 315 320

Ser Gly Gly Asp Leu Gly Glu Ala lle Arg Glu GIn Pro Glu GIn Ala
325 330 335

Arg Leu Ala Leu Thr Leu Ala Ala Ala Glu Ser Glu Arg Phe Val Arg
340 345 350

Gln Gly Thr Gly Asn Asp Glu Ala Gly Ala Ala Ser Ala Asp Val Val
355 360 365

Ser Leu Thr Cys Pro Val Ala Ala Gly Glu Cys Ala Gly Pro Ala Asp
370 375 380

Ser Gly Asp Ala Leu Leu Glu Arg Asn Tyr Pro Thr Gly Ala Glu Phe
385 390 395 400

Leu Gly Asp Gly Gly Asp Val Ser Phe Ser Thr Arg Gly Thr GIn Asn
405 410 415

Trp Thr Val Glu Arg Leu Leu GIn Ala His Arg Gln Leu Glu Glu Arg
420 425 430

Gly Tyr Val Phe Val Gly Tyr His Gly Thr Phe Leu Glu Ala Ala GIn
435 440 445

Ser lle Val Phe Gly Gly Val Arg Ala Arg Ser Gln Asp Leu Asp Ala
450 455 460

lle Trp Arg Gly Phe Tyr lle Ala Gly Asp Pro Ala Leu Ala Tyr Gly
465 470 475 480

Tyr Ala GIn Asp GIn Glu Pro Asp Ala Arg Gly Arg lle Arg Asn Gly
485 490 495

Ala Leu Leu Arg Val Tyr Val Pro Arg Trp Ser Leu Pro Gly Phe Tyr
500 505 510
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1490149ENVI_Sequences.txt

Arg Thr Gly Leu Thr Leu Ala Ala Pro Glu Ala Ala Gly Glu Val Glu
515 520 525

Arg Leu lle Gly His Pro Leu Pro Leu Arg Leu Asp Ala lle Thr Gly
530 535 540

Pro Glu Glu Glu Gly Gly Arg Val Thr lle Leu Gly Trp Pro Leu Ala
545 550 555 560

Glu Arg Thr Val Val lle Pro Ser Ala lle Pro Thr Asp Pro Arg Asn
565 570 575

Val Gly Gly Asp Leu Asp Pro Ser Ser lle Pro Asp Lys Glu GIn Ala
580 585 590

lle Ser Ala Leu Pro Asp Tyr Ala Ser Gln Pro Gly Lys Pro Pro Arg
595 600 605

GluAsp Leu Lys
610

<210> 2

211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tw Nhan tao

<220>
<223> trinh tw lién (rng glycosyl héa dwoc lién két N duoc wu tién

<220> .

<221> DAC DIEM HON TAP
<222> (1).(1) .

<223> Xaa co thé la Asp hoac Glu

<220> )

<221> DAC DIEM HON TAP

<222> (2)..(2) . )

<223> Xaa c0 thé la axit amin bat ky ngoai trtv Pro

<220>

<221> DAC DIEM HON TAP
<222> (4)..(4)
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<223> Xaa c6 thé la axit amin bat ky ngoai trir Pro

<220> . .

<221> PAC PIEM HON TAP
<222> (5).(5)

<223> Xaa c6 thé la Ser hoac Thr
<400> 2

Xaa Xaa Asn Xaa Xaa
1 5
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