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(57) Sang ché dé cap dén ché pham tlép hop phé cau khuan da gia, chat mang h6n hop
chua 16 thé tiép hop polysacarit nang phé cau khuan- -protein khac nhau, trong dé mbi thé
tiép hop nay bao gom polysacarit nang tir mot typ huyét thanh khac cia Streptococcus
pneumoniae duoc tiép hop véi giai doc t6 udn van hoidc CRM,g;, trong d6 cac typ huyét
thanh Streptococcus pneumoniae duge chon tu 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C,
19A, 19F, 22F, 23F, va 33F, trong d6 hai polysacarlt nang duoc tiép hop vai giai doc td
ubn van va céac polysacarit nang con lai dugc tlep hop v61 CRM, g7, va trong dé hai
polysacarit nang duoc tiép hop voi giai doc t6 ubn van duoc chon tir nhém bao gom cac
typ huyét thanh 1, 3, va 5. Sang ché ciing dé cap dén cac phuong phap san xuat ché pham
tlep hop phé cau khuan da gia, chat mang hén hop va phuong phép sir dung ché pham nay
dé phong ngira tinh trang nhidm hodc bénh do Streptococcus pneumoniae gy ra & d6i
tuong.
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Linh vire ky thuét dwoc dé cap

Sang ché @& cap dén ché phim tiép hop phé cau khuin, da gia, chit mang hdn
hop, vacxin chtra ché phdm nay va phuong phép sir dung cac ché pham nay va vacxin
dé phong bénh nhiém hodc bénh Streptococcus pneumoniae & d6i tugng.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Phé ciu khuén (Streptococcus pneumoniae) 13 mot vi khuan ky khi khong bat
budc, hinh mii tén vom, gram dwong v&i hon 90 typ huyét thanh da biét. Hau hét cac
typ huyét thanh S. pneumoniae ddu cho thiy 1a gy ra bénh, v6i 23 typ huyét thanh
phd bién nhét chiém gin 90% bénh dich trén toan thé gidi. Cac typ huyét thanh dugc
phan loai dya trén dép ung huyét thanh cta cac polysacarit nang, yéu té doc luc quan
trong nhit dbi v6i khudn cdu phdi. Polysacarit nang 13 cac khang nguyén doc l1ap té
bao T cam tng su tong hop khang thé khi khong c6 mit té bao T tro giﬁp. Céc khang
nguyén doc lap té bao T thuong cam tng khang thé ¢ ai luc thdp va cac dép ung
mién dich ton tai trong mot khoang thoi gian ngin véi kha ning nhé mién dich tir it
dén khong co.

Céc vacxin phé ciu khudn diu tién bao gdm cac hdn hop cia polysacarit nang
tir cac typ huyét thanh khac nhau. Céc vacxin nay c6 thé tao ra mién dich chéng lai S.
pneumoniae & cac bénh nhan c¢6 hé mién dich khée manh hodc phat trién, tuy nhiéh,
cac vacxin nay khong c6 hiéu qua & tré nho, ngudi ma khong c¢6 hé mién dich phat
trién, va nhitng ddi tugng cao tudi, ma thuong c6 chic ning mién dich suy giam. Dé
cai thién dap Gng mién dich v6i vacxin phé ciu khuén , dic biét 1a & cac ddi tuong tré
nhé va ngudi gia, nhitng ngudi ma cé nguy co cao bi nhiém S. preumoniae,
polysacarit nang duoc tiép hop véi cac protein mang thich hop dé tao ra vacxin tiép
hop phé cdu khudn. Viéc tiép hop véi mot protein mang thich hop lam thay doi
polysacarit nang tir khang nguyén doc 14p té bao T thanh khang nguyén phu thudc té
bao T. Vi thé, dap tmg mién dich chéng lai polysacarit nang da tiép hop c6 su tham
gia ctia t& bao T tro giup, té bao nay tao ra dap ing mién dich nhanh va manh hon khi

dugc tiép xic lai-voi polysacarit nang.
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Co it nhét hai phuong phép dé phat trién vacxin tiép hop phé ciu khuan:
phuong phép st dung mot chit mang va phuong phép st dung chit mang hdn hop.
Tinh mién dich cta cac thé tiép hop polysacarit nang khac nhau c6 thé khac nhau tiy
thudc vao typ huyét thanh phé cu khuan va protein mang st dung. O phuong phép sir
dung mot chit mang, polysacarit nang tlr céc typ huyét thanh khac nhau dugc tiép hop
v6i mot chit mang protein. Loat vacxin PREVNAR cua Pfizer 1a mot vi du vé phuong
phéap st dung mot chit mang trong d6 cic polysacarit nang khac nhau dugc tiép hop
v6i chit mang protein CRM; g7, mot bién thé khong doc cua giai doc td bach hau co
mot thay thé axit amin 1 axit glutamic cho glyxin. Vacxin 7 gid PREVNAR
(PREVNAR) da dugc chap thuan 14n d4u tién vao nam 2000 va chita cac polysacarit
nang tir bay typ huyét thanh phd bién nhét: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F va 23F. Vacxin 13
oi4, PREVNAR 13, dd bd sung cac typ huyét thanh 1, 5, 7F, 3, 6A, va 19A vao chét
mang protein CRM 7. Chét mang protein, CRMg;, duogc st dung trong cac vacxin
PREVNAR mdt chit mang chua ting duoc sir dung 1am mot phén ctia hé chét mang
hdn hop trong vacxin tiép hop phé cau khuan.

Phuong phép st dung vacxin phé cdu khuén thir hai 1a phuong phép dung chat
mang hdn hop. O phwong phép st dung chit mang hdn hop, thay vi str dung mot chét
mang protein, thi hai hodc nhiéu chit mang protein duoc st dung, v6i cac polysacarit
nang tlr cac typ huyét thanh dic hiéu duoc tiép hop véi chit mang protein thir nhat va
cac polysacarit ﬁang tir cac typ huyét thanh khac nhau duoc tiép hop véi it nhit mot
chit mang protein thit hai khac. Vi dy, GlaxoSmithKline da phat trién mot loai vacxin
tiép hop phé cau khuan, chit mang hdn hop, 10 gia (cac typ huyét thanh 1, 4, 5, 6B,
7F, 9V, 14, 18C, 19F va 23F), SYNFLORIX st dung protein D cta H influenzae, giai
doc t6 udn van, va giai doc t§ bach hiu lam cic chit mang protein. Trong
SYNFLORIX, céc typ huyét thanh 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, va 23F duoc tiép hop vai
protein Dj; typ huyét thanh 18C dugc tiép hop véi giai doc t6 udn van; va typ huyét
thanh 19F dugc tiép hop vé6i giai doc t6 bach hau [7]. Typ huyét thanh 3 dugce loai bo
tr mdt tidn ché phdm 11 gi4 thanh SYNFLORIX do khong thé hién dugc hiéu qué dic
hiéu-typ huyét thanh trong thir nghiém bénh viém tai gitra cap tinh [1]. Nhém khac,
Aventis Pasteur, dd phat trién vacxin tiép hop phé cau khuan, chat mang hén hop, 11

gié (céc typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F, va 23F) st dung giai doc
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t6 bach hau va giai doc t& udn van lam cic chit mang protein [2, 3]. Polysacarit nang
tir cac typ huyét thanh 3, 9V, 14, va 18C néu duoc tiép hop v6i giai doc t6 bach hiu
¢6 thé tao ra dap ang tt hon so véi duge tiép hop véi gidi doc t6 udn van [2, 6]. Do
d6, cc typ huyét thanh 3, 6B, 14, va 18C duoc tiép hop véi doc td bach hiu va céc
typ huyét thanh 1, 4, 5, 7F, 9V, 19F, va 23F dugc tiép hop v6i giai doc t6 udn van.
Viéc phat trién vacxin phé ciu khuén, chit mang hdn hop nay di bi chdm dat, mot
phan 12 do cac ly do k¥ thuét va kha nang dap Gng giam khi két hop v&i cac vacxin ho
ga khong bao [3]. Gan day, typ huyét thanh 5 ciing nhu 1 1 da duge bo cdo 1a ¢ mot
trong s6 cac hiéu gia OPA quan sit dugc thip nhét tir tit ca 13 typ huyét thanh
PREVNAR, trong d6 c6 mdi twong quan gitta hiéu gia IgG va hoat tinh OPA [4].
Ciing duoc goi y rang dbi véi typ huyét thanh 3, dé tao ra sy biao vé can nong do IgG
trong huyét thanh cao hon nhiéu [5].
Ban chét k§ thuat ciia sang ché

Muc dich cua sang ché 14 tao ra cac ché pham tiép hop phé cdu khuén da gi4,
chit mang hdn hop méi va cai tién va vacxin chira ché phdm nay. Theo mot khia canh,
sang ché d& xuét ché pham tiép hop phé cAu khuan da gi4, chat mang hdn hop , chtra
16 thé tiép hop polysacarit nang phé cau khudn-protein khac nhau, trong d6 mdi thé
tiép hop polysacarit nang phé cau khudn-protein gdm c6 chét mang protein duoc tiép
hop v6i polysacarit nang tir typ huyét thanh khic cla Strepfococcus pneumoniae,
trong d6 cac typ huyét thanh Streptococcus pneumoniae dugc chon tir 1, 3, 4, 5, 6A,
6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F, trong do6 chét mang protein 1a
CRM,; hoic giai doc td ubn van, trong d6 hai polysacarit nang dugc tiép hop voi giai
doc t6 udn véan V"El cac polysacarit nang con lai dugc tiép hop v6i CRM g7, va trong d6
hai polysacarit nang dugc tiép hop véi giai doc t6 ubn van duoc chon tir nhém bao
gdm céc typ huyét thanh 1, 3, va 5.

Theo mdt vai phuong an, polysacarit nang tir cac typ huyét thanh 1 va 5 dugc
tiép hop voi gidi doc t& ubn van, va cac polysacarit nang tir cac typ huyét thanh 3, 4,
6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F duoc tiép hop véi CRM;gs.

Theo mot phuong an khéc, polysacarit nang tur cac typ huyét thanh 1 va 3 duoc
tiép hop véi giai doc t6 udn van, va polysacarit nang tlr cac typ huyét thanh 4, 5, 6A,
6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F dugc tiép hop v6i CRM ;.
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Theo m@t‘phucmg an khac nita, polysacarit nang tr cac typ huyét thanh 3 va 5
duoc tiép hop vai giai doc td ubn van, va polysacarit nang tir céc typ huyét thanh 1, 4,
6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F dugc tiép hop véi CRM;g;.

Theo mdt vai phuong an, ché pham tiép hop phé ciu khuin da gia, cht mang
hdn hop con chira ta duge, nhu té duge trén co s¢ nhoém, bao gém, nhung khong chi
giGi han & nhém phosphat, nhdm sulfat, va nhém hydroxit.

Mbt khia canh khéc cta sang ché mb ta viéc sir dung ché pham tiép hop phé
cdu khuén 16 gia, chat mang hdn hop 1am vacxin.

Mbt khia canh khac nita ctia sang ché dé cip dén vacxin chira ché pham tiép
hop phé cdu khuin 16 gia, chit mang hdn hop va t4 duoc dugc dung.

Mot khia canh khéc nita cia sang ché mo ta phuong phap phong nglra bénh
hodc nhiém Streptococcus pneumoniae & dbi twong, nhu ngudi, phuong phap niy bao
gbm cho d6i twong st dung mot lugng hiru hidu d& phong ngira ctia ché pham tiép hop
phé cau khudn 16 gi4, chit mang hdn hop hodc vacxin chita ché phim nay.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, ddi tugng nay 13 nguoi ¢ do tudi it nhét 1a 5»0
va bénh nay 1a bénh bénh viém phdi hosic bénh phé cdu khuin xam lan (invasive
pneumococcal disease-IPD).

Theo céc phuong 4n khac, dbi twong nay 14 nguoi c6 do tudi it nht 12 6 tuan va
bénh nay 1a bénh viém phbi, bénh phé ciu khuan xam l4n (IPD), hodc bénh viém tai
gifta cdp tinh (acute otitis medi-AOM). Theo mét vai phuong 4n, d6i twong ngudi nay
cb dd tudi tir 6 tﬁén dén 5 tudi. Theo cac phuwong 4n khéc, dbi twong ngudi nay co do
tudi tir 2 dén 15 thang hodc tir 6 dén 17 tudi.

Theo céc phuong an nhat dinh, ché phdm tiép hop phé ciu khuin 16 gi4, chét
mang hdn hop hodc vacxin dugc st dung bing cach tiém bip. Theo cac phuong 4n
nhit dinh, ché phém tiép hop phé cu khudn 16 gia, chit mang hén hop hodc vacxin
duoc str dung nhu 14 mét phan trong chudi gay mién dich.

MBO ta chi tiét sang ché

Céc muc dich, dic diém va vu didm khac va trén ddy cta ché pham tiép hop
phé cau khuén 16 gia, chit mang hdn hop sé& tré nén 16 rang hon dua vao phan mb ta
chi tiét du6i day.

Céc dinh nghia
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D& hiéu rd hon vé phén mo ta cla sang ché, cac thuat ngit nhét dinh dugc dinh
nghia trude tién dudi day. Cac dinh nghia khic cla cac thuat ngit nay va cac thudt ngi
khac c6 thé dugc dé cap trong ban mo ta.

~ Nhu duoc st dung trong ban md ta nay va trong yéu cau bao ho kém theo, cac
thuét ngit chi s6 ﬁ bao gdm ca nghia sb nhiéu trir khi duge quy dinh 16 rang theo cach
khac. Do d6 vi du, thuit nglt “phuong phép” bao gbm ca nghia mot phuong phap hay
nhiéu phuong phdp, va/hodc cac bude cua loai phuong phap duge md ta & diy va/hodc
s& duoc hiéu boi ngudi 6 hidu biét trung binh trong linh vuc ky thuét nay dya vao
ban mo ta nay.

Té diroc: Nhu dugce st dung & dy, thudt nglt “td dugc” duge dung dé chi chét
hodc chét din lam ting dap ung mién dich véi khang nguyén theo cach khong dac
hiéu.

Stk dung: Nhu dugce st dung & ddy, thuit ngit cho dbi tuong “st dung” ché
pham co6 nghia 1a dua, st dung hodc cho ché phdm tiép xuc véi d6i twong. Viéc sir
dung nay c6 thé duoc tién hanh bing duong bt ky trong s6 mot sb duong, nhu, vi du,
khu tru, qua duong miéng, dudi da, trong bip, trong mang bung, trong tinh mach, noi
tuy mac va trong da.

Xdp xi: Nhu dugce st dung & day, thuét ngi “xap xi” hodc “khoang,” nhu dugc
dung cung véi mot hodc nhiéu gia tri quan tdm, dugc dung dé chi gia tri ma tuong tu
véi gia tri tham chiéu dugc vién din. Theo cac phuong 4n nhét dinh, thuét ngit “Xép
xi” hoac “khoang” dugc dung dé chi khoang gié tri ma nam trong khoang 25%, 20%,
19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%,
3%, 2%, 1%, hodc it hon theo mot trong hai huéng (16n hon hodc nho hon) cua gia tri
tham chiéu dugc 'Vién dan trir khi dugc quy dinh theo céch khac hodc mat khac rd rang
tir ngit canh (ngoai trr trong d6 con s6 nay vuot qua 100% gid tri ¢6 thé).

Thé 1iép hop: Nhu duogc st dung & dy, va dugc hiéu tir ngit canh thich hop,
céc thuét ngtr “thé tiép hop” hoic “thé tiép hop glyco” duoc ding dé chi polysacarit
Streptococcus pneumoniae dugc tiép hop v6i mot protein mang nho sy tiép hop sinh

hoc cong hoa tri hodc khdng cong hoa tri bét ky.



35896

T4 dwoc: Nhu duoc st dung ¢ day, thudt nglt “t4 duoc” duoc dung dé chi chat
khong ¢6 tac dung diéu tri c6 thé duoc dua vao ché phdm, dé tao ra hodc gop phan thu
dugc tdc dung lam én dinh hoic tinh nh4t quan mong mudn.

Chdt mang hén hop: Nhu duge sir dung & ddy, ché pham tiép hop phé ciu
khudn, chit mang hdn hop dugc dung dé chi ché pham tiép hop phé cau khudn c6
nhidu hon mot loai chat mang protein.

Pa gid: Nhu duge st dung ¢ day, thuat ngit “da gid” duogc dung dé chi ché
pham tiép hop phé cau khudn c6 polysacarit nang phé ciu khudn tir nhiéu hon mdt typ
huyét thanh Streptococcus pneumoniae.

Ché phédm tiép hop phé cau khudn 16 gid, chat mang hén hop: Nhu dugc sir
dung & day, thuat ngit “Ché pham tiép hop phé cau khudn 16 gi4, chit mang hdn h(_)*p"’
duoc dung dé chi ché phdm chira 16 thé tiép hop polysacarit phé ciu khuan-protein
khéc nhau, trong d6 mdi thé tiép hop polysacarit nang phé cau khuin-protein gdm c6
chit mang protein dugc tiép hop véi polysacarit nang tlr typ huyét thanh khic cua
Streptococcus pneumoniae, trong do cac typ huyét thanh Streptococcus pneumoniae 13
1,3, 4,5, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F, trong do chat
mang protein 18 CRM ;g7 hodc gidi doc t6 ubn vén, trong d6 hai polysacarit nang dugc
tiép hop véi giai doc t6 udn van va cac polysacarit nang con lai duge tiép hop véi
CRM,97, va trong do hai polysacarit nang dugc tiép hop véi giai doc t6 ubn van dugc
chon tir nhém bao gdm cac typ huyét thanh 1, 3, va 5. Theo mdt vai phuong an,
polysacarit nang tir cac typ huyét thanh 1 va 5 dugce tiép hop véi giai doc t6 udn van,
va polysacarit naing tir cac typ huyét thanh con lai duoc tiép hop v6i CRM;g;. Theo
mot phuong an khéc, polysacarit nang tir cac typ huyét thanh 1 va 3 duoc tiép hop véi
giai doc td udn vén, va polysacarit nang con lai dugc tiép hop v6i CRM¢;. Theo mot
phuong an khéc nita, polysacarit nang tir cac typ huyét thanh 3 va 5 duoc tiép hop véi
giai doc 6 ubn van, va polysacarit nang con lai dugc tiép hop voi CRM,¢7.

T4 duoc duoc dung: Cac ta duge duge dung hitu dung trong sang ché 1a céc ta
duoc thong thuong. Tai liéu Remington's Pharmaceutical Sciences, by E. W. Martin,
Mack Publishing Co., Easton, PA, 15" Edition (1975), mé ta cac thanh phan va cong
thirc thich hgp dé phan phdi duge hoc mot hodc nhiéu ché phdm dé didu tri, ké ca

vacxin, va cac dugc chat khac. Céc ta duoc dugc dung thich hop bao gém, vi du, tinh
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bdt, glucoza, lactoza, sucroza, gelatin, mach nha, tinh bdt gao, bot my, da phén,
silicagel, natri stearat, glyxerol monostearat, bt talc, natri clorua, bdt sira géy,
glyxerol, propylen, glycol, nudc, etanol va cac ta duge twong tu. Noi chung, ban chat
cla ta dugce sé& tuy thudc vao cach dung cu thé dugc st dung. Vi du, cac ché phém
dung ngoai duong tiéu héa thudng chira cdc dung dich co thé tiém duogc bao gdm céc
dung dich dugc dung va chép nhan duogc vé mat sinh Iy nhu nuée, dung dich nude
mudi sinh ly, dung dich nuéc mudi can béng, dung dich dém, dextroza chira nudc,
glyxerol hodc dung dich twong ty lam chét dan. Ddi véi cac ché pham rin (vi dy, cac
dang bot, vién tron, vién nén, hodc vién nang), cdc ti dugc ran khong doc th6ng
thuong co thé bao gém, vi du, cac loai dung dé_be‘lo ché gém manitol, lactoza, tinh bot,
hodc magie stearat. Ngoai cac chét mang trung tinh v& mit sinh hoc, dugc pham dugc
st dung c6 thé chira mot luong nhé cac chét bd trg khong doc, nhu chét 1am am hodc
chét nhii hoa, chét hoat dong bé mit, chét bao quéan, va chit dém pH va chét tuong tu,
vi du natri axetat hodc sorbitan monolaurat.

Lurgng hitu hiéu dé phong bénh: Nhu duge st dung & ddy, thuat ngir “lugng
hitu hiéu dé phong bénh” hodc “lidu hitu hiéu dé phong bénh” dugc dung dé chi lugng
hodc liéu can dé tao ra dap Gtng mién dich du dé lam cham sy khéi phat bénh va/hodc
lam gidm tan sudt va/hodc muc do nghiém trong ctia mot hodc nhiéu triéu chung do
nhiém Streptococcus pneumoniae gay ra.

Phong bénh: Thuét ngit “phong bénh,” nhu dugc st dung ¢ day, duoc dung dé
chi viéc tranh biéu hién bénh, 1am cham sw khéi phét, va/hoic lam gidm tin suat
vi/hodc mirc d6 nghiém trong ctia mot hodc nhidu tridu chimg ctia bénh, rdi loan hogc
tinh trang bénh cu thé (vi du, bénh nhiém Streptococcus pneumoniae). Theo mot vai
phuong an, phong bénh duoc danh gia trén co s mot quin thé sao cho mot chét duoc
coi 12 ¢6 kha ndng phong bénh chéng lai mét bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh cu
thé néu lam giam co y nghia thdng ké su phat trién, tdn suit, va/hodc cuong do cia
mot hodc nhiéu triéu ching cua bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh cu thé duogc quan
sat & mot quﬁn thé d& méc bénh, r6i loan hodc tinh trang bénh.

Péi tugng: Nhu duge st dung ¢ day, thuat ngir “dbi twong” c6 nghia la dong
vat ¢6 vi, bao gém chudt, thé va nguoi. Theo cac phuong an nhét dinh, ddi tuong nay

1a nguoi trudng thanh, thanh nién hodc tré so sinh. Theo mot vai phuwong an, thuat ngir
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“ngudi” hodc “bénh nhan” dugc st dung va duge du dinh 1a thay thé cho thuét ngit
“dbi tugng.”

Phan m6 ta dudi ddy va (cac) phuong an dwge md ta va cac vi du chi co ban
chat minh hoa va khong dugc du dinh 1a 1am gidi han sang ché, ung dung hodc st
dung sang ché.

Sang ché dé cap dén céac ché phdm tiép hop phé cau khuin da gi4, chat mang
hdn hop méi va cai tién va vacxin chira ché phdm nay. Mic du chit mang proteiﬁ,
CW197, da dugc st dung trude ddy trong vacxin tiép hop phé cau khudn, mot chit
mang, song sang ché 1an dau tién mo ta viéc st dung CRMy; trong vacxin tiép hop
phé cau khuén, chit mang hdn hop.

Nhu duoc ban ludn trén ddy, tinh mién dich cua cac thé tiép hop polysacarit
nang khic nhau c6 thé khac nhau tuy thudc vao typ huyét thanh phé cau khuin va
protein mang st dung. Sang ché mo ta viéc tiép hop thanh cong typ huyét thanh 3 véi
giai doc td ubn van nhu mot phan ctia vacxin chit mang hdn hop, bét ké cac tai lidu
trude day da boc 10 rang typ huyét thanh 3 ¢6 tinh mién dich hon néu duoc tiép hop
v6i giai doc t6 bach hau hon I3 giai doc t6 ubn van [2, 6]. Sang ché cling md ta phat
hién bit ngd rang dap tmg Khéng thé v6i typ huyét thanh 3 dugc tiép hop v6i gii doc
t6 udn véan trong ché pham tiép hop phé ciu khuén 16 gia, chit mang hon hop cao hon
glp 4 1an so véi khi typ huyét thanh 3 duoc tiép hop v6i CRMg; trong ché pham tiép
hop phé cau khuén 13 gi4, mot chat mang (PREVNAR 13).

Hon nita, phat hién bét ngd nay khong bi giéi han & typ huyét thanh 3 ma con
duoc quan sat thiy & cac typ huyét thanh khac dugc tiép hop v6i gidi doc t6 udn van
trong ché pham tiép hop phé ciu khuan 16 gia, chat mang hon hgp. Nhu dugce thé hién
trong cac vi du, viéc tiép hop céc typ huyét thanh 1 va 3, 1 va 5, hodc 3 va 5 voi giai
doc t6 ubn van trong ché pham tiép hop phé cau khuin, chit mang hdn hop véi céc
typ huyét thanh con lai dugc tiép hop véi CRMe; (PVC16-13TT, PVCI16-15TT, va
PVC16-35TT, twong tng) da tao ra dap tmg khang thé tang dang ké mot cach nhét
quéan voi cac typ {huyét thanh dugc tiép hop véi giai doc t6 ubn van so véi cac dép tmg
khang thé (dap tng IgG hodc hiéu gia MOPA) khang céc typ huyét thanh tuong tu
duoc tiép hop véi CRM,g; trong ché phim tiép hop phé cau khuin, mot chat mang
(PREVNAR 13), nhu dugc thé hién tom tét trong bang dudi day.
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giai doc t6 ubn van trong vacxin chat mang hdn hop so v6i PREVNAR 13

Mirc ting dap tmg khang thé so véi PREVNAR 13

Typ huyét thanh PVC16-13TT; PVC16-15TT; PVC16-35TT;
1 (IgG) 3X; 3.9%; N/A

1 (MOPA) 6.3X; 6.3X; N/A

3 (IgG) 5.5X; N/A 2.8X;
3 (MOPA) 4X; N/A 4X;

5 (1gG) N/A 8.7X; 3.2X;
5 (MOPA) N/A 5X; 4X;

Ché pham tiép hop phé cAu khudn 16 gi4, chat mang hdn hgp mo ta trong sang
ché ciing bao gbém céc typ huyét thanh phé cau khuén khong c6 trong ba vacxin tiép
hop phé cAu khuén hién c6 trén thi truong: PREVNAR (dugc goi la Prevenar & mét sb
nuée), SYNFLORIX va PREVNAR 13. Bénh do céc typ huyét thanh phé ciu khuan
hién khong c6 trong vacxin gy ra ngay cang tdng, mot phan 1a do su phat trién tinh
khang khang vi khuan, s6 bénh nhan bi tén thuong mién dich ngay cang tang va thiéu
sy cdp bach mién dich. Vi du, khong c6 vacxin tiép hop phé cau khuén nao c6 mat
trén thi truong bao gdm typ huyét thanh 12F. Ngoai ra, khong c6 vacxin tiép hop phé
cau khuin c6 mat trén thi truong bao gdm cac typ huyét thanh 22F va 33F. Sang ché
mo ta viéc dua thanh cong cac typ huyét thanh 12F, 22F, va 33F vao vacxin tiép hop
phé ciu khuan, cht mang hon hop.

Ché pham tiép hop phé ciu khuén da gia, chit mang hdn hop va phuong phép bao ché
ché phdm nay

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét ché pham tiép hop phé cau khuan da gid,
chit mang hon hop, chira 16 thé tiép hop polysacarit nang phé ciu khudn-protein khéac
nhau, trong d6 mdi thé tiép hop polysacarit nang phé cau khudn-protein gém c6 chat
mang protein dugc tiép hop véi polysacarit nang tir typ huyét thanh khac cua
Streptococcus pneumoniae, trong d6 cac typ huyét thanh Streptococcus pneumoniae

duoc chon tir 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F,
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trong d6 chit mang protein 1a CRM;y; hodc giai doc t6 ubn van, trong d6 hai
polysacarit nang dugc tiép hop v6i giai doc t6 ubn van va céac polysacarit nang con lai
duqc_tiép hop v6i CRMg7, va trong d6 hai polysacarit nang dugc tiép hop véi giai déc
t6 udn van duoc chon tir nhom bao gdm cac typ huyét thanh 1, 3, va 5.

Theo m@t‘va‘li phuong an, polysacarit nang tir cac typ huyét thanh 1 va 5 dugc
tiép hop vai giai doc t6 udn van, va polysacarit nang tir cac typ huyét thanh con lai
duoc tiép hop v6i CRM;g;. Theo mdt phuong 4n khéc, polysacarit nang tr cac typ
huyét thanh 1 va 3 dugc tiép hop véi gidi doc td ubn vén, va polysacarit nang con lai
duge tiép hop véi CRMg7. Theo mdt phuong 4n khac nita, polysacarit nang tir cac typ
huyét thanh 3 va 5 dugc tiép hop v&i gidi doc t6 ubn van, va polysacarit nang con lai
duoc tiép hop véi CRM,97.

Trong vacxin tiép hop polysacarit-protein, protein mang dugc tiép hop voi
khang nguyén polysacarit chu yéu nhim lam ting d4p Ung mién dich (vi dy, dap mg
khang thé) v6i khang nguyén polysacarit. Cac protein mang tdt hon 13 cic protein
khong doc co it hodc khong c6 tinh sinh mién dich. Cac protein mang dé tiép hop véi
polysacarit phé cau khuén st dung cic quy trinh tiép hop chuén, nhu dugc ban luin
trong phin mo ta chi tiét tiép theo dudi diy. C4c protein mang dugc sir dung trong ché
phim tiép hop phé cau khuédn 16 gi4, chit mang hdn hop 1a giai doc t6 ubn van (TT)
va CRMg7, mdi chit mang nay duoc st dung trong thiét ké vacxin tiép hop phé cau
khuan nhung chua timg dugc st dung trong ciing mét vacxin chit mang hdn hop.

CRM,o; 12 mot bién thé khong doc (tic 1a, giai doc t6) clia doc t6 bach hau van
gilt dugc cac déc tinh mién dich ctia doc t§ bach hau kiéu dai. CRM,¢; khac doc 6
bach hau kiéu dai & mot bazo trong gen cAu tric, tao ra su thay thé mot axit amin tir
axit glutamic thanh glyxin. CRMy; thudng dugc phan 1dp tir cac dich nudi ciy chung
Corynebacterium diphtheria C7 ($197) dugc nudi trén mdi trudng trén co s¢ axit
casamino va dich chiét ndm men. CRM;¢; c6 thé duoc tinh ché b:flng cach siéu loc, két
taa béng amoni sulfat, va sic ky trao ddi ion. Theo cach khac, CRM, g7 c6 thé duoc
didu ché tai td hgp theo patent My sb 5,614,382, duoc dua vao day bé‘mg cach vién dan.
CRM,y; d3 duoc sit dung trong thiét ké vacxin tiép hop phé cau khuan nhung chua

ting dugc st dung nhu 1a mot phan ctia vacxin chit mang hdn hop.
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Giai doc td ubn van dugc tao ra va dugc st dung dé gdy mién dich & quy md
lén chéng lai bénh uén vén ( hogc lockjaw) do Clostridium tetani gdy ra. Giai doc tb
udn van cling du@c st dung cd mdt minh va Kkét hop v6i vacxin bach hau va/hoic ho
ga. Protein gbc, ddc t6 ubn van, thuong thu duge trong dich nudi chy Clostridium
tetani. Ddc t6 ubn van 1a mot protein c6 khdi lwgng 150kDa va bao gbm hai cau tric
siéu phén tir (100kDa va 50kDa) dugc lién két v6i nhau bang lién két sulfua. Poc t6
thuong duoc giai doc td bing formaldehyt va c6 thé duge tinh ché tir cc dich loc nudi
cdy bang cac phuong phép da biét, nhu két tha bang amoni sulfat (xem, vi dy, [7], [8])
hodc cac ky thudt sic ky, nhu dugc md ta trong cong b don qubc té s6 WO
1996/025425 chéng han. Pdc td udn van cling cé thé duoc lam bat hoat bé‘mg céac
phuong phap di truyén tai td hop.

Giai doc td udbn van ciing da duge sit dung iam protein mang trong vacxin khac,
ké ca vacxin tiép hop phé cau khudn. Tuy nhién giai doc td ndy chua timg duge st
dung trong vacxin tiép hop phé cau khuan, chit mang hdn hop két hop v6i CRM o7,
Giai phap k§ thuat da biét ciing chua boc 16 viée tiép hop typ huyét thanh 3 véi giai
doc td udn vén trong vacxin tiép hop phé cAu khuén, chit mang hdn hop vi typ huyét
thanh 3 duoc thé hién 14 ¢6 tinh mién dich nhiéu hon néu dugc tiép hop véi giai doc 6
bach hiu so v6i giai doc té udn van [2, 6].

Polysacarit nang phé cdu khuan dugc sir dung trong cac ché phdm va vacxin
duoc mo ta & ddy, bao gdm polysacarit nang tlr céc typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6A, 6B,
7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F, ¢6 thé duogc diéu ché t
Streptococcus pﬁeumoniae bing cach st dung céc k¥ thuat da biét, bao gbébm cac k¥
thuat chuén da biét ddi v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay,
bao gdm, vi du, cac ky thudt dugc bdc 10 trong cong b don quic t& s6 WO
2006/110381, WO 2008/118752, WO 2006/110352, va cong bd don yéu ciu cip
patent My sév 2006/0228380, 2006/0228381, 2007/0184071, 2007/0184072,
2007/0231340, 2008/0102498 va 2008/0286838, cac tai liéu nay duoc dua vao day
bang cach vién din. Vi du, mdi typ huyét thanh polysacarit nang phé cdu khudn co thé
duoc nudi ciy trong mdi trudng nudi cdy (vi du, moi truong trén co s dau tuong).

Céc té bao dugce dung giai, va mdi polysacarit c6 thé dugc tinh ché tir dich dung giai
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nho ly tam, két tia, siéu loc, va/hodc sic ky cot. Ngoai ra, polysacarit nang phé cau
khuén c6 thé duoc tao ra bing cic quy trinh tbng hop.

Polysacarit nang cua Streptococcus pneumoniae bao gdbm cac don Vi
oligosacarit ldp, ma co thé chua t6i da 8 gbc dudong. Khang nguyén sacarit nang ¢ thé
1a mot polysacarit ¢6 chiéu dai ddy du, hodic ¢6 thé duoc giam kich thude (vi du, mot
don vi oligosacarit, hodc mot mach ngén hon mach sacarit ¢cé chiéu dai nguyén thé
gbm cac don vi oligosacarit 1dp). Kich thuéc cia polysacarit nang c6 thé dugc lam
giam bang nhiéu phuong phap khac nhau da biét trong linh vuc k¥ thuat nay, nhu xu
Iy bang cach thity phan béng axit,xt Iy bang hydro peroxit, dinh c& bang thiét bi dong
nhét 4p suét cao, tlly y sau d6 xt Iy bing hydro peroxit dé tao ra cdc doan oligosacarit,
hodc vi hoa 1éng.

Thé tiép hop phé cau khudn cua mdi trong sd céc typ huyét thanh c6 thé duoc
tao ra biang céch tiép hop polysacarit nang cia mdi typ huyét thanh véi protein mang.
Céc thé tiép hop phé cau khuan khic nhau ¢6 thé dugc bao ché thanh ché phdm, ké ca
ché pham liéu don.

Dé tao ra thé tiép hop polysacarit-protein, polysacarit nang dugc 14y tir mdi typ
huyét thanh phé ciu khun c6 thé dugc kich hoat bing phuong phép héa hoc dé
polysacarit nang co thé phan tmg duoc v6i protein mang. Mot khi duge kich hoat, msi
polysacarit nang cé thé dugc tiép hop véi protein mang mot céch riéng biét dé tao
thanh thé tiép hop glyco. Viéc kich hoat c4c polysacarit bing phuong phip héa hoc va
sau do tiép hop véi protein mang c6 thé duoc tién hanh bing nhiéu phuong phép
thong thuong. Vi du, cac nhém hydroxyl lan cén & dau cta polysacarit nang c6 thé
dugc oxy hoa thanh nhém aldehyt bang céc tac nhan oxy héa nhu periodat (bao gdm
natri periodat, kali periodat, hodc axit periodic), nhu dugc md ta, vi du, trong patent
M§ sb 4,365,176, 4,673,574 va 4,902,506, cac tai liéu nay duoc dua vao day bé‘mg
cach vién din. Cac polysacarit cling c6 thé dugc kich hoat biang 1-xyano-4-
dimetylamino pyridinium tetrafloborat (CDAP) dé tao thanh este xyanat. Sau d6
polysacarit dd hoat héa dugc lién két truc tiép hodc thong qua nhém lién két hoic
nhém dém v4i nhdm amino trén protein mang.

Vi dy, nhém dém c6 thé 13 xystamin hodc xysteamin dé tao ra polysacarit dugc

thiolat hoa ma c6 thé dugc lién két voi chat mang thong qua lién két thioete thu duoc
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sau khi phan (g v6i protein mang dwgc hoat héa boi maleimit (vi du sir dung este N-
[y-maleimidobutyrloxy]sucxinimit (GMBS)) hodc protein mang dugc haloaxetyl hoa
(vi du nh¢ iodoaxetimit, N-sucxinimidyl bromoaxetat (SBA; SIB), N-sucxinimidyl(4-
iodoaxetyl)aminébenzoat (SIAB), sulfosucxinimidyl(4-iodoaxetyl)aminobenzoat
(sulfo-SIAB), N-sucxinimidyl iodoaxetat (SIA) hodc  sucxinimidyl  3-
[bromoaxetamido]proprionat (SBAP)). Tt hon 13, este xyanat (tiy y dugc tao ra nho
hop chdt COAP) dugc lién két v6i hexan diamin hogc dihydrazit cla axit adipic
(AOH) va sacarit dugc tao din xuit amino duch tiép hop v6i protein mang nho hop
chét carbodiimit (vi du, EOAC hodc EOC) thdng qua nhom carboxyl trén chit mang
protein. Cac thé tiép hop nhu vay duge md ta vi du trong cong bd don qudc té s6 WO
93/15760, WO 95/08348 va WO 96/129094.

Viée tiép hop polysacarit nang da hoat hoa va cac protein mang c6 thé duoc
thuc hién, vi du,fbéng phuong phap amin héa khir, nhu duge mo ta, vi du, trong don
yéu cdu cdp patent My sd 2006/0228380, 2007/0231340, 2007/0184071 va
2007/0184072, cong bd don qubc té sd WO 2006/110381, WO 2008/079653, va WO
2008/143709, cac tai liéu nay dugc dua vao diy bé‘mg cach vién dan. Vi du,
polysacarit nang da hoat héa va protein mang ¢é thé dugc cho phan tng vdi chét khir
@& tao thanh thé tiép hop. Céac chit khtr thich hop bao gdm borohydrua, nhu natri
xyanoborohydrua, boran-pyridin, natri triaxetoxyborohydrua, natri borohydrua, hogc
nhya trao d6i borohydrua. Két thic phan tmg khir, c6 thé van con cac nhoém aldehyt
chua phan tng trong cac thé tiép hop. Cac nhoém aldehyt chua phéan tng c6 thé dugc
tao mil bang chit tao mii thich hgp, nhu natri borohydrua (NaBH4). Theo mdt phuong
an, phan ung Khr dugc tién hanh trong dung mdi chira nuéc. Theo mot phuong an
khac phan tng nay dugc tién hanh trong dung moi khong phan cuc aprotic. Theo mot
phuong an, phan rng khtr dugc tién hanh trong dung mdi DMSO (dimetylsulfoxit)
hodc trong DMF (dimetylformamit).

Polysacarit nang da hoat hoa co thé dugc tiép hop truc tiép véi protein mang
hoic gi4n tiép thong qua viéc str dung nhém dém hogc lién két, nhu nhom lién két hai
chirc. Nhom lién két tuy y 1a nhom lién két di hai chirc hodc dong hai chuce, vi du c6
nhém phan ng amino va nhém phan ung axit carboxylic, 2 nhém phan (ng amino

hodc hai nhom phan tng axit carboxylic.
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Céc k¥ thuét thich hop khac dé tiép hop sir dung carbodiimit, hydrazit, cac este
hoat hoa, norborén, axit p-nitrobenzoic, N-hydroxysucxinimit, S--NHS, EOC, TSTU,
nhu duge mo ta, vi dy, trong cong bd don qubc té s WO 98/42721. Viéc tiép hop co
thé co sy tham gia cuia nhom lién két carbonyl ma co thd dugc tao thanh bang phan
g giita nhom hydroxyl tu do cta sacarit v6i 1,1'-carbonyldiimidazol (CDI) (xem tai
liéu Bethell et al. (1979) J. Biol. Chem. 254:2572-2574; Hearn et al. (1981) I.
Chromatogr. 218:509-518) sau d6 phan tng véi protein dé tao thanh lién két carbamat.
Didu nay c6 thé bao gdm khir diu anome thanh nhém hydroxyl béc mét, bao vé/khir
bao vé nhom hydroxyl bac mot, phan tng cia nhom hydroxyl bac mot voi CDI dé tao
thanh chét trung gian carbamat CDI va lién két chét trung gian carbamat CDI v&i
nhém amino trén protein. |

Ty 1& ctia polysacarit so voi protein mang trong vacxin tiép hop phé cau khuan
thudong nim trong khoang tir 0,3 dén 3,0 (trong lugng/trong lugng) nhung co thé khéc
nhau tlty theo typ huyét thanh. Ty 1& nay c6 thé dugc xac dinh bang cach do doc 1ap
lugng protein va polysacarit c6 mat, hodc bing cac phuong phdp ma thu dugc s6 do
tryc tiép ty 1& da biét trong linh vurc k§ thuat nay. Cac phuong phap bao gbm do pho
"H NMR hoic st dung SEC-HPLC-UV/RI véi kiém tra kép (vi du, chi s6 khtic xa va
UV, dbi véi toan bd nguyén liéu va lugng protein trong Gng) co thé udc luong dugc
ty 1 sacarit/protein qua mirc phin bé kich thude cua cac thé tiép hop ciing nhu 1a
bang phuwong phap SEC-HPLC-MALLS hoic MALDI-TOF-MS.

Céc thé tiép hop polysacarit-protein dugc tao ra nhu vay co thé duoc tinh ché
va dugc lam gidu bang nhiéu phuong phéap. Cac phuong phip nay bao gbém co/loc
thim tach, sic ky cdt, va loc sau. Céc thé tiép hop polysacarit-protein da tinh ché duoc
thu gom dé thu dugc ché pham tiép hop phé cau khuin 16 gia, chit mang hdn hop, ma
¢6 thé duge sir dung 1am vacxin. |

Viéc bao ;:hé ché phém vacxin ¢6 thé duge thyc hién béng cach st dung cac
phuong phép da biét trong linh vuc k§ thuat nay. Ché phdm vacxin c6 thé duge bao
ché thich hop v6i dudng ding dy dinh. Mdi thé tiép hop polysacarit phé cau khuén-
protein cO thé duogc bao ché cung voi chét dan chép nhan duoc vé mit sinh ly dé tao ra

ché pham. Vi du vé céc chit dan nay bao gom, nhung khong chi giéi han &, nudc,
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dung dich nudc mudi, polyol (vi du, glyxerol, propylen glycol, polyetylen glycol long)
va dung dich dextroza. '
 Theo mdt vai phuong 4n, ché phdm tiép hop phé cau khudn 16 gia, chit mang

hdn hop con chta ta duge. Cac td duogc c6 thé bao gbm huyén phu clia cac chét
khoang (phén, céc mudi nhdm, nhu nhdm hydroxit, nhém phosphat, nhom sulfat,
nhém hydroxyphosphat sulfat, v.v.) trén d6 khdng nguyén dugc hép phu; hodc nhii
twrong nudc trong dau trong d6 dung dich khang nguyén duoc nhil héa trong dau
khoang (vi du, ti dugc khong dy dii cia Freund), doi khi c6 bao gom vi khuan
mycobacteria da chét (ta4 duoc day di cia Freund) dé ting cuong thém tinh khang
nguyén. Cac oligonucleotit kich thich mién dich (nhu céc oligonucleotit bao gbm
motip CpG) cling ¢o thé duoc st dung lam t4 duge (vi dy, xem patent M§ sé
6,194,388; 6,207,646; 6,214,806; 6,218,371; 6,239,116; 6,339,068; 6,406,705; va
6,429,199). Cac ta dugc cling bao gdm céc phan tir sinh hoc, nhu lipit va cac phan tit
ddng kich thich. Céc ta dugc sinh hoc dugc 14y 1am vi du bao gdbm AS04 [9], IL-2,
RANTES, GM-CSF, TNF-a, IFN-y, G-CSF, LFA-3, CD72, B7-1, B7-2, OX-40L va
41 BBL.

Theo mdt vai phuwong an, ta dugc 1a t dugc trén co s¢ nhom.

Theo cac phuong an cu thé, t& dugc duoc chon tir nhém bao g6n1 nhom
phosphat, nhém sulfat, va nhom hydroxit.

Theo cac phuong an cu thé, t4 dugc 1a nhom phosphat.

Theorn@tvéiphuongén,chéphénlduqcdﬂngrﬂnrrn@tvacxhlchéng]aisqléy
nhiém Streptococcus pneumoniae.
Phuong phap phong ngira va sir dung

Mot khia ~ce,lnh khac, sang ché d& cap dén vacxin chira ché pham tiép hop phé
cAu khuén 16 gia, chat mang hdn hop va ta duge duge dung. Theo mt vai phuong én,
t4 duge duge dung bao gém it nhat mot dung dich dém, nhu dung dich dém sucxinat,
mudi, nhu natri clorua, va/hodc chit hoat dong bé mit, nhu este polyoxyetylen
sorbitan (vi dy, polysorbat 80). Theo mot vai phuong an, polysacarit nang tir cac typ
huyét thanh 1 va 5 dugc tiép hop véi giai doc t6 ubn van, va polysacarit nang tlr cac
typ huyét thanh 3, 4, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F dugc
tiép hop véi CRMj9;. Theo mét phuong an khac, polysacarit nang tir cac typ huyét
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thanh 1 va 3 duoc tiép hop véi giai doc t& ubn vén, va polysacarit nang tir cc typ
huyét thanh 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F dugc tiép
hop véi CRM197‘. Theo mot phuong an khac nita, polysacarit nang tir cac typ huyét
thanh 3 va 5 dugc tiép hop voi giai doc t6 ubn van, va polysacarit nang tr cac typ
huyét thanh 1, 4, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F dugc tiép
hop v6i CRM g5

Theo mot vai phuong an, vacxin tao ra dap Ung mién dich bao vé & dbi tuong
14 ngudi chdng lai bénh do nhiém Streptococcus pneumoniae gy ra.

Theo mot khia canh khéc, sang ché md ta phuong phap phong ngla nhiém
hodc bénh do Streptococcus pneumoniae, phuong phép nay bao gdm cho dbi tuong 14
ngudi st dung mot luong hitu hiéu dé phong bénh ctia ché phim phé cau khuan tiép
hop 16 gia, chit-mang hdn hop hodc vacxin chira ché pham nay. Ché phdm phé cau
khuén tiép hop 16 gia, chit mang hdn hgp hodc vacxin chira ché phim nay cé thé
duoc st dung bing dudng bit ky, bao gdm, vi dy, biang dudng toan than hodc qua
niém mac, nhu dwoc mb ta chi tiét hon dudi day.

Theo cac phuong én nhét dinh, dbi tuong nguoi la dbi tuong cao tudi va bénh
ndy 12 bénh viém phdi hogic bénh phé ciu khuan xam lén (IPD). Theo céc phuong 4n
nhat dinh, dbi tugng cao tudi ndy c6 dd tudi it nhat 1a 50 tudi. Theo cac phuong 4n
khéac, dbi trong cao tudi nay c6 do tudi it nhit 1 55 tudi. Theo cac phwong 4n khac
niia, déi tuong cao tudi ndy ¢ do tudi it nhét 12 60 tudi.

Theo cac phuong én khéc, dbi twong ngudi nay 1a tré nhé va bénh nay 1a bénh
viém phdi, bénh phé ciu khuén xam 14n (IPD), hodic bénh viém tai giita cép tinh (acute
otitis medi-AOM). Theo cac phuong an nhét dinh, tré nho ndy c6 do tudi tir 0 dén 2
tudi. Theo céc phuong an khéc, tré nho nay ¢ do tudi tir 2 dén 15 thang.

Theo phuong 4n khéc nita, d6i twong ngudi ndy c6 do tudi tir 6 tudn dén 17 tudi
va bénh nay la bénh viém phdi, bénh phé ciu khuan xam lan (IPD), hogc bénh viem
tai giita cdp tinh (acute otitis medi-AOM). Theo cdc phuong an nhét dinh, dbi tugng
nguodi nay c6 do tudi tir 6 tudn dén 5 tudi. Theo cac phuong an khéc, déi tuong nguoi
nay c6 do tudi tir 5 dén 17 tudi.

Luong thé tiép hop trong mdi lidu vacxin hodc lwong hitu hidu dé phong ngira

ctia ché phdm tiép hop phé cau khudn da gia, chit mang hdn hop c6 thé dugc chon la
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lwong dé tao ra sﬁu phong ngira ma khong c6 cac tdc dung c6 hai dang ké. Luong nhu
véy c6 thé khic nhau tity thudc vao typ huyét thanh phé cau khuin. N6i chung, mdi
lidu c6 thé chira polysacarit v6i luong nam trong khoang tir 0,1pg dén 100pg, dic biét
la v6i luong nam trong khoang tur 0,1 dén 10pg, va, dic biét hon 1a véi luong nam
Hongkhoéngn}1ugdén5ug.Luqngtéiuucﬁacécﬂmnhph&1uongVaadncuthécé
thé duge xac dinh bang cic nghién clu chuén bao gdm quan sat cac ddp Gmg mién
dich thich hop & dbi twong. Vi du, lugng dé ching nglra dbi tuong nguoi ¢ thé dugc
xé4c dinh bang cach ngoai suy két qua thir nghiém trén dong vat. Ngoai ra, lidu nay c6
thé duoc xac dinh theo kinh nghiém.

Theo mot vai phuong an, vacxin hodc ché pham tiép hop phé cau khuan 16 gi4,
chit mang hdn hop c6 thé 13 lidu don 0,5ml dugc bao ché chira mdi polysacarit nang
v6i lwong nam trong khoang tir Iug dén Spg; TT véi luong nim trong khoang (r 1ug
dén 251g; CRM, 97 V6i lugng nam trong khoang tir 20ug dén 75pg; va tuy y ta duoc
nhdom nguyén t6 véi luong ndm trong khoang tr 0,1mg dén 0,5mg. Theo mdt vai
phuong 4n, vacxin hodc ché pham tiép hop phé cau khudn 16 gia, chat mang hdn hop
c6 thé 1a lidu don 0,5ml duoc bao ché chira mdi polysacarit nang ngoai trir typ huyét
thanh 6B vé&i lugng nim trong khoang tir 2ug dén 2,5ug; polysacarit cia typ huyét
thanh 6B v&i lwong nam trong khoang tir 4ug dén Spg; TT véi lugng nim trong
khoang tir Spg dén 15ug; CRMg; v6i lugng nim trong khoang tir 30ug dén 60pg; va
tuy y ta dugc nhém nguyén t6 véi luong nim trong khoang tir 0,1mg dén 0,2mg. Theo
cac phuong an nhat dinh, ché phdm tiép hop phé cau khuan 16 gia, chit mang hon hop
hoac vacxin chira ché phﬁm ndy con chira natri clorua va dung dich dém natri sucxinat
lam t4 dugc.

Theo mot vai phuong an, ché phim tiép hop phé cdu khuén 16 gia, chit mang
hdn hop c6 thé duge bao ché thanh ché phim long trong d6 mdi polysacarit nang phé
cau khudn cua cic typ huyét thanh 1 va 3 duoc tiép hop v6i TT va mdi polysacarit
nang clia cac typ huyét thanh phé cdu khudn 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A,
19F, 22F, 23F, va 33F duoc tiép hop vi CRMe;. Mi lidu 0,5mL c6 thé duge bao
ché thanh dung dich chira: mdi polysacarit voi lugng 2,2pg, ngoai trir 6B v6i lugng
4,4ug; protein mang TT véi luong nam trong khoang tir 10ug dén 15pg (chi véi cac
typ huyét thanh 1 va 3) va protein mang CRM;g; v6i luong nim trong khoang tir 40ug
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dén 50pg; nhom nguyén t6 voi lwong 0,125mg (nhom phosphat v4i luong 0,5mg) lam
t4 dugc; va natri clorua va dung dich dém natri sucxinat lam t4 dugc. _

Theo mdt vai phuong 4n, ché phim tiép hop phé cau khuin 16 gi4, chit mang
hdn hop c6 thé duqc bao ché thanh ché phim 16ng trong d6 mdi polysacarit nang phé
cAu khuén cta cac typ huyét thanh 1 va 5 duoc tiép hop véi TT va mdi polysacarit
nang cua cac typ huyét thanh phé ciu khuén 3, 4, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A,
19F, 22F, 23F, va 33F duoc tiép hop véi CRM ;. Mi lidu 0,5mL c6 thé duge bao
ché thanh dung dich chira: mdi sacarit voi lugng 2,2pg, ngoai trir 6B voi luong 4,4ug;
protein mang TT véi luong nim trong khoang tir Sug dén 10pg (chi véi cac typ huyét
thanh 1 va 5) va protein mang CRM;q; v6i lugng nim trong khoang tir 40ug dén
50ug; td dugc nhom nguyén t6 voi lugng 0,125mg (nhom phosphat véi lwgng 0,5mg);
va natri clorua va dung dich dém natri sucxinat [am ta dugc.

Theo mdt vai phuong an, ché pham tiép hop phé cau khuan 16 gi4, chit mang
hén hop co thé dugc bao ché thanh ché phdm l6ng trong d6 mdi polysacarit nang phé
cAu khudn cua cac typ huyét thanh 3 va 5 duge tiép hop véi TT va mdi polysacarit
nang cta céc typ huyét thanh phé cau khuin 1, 4, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A,
19F, 22F, 23F, va 33F dugc tiép hop véi CRM197. Mai liéu 0,5mL c6 thé dugc bao
ché thanh dung dich chtra: mdi sacarit v6i lugng 2,2ug, ngoai trir 6B voi lugng 4,4pg;
protein mang TT voi luong nam trong khoang tir 10pg dén 15pg (chi v6i cic typ
huyét thanh 3 va 5) va protein mang CRMg; v6i lugng ndm trong khoang tir 40ug dén
50ug; td dugc nhdm nguyén t6 v6i luong 0,125mg (nhom phosphat véi luong 0,5mg);
va natri clorua va dung dich dém natri sucxinat lam ta dugc.

Theo m@tvvai phuong 4n, ché pham dang 1éng c6 thé duogc nap vao bom tiém
lidu don khong c6 chit bao quan. Sau khi lic, ché phdm dang 16ng tré thanh vacxin la
hdn dich tring, ddng nhat sin sang dé str dung qua dudng trong co.

Ché phim phé cau khuén tiép hop 16 gi4, chit mang hén hop c¢6 thé duge su
dung dudi dang tiém mot 14n hodc nhu 1a mot phan cua chudi gdy mién dich. Vi dy,
ché phdm tiép hop phé cau khuin 16 gia, chét mang hén hop c6 thé duoc st dung 2, 3,
4, hodc nhiéu hon 4 14n & céc thoi diém cach nhau thich hgp, nhu, cach nhau 1, 2, 3, 4,
5, hodc 6 thang hodc két hop ctia ching. Theo mdt vai phuong 4n, ché pham tiép hop

phé cau khuén 16 gi4, chit mang hdn hop duoc st dung cho tré nho 4 lan trong 15
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thang dAu sau khi sinh, bao gdm, vi du, & céc thoi diém 2, 3, 4, va 12-15 thang tudi; &
thoi diém 3, 4, 5, va 12-15 thang tudi hodc & thoi didm 2, 4, 6, va 12 dén 15 thang
tudi. Lidu dAu tién c6 thd duoc st dung & thoi diém gan 6 tun tudi. Theo mdt phuong
4n khac, ché phim tiép hop phé cau khuan 16 gia, chit mang hdn hop dugc st dung
cho tré nhé 3 1an trong 15 thang dau sau khi sinh, bao gém, vi du, & thoi diém 2, 4, va
11-12 thang.

Ché phim tiép hop phé cau khuin da gia, chit mang hon hop cling c6 thé chira
mot hodc nhidu protein tir Streptococcus pneumoniae. Vi du vé cac protein
Streptococcus pneumoniae thich hop dé dua vao bao gdm cic protein dugc md ta
trong cong bd don qubc t& s6 W002/083855, ciing nhu la cc protein dugc md ta
trong cong bd don qubc té sd W002/053761.

Ché pham phé cau khuén tiép hop 16 gia, chat mang hén hop ¢6 thé dugc st
dung cho d6i twong qua mdt hodc nhiu dudng dung da biét d6i v6i ngudi co hiéu biét
trung. binh trong linh vuc k§ thuit nay nhu qua duong ngoai duong ti€u hda, qua da,
hodc qua niém mac, trong mili, trong co, trong mang bung, trong da, trong tinh mach,
hodc dudi da va do d6 dugc bao ché. Ché pham phé cau khuén tiép hop 16 gid, chét
mang hdn hop ¢6 thé duge bao ché phil hop véi duong dung dy dinh.

Theo mot vai phuong 4n, ché phim tiép hop phé cdu khudn 16 gi4, chit mang
hdn hop c6 thé duoc sit dung dudi dang ché phim 1éng bing cach tiém bép, trong
mang bung, duéi da, trong tinh mach, trong dong mach, hodc qua da hodc ti€ém qua
niém mac dudng ho hip. Ché phdm tiép hop phé cau khuén 16 gia, chit mang hdn hop
6 thé dugc bao ché & dang 16ng hoic & dang dong khd. Theo mdt vai phuong an, cic
ché phdm tiém duge bao ché & dang thong thuong, & dang dung dich long hodc hdn
dich, cac dang rén thich hop dung cho dung dich hodc hdn dich trong dung dich trude
khi tiém, hodc dl;(’fi dang nhii tvong. Theo mdt vai phuong 4n, cac dung dich tiém va
hdn dich dugc bao ché tir cac bot vo tring hodc cdm. Céc nghién ctru chung trong qué
trinh bao ché va san xut duoc chit dé sir dung bing cac dudng nay co thé duoc tim
théy, vi du, trong tai liéu Remington’s Pharmaceutical Sciences, 19t ed., Mack
Publishing Co., Easton, PA, 1995; tai liéu nay dugc dua vao day br?mg cach vién dan.
Hién tai, duong dung qua dudng miéng hodc xit qua miii hodc duong sol khi (vi du,

bing cach xong hit) dugc sir dung phd bién nhit dé phan phdi cdc chét diéu tri tryc
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tiép vao phdi va hé hod hép. Theo mot vai phuong an, ché phim phé cau khuén tiép
hop 16 gia, chdt mang hdn hop duoc st dung bang dung cu dé phan phdi lidu da dinh
ché pham. Céc dung cu thich hgp dung dé phan phdi duge phim trong da dwgc mo ta
& day bao gdm cac dung cu c¢6 kim tiém ngin nhu cic dung cu dugc md ta trong
patent M§' sb 4,886,499, patent My s6 5,190,521, patent My s6 5,328,483, patent My
sb 5,527,288, patent My sb 4,270,537, patent M§ s& 5,015,235, patent My sb
5,141,496, patent My s 5,417,662 (tit ca céc patent nay dugc dua vao ddy bang cach
vién din). Céac ché phdm dung trong da ciing c6 thé dugc st dung bang cac dung cu
ma gi6i han chidu dai kim xuyén qua da, nhu cdc dung cu dugc mo ta trong cong bd
don quée té s WO1999/34850, tai liéu nay dugc dua vao ddy bang cach vién dén, va
cc dung cu c6 chirc ning twong duong khéc. Ciing thich hop la cac dung cuy tiém tia
ma phén phéi vacxin 16ng dén ha bi qua dung cu tiém tia 16ng hoac qua kim ma xuyén
qua ting 16p stmg va tao ra dong t6i dugc ha bi. Céc thiét bi tiém tia dugc md ta vi du
trong patent M§ s6 5,480,381, patent M¥ s6 5,599,302, patent My s6 5,334,144, patent
M§ s6 5,993,412, patent My s 5,649,912, patent My sb 5,569,189, patent Mg so
5,704,911, patent My sé 5,383,851, patent My s6 5,893,397, patent My s6 5,466,220,
patent M§ s& 5,339,163, patent M§ s6 5,312,335, patent My s6 5,503,627, patent My
sb 5,064,413, patent M§ s6 5,520,639, patent My s6 4,596,556, patent My sb
4,790,824, patent My sb 4,941,880, patent My s6 4,940,460, cong bd don quéc té sb
W01997/37705, va cong bd don qubc té s& WO1997/13537 (tit ca céc tai lidu nay
dugc dua vio day bing céch vién din). Ciing thich hop la cac thiét bi phan phdi
bot/hat theo dudng dan ma st dung khi nén dé day nhanh vacxin & dang bot qua 16p
ngoai ciia da dén ha bi. Ngoai ra, cac bom tiém thong thuong co thé duoc sir dung
theo phuong phéb sir dung trong da mantoux cb dién.

Céc ché pham st dung ngoai dudng tiéu hoa bao gbm dung dich, hdn dich va
nhil trong chtra nudce hodc khong chira nude. Vi du vé céc dung moi khong chira nude
1a propylen glycol, polyetylen glycol, dau nhu dau oliu, va este hitu co tiém dugc nhu
etyl oleat. Vi du,vé dau bao gém dau thuc vat hodc dau dong vat, dau lac, ddu dau
nanh, diu oliu, ddu huéng duong, ddu gan c4, ddu téng hop nhu dau hang hai, va lipit
thu duoc tr sita hodc trimg. Cac chit mang chira nuéc bao gdbm nuée, dung dich

rugu/dung dich nudce, nhil tuong hodc hdn dich, bao gom dung dich nudc mudi va moi

-21-



35896

truong duge dém. Céc chét din ding ngoai dudng tiéu hoa bao gbdbm dung dich natri
clorua, Ringer's dextroza, dextroza va natri clorua, dung dich Ringer lactat, hodc dau
khong bay hoi. Céc chit din dung qua duong trong tinh mach bao gdm céc chét bd
sung dinh dudng va dang long, cac chét bd sung chét dién giai (nhu cac chét dua trén
Ringer dextroza), va chéit dan tuong tu. Céc chét bao quan va céc chét phu gia khac
cling c6 thé c6 mat nhu, vi dy, céac chét khang khuén, chét chéng oxy hoa, chét tao
chelat, va khi tro va chét tuong tu.

Ché phim phé cAu khudn tiép hop 16 gi4, chit mang hdn hop c6 thé duge bao
ché & dang lo lidu don vi, lo da lidu, hodc bom tiém nap sdn. Chat mang dugc dung
dfmg.cho ché pham dang 1éng bao gbdm dung mdi, hén dich, nhii tvong hodc dau chta
nudc hodac khong chira nudce. Ché phdm ndy co thé diang truong, wu truong hoic
nhugc trvong. Tuy nhién, mong mudn 14 ché phdm dé tiém hoic truyén vé co ban la
dang truong. Do d6, tinh dang truong hoic uu truong ¢ thé ¢6 loi @& bao quan ché
phim. Néu ché phdm nay wu trwong, ché phim nay c6 thé duoc pha loang dén ding
truong trude khi st dung. Chéit 1am truong c6 thé 13 chét 1am trrong ion nhu mudi
hodc chit 1am truong khong ion nhu cacbohydrat. Chét 1am truong ion bao gdm,
nhung khong chi giéi han &, natri clorua, canxi clorua, kali clorua, va magie clorua.
Chét lam truong khong ion bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, sorbitol va
glyxerol. Tt hon 13, it nhit mot dung dich dém duge dung dugc bao gém. Vi du, néu
ché pham nay 1a ché pham truyén hodc tiém, t6t hon l1a ché pham nay duogc bio ché
trong dung dich dém v6i kha ndng dém & do pH 4 dén pH 10, nhu pH 5 dén pH 9,
hodc, pH 6 dén pH 8. Dung dich dém co6 thé dugc chon tir cac dung dich dém thich
hop theo duge dién M§ (USP). Vi du, dung dich dém nay c6 thé dugc chon tir nhom
bao g@)m monoaxit, nhu axit axetic, axit benzoic, axit gluconic, axit glyxeric, va axit
lactic; diaxit, nhu axit aconitic, axit adipic, axit ascorbic, axit carbonic, axit glutamic,
axit malic, axit sucxinic, va axit tartric; axit polyaxit nhu axit xitric va axit
phosphoric; va bazo nhu amoniac, dietanolamin, glyxin, trietanolamin, va TRIS.

Ché phim phé cau khuan tiép hop 16 gid, chit mang hén hop c6 thé chira chat
hoat dong bé mat. Vi du vé chit hoat dong bé mit bao gdm, nhung khong chi giéi han
&, este polyoxyetylen sorbitan (néi chung duqé goi 1a Tweens), cu thé 13, polysorbat

20 va polysorbat 80; copolyme (nhu DOWFAX) cua etylen oxit (EO), propylen oxit
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(PO), butylen oiit (BO); octoxynol v6&i cac nhém 1gp khac nhau etoxy(oxy-1,2-
etandiyl), cu thé 13, octoxynol-9 (Triton-100); etylphenoxypolyetoxyetanol (IGEPAL
CA-630/NP-40); phospholipit nhu lexithin; nonylphenol etoxylat nhu loat
TERGITOL NP; lauryl, xetyl, stearyl, ete béo polyoxyetylen thu dugc tir ruou oleyl
(cht hoat d(f)ng,_b‘é mit Brij), cu thé 13, trietylenglycol monolauryl ete (Brij 30);
sorbitan ete dugc biét dén 1a SPAN, cu thé 13, sorbitan trioleat (Span 85) va sorbitan
monolaurat. |

Hdn hop cta cac chit hoat dong bé mat nhu Tween 80/Span 85 c6 thé dugc s
dung. Hon hop cua este polyoxyetylen sorbitan nhu Tween 80 va octoxynol nhu
Triton X-100 ciing thich hgp. Hén hgp cua Laureth 9 va Tween va/hodc octoxynol
ciing ¢6 lgi. T6t hon 13, lugng este polyoxyetylen sorbitan (nhu Tween 80) dugc bao
gdm c6 thé nam trong khoang tr 0,01% dén 1% (khéi lvong/thé tich), tir 0,01% dén
0,1% (khdi luong/thé tich), tir 0,01% dén 0,05% (khdi luong/thé tich), hodc 0,02%;
lugng octylphenoxy polyoxyetanol hodc nonylphenoxy polyoxyetanol (nhu Triton X-
100) dugc bao gom co thé nim trong khoang tir 0,001% dén 0,1% (khdi lwong/thé
tich), cu thé 1a nim trong khoang tir 0,005% dén 0,02%; va luong polyoxyetylen ete
(nhu Laureth 9) dugc bao gbm c6 thé nim trong khoang tir 0,1% dén 20% (khbi
luong/thé tich), c6 thé ndm trong khoang tir 0,1% dén 10%, cu thé 12 nim trong
khoang tir 0,1% dén 1% hoic 0,5%.

Theo mc}t'véi phwong 4an, ché phdm tiép hop phé cau khudn 16 gi4, chit mang
hén hop co thé duoc phan phéi qua hé kiém soat giai phéng. Vi du, truyén qua dudng
tinh mach, miéng dan qua da, liposom, hodc cac duong dung khéc co thé duoc st
dung dé dung. Theo mot khia canh, cac dai phén tir nhu vi ciu hodc mo céy 6 thé
duogc st dung. 4

Phin mé ta trén ddy néi chung mo ta sang ché. Dua vao cac vi du cu thé duéi
day c6 thé hiéu diy da hon vé sang ché. Cac vi du nay chi dugc mo ta nham muc dich
minh hoa va khong dugc dy dinh 1a [am gi6i han pham vi cta sang ché.

Vi du thye hién sang ché
Vi du 1. Chuén bi polysacarit nang S. pneumoniae
Nudi cdy S. pneumoniae va tinh ché polysacarit nang dugc tién hanh nhu da

biét dbi v6i nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay. Céc typ huyét
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thanh S. pneumoniae dugc 14y tir bao tang chung nudi cdy ctia My (American Type
Culture Collection-ATCC) (typ huyét thanh 1: ATCC No. 6301; typ huyét thanh 3:
ATCC No. 6303; typ huyét thanh 4: ATCC No. 6304; typ huyét thanh 5: ATCC No.
6305; typ huyét thanh 6A: ATCC No. 6306; typ huyét thanh 6B: ATCC No. 6326; typ
huyét thanh 7F: ATCC No. 10351; typ huyét thanh 9V: ATCC No. 10368; typ huyét
thanh 12F: ATCC No. 6312; typ huyét thanh 14: ATCC No. 6314; typ huyét thanh
18C: ATCC No. 10356; typ huyét thanh 19A: ATCC No. 10357; typ huyét thanh 19F:
ATCC No. 6319; typ huyét thanh 22F: ATCC No. 6322; typ huyét thanh 23F: ATCC
No. 6323; typ huyét thanh 33F: ATCC No. 10370). S. pneumoniae dugc déc trung boi
c4c nang va tinh bit dong, gram duong, song cAu khuén c6 hinh mfii tén vom, va hién
twong tan huyét alpha trong mdi trudong thach méu. Cac typ huyét thanh dugc xac dinh
bing thir nghiém Quelling nho khéng huyét thanh ddc hiéu (patent My s6 so
5,847,112).

Chuén bi ngn hang té bao

- Mot vai thé hé cta ching gbc gidng dugc tao ra d& phat trién c4c chiing va loéi

bo céc thanh phan c6 ngudn gbc dong vat (cac thé hé F1, F2, va F3). Hai thé hé khac
cta chung gbe gibng duoc tao ra. Thé hé khac thir nhét dugc nudi cay tir lo F3, va thé
hé tiép theo dwgc nudi cy tir lo chira thé hé khac thu nhét. Céc lo dung ching nubi
cdy dugc bao quém dong lanh (& nhiét do dudi -70°C) v6i glyxerol tong hop lam chat
bao quan lanh. Pé chudn bi ngan hang té bao, tht ca cac ching nudi cdy duge nudi
trong mdi trudong trén co s ddu tuong. Trude khi dong lanh, cac té bao duoc ¢ bing
cach ly tAm, mdi truong dd st dung duoc loai bo, va cac két vién té bao duoc tai
huyén phti trong mdi trudng méi chira chét bao quan lanh dong (nhu glyxerol tong
hop).

Nubi cdy va thu hoach

Céc ching nudi cdy tir ngan hang té bio lam viéc duoc cdy vao cac lo gidng
chtra moi trudong trén co s¢ ddu twong va nudi cdy. Sau khi dat dén mat do quang dich
(hép thu), 1o gidng duge sir dung dé cAy vao thing 1én men chira moi truong trén co
s& dau trong. Qua trinh nuoi chy dugc két thuc khi gia tri mat do quang ban dau duoc
duy tri khong d6i. Sau khi két thuc qué trinh nudi cdy, natri deoxycholat dugc b6 sung

vao dich nudi cdy dé dung gidi té bao. Céc lugng trong thung 1én men thu duogc dugc
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lam lanh, va su két tua protein dugc gdy ra. Sau do, hdn hop duge ly tdm dé loai bo
céc protein két tiia va ménh té bao.

Tinh ché

* Dung dich thu dugc tir qué trinh ly tdm dugc loc qua mang loc sau dé loai bo

céac protein va manh té bao ma khong bi két tia trong qua trinh ly tdm. Dich loc dugc
¢ trén mang 100 kDa MW va dich c6 dugc loc thAm tach bang 10 thé tich dung dich
dém natri phosphat 25mM (pH 7,2) dé thu duge m3u. Mau dugc loc dé thu gom dich
ndi ma cac polysacarit dugc két tia tir d6 va loc. Dich loc dugc ¢6 trén mang 30kDa,
va dich ¢6 duoc loc thidm tach béng 10 thé tich nuéc cAt ba 1an. Sau khi tién hanh loc
tham tach, dung dich con lai dugc loc qua mang loc c6 kich thudce 16 loc'béng 0,2pm.
Thir nghiém kiém soét khi tién hanh dugc thyc hién trén dich loc (b ngoai, cac
protein con lai, cic axit nucleic con lai, cac ndi doc td, khéi lugng phéan tu, va téng
lwong polysacarit). Dich ¢6 duge loc vo trung va dugc bao quan & nhiét do -20°C. |

Vi du 2. Tao ra thé tiép hop polysacarit nang S. pneumoniae va protein mang

Cac polysacarit cua cac typ huyét thanh khac nhau dugc kich hoat bing cc con
duong khac nhau va sau d6 dugc tiép hop véi protein mang, CRM;; hodc TT. Dic
biét 13, cac thé tiép hop nay duogc tao ra bing céach tiép hop mdi polysacarit nang ctia
tAt ca cac typ huyét thanh véi CRM g7 va béng céch tiép hop mdi polysacarit nang cta
cac typ huyét thanh 1, 3, va 5 v6i TT. Quy trinh hoat hoa bao gbm lam giam kich
thude cia mdi polysacarit nang dén khéi lugng phan tir dich, hoat hoa bang phuong
phéap hoa hoc, Vavtrao dbi dém béng cach siéu loc. Céc thé tiép hop dugc tinh ché béng
cach siéu loc va cudi cing loc qua mang loc ¢6 kich thude 16 loc bang 0,2pm. Cac
thong sb cua quy trinh nhu pH, nhiét do, néng do, va thoi gian 1a nhu sau.

(1) Quy trinh hoat hoa

Budc 1: Thiy phan

Amin héa khit 1a mot phuong phap da biét dé tiép hop cac polyme trong do lién
két amit dugc tao ra gifta nhém amin bac mot (-NH,) cla protein va aldehyt cua
sacarit. Tuy nhién, vi c4c polysacarit S. pneumoniae khong c6 cac nhom aldehyt bét
ky, nén nhom aldehyt dugc bd sung vio polysacarit nang phé cau khuén. Céu trac diol

ctia monosacarit c6 thé dugc oxy hoa bang natri periodat (NalOy) dé tao thanh nhom
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aldehyt. Polysacarit nang tir cac typ huyét thanh 1, 3, 4, 6A, 12F, 14, 18C, 22F, va 33F
dugce xur ly so bd nhu sau.

Trong trudng hop typ huyét thanh 1, natri hydroxit (& ndng d6 bazo cudi cling
bang 0,05M) dugc bd sung vao dung dich polysacarit nang, va dung dich nay dugc u &
nhiét do 50+2°C. Sau d6 dung dich dugc lam lanh dén nhiét do nam trong khoang tur
21°C dén 25°C, va axit clohydric duogc bd sung vao dé dén do pH cudi cling bang
6,0+0,1, nho d6 dirng qua trinh thuy phén.

Trong trudng hop typ huyét thanh 3, axit clohydric (& ndng do axit cudi cling
bang 0,01M) duoc bd sung vao dung dich polysacarit nang, va dung dich nay dugc 4 &
nhiét do 60+2°C. Sau d6 dung dich dugc lam lanh dén nhiét d6 nam trong khoang tur
21°C dén 25°C, va 0,1M natri phosphat dugc bd sung vao doé dén do pH cudi cilng
bing 6,0£0,1, nhd d6 dimg qua trinh thiy phéan,

Trong trudng hop typ huyét thanh 4, axit clohydric (& ndng do axit cubi ciing
bang 0,1M) dugc bd sung vao dung dich polysacarit nang, va dung dich nay dugc 4 &
nhiét d6 45+2°C. Sau d6 dung dich dwgc 1am lanh dén nhiét d6 ndm trong khoang tir
21°C dn 25°C, va 1M natri phosphat dugc bd sung vao d6 dén do pH cudi ciing bang
6,0+0,1, nho d6 dirng qua trinh thuy phén.

Trong truong hop typ huyét thanh 6A, axit axetic bang (& ndng do axit cubi
cing bang 0,1M) dugc bd sung vao dung dich polysacarit nang, va dung dich nay
duoe @ & nhiét do 60-2°C. Sau d6 dung dich duge 1am lanh dén nhiét do nim trong
khoang tir 21°C dén 25°C, va 1M natri phosphat duoc b6 sung vao d6 dén do pH cubi
cuing bang 6,0+0,1.

Trong trudong hop typ huyét thanh 12F, axit clohydric (& ndéng do axit cubi
cing bang 0,01M) duge bd sung vio dung' dich polysacarit nang, va dung dich nay
duoc 0 & nhiét do 70+£2°C. Sau d6 dung dich duogc lam lanh dén nhiét do nam trong
khoang tir 21°C dén 25°C, va 0,1M natri phosphat dugc bd sung vao d6 dén do pH
cubi cing bang 6,0£0,1, nho d6 dirng qua trinh thiy phén.

Trong trudng hop typ huyét thanh 14 va 18C, axit axetic bang (& ndng do axit
cudi cing bang 0,2M) duge bd sung vao dung dich polysacarit nang, va dung dich nay

duogc U & nhiét do 91-96°C. Sau d6 dung dich dugc lam lanh dén nhiét d6 ndm trong

-26-



35896

khoang tir 21°C dén 25°C, va 1M natri phosphat duoc bd sung vao d6 dén do pH cubi
cung bang 6,0+0,1.

Trong truong hop typ huyét thanh 22F va 33F, axit clohydric (& ndéng do axit
cudi cung bang 0,01M) dugc bd sung vao dung dich polysacarit nang, va dung dich
nay dugc U & nhiét do 60+2°C. Sau d6 dung dich dugc lam lanh dén nhiét do nam
trong khoang tur 21°C dén 25°C, va 0,1M natri phosphat dugc bd sung vao d6 dén do
pH cudi cling bing 6,0+0,1, nho d6 dung qua trinh thiy phan.

Mai polysacarit nang thu dugc dugc pha lodng trong nudce dé tiém (WFI), natri
axetat, va natri phosphat dén ndng d6 cubi nim trong khoang tr 1,0mg/mL dén
2,0mg/mL.

Budc 2: Phan g periodat

Duong lugng mol natri periodat cAn hoat hoa mdi sacarit phé cau khudn duoc
x4c dinh bang cich sir dung tdng luong sacarit. V6i sy tron k¥, phan Gng oxy héa
dwoc d& cho din ra trong khoang thoi gian tir 16 dén 20 git & nhiét d 21°C dén 25°C
dbi v6i tht ca cac typ huyét thanh ngoai trir céc typ huyét thanh 1, 7F, va 19F, phan
mg dién ra & nhiét do 10°C hodc thap hon. Trong qua trinh tiép hop, viéc duy tri nong
do aldehyt & muc thich hop lam cho qua trinh tbng hop cac thé tiép hop dién ra 6n
dinh va nhat quéh. Muc tong hop aldehyt duoc xéc dinh bing ty 1é giita ndng do cua
aldehyt dugc tao ra va ndéng do cua sacarit, va mirc ndy c6 lién quan dén muc oxy hoa
(Do) dugc dit ra cho mdi typ huyét thanh nhu duge thé hién trong bang 2 va bang 3.

Bang 2. Khoang Do cua tit ca cac typ huyét thanh dugc tiép hop v6i CRM g7

Typ huyét thanh Khoang Do Typ huyét thanh Khoang Do
, , Typ huyét thanh ,
Typ huyét thanh 1 4 dén 10 1 dén 9
12F
Typ huyét thanh 3 2 dén 8 Typ huyét thanh 14 6 dén 13
, , Typ huyét thanh ,
Typ huyét thanh 4 1 dén 5 6 dén 14
18C
) , Typ huyét thanh )
Typ huyét thanh 5 2dénb6 7 dén 13
19A
Typ huyét thanh 5 dén 15 Typ huyét thanh 6 dén 12
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Typ huyét thanh Khoang Do Typ huyét thanh Khoang Do
6A 19F
, , Typ huyét thanh ,
Typ huyét thanh 6B 7 dén 13 1 dén 16
22F
) , Typ huyét thanh ,
Typ huyét thanh 7F 2 dén 8 6 dén 14
' 23F
Typ huyét thanh i Typ huyét thanh )
P 4 d@én 9 P 1 dén 15
oV - 33F

Béang 3. Khoang Do cua céc typ huyét thanh 1, 3, va 5 duoc tiép hop voi TT

Typ huyét thanh Khoang Do
Typ huyét thanh 1 | d&n 15
Typ huyét thanh 3 2 dén 14
Typ huyét thanh 5 1 dén 15

Buéce 3: Siéu loc

Sacarit d3 oxy héa dugc c6 va loc thiAm tach bang WFI trén mang siéu loc 100
kDa MWCO (mang siéu loc 30kDa ddi véi typ huyét thanh 1 va mang siéu loc SkDa
dbi v6i typ huyét thanh 18C). Loc thAm tach dugc tién hanh bang cach st dung dung
dich natri clorua 0,9% ddi véi céac typ huyét thanh 1, dung dich dém natri axetat
0,01M (pH 4.5) dbi véi cac typ huyét thanh 7F va 23F va dung dich dém natri
phosphat 0,01M (pH 6,0) dbi v6i typ huyét thanh 19F. Dich thim qua dugc loai bo, va
dich khong thdm qua duoc loc qua mang loc 6 kich thude 16 loc bang 0,2pum.

Buéce 4: Bong kho

DPéi voi polysacarit nang cua cac typ huyét thanh 3, 4, 5, 9V, 14, 22F, va 33F
ma duge tiép hop véi protein mang bang cach st dung dung mdi chtta nude, dung
dich hdn hop gdm cac polysacarit va protein mang dugc didu ché khong bd sung
sucroza, duoc dong kho, va sau d6 bao quan ¢ nhiét do -25°C + 5°C.

Dbi voi polysacarit nang cia cic typ huyét thanh 1 va 18C ma dugc tiép hop

v6i protein mang bang cach sir dung dung moéi chira nudc, polysacarit va protein mang
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doc 1ap duoc tao ra khong bd sung sucroza, dugc dong khod, va sau d6 bao quan &
nhiét do -25°C + 5°C.

D&i véi polysacarit nang ciia cac typ huyét thanh 6A, 6B, 7F, 19A, 19F, va 23F
ma dugc tiép hop véi protein mang bing cach st dung dung m6i DMSO, mot luong
tién dinh cta sucroza dé dat dugc ndng do sucroza cudi bang 5%+3% dugc bd suﬁg
vao sacarit da hoat hoa, va cac mau doc 1ap duge didu ché, dugc dong khd, va sau do
bao quan ¢ nhiét do -25°C = 5°C.

Déi vé6i polysacarit nang cta typ huyét thanh 12F, mot luong tién dinh cta
sucroza dé dat dugc ndng do sucroza cudi bang 10%+5% dugc bd sung vio sacarit da
hoat hoa, va mau dugc nap vao céc lo thuy tinh, dugc déng kho, va sau d6 dugc bao
quan ¢ nhiét do -25°C + 5°C.

(2) Quy trinh tiép hop

Quy trinh tiép hop trong nuéc dugce tién hanh ddi véi cac typ huyét thanh 1, 3,
4,5,9V, 14, 18C, 22F, va 33F, va tiép hop st dung DMSO duoc tién hanh ddi véi cac
typ huyét thanh 6A, 6B, 7F, 12F, 19A, 19F, va 23F. MB>i polysacarit nang dugc tiép
hop véi protein mang & ty 1€ nim trong khoang tir 0,2 dén 2:1.

Budce 1: Hoa tan

Tiép hop trong nudc

DPéi voi ce’ic typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 9V, 14, 18C, 22F, va 33F, mau dong kho
dugc rd dong va dugce lam can bang & nhiét d6 trong phong. Mau dong khod dugc hoan
nguyén dén ndng do phin Gng bang cach sir dung dung dich dém natri phosphat &
nhiét d§ 23+2°C & ty 18 dwoc dit ra cho mdi typ huyét thanh.

Tiép hop sir dung dimetyl sulfoxit (DMSO)

Db véi chc typ huyét thanh 6A, 6B, 7F, 12F, 19A, 19F, va 23F, mau dong kho
duoc ra dong, duoc lam cAn bang & nhiét do trong phong, va duoc hoan nguyén trong
DMSO.

Budc 2: Phan ung tiép hop

Tiép hop trong nuéc

P6i v6i cac typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 9V, 14, 18C, 22F, va 33F dugec tiép hop
véi CRMy97, phan ng tiép hop dugc bit diu bang cach bd sung dung dich natri

xyanoborohydrua (100 mg/mL) vao 1,0 dén 1,4 mol natri xyanoborohydrua mdi mol
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sacarit. Tuy nhién, ddi véi cac typ huyét thanh 1 va 3, phan tng dugc bét dau bang
cach bd sung dung dich natri xyanoborohydrua vao 0,5 mol natri xyanoborohydrua
mdi mol sacarit. '

| Déi v6i cac typ huyét thanh 1, 3, va 5 dugc tiép hop v6i TT, phan Gng tiép hop
duoc bt diu bang cach bd sung dung dich natri xyanoborohydrua (100 mg/mL) vao
1,0 d&n 1,4 mol natri xyanoborohydrua mdi mol sacarit, ngoai trir typ huyét thanh 1
dén 0,5 mol natri xyanoborohydrua mdi mol sacarit.

Hon hop phan tmg dugce G & nhiét do nam trong khoang tir 23°C dén 37°C trong
khoang thoi gian tir 44 dén 106 gio. Nhiét dd phan tng va thoi gian duoc didu chinh
theo typ huyét thanh. Sau d6 nhiét do dwoc giam dén 23+2°C va natri clorua 0,9%
dugc bd sung vao binh phan tng. Dung dich natri borohydrua (100 mg/mL) duge bd
sung vao dé thu duge 1,8 dén 2,2 duong lugng mol natri borohydrua mdi mol sacarit.
Hén hop duge U ¢ nhiét do 23+2°C trong khoang thoi gian tir 3 dén 6 gid. Quy trinh
nay loai cac aldehyt khong phan tmg c6 mit trén céc sacarit. Sau do, hdn hop dugc
pha lodng bing natri clorua 0,9% va hdn hop tiép hop da pha loing dugc loc bang
cach st dung mang loc ¢6 kich thudc 16 loc bang 0,8 hozc 0,45um.

Tiép hgp DMSO

Déi véi polysacarit nang cla cac typ huyét thanh 6A, 6B, 7F, 12F, 19A, 19F,
va 23F, phan tUng tiép hop duogc b&t diu bing cach bd sung dung dich natri
xyanoborohydrua (100 mg/mL) dén ty 18 nim trong khoang tir 0,8 dén 1,2 duong
lugng mol natri xyanoborohydrua mdi m¢t mol sacarit da hoat hoa. WFI duge b6 sung
vao hén hop phan tmg dén ndng d6 dich bing 1 % (thé tich/thé tich), va hdn hop dugce
0 trong khoang thoi gian tur 12 dén 26 gio & nhiét do 23+2°C. 100 mg/mL dung dich
natri borohydrua (thuong la 1,8 dén 2,2 duong lugng mol natri borohydrua mdi mol
sacarit di hoat héa) va WFI (ndng do dich 5% thé tich/thé tich) dugc bd sung vao
phan rng va h(:)nrhqp duogc 1 trong khoang thoi gian tir 3 dén 6 gid & nhiét d6 23+2°C.
Quy trinh nay loai cac aldehyt khong phan ng c6 mat trén céc sacarit. Sau do, hdn
hop phan tng duge pha lodng bang natri clorua 0,9% va hdn hop tiép hop di pha
lodng duoc loc bang cich st dung mang loc ¢6 kich thudc 16 loc bang 0,8 hoic
0,45um.

Buéce 3: Siéu loc
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Hén hop iiép hop da pha lodng dugc c6 va loc thdm tach trén mang siéu loc
100kDa MWCO hoic mang sidu loc 300kDa MWCO bing tdi thiéu 1a 15 thé tich
natri clorua 0,9% hoic dung dich dém. Tuong tu, loai va do pH cua dung dich dém
duge st dung trong quy trinh nay khac nhau tuy thudc vao mdi typ huyét thanh trong
s cac typ huyét thanh.

Budc 4: Léc vO trung

Dich khong thdm qua sau khi siéu loc duge loc vo trung (0,2um), va cdc thong
sb kiém soat khi tién hanh (bén ngoai, protein ty do, sacarit tu do, su phan bd kich
thude phan tr, dd vo trung, luong sacarit, lugng protein, dd pH, ndi doc td, Xyanua
con lai, DMSO con lai, tinh déng nhét sacarit, tinh df‘)ng nhit TT, va tinh déng nhét
CRM,97) dugc tién hanh trén cac thé tiép hop da loc. Dich c6 cudi cung dugc dong
lanh va bao quan & nhiét 6 ndm trong khoang tir 2°C dén 8°C.

Vi du 3. Bao ché vacxin tiép hop phé ciu khuén da gia

Céc thé tich mong mudn cia céc dich ¢o khéi cubi cung thu duoc tir vi du 2
duoc tinh toan dia trén thé tich mé va ndng dd sacarit ban thanh pham. Sau khi 0,85%
natri clorua (dung dich nuéc mudi sinh 1y), polysorbat 80, va dung dich dém sucxinat
dugc bd sung vao lo ché phim di dan nhan, céc dich o ban thanh phim dugc bd sung.
Sau d6 ché pham dugc tron k§ va duge loc vo tring qua mang loc ¢6 kich thuée 15 loc
bang 0,2um. Ban thanh pham di bao ché dugc tron k¥ trong va sau khi bd sung nhom
phosphat khéi. P9 pH dugc kiém tra va duoc diéu chinh néu cin. San phdm ban thanh
phim da bao ché duge bao quan & nhiét dd nim trong khoang tir 2°C dén 8°C. Bén loai
ché phdm vacxin tiép hop phé cau khuén da gia dudi day duoc bao ché va duoge goi 1a
PCV16-CRM197, PCV16-13TT, PCV16-15TT, va PCV16-35TT, tuong ung.

PCV16-CRM197 bao gdm cac thé tiép hop polysacarit dugc tao ra bang cach
tiép hop mdi troﬁg s6 cac polysacarit ctia 16 typ huyét thanh (céc typ huyét thanh 1, 3,
4,5, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F) v6i CRM97;

PCV16-13TT bao gdm cac thé tiép hop polysacarit dugc tao ra béing cach tiép
hop mdi polysacarit cta cac typ huyét thanh 1 va 3 v6i TT va mdi polysacarit clia cac
typ huyét thanh 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F voi
CRMy97;
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PCV16-15TT bao gdm cac thé tiép hop polysacarit dugc tao ra bang cach tiép
hop mdi polysacarit ctia cac typ huyét thanh 1 va 5 v6i TT va mdi polysacarit ctia céc
typ huyét thanh 3, 4, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F v6i
CRM,g7; va x

PCV16-35TT bao gbm cac thé tiép hop polysacarit dugc tao ra bang cach tiép

hop mdi polysacarit ciia cac typ huyét thanh 3 va 5 v6i TT va mdi polysacarit cia cac
typ huyét thanh 1, 4, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F voi
CRM, 7. , ,
- Ché phém vacxin PCV16-13TT va PCV16-35TT tao ra chira mdi polysacarit
véi luong 2,2pug, ngoai tru d6i véi typ huyét thanh 6B véi lugng 4,4pg; TT voi luong
nim trong khoang tir 10ug dén 15ug (ddi véi cac typ huyét thanh 1 va 3) va CRM,y;
v6i luong nam trong khoang tr 40pug dén 50pg; t4 dugc nhom nguyén t6 v6i luong
0,125mg (nhém phosphat v6i lugng 0,5mg); natri clorua véi lugng 4,25mg; dung dich
dém sucxinat voi lugng 295ug; va polysorbat 80 voi lugng 100ug trong tbng cong
0,5ml lidu. Ché phdm PCV16-15TT trong tbng lidu 0,5mL chira TT vé6i lugng nam
trong khoang tur Spug dén 10pg va CRM, 97 v6i lugng nam trong khoang tir 40pg dén
50pug, va tuong ung va6i cac thanh phan khac va luong cua ching 1a gidng véi lugng
cta ching trong PCV16-13TT va PCV16-35TT.

Vi du 4. Tinh mién dich ctia vacxin tiép hop phé cau khuin da gi4

Vacxin phé ciu khudn da gi4, chat mang hon hop, PCV16-CRM197, PCV16-
13TT, PCV16-15TT, va PCV16-35TT duoc diéu ché trong vi du 3, duoc thir nghiém
vé kha niang gy dap ung mién dich & thd. Céc tac dung mién dich nay duoc xac dinh
bang ELISA dic hiéu khang nguyén d6i voi néng d6 IgG trong huyét thanh va bing
thtr nghiém thuc bao opsonin (opsonophagocytic assay-OPA) d6i vé6i chiic ning
khang thé. Cac con thod tring New Zealand duogc gay mién dich trong co & tudn 0 va
tudn 3 v&i lidu cao hon lidu 1am sang du kién trén nguoi 5% cua mdi polysacarit
(2,31pg mdi polysacarit, ngoai trir db1 véi 6B voi lugng 4,62ug) trong ché phémb hodc
lidu dung cho néubi (2,2ug mdi polysacarit, ngoai trir 6B v6i luong 4,4ug). Huyét
thanh duoc 14y mAu 3 14n mot tudn sau khi gy mién dich. Ca hai nong d¢ déu thé hién

cting mot két qua.
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Phan @ng mién dich dic hiéu typ huyét thanh déi voi cac ché pham PCV16-
CRM197, PCV16-13TT, PCV16-15TT, va PCV16-35TT dugc déanh gia bang ELISA
IgG va MOPA qua trung gian b6 thé ma xac dinh khang thé chtrc ning.

4-1. PCV16-CRM197;

Do ndng d6 IgG dic hiéu typ huyét thanh

Polysacarit nang (PnP) ctia mi typ huyét thanh dugc phi lén dia c6 96 16 &
ndng d6 nim tréng khoang tir 0,51g/15 dén 1pg/1d. Mot lugng twong duong huyét
thanh duge 14y mAu tir mdi ddi tugng va duge thu gom theo nhém. Huyét thanh thu
gom dugc pha lodng lién tiép 2,5 1an bang dung dich dém pha lodng khéng thé chua
Tween 20 va CWPS 5 pg/mL va sau do dé phan tng & nhiét do trong phong trong 30
phuat. Rira céc dia 5 l4n bang dung dich dém rtra va sau d6 50pl huyét thanh da hép
phu so bd va di pha lodng dugc bd sung vao dia co 16 da phu, sau d6 G & nhiét do
trong phong trong khoang thoi gian tir 2 gio dén 18 gid. Rira cac dia c6 15 theo cung
mot cach va sau d6 céc thé tiép hop phosphataza kiém-IgG dé khang tho dugc bd sung
vao mdi 10, sau d6 U ¢ nhiét do trong phong trong 2 gid. Rira cic dia nhu duge mo ta
trén day va dung dich dém Img/mL p-nitrophenylamin 1am co chét duogc bd sung vao
mdi 18 va sau d6 dé phan tmg & nhiét do trong phong trong 2 gio. Phan Ung duoc dap
tht bing cach bd sung 50ul 3M NaOH va mtrc hép thy & bude song 405nm va 690nm
duoc do. Nhu mot vi du so sanh, vacxin 13 gid cé trén thi truong (PREVNAR13)
duogc tién hanh quy trinh nay. Céc két qua duge thé hién trong bang 4.

Bang 4. Nong d6 IgG (U/mL) d6i v6i 16 typ huyét thanh & thoi diém 3 tuan sau khi

gay mién dich 1in hai

PREVNAR| PCV16- | Typ huyét [PREVNAR| PCV16-
13 CRM197 | thanh 13 CRM197
1 329,99 379,99 12F - 120,44
3 436,85 653,84 14 482,05 502,6
4 1820,49 1948,29 18C | 1731,07 2915,55
5 466,09 380,18 19A 993,68 672,2
6A 1064,69 1643,6 19F 863,32 1054,3
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6B 326,94 552,58 22F 1,33 678,45
TF; 1010,79 833,11 23F 329,11 185,97
ov 715,40 433,33 33F 4,58 499,3

PCV16-CRM197 duoc nhan thy 1a thu dugc mic nong d IgG ddc hiéu typ
huyét thanh 6t & tit ca 16 typ huyét thanh. Déi voi PCV16-CRM197, cdc typ huyét
thanh phé bién v6i PCV16-CRM197 va PREVNARI3 déu c6 ndng do IgG dic hiéu
typ huyét thanh twong duong v6i hodc cao hon PREVNARI13 va mdi typ huyét thanh
trong sd cac typ huyét thanh méi duoc bd sung 12F, 22F, va 33F ciing ¢6 muc ndng
do6 IgG dac hiéu typ huyét thanh tdt.

Thir nghiém tinh mién dich chtrc nang (MOPA)

Cac chirc nang cia khang thé duoc danh gia bang cach kiém tra huyét thanh
trong thir nghiém MOPA. Chiing S. pneumoniae MOPA dugc bao quan ¢ nhiét do.-
70°C hoic thap hon duoc pha loang dén muc pha lodng cubi cung tuong g dé ndng
d6 cta mdi ching bing khoang 50.000CFU/mL. Luong tuong dwong trong huyét
thanh thu duoc tr mdi di tugng, duoc thu gom theo nhém va dugc pha lodng 2 1an
lién tiép dé 20ul huyét thanh con lai trong dia c6 day hinh chit U. Sau khi pha loang
mau, 10pl chung duogc chuén bi cho mdi typ huyét thanh dugc tron v6i mau da pha
loang, va hon hop dugc dé phan tng & nhiét do trong phong trong 30 phut sao cho S.
pneumoniae va khang thé duoc tron k§. Hon hop gdm cic té bao HL-60 d4 biét hoa so
bo va bd thé dugce bd sung va dugce dé phan tng trong ti u CO, (37°C) trong 45 phut.
Nhiét d6 duoc giam dé ngimg hién tugng thuc bao va 10pl dung dich phén tng dugce
dat lé_n trén dia thach da lam kho so b trong 30 dén 60 phtt, va sau do dugc dé hép
phu 1én dfa trong 20 phut cho dén khi khd. Dung dich gbe 25mg/mL TTC duge bo
sung vao thach phu duoc chudn bi, va khang thé thich hop cho chiing twong tmg duoc
bd sung vao d6. Hon hop dugc khudy k¥, va sau d6 25mL hon hop dugc bd sung 1én
dia va duge lam cung trong 30 phut. Pia da cimg hoan toan duge u trong tu i CO,
(37°C) trong khoang thoi gian tir 12 dén 18 gid va sau d6 dém céac khuin lac. Hiéu gia

MOPA dugc biéu thi dudi dang ty 1€ pha lodng tai d6 quan sét thdy 50% khuan lac bi
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chét nhu mdt vi du so sanh, vacxin 13 gia ¢6 trén thi truong (PREVNARI13) duge tién
hanh cung quy trinh. Cac két qua duoc thé hién trong bang 5.
* Bang 5. Hiéu gia MOPA ctia 16 typ huyét thanh & thdi diém 3 tudn sau khi gay

mién dich lan hai

PREVNAR| PCV16- |Typ huyét|[PREVNAR| PCV16-

13 CRM197 | thanh 13 CRM197

1 128 128 12F 4 1024
3 512 1024 14 2048 1024
4 2048 2048 18C 1024 2048
5 512 256 19A 4096 2048
6A 4096 4096 19F 2048 2048
6B 4096 4096 2F 16 4096
7F; 2048 1024 23F 2048 1024
oV 1024 512 33F 32 1024

TAt ca céc typ huyét thanh déu c6 mirc gy mién dich chirc ning vuot trdi trong
PCV16-CRM197. DPéi v6i PCV16-CRM197, cic typ huyét thanh phd bién véi
PCV16-CRM197 va PREVNARI3 déu c6 tinh mién dich chitc ning twong duong
hodc t6t hon so véi tinh mién dich cia PREVNARI3 va mdi trong sé cac typ huyét
thanh méi bd sung 12F, 22F, va 33F cling c¢6 mirc mién dich chirc ning cao. |

4-2. PCV16-13TT;

Nong d6 IgG dic hiéu typ huyét thanh va hiéu gia mién dich chic ning dugc
do theo cach giéng nhu & muc 4-1, ngoai trir 14 PCV16-13TT duogc st dung thay vi
PCV16-CRM;q7, va céc két qua dugc thé hién nhu sau.

Do ndng d0 IgG dic hiéu typ huyét thanh

Bang 6. Nong @0 IgG (U/mL) dbi véi 16 typ huyét thanh & thoi diém 3 tuan sau
khi gdy mién dich lan hai
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Typ ' Typ
. | PREVNA | PCV1e6- . |PREVNAR1| PCV16-
huyét huyét
R13 13TT 3 13TT
thanh thanh
1 276,92 844,48 12F 0,37 354,00
3 539,40 2980,73 14 254,59 582,61
4 1000,76 1698,00 18C 3266,87 5553,58
5 303,20 184,49 19A 681,62 1702,05
6A 533,35 532,02 19F 528,77 1998.83
6B 172,75 451,18 22F 0,74 1583,58
7F; 726,27 3449.73 23F 576,63 367,71
oV 647,71 725,14 33F 0,25 977,02

Khi polysacarit nang cua cac typ huyét thanh 1 va 3 duoc tiép hop véi TT,
chung déu c6 luQng IgG déc hi€u typ huyét thanh ting dang ké so voi luong thu duge
khi cac typ huyét thanh dugc tiép hop v6i CRMe;. Tuong tu, mdi polysacarit nang
clia cac typ huyét thanh 12F, 22F, va 33F dugc tiép hop véi CRM, 97 déu c6 mirc nong
do IgG dac hiéu typ huyét thanh 6t va cac typ huyét thanh 4, 6B, 7F, 14, 18C, 19A,
va 19F déu c6 muc ndng dd IgG dic hiéu typ huyét thanh cao hon so véi &
PREVNARI3. |

Thir nghiém tinh mién dich chirc ning (MOPA)

Bang 7. Hiéu gia MOPA cua 16 typ huyét thanh & thoi diém 3 tudn sau khi gy mién
dich 1an hai

PREVNAR| PCV16- |Typ huyét{PREVNAR1| PCV16-
13 13TT thanh 3 13TT
1 102 645 12F 4 1625
3 813 3251 14 2048 4096
4 2580 3251 18C 4096 4096
5 813 406 19A 2580 5161
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PREVNAR| PCV16- |Typ huyét/PREVNAR1| PCV16-

13 I3TT | thanh 3 13TT

6A 4096 4096 19F 2048 5161
6B 4096 6502 20F 8 5161
7F; 2580 6502 23F 4096 3251
oV 2048 3251 33F 4 3251

Néu polysacarit nang cta céc typ huyét thanh 1 va 3 duoc tiép hop vé6i TT, thi
tinh mién dich chirc ning dwoc cai thién so v6i tinh mién dich thu dugc néu ching
duoc tiép hop véi CRM,¢;. Twong tw, mdi polysacarit nang cia cc typ huyét thanh
12F, 22F, va 33F duoc tiép hop v6i CRM¢; déu c6 tinh mién dich chirc ning vuot trdi
va mdi polysacarit nang cua cac typ huyét thanh 4, 6B, 7F, 9V, 14, 19A, va 19F déu
¢6 tinh mi&n dich chirc ning tt hon so véi & PREVNARI3.

4-3. PCV16-15TT;

Nong 6 IgG dic hiéu typ huyét thanh va hiéu gia mién dich chirc nang dugc
do theo cach giéng nhu muc 4-1, ngoai trtr 1a PCV16-15TT dugc st dung thay vi
PCV16-CRM;g;, va cdc két qué thu dugce dugc thé hién nhu sau.

Do ndng do IgG dic hidu typ huyét thanh

Bang 8. Ndng do IgG (U/mL) dbi v6i 16 typ huyét thanh & thoi diém 3 tuan sau
khi gdy mién dich 1an hai

PREVNAR| PCV16- |Typ huyét{PREVNAR1| PCV16-
13 15TT thanh 3 15TT
1 276,92 1083,23 12F 0,37 303,99
3 539,40 901,37 14 254,59 493,06
4 1000,76 | 2655,28 18C 3266,87 4075,62
5 303,20 2645,56 19A 681,62 937,41
6A 533,35 1460,65 19F 528,77 1355,08
6B 172,75 603,87 22F 0,74 1874,55
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PREVNAR| PCV16- |Typ huyét/ PREVNAR1| PCV16-

13 ISTT | thanh 3 15TT

7F; 72627 | 228592 | 23F 576,63 607,40
oV 647,71 | 663,37 33F 0,25 880,54

Néu polysacarit nang clia cac typ huyét thanh 1 va 5 duge tiép hop véi TT, thi
ndng d6 IgG dic hidu typ huyét thanh ting dang ké so v6i ndng dd thu duge khi chung
dugc tiép hop v6i CRM;g;. Tuong tu, mdi polysacarit nang cta cac typ huyét thanh
12F, 22F, va 33F duoc tiép hop v6i CRM,; déu c6 mic ndng do IgG dic hiéu typ
huyét thanh cao va mdi polysacarit nang clia cac typ huyét thanh 3, 4, 6A, 6B, 7F, 14,
18C, 19A, va 19F d&u c6 muc ndng d6 IgG dic hiéu typ huyét thanh cao hon so véi 6
PREVNAR13.

Thir nghiém tinh mién dich chic ning (MOPA)

Bang 9. Hiéu gia MOPA cua 16 typ huyét thanh & thdi diém 3 tudn sau khi gdy mién
dich Ian hai

PREVNAR| PCV16- |Typ huyét{PREVNAR1| PCV16-

13 ISTT | thanh 3 I5TT

1 102 645 12F 4 1290
3 813 1290 14 2048 2580
4 2580 4096 18C 4096 3251
5 813 4096 19A 2580 2580
6A 4096 6502 19F 2048 4096
6B 4096 6502 22F 8 6502
7F; 2580 4096 23F 4096 3251
9V 2048 1290 33F 4 2580

Néu polysacarit nang cia cac typ huyét thanh 1 va 5 dugc tiép hop véi TT, thi
tinh mién dich chirc ning dugc cai thién so véi tinh mién dich thu dugc néu chung

duoc tiép hop v6i CRM;7. Tuong tu, mdi polysacarit nang cua cac typ huyét thanh
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12F, 22F, va 33F dugc tiép hop vi CRM g, déu c6 tinh mién dich chiic nang vuot trdi
va mdi polysacarit nang cua cac typ huyét thanh 3, 4, 6A, 6B, 7F, va 19F déu co6 mirc
mién dich chtrc ning cao hon & PREVNARI13.

4-4. PCV16-35TT;

* Nong b IgG dac hidu typ huyét thanh va hiéu gid mién dich chirc nang duge

do theo cach gidng nhu muc 4-1, ngoai trir 15 PCV16-35TT dugc st dung thay vi
PCV16-CRM,97, va cac két qua thu dugc dugc thé hién nhu sau.

Do ndng d6 IgG dic hiéu typ huyét thanh
Béang 10. Néng do IgG (U/mL) déi v6i 16 typ huyét thanh & thoi diém 3 tudn sau khi

g4y mién dich 1an hai

PREVNAR| PCV16- |Typ huyét|PREVNARI PCV16-‘
13 35TT thanh 3 35TT
1 242,33 367,13 12F 0,25 334,45
3 656,91 1837,36 14 320,12 1055,422
4 1305,61 | 1786,84 18C 2920,75 | 3665,59
5 408,78 1316,12 19A 652,67 409,17
6A 737,55 957,85 19F 411,07 534,19
6B 167,41 322,61 22F 1,15 1176,6
7F; 808,75 1357,46 23F 742,55 408,88
9V 775,28 966,22 33F 0,25 855,55

- Néu polysacarit nang cta cac typ huyét thanh 3 va 5 dugc tiép hop voi TT, thi
ndng do IgG dic hiéu typ huyét thanh ting dang ké so voi ndng dd thu dugce khi ching
duoc tiép hop v6i CRMg;. Tuong tu, mdi polysacarit nang ctia cac typ huyét thanh
12F, 22F, va 33F dugc tiép hop véi CRM g7 ¢6 ndéng do IgG trong typ huyét thanh tot
va mdi polysacarit nang clia cac typ huyét thanh 1, 4, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, va 19F
déu c6 murc ndng do IgG dic hiéu huyét thanh cao hon so v6i ¢ PREVNARI13.

Thir nghiém tinh mién dich chirc ning (MOPA)
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Bang 11. Hiéu gia MOPA ctia 16 typ huyét thanh ¢ thoi diém 3 tudn sau khi gdy mién
dich 14n hai |

PREVNARI1| PCV16- |Typ huyét{PREVNARI| PCV16-
3 35TT | thanh 3 35TT
1 128 256 12F 4 512
3 512 2048 14 2048 4096
4 2048 4096 18C 1024 4096
5 512 2048 19A 4096 4096
6A 4096 4096 19F 2048 4096
6B 4096 4096 20F 16 4096
7F; 20438 2048 23F 2048 2048
oV 1024 2048 33F 32 2048

Khi cac typ huyét thanh 3 va 5 dugc tiép hop v6i TT, tinh mién dich chirc néng
duoc cai thién so voi tinh mién dich thu duge khi chung dugc tiép hop véi CRM 7.
Tuong tw, mdi pblysacarit nang cua cac typ huyét thanh 12F, 22F, va 33F duoc tiép
hop véi CRM,g; déu c6 tinh mién dich chirc ndng vuot trdi va mdi polysacarit nang
cua cac typ huyét thanh 1, 4, 9V, 12F, 14, 18C, va 19F déu c6 muc mién dich chirc
ning cao hon 6 PREVNARI3.

Cac két qpé nay chi ra ring cac ché phim tiép hop polysacarit nang phé cau
khudn 16 gi4, chat mang hdn hop gly ra tinh mién dich twong duong hodc t6t hon so
v6i vacxin tiép hop polysacarit nang phé ciu khuin, mot chit mang, PREVNAR13.
Céc ché pham nay ciing bét ngd thé hién rang dap tng khang thé vdi cac typ huyét
thanh 1, 3, va/hodc 5 duogc tiép hop véi gidi doc t6 udn van trong ché pham mang hdn
hop dugc ting cuong dang ké so v6i cac dap tng khing thé khang clng typ huyét
thanh dugc tiép hop véi CRM;g; trong vacxin PREVNAR 13, mét chit mang. Ngoai
ra, cac ché phdm nay ciing thé hién ring cac ché phim tiép hop polysacarit nang phé
cAu khuén 16 gia, chat mang hdn hop kich thich thanh cong dap tng khang thé khang
céc typ huyét thanh, 12F, 22F, va 33F bd sung, tao ra kha ning bao vé rong hon typ
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huyéf thanh so v6i cac vacxin tiép hop polysacarit nang phé ciu khuén hién ban trén
thi truong. |

Mic du mot hodc nhiéu phuong an duogc léy lam vi du da dugc mo ta trong ban
md ta sang ché, song ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét nay hiéu
rang cac thay ddi khac vé mat hinh thtrc va cac md ta chi tiét c6 thé dugce dé cap ma
khong nim ngoai pham vi va tinh than cta sang ché nhu dugc xc dinh trong yéu ciu
bao hd di kem.
Tai lidu vién dan

Céc tai lidu vién dan dudi day dugc dé cap trong sang ché va cung cip thong
tin n6i chung vé linh vue k¥ thuat va céc thir nghiém va cdc mo ta chi tiét khac duogc
ban luan trong séing ché. Céc tai liéu vién dan duéi day duoc dua vao day bing cach
vién dan.

[1]  Prymula et al., Lancet, 367:740-48 (2006).

[2]  Vesikari et al., PIDJ, 28(4):S66-76 (2009).

[3] Dagan et al. Infection & Immunity, 5383-91 (2004).

[4]  Juergens et al., Clinical and Vaccine Immunology, 21(9):1277-1281

(2014).

[S]  Andrews et al., Lancet, 14:839-846 (2014).

[6] Nurkka et al., Vaccine, 20:194-201 (2001).

[7]  Levin and Stone, J. Immunology, 67:235-242 (1951).

[8] W.H.O.Manual for the Productioﬁ and Control of Vaccines: Tetanus

Toxoid, 1977 (BLG/UNDP/77.2 Rev 1)

[9] Didierlaurent et al., J. Immunol., 183: 6186-6197 (2009).

-41-



35896

YEU CAU BAO HQ

1. Ché phém tiép hop phé cau khuén da gia, chat mang hdn hop, chta 16 thé tiép hop
polysacarit nang phé cau khuén-protein khac nhau,

trong d6 mdi thé tiép hop polysacarit nang phé cau khuédn-protein chta chét
mang protein dugc tiép hop véi polysacarit nang tir mot typ huyét thanh khac cua
Streptococcus pneumoniae,

trong dé céc typ huyét thanh Streptococcus pneumoniae 1a 1, 3, 4, 5, 6A, 6B,
7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 231, va 33F,

trong d6 chét mang protein la CRM ¢, hodc giai doc t6 ubn vén,

trong do hai polysacarit nang duoc tiép hop véi gidi doc t& udn van va cac
polysacarit nang con lai duoc tiép hop v&i CRM 97, va

trong do hai polysacarit nang duoc tiép hop véi giai doc t& ubn van duge chon

tir nhom bao gdm céc typ huyét thanh 1, 3, va 5.

2. Ché pham tiép hop phé cau khuén da gia, chat mang hon hop theo diém 1, trong d6
polysacarit nang tir cac typ huyét thanh 1 va 5 dugc tiép hop voi giai doc t6 udn van,
va polysacarit nang tir cac typ huyét thanh 3, 4, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A,
19F, 22F, 23F, va 33F duoc tiép hop vdi CRM g1

3. Ché pham tiép hop phé cAu khuén da gia, chit mang hon hgp theo diém 1, trong do
polysacarit nang tir cac typ huyét thanh 1 va 3 dugc tiép hop v6i giai doc t6 udn van,
va polysacarit nang tir cac typ huyét thanh 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A,
19F, 22F, 23F, va 33F dugc tiép hop v6i CRM ;.

4. Ché pham tiép hop phé cau khuén da gid, chit mang hon hdp theo diém 1, trong do6
polysacarit nang tur cac typ huyét thanh 3 va 5 dugc tiép hop véi gidi doc t6 udn van,
va polysacarit nang tur cac typ huyét thanh 1, 4, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 18C, 19A,
19F, 22F, 23F, va 33F duoc tiép hop véi CRM 7.

.



35896

5. Ché pham tiép hop phé cAu khuén da gi4, chit mang hdn hop theo diém bét ky

trong so cac diém néu trén, trong d6 che¢ pham nay con chira ta duoc.

6. Ché pham tiép hop phé ciu khuén da gia, chit mang hén hop theo diém 5, trong do

ta duogc nay la ta dugc trén co s¢ nhom.

7. Ché pham tiép hop phé cdu khuén da gia, chit mang hdn hop theo diém 6, trong d6
t4 duoc nay dugc chon tr nhom bao gém nhom phosphat, nhdm sulfat, va nhom

hydroxit.

8. Ché phim tiép hop phé ciu khuin da gia, chéAt mang hén hop theo diém 7, trong do6

ta duoc nay la nhom phosphat.

9. Vacxin chtra ché phédm tiép hop phé cau khuan da gia, chdt mang hén hop theo

diém bat ky trong so cac diém tr 1 dén 8 va ta dugc dugce dung.





