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(54) CHE PHAM LIEN HOP POLYSACARIT PHE CAU KHUAN - PROTEIN DA GIA
VA VAC-XIN CHUA CHE PHAM NAY

(57) Sang ché dé xuat ché pham lién hop phe cau khuéan da gia, chat mang | hon hop chira
21 the lién hop polysacarit vo phé cau khuan-protein khac nhau, trong dé mdi thé lién hop
bao gém polysacarit vo tur typ huyét thanh khac cua Streptococcus pneumoniae dugc lién
hop voi giai doc td udn van (TT) hoic CRM,q;, trong d6 cac typ huyét thanh cua
Streptococcus pneumoniae duge chon tir 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F,
14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F, trong do cac polysacarit vo cua hai trong s6 céac
typ huyét thanh 1, 3, va 5 va mot hodc ca hai trong sb cac typ huyét thanh 15B va 22F
duoc lién hop véi TT va céc polysacarit vé con lai duge lién hgp véi CRM,¢;. Sang ché
con dé xuét vic-xin chira ché pham nay.
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Linh vuc ky thuat dwoc dé cap
Sang ché dé cap dén ché pham lién hop phé cau khuén da gia, ch4t mang hon hop
va vhc-xin chua ché pham nay dé phong ngira su nhiém ho#c bénh do Streptococcus

pneumoniae gy ra ¢ doi tuong.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Phé cau khuin (Streptococcus pneumoniae) la vi khuan yém khi khong bat budc
Gram duong, hinh mili mac, véi hon 90 typ huyét thanh da biét. Hau hét cac typ huyét
thanh S. pneumoniae da dugc ching minh 13 gy bénh, voi 23 typ huyét thanh phd bién
nht chiém khodng 90% bénh xam 14n trén toan thé gidi. Typ huyét thanh dugc phan loai
dua trén dap ung huyét thanh hoc cta céc polysacarit vo, yéu td doc luc quan trong nhat
dbi voi phé cAu khudn. Polysacarit vo la khang nguyén doc lap té bao T gly ra su san
xuit khang thé trong truong hop khong co té bao T tro gitip. Cac khang nguyén doc lap té
bao T thuong gay cam tng cic khang the 6 &i luc thip va dap ung mién dich trong thoi
gian ngin voi rt it hodc khong c6 su ghi nhd mién dich.

Vic-xin phé cAu khuin ban dau bao gom cac dang két hop cua cac polysacarit vo
tir cac typ huyét thanh khac nhau. Cac vac-xin nay co thé tao ra tinh mién dich chdng lai
S. pneumoniae & nhiing bénh nhéan c6 hé mién dich phat trién hodc khoe manh, tuy nhién,
chung khong hiéu qua & tré so sinh, ma thiéu hé mién dich phat trién va nguoi gia, ma
thudmg c6 chic ning mién dich suy giam. Pé cai thién dap tng mién dich véi véc-xin
phé cAu khuén, dic biét ¢ cac dbi twong tré so sinh va nguoi gia, nhitng nguoi c6 nguy co
nhiém S. pneumoniae cao hon, polysacarit vo dugc lién hop vGi cac protein mang phu
hop dé tao ra vAc-xin lién hop phé cau khudn. Su lién hop v6i protein mang phu hop lam
thay ddi polysacarit vo tir khang nguyén doc lap té bao T thanh khang nguyén phu thudc
té bao T. Nhu vay, dap ing mién dich chéng lai polysacarit vo lién hop bao gdm cac té
bao T tro gitp, ma giup gy cam Umg dap ung mién dich manh hon va nhanh hon khi tiép
xtc lai voi polysacarit vo.

C6 it nhat hai cach tiép cén dé phat trién véc-xin lién hop phé cAu khuén: phuong

phép st dung chat mang don 1é va phuong phép su dung chit mang hon hop. Kha nang
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gdy mién dich cua céc thé lién hop polysacarit vo khac nhau c6 thé thay d6i tuiy thudc vao
typ huyét thanh ctia phé ciu khuén va protein mang dugc st dung. Trong phuong phap su
dung chit mang don 1&, cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh khac nhau dugc lién
hop véi chit mang protein don 1é. Loat vic-xin PREVNAR cua Pfizer 1a mét vi du vé
cach tiép cén sir dung chit mang don 1é trong d6 cac polysacarit vé khac nhau dugc lién
hop véi chét mang protein CRM;q7, mot bién thé khong doc cua giai doc t& bach hau c6
mot thay thé thé axit amin don 1& 13 axit glutamic cho glyxin. Vic-xin PREVNAR 7
thanh phin (PREVNAR) lin ddu tién dugc phé duyét vao nam 2000 va chira cac
polysacarit v6 tir bay typ huyét thanh phd bién nhét: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F va 23F.
Vic-xin 13 thanh phan, PREVNAR 13, da thém céc typ huyét thanh 1, 5, 7F, 3, 6A va
19A vao chét mang protein CRM, 7. Chét mang protein, CRM 7, chét mang don 1& dugc
sir dung trong vic-xin PREVNAR chua bao gio duge st dung 1am mot phén cta hé chét
mang hdn hop trong véc-xin lién hop phé cau khuan.

Céch tiép can véc-xin phé cau khuén thtr hai 1a phuong phap st dung chit mang
hdn hop. Trong phuong phéap st dung chit mang hdn hop, thay vi st dung chit mang
protein don 1€, hai hodc hon hai chét mang protein dugc str dung, véi cac polysacarit vo
tir c4c typ huyét thanh dic higu lién hop véi chit mang protein thir nhét va polysacarit vo
tir cac typ huyét thanh khac nhau dugc lién hop véi it nhit chit mang protein khéc, thtr
hai. Vi du, GlaxoSmithKline d4 phat trién SYNFLORIX, véc-xin lién hop phé cau khuén,
chit mang hdn hop, 10 thanh phin (c4c typ huyét thanh 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F
va 23F) ma st dung protein D H influenzae, giai ddc t6 ubn van, va giai doc t5 bach hau
lam céc chit mang protein. Trong SYNFLORIX, cac typ huyét thanh 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V,
14 va 23F duoc lién hop véi protein D; typ huyét thanh 18C duoc lién hop véi giai doc t6
ubn vén; va typ huyét thanh 19F dugc lién hop véi giai doc t6 bach hau [2]. Typ huyét
thanh 3 duoc loai bé khéi véc-xin ¢6 trude 11 thanh phin dbi véi SYNFLORIX, mot
phin, bdi vi n6 khong cho thiy hiéu qua dic hiéu typ huyét thanh trong thir nghiém viém
tai giita c4p tinh [1]. Mot nhém khac, Aventis Pasteur, da phat trién véc-xin lién hop phé
cAu khuén, chét mang hdn hop, 11 thanh phﬁn (cac typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V,
14, 18C, 19F va 23F), bang cach st dung giai doc t& bach hau va giai doc t6 uén van lam
céc chit mang protein [3]. Céc polysacarit vo tlr cac typ huyét thanh 3, 9V, 14 va 18C c6
thé gay ra dap mg tdt hon khi lién hop véi giai doc t6 bach hau so véi khi lién hop voéi

giai doc t& udn vén [6]. Do do6, cac typ huyét thanh 3, 6B, 14 va 18C duogc lién hop véi
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doc t6 bach hau va céc typ huyét thanh 1, 4, 5, 7F, 9V, 19F va 23F dugc lién hop vi gidi
doc t6 udn véan. Su phat trién ctia vic-xin phé ciu khuén, chit mang hdn hop nay da bi
chdm dut do, mot phan 13, nguyén nhan k¥ thuat va kha ning dap tmg giam khi ding véi
véc-xin ho ga vo bao [3]. Gan day, typ huyét thanh 5 ciing nhu 14 1 d8 duge béo cdo 1a ¢6
mot trong nhitng hiéu gia OPA duoc quan sat thip nhét trong tit ca cic typ huyét thanh
PREVNAR 13, trong d6 c6 mdi twong quan lién quan giita do chuén IgG va hoat tinh
OPA [4]. Ngoai ra, ¢6 y kién cho rang dbi véi typ huyét thanh 3, cln c6 ndng @6 IgG

huyét thanh cao hon nhiéu dé bao vé [5].

Ban chit ky thuat ciia sang ché

Sang ché dé xuét ché phadm lién hop phé ciu khuan da gia, chit mang hdn hop
duoc cai thién va méi va vic-xin chtra ché phém nay. Theo mdt khia canh, ché phém lién
hop phé cau khudn, da gia, chit mang hdn hop, chira 21 thé lién hop polysacarit vo phé
cAu khudn-protein khac nhau, trong d6 méi thé lién hop polysacarit vo phé cau khuin-
protein bao gdm protein mang dugc lién hop véi polysacarit vé tir cic typ huyét thanh
khac nhau clua Streptococcus pneumoniae, trong d6 céac typ huyét thanh cua
Streptococcus pneumoniae duge chon tir 1, 3,4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, ON, 9V, 10A, 11A, 12F,
14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F va 33F, trong do chét mang protein 14 CRM,¢; hodc
giai doc td ubn van, trong d6 bdn trong sb cac polysacarit vé dugc lién hop véi giai doc
t6 ubn van va cac polysacarit vé con lai dugce lién hop v6i CRM, g7, va trong d6 hai trong
s& bdn polysacarit vé ma dugc lién hop voi giai doc t6 ubn van duogc chon tir nhém goém
¢6 cac typ huyét thanh 1, 3 va 5, va hai polysacarit v6 con lai 1a cac typ huyét thanh 15B
va 22F.

Theo mét phuong 4n vé ché phdm lién hop phé cu khuén 21 thanh phén, chét
mang hdn hop, cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1, 5, 15B va 22F dugc lién hop
véi gidi doc td udn van, va cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 3, 4, 6A, 6B, 7F, 8,
9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 23F va 33F dugc lién hgp v61 CRM, 7.

Theo phuong an khéac vé ché phadm lién hop phé cdu khuén 21 thanh phan, chét
mang hdn hop, cc polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1, 3, 15B va 22F dugc lién hop
v6i giai doc t6 udn van, va cac polysacarit vo tlr cac typ huyét thanh 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8,

9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 23F, va 33F duoc lién hgp véi CRM ;.
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Theo phuong én khac nita vé ché pham lién hop phé ciu khuén 21 thanh phan,
chit mang hdn hop, céc polysacarit vé tir cac typ huyét thanh 3, 5, 15B va 22F duoc lién
hop v6i giai doc t& udn véan, va cac polysacarit vo tir cc typ huyét thanh 1, 4, 6A, 6B, 7F,
8,9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 23F, va 33F duogc lién hop véi CRM, ;.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuét ché phdm lién hop phé ciu khuén da
gid, chit mang hén hop, chira 21 thé lién hop polysacarit vo phé cdu khudn-protein khac
nhau, trong d6 mdi thé lién hop polysacarit vo phé ciu khuén-protein bao gdm chit mang
protein dugc lién hgp voi polysacarit vo tur cac typ huyét thanh khac nhau cuta
Streptococcus pneumoniae, trong d6 cac typ huyét thanh ciia Streptococcus pneumoniae
duoc chon tir 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F,
22F, 23F va 33F, trong do chét mang protein 1&4 CRM,9; hodc giai doc t6 ubn van, trong
d6 ba trong sé cac polysacarit vé dugc lién hgp voi gidi doc t6 udn véan va céc polysacarit
vo con lai duoc lién hop vdi CRM;g7, va trong do ba polysacarit vé ma duoc lién hop voi
giai doc t6 udn van duogc chon tir nhém gbm c6 cac typ huyét thanh 1, 3, 5, 15B va 22F.
Theo céc phwong 4n nhét dinh, hai trong s6 ba polysacarit vo ma dugc lién hop véi giai
doc t6 ubn van duge chon tir nhém gdm c6 céc typ huyét thanh 1, 3 va 5, va polysacarit
vé con lai duoc lién hop véi giai doc td udn van 1a typ huyét thanh 15B hodc 22F.

Theo mdt s phuong an, ché pham lién hop phé ciu khuén da gi4, chit mang hdn
hop chira thém chét bd tro, chéng han nhu chét bd tro dua trén nhom, bao gém, nhung
khong giGi han & nhdm photphat, nhdm sulfat va nhom hydroxit.

M6t khia canh khac dé cap dén viéc sur dung ché phém lién hop phé cAu khuén 21
thanh phan, chit mang hdn hop lam véc-xin.

Tuy nhién, mot khia canh khac d& cap dén véc-xin chira ché phdm lién hop phé
cAu khuén 21 thanh phan, chit mang hén hop va t4 dugc dugc dung.

Tuy nhién, mot khia canh khac dé cap dén phuong phap phong nglra sy nhiém
hodc bénh do Streptococcus pneumoniae gy ra ¢ d6i twong, chang han nhu & ngudi,
phuong phép nay bao gbdm cho ddi twong st dung mdt lwgng hitu higu dé phong ngira cla
ché phdm lién hop phé cau khudn 21 thanh phin, chit mang hén hop hoic véc-xin chira
ché pham nay.

Theo céc phuong an nhét dinh, d6i tuong 1a nguoi it nhét 50 tudi va bénh 1a bénh

viém phoi hodc bénh phé cau khudn xam lan (invasive pneumococcal disease - IPD).
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Theo phuong 4n khéc, dbi twong 1a nguoi it nhit 1a 6 tudn tudi va bénh 1a bénh
viém phdi, bénh phé ciu khuin x4m 14n (IPD), hodc viém tai gitra cp tinh (acute otitis
media-AOM). Theo mét s6 phuong an, d6i twong ngudi tir 6 tudn tudi dén 5 tudi. Theo
cac phuong an khac, dbi tuong ngudi tir 2 &én 15 thang tudi hodc tir 6 dén 17 tudi.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, ché phim lién hop phé ciu khuin 21 thanh phén,
chét mang hén hop hodc vic-xin dugc ding bang cach tiém trong co. Theo cac phuong
4n nhat dinh, ché phim lién hop phé cu khuin 21 thanh phén, chit mang hdn hop hoic
vac-xin dugc dung dudi dang mot phén cia dot gdy mién dich.

Mot khia canh khac dé cap dén thé lién hop gay mién dich cia typ huyét thanh 9N
Streptococcus pneumoniae, ma chira: sacarit vo typ huyét thanh 9N tir Streptococcus
preumoniae; va protein mang lién két v6i sacarit vé nay, trong d6 protein mang la
CRM,47. Theo céc phuong 4n nhit dinh vé thé lién hop typ huyét thanh 9N gdy mién dich,
ché pham lién hop phé cdu khuén da gia, chit mang hdn hop va vic-xin (va phuong
phap/viée str dung chiing), sacarit typ huyét thanh 9N c6 thé dugc lién két véi CRM,q; dé
tao thanh thé lién hop & trang thai dugc hoat hoa dé c6 mirc do oxy hoéa la 2-19 hoac 5-10
va khéi luong phén tir 1a 200-700 kDa. Theo céc phuong 4n nhét dinh vé thé lién hop typ
huyét thanh 9N gy mién dich, ché phim lién hop phé cau khuin da gia, chit mang hdn
hop va véc-xin (va phwong phép/viéc str dung ching), thé lién hop typ huyét thanh 9N
gay mién dich c6 thé ¢ khéi lugng phén tir 13 500-4.000 kDa.

Theo cac phuong 4n nhét dinh vé thé lién hop typ huyét thanh 9N gay mién dich,
ché phim lién hop phé cdu khuén da gia, chit mang hdn hop va vic-xin (va phuong
phap/viée st dung chung), ti 1& cla sacarit vo typ huyét thanh 9N so véi chit mang
protein trong thé lién hop gdy mién dich typ huyét thanh 9N 1a 0,1-5 (khdi luvong/khdi
luong). Theo cac phwong an nhét dinh, ty 18 nay 12 0,5-2,5.

Theo céc phuong 4n nhét dinh vé thé lién hop typ huyét thanh 9N giy mién dich,
ché phdm lién hop phé ciu khudn da gi4, chit mang hdn hop va vic-xin (va phuong
phap/viéc str dung chiing), 15-60% thé lién hop typ huyét thanh 9N gdy mién dich c6 thé
c¢6 K4 thdp hon hoic bing 0,3 trong cdt CL-4B.

Theo cac phuong 4n nhét dinh vé thé lién hop typ huyét thanh 9N gay mién dich,
ché phédm lién hop phé ciu khuén da gi4, chit mang hdn hop va véc-xin (va phwong
phap/viéc st dung chung), thé lién hop typ huyét thanh 9N gy mién dich duoc diéu ché

v6i polysacarit typ huyét thanh 9N ma da duoc hoat hoa dé dat duoc mirc d6 oxy hoa 1a
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2-19. Theo cac phuong an nhét dinh, thé lién hop typ huyét thanh 9N gy mién dich da
duoc didu ché véi polysacarit typ huyét thanh 9N ma da duoc hoat hoa dé dat dugc mirc
do oxy hoa la 5-10.

Theo cac phuong 4n nhat dinh vé thé lién hop typ huyét thanh 9N gay mién dich,
ché phim lién hop phé cdu khuin da gia, chit mang hén hop va véc-xin (va phuong
phap/viéc st dung chung), khi saccarit typ huyét thanh 9N Streptococcus pneumoniae
duoc lién hop véi CRM;o; bing cach bd sung 0,02-0,19 pg periodat cho mdi 1 pg dudng,
thé lién hop c6 thé c6 khdi lwong phan tir 500-4.000 kDa, mtrc phan b khdi lugng phén
tir 15-60% (K4 <0,3) va ty 1¢ sacarit/protein 0,5-2,5.

Theo khia canh khéc, sang ché con d& xuét phuong phéap diéu ché thé lién hop gay
mién dich cta typ huyét thanh 9N Streptococcus pneumoniae, phuong phap ndy bao gbdm
cac budc:

(a) dung giai t& bao vi khudn tong hop polysacarit vd typ huyét thanh 9N

Streptococcus pneumoniae bang cach 1én men chiing;

(b) tinh ché sacarit vo typ huyét thanh ON Streptococcus pneumoniae tlr té
bao da dugc dung giai;
(¢) hoat hda polysacarit vo typ huyét thanh 9N Streptococcus pneumoniae

bang cach cho phan tmg véi tdc nhan oxy hoa dé dat duoc mic do oxy héa 1a 2-19

hodc 5-10; va

(d) tao thanh thé lién hop clia sacarit vo typ huyét thanh 9N Streptococcus
pneumoniae lién két véi CRM,q7 béng cach trOn sacarit da dugc hoat hoda véi

CRM;g;.

Theo cac phuong an nhét dinh, CRM;¢; dugc trdn trong budc (d) co thé duge cho
phan @ng voi chat khir dé tao thanh thé lién hop véi polysacarit vé typ huyét thanh 9N
Streptococcus pneumoniae da dugc hoat héa. Theo cac phuong an nhit dinh, & budc (c),
0,02-0,19 pg periodat ¢ thé duge cho phan tng véi 1 pg polysacarit vo typ huyét thanh
9N Streptococcus pneumoniae & 20-25°C trong 15-20 gio.

Theo cac phwong 4n nhédt dinh, polysacarit vo typ huyét thanh 9N ctia
Streptococcus pneumoniae da phan ing véi tdc nhan oxy héa & budce (c) co thé c6 khoi
lugng phén tir 12 400 - 900 kDa. Theo cac phuong 4n nhét dinh, polysacarit vo typ huyét
thanh 9N Streptococcus pneumoniae da dugc hoat hoa dugc tron véi CRM, ¢ trong bude

(d) c6 thé c6 khdi lwong phén tir 1a 200-700 kDa. Theo cac phuong 4n nhat dinh, thé lién
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hop gdy mién dich cua typ huyét thanh 9N Streptococcus pneumoniae c6 thé c¢6 khdi
luong phan tir 14 500-4.000 kDa. Theo cic phuong 4n nhét dinh, ty 1é dau vao ban dau
cua CRMy; véi sacarit vo typ huyét thanh 9N da duoc hoat héa (CRM;9; mang:sacarit)
c6 thé 14 0,5-2,5:1. Theo cac phuong an nhét dinh, it nhit 15-60% thé lién hop gdy mién
dich ¢6 thé c6 K4 thép hon hoac béng 0,3 nhu dugc do trong cot CL-4B.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, khi polysacarit typ huyét thanh 9N Streptococcus
pneumoniae theo sang ché dugc lién hop véi CRMgy bang cach bd sung 0,02-0,19 pg
periodat cho mdi 1 pg dudng, thé lién hop gdy mién dich c6 khéi lwong phan tir 12 500-
4.000 kDa, mirc phan bd khéi lwong phén tir 1a 15-60% (K4 < 0,3) nhu do dugc trong cot
CL-4B va ti 16 CRM,g7/polysacarit bang 0,5-2,5.

Cac dbi tuong, dAu hiéu va uvu diém néu trén va céc dbi tuong, déu hiéu va wu
diém khac cta ché phim lién hop phé ciu khuan 21 thanh phén, chit mang hdn hop s&

trd nén rd rang hon tir phan mo ta chi tiét sau day.

MO ta chi tiét sang ché

Dinh nghia

DPé hiéu ban md ta nay dé dang hon, cac thuét ngit nhét dinh trude hét duoc dinh
nghia dugi ddy. Cac dinh nghia khéac cho cac thuat ngit sau day va céc thuat nglt khac ¢
thé dugc quy dinh trong toan bd ban mo ta nay.

Nhu dugc st dung & day va trong céc yéu cdu bao ho kém theo, cac dang sb it bao
gdm ca nghia s6 nhiéu, trir khi ngit canh 1 rang quy dinh khac. Vi vay, vi dy, viéc dé cap
dén "phwong phap" bao gdm mét hodc nhidu phuong phép, va/hodc cac bude thudc loai
duwoc md ta & day va/hodc s& trd nén rd rang dbi voi nhitng ngudi ¢6 trinh d trung binh
trong linh vuc k§ thuat nay khi doc bdn mo6 ta nay va v.v..

Str dung: Nhu duoc st dung & day, "sit dung" ché phim cho d6i twong c6 nghia 1a
cho, 4p dung hodc dua ché phdm nay tiép xuc véi dbi twong. Viée st dung c6 thé duogc
thyc hién theo dudng bét ky trong sb nhidu dwong dung, ching han nhu tai chd, qua
duong miéng, dudi da, trong co, trong mang bung, trong tinh mach, ndi tiy mac va trong
da.

Xép xi: Nhu duogc st dung & ddy, thuat ngit "x4p xi" hodc "khoang", khi ding cho
mot hodc nhidu gié tri duoc quan tim, dung dé chi gi4 tri twong tu voi gia tri tham chiéu

da néu. Theo cac phwong 4n nhit dinh, thuat ngir "xp xi" hodc "khoang" ding dé chi
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khoang gia tri nam trong pham vi 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 nhd hon) cta gia tri tham chiéu da néu trir khi c6 quy dinh khéc
hodc ¢6 bang chimg khac tir ngit canh (trir trudng hop s6 d6 vuot qua 100% cua gié tri cd
 thé o).

Thé lién hop: Nhu dung trong ban md ta nay, va dugc hiéu tir ngit canh phi hop,
céc thuét ngtt “(cac) thé lién hop” hodc “(cac) thé lién hop glyco” dung dé chi polysacarit
Streptococcus pneumoniae li€n hgp voi protein mang bang cach sir dung chién lugc lién
hop sinh hoc cdng hoa tri hodc khong cong hoa tri bét ky.

Miurc d6 oxy hoa: Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, thuat nglt “murc do oxy
hoa” (DO) ding dé chi sb luong don vi dudng lip lai trén mdi nhém aldehyt dugc tao ra
khi sacarit d& duogc tinh ché hodc xac dinh kich thudc duge hoat héa béng tac nhan oxy
hoa. Mirc dd oxy hoa cua sacarit ¢6 thé duge xac dinh bing cac phuong phép thong
thuong da biét dbi voi ngudi co trinh do trung binh trong linh vyc k§ thuét nay.

T4 dugce: Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit “t4 dugc” dung dé chi
tAc nhan khong tri liéu c6 thé duoc bao gdm trong ché phdm, vi du dé dem lai hogc thu
duoc hiéu quéa nhéat quan hoic 6n dinh mong mudn.

Chét mang hdn hop: Nhu duge st dung & day, ché phim lién hop phé ciu khuén,
chit mang hdn hop dung dé chi ché pham lién hop phé cdu khuén c¢6 nhidu hon mot loai
chét mang protein.

Da gia: Nhu dugc s dung trong ban md ta nay, thuat ngtt "da gia" dung dé chi ché
phim lién hop phé cau khudn c6 cac polysacarit vo phé ciu khuén tir nhiéu hon mot typ
huyét thanh cta Streptococcus pneumoniae.

Ché phim lién hop phé cau khudn 21 thanh phin, chit mang hdn hop: Nhu dugc
str dung trong ban md ta nay, thuat ngit “(cac) ché pham lién hop phé cdu khuin 21 thanh
phan, chit mang hdn hop” ding @& chi ché pham chura hoic gbm ¢6 21 thé lién hop
polysacarit v phé cau khudn-protein khac nhau, trong d6 mdi thé lién hop polysacarit vo
phé ciu khuan-protein bao gdm chit mang protein lién hgp véi polysacarit vo tir cac typ
huyét thanh khac nhau ctia Streptococcus pneumoniae, trong d6 cac typ huyét thanh cua
Streptococcus pneumoniae 1a 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, §, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B,
18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F, trong d6 chét mang protein 1a CRM;q; hodc giai doc tb

ubn vén, trong d6 1) trong d6 ba trong sd cac polysacarit vo dugc lién hop véi giai doc t6
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udn van va céac polysacarit vé con lai dugc lién hop v6i CRM, 97, va trong do hai trong sb
ba polysacarit vo ma dugc lién hgp véi gidi doc td udn van, duoc chon tir nhém g(“)ﬂl co
céc typ huyét thanh 1, 3 va 5, va polysacarit vé con lai 1a typ huyét thanh 15B hoic 22F;
hoic 2) trong d6 bbn trong s cac polysacarit vé duogc lién hop véi giai doc t6 ubn van va
cac polysacarit vo con lai dugce lién hop v6i CRM,97, va trong d6 hai trong sd bdn
polysacarit vé dugc lién hop v6i giai doc t8 udn van duogc chon tir nhém gbém cé cac typ
huyét thanh 1, 3 va 5, va hai polysacarit v6 con lai 1a cac typ huyét thanh 15B va 22F.
Theo m6t sb phuong an, cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1, 5, 15B va 22F duogc
lién hop véi giadi doc t6 ubn van, va cac polysacarit vé con lai duge lién hgp v6i CRMgy.
Theo phuong an khéc, cdc polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1, 3, 15B va 22F dugc
lién hop véi giai doc td udn van, va céc polysacarit vé tir cac typ huyét thanh con lai
duoc lién hgp v6i CRM9;. Theo phuong an khac nita, cac polysacarit vo tir cac typ huyét
thanh 3, 5, 15B va 22F duoc lién hop véi giadi doc t6 ubn van, va céac polysacarit vé con
lai duoc lién hop vdi CRM,97.

Khéi lwong phan ti: Trir khi duge quy dinh khéc, nhu dugc sir dung trong sang
ché, thuat ngir "khéi lwong phéan ti" cla sacarit vo hodc thé lién hop protein mang-sacarit
vé dung dé chi khéi lugng phan tir trung binh dugc tinh bang sdc ky loai trir kich thude
(size exclusion chromatography- SEC) két hop v6i tan xa 4nh séng laze da goc (multi-
angle laser light scattering - MALLS).

Téa dugc dugce dung: Céc ta dugc dugce dung hitu dung trong sang ché nay 1a thong
thudng. Remington's Pharmaceutical Sciences, cia E. W. Martin, Mack Publishing Co.,
Easton, PA, T4i ban 14n thtt 15 (1975), md ta cac ché phdm va céc cong thirc phit hop dé
phan phéi mét hodc nhiéu ché phém diéu tri, bao gém vac-xin, va cac dugc chét khac.
Céc ta dugc dugc dung thich hop bao gf“)m, vi du nhu tinh bot, glucoza, lactoza, sucroza,
gelatin, mach nha, gao, bot my, phén, silicagel, natri stearat, glyxerol monostearat, bdt
talc, natri clorua, sita tach béo kho, glyxerol, propylen, glycol, nudc, etanol va cac chét
twong tw. N6i chung, ban chét cla ta duge s& phu thudc vao phwong thitc ding cu thé
duoc sir dung. Vi du, cac ché phdm ngoai dudng tiéu héa thudong chira dich 1dng tiém
duogc bao gém dich 1éng dugc dung va chép nhan duoc v& mat sinh ly nhu nuéce, nude
mubi sinh 1y, dung dich mubi can bang, dung dich dém, dextroza trong nudc, glyxerol
hodc dang tuong tuy lam chit dan. Ddi véi ché phém rén (vi du, céc dang bdt, vién tron,

vién nén hodac vién nang), td dugc ran khong doc thdng thuong c6 thé bao gom, vi du, cac
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loai ding cho dugc phidm gdm manitol, lactoza, tinh bot hodc magie stearat. Ngoai céc
chit mang trung tinh sinh hoc, dugc phdm dugc sit dung c6 thé chira lugng nhé cia céac
chét phu trg khong doc, chéng han nhu chét 1am 4m hodc nhil hoa, chét hoat dong bé mit,
chit bao quan va chéat dém pH va dang tuong tu, vi du nhu natri axetat hodc sorbitan
monolaurat.

Luong hitu hiéu dé phong ngira: Nhu dugc dinh nghia trong sang ché, thuat ngir
"lugng hitu hiéu dé phong ngira" hoic "liéu hiru hiéu dé phong ngira" ding dé chi luong
hodc lidu lugng cén dé gay ra dép tng mién dich du dé tri hodn su khéi phat va/hodc lam
giam tdn sudt va/hodc muc d6 nghiém trong clia mot hodc nhiéu triéu ching do nhiém
Streptococcus pneumoniae.

Phong ngtra: Thuat nglt "phong nglra", nhu dung trong sang ché, dung dé chi viéc
tranh biéu hién bénh, tri hodn khdi phat, va/hodc giam tAn sudt va/hodc mic d6 nghiém
trong cia mot hodc nhiéu triéu chirng cta bénh, r6i loan hodc tinh trang bénh cu thé (vi
du, sy nhiém Streptococcus pneumoniae). Theo mot sb phuong 4n, viéc phong nglra dugc
danh gi4 trén co s& quan thé sao cho chit dugc coi 1a mang lai sy phong ngira chéng lai
bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh cu thé néu c6 sy giam dang ké vé& mit théng ké vé su
phat trién, tn suét, va/hodc cuong dd cua mot hodc nhiéu triéu chirng ctia bénh, rdi loan
hodc tinh trang bénh dugc quan sat théy trong quén thé d& méc bénh, r6i loan hodc tinh
trang bénh nay.

Déi twong: Nhu duoc sit dung trong sang ché, thuat ngir "ddi twong" c6 nghia la
dong vat c6 vi bt ky, bao gdm chudt, tho va ngudi. Theo cac phuong én nhét dinh, dbi
tugng la nguoi 1én, thanh thiéu nién hodc tré so sinh. Theo mdt s6 phuong 4n, cac thuat
ngilt "ca thé" hodc "bénh nhan" dugc sir dung va dugce du dinh 1a ¢6 thé hoan ddi vai "dbi
tugng".

Phin mé ta sau day vé (cac) phuong an duge boc 16 va cac Vi du chi don thuan 1a
vi du va khong dugc dy dinh 1a lam gidi han séng ché, ung dung hodc st dung sang ché.

Sang ché d& xudt ché pham lién hop phé cau khudn da gia, chit mang hdn hop
duoc cai thién va méi va vic-xin chtra chung. Mic du chit mang protein, CRMy;, da
dugc st dung trude ddy trong véc-xin lién hop phé cdu khuén, chit mang don 18, sing
ché mo ta viée st dung CRM,o; trong vic-xin lién hop phé ciu khuin, chit mang hdn

hop. Cu thé 13, sdng ché md ta viéc str dung két hgp CRM, g7 va gidi doc t6 udn van lam
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cac protein mang cho céc typ huyét thanh phé cau khudn cu thé trong céc ché phdm va
véc-xin lién hop phé cau khuan da gia.

Nhu théo ludn & trén, kha ning giy mién dich cta céac thé lién hop polysacarit vo
khéc nhau c6 thé thay ddi tuy thude vao typ huyét thanh ctia phé cau khudn va protein
mang dugc st dung. Sang ché mod ta sy lién hgp thanh cdng cua typ huyét thanh 3 véi
giai doc t& udn van nhu 1a mot phén cia véc-xin chit mang hén hop, bét chip cac huéng
dan tru6e day rang typ huyét thanh 3 ¢6 kha nang mién dich cao hon khi lién hop véi giai
doc td bach hu thay vi giai doc t6 ubn véan [6]. Sang ché cling mo ta su lién hop thanh
cong clia céc typ huyét thanh 1, 5, 15B, va 22F v6i giai doc t6 udn van nhu la mot phén
clia vic-xin chit mang hdn hop. Sang ché ciing boc 19 phét hién b4t ngd rang dap ung
khéng thé vé6i typ huyét thanh 3 lién hop véi giai doc t6 ubn van trong ché phdm lién hop
phé ciu khuan da gid, vi du nhu 21 thanh phén, chit mang hdn hop cao hon khoang 4,5
14n so v&i khi typ huyét thanh 3 dugc lién hgp véi CRM; trong ché phim lién hop phé
cAu khuén 13 thanh phin, chit mang don 1¢ (PREVNAR 13).

Hon nita, phat hién bat ngd khong chi giéi han & typ huyét thanh 3 ma con duoc
quan sat d6i véi cac typ huyét thanh khéc lién hop véi giai doc t6 udn van trong ché
phim lién hop phé cau khuén da gia, chit mang hdn hop. Chéng han, nhu dugc thé hién
trong cac Vi dy, su lién hop cua céc typ huyét thanh 1 va 5 hodc 3 va 5 véi giai doc tb
ubn van trong ché phdm lién hop phé cau khuén, chit mang hdn hop véi céc typ huyét
thanh con lai dugc lién hop v6i CRM,g; (vi du, PCV21(1/5/15B/22F)-TT, va
PCV21(3/5/15B/22F)-TT) luon gy ra cac dap ung khang thé dugc ting cudong dang ké
ddi v&i cac typ huyét thanh lién hop véi gidi doc t6 udn van so véi cac dap tng khang thé
(dap g IgG hodc hi¢u gia MOPA) chéng lai cling cac typ huyét thanh duoc lién hop véi
CRM,q; trong ché phim lién hop phé cau khuan, chit mang don 1¢ (PREVNAR 13).

Giai doc td udn vén 16n hon déng ké so véi CRM,e7. Do d6, viéc lién hgp ba hodc
bén trong sb cac typ huyét thanh 1, 3, 5, 15B, va 22F véi giai doc t6 udn vén nhu la mot
phén ctia véc-xin chit mang hdn hop din dén 1am giam ty 1& polysacarit so véi chit mang
(“PS/C”) dbi v6i cac typ huyét thanh dugc lién hop véi giai doc t6 udn véan so véi ty 18
PS/C cia céc typ huyét thanh nhu vay duoc lién hop véi mot chit mang duy nhit ma nhé
hon so véi gidi doc t6 ubn van, nhu CRM,g;. Theo cach nay, phuong phép st dung chét
mang hdn hgp duge mo ta trong sang ché ¢6 thé duoc st dung dé 1am giam ty 1& PS/C

d6i voi mot hodc nhiéu typ huyét thanh 1, 3, 5, 15B, hodc 22F.
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Ché phém lién hop phé cau khuén 21 thanh phén, chit mang hdn hop dugc mo ta
trong sang ché ciing bao gdm céc typ huyét thanh phé cau khuén hién khong dugc bao
g61n trong ba loai vic-xin lién hop phé cdu khuin hién c6 trén thi trudng toan cau:
PREVNAR (dugc goi 1a Prevenar & mdt sb qudc gia), SYNFLORIX va PREVNAR 13.
Bénh gay ra boi cac typ huyét thanh phé cau khuan hién chua dugc bao phu dang gia ting,
mdt phin 1 do su phat trién cta tinh khéng khang khuén, s6 lugng bénh nhén bi thoa
hiép mién dich tang va thiéu 4p lwc mién dich. Vi dy, hién khong c6 véc-xin lién hop phé
cau khudn nao chtra typ huyét thanh 9N. Ngoai ra, hién khong c6 loai véc-xin lién hop
phé cu khuén chira céc typ huyét thanh 8, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F va 33F. Sang ché
boc 10 viéc bd sung thanh cong ciia cac typ huyét thanh 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F
va 33F vao vic-xin lién hop phé cau khuén, chit mang hdn hop (giai doc t6 ubn van va
CRM,yy), cling nhu cédc dép tng khang thé gy ra boi typ huyét thanh 9N ma cao hon
khoang 40 dén 50 14n so v6i PREVNARI3.

Polysacarit typ huyét thanh 9N phé cau khuén

Polysacarit typ huyét thanh 9N c6 thé thu dugc truc tiép tir vi khuan bang cach st
dung quy trinh phan lap da biét dbi voi ngudi c6 trinh do trung binh trong linh vuc k¥
thuat nay (bao gbm, nhung khong giéi han &, cac phuong phap duge boc 19 trong cong
b6 don sang ché My sé 2006/0228380). Ngoai ra, sacarit ¢6 thé duoc san xuit bang cich
sir dung cac quy trinh tong hop.

Typ huyét thanh 9N ctia chiing Streptococcus pneumoniae c¢6 thé thu duge tir cac
bo swu tdp mdi truong nudi cdy di duge thiét 1ap (vi du, Phong thi nghiém Tham chiéu
Streptococcus cua Trung tim kiém soat va phong nglra dich bénh (Atlanta, Georgia))
hodc mau bénh phém.

Té bao vi khuin thudng duge cho sinh truéng trong mdi trudng, ching han nhu
moi truong dua trén ddu twong. Sau khi 1én men té bao vi khuén san xuét polysacarit vo
typ huyét thanh 9N Streptococcus pneumoniae, té bao vi khudn dugc dung giai dé tao ra
dich dung gidi té bao. Sau d6, polysacarit typ huyét thanh 9N ¢6 thé duoc phan lap tir
dich dung gii t& bao bang cac k¥ thuat tinh ché da biét trong linh vuc, bao gdm ly tam,
loc sau, két taa, siéu loc, xur ly bﬁng than hoat tinh, loc tudn hoan c6 pha lodng va/hodc
sic ky cot (bao gdm, nhung khong gi6i han &, cac phuong phap duge cong bé trong cong
bd don sang ché My sb 2006/0228380). Polysacarit vé typ huyét thanh 9N da dugc tinh

ché ¢6 thé dugc st dung dé diéu ché thé lién hop mién dich. Polysacarit v6 typ huyét
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thanh 9N thu duoc bing cach tinh ché polysacarit typ huyét thanh 9N tir dich dung giai
Streptococcus pneumoniae va tuy y bang cach dinh c& polysacarit da dugce tinh ché co thé
duge dac trung bdi céc thong s6 khac nhau, vi du nhu khéi lugng phan td (MW) cua
polysacarit vo typ huyét thanh 9N.

Theo c4c phuong an nhét dinh, polysacarit dd dugc tinh ché duoc tinh ché tir typ
huyét thanh 9N Streptococcus pneumoniae truge khi lién hop co6 khéi luong phan tir 14 5-
5.000 kDa. Theo c4c phuong 4n nhit dinh, polysacarit vo typ huyét thanh 9N truéc khi
litn hop c6 khdi lwong phan tir 1a 50-1.000 kDa. Theo céc phuong 4n nhit dinh,
polysacarit vo typ huyét thanh 9N truéc khi lién hop c6 khdi lugng phan tir 1a 70-900
kDa. Theo cac phuong an nhét dinh, polysacarit vé typ huyét thanh 9N truéc khi lién hop
¢6 khéi lugng phan tir 1a 100-800 kDa. Theo cac phuong én nhét dinh, polysacarit vo typ
huyét thanh 9N da duoc tinh ché c6 thé dugc hoat héa trude khi lién hgp dé co khéi
lugng phan tit 50-800 kDa, 80-780 kDa, 100-770 kDa, 120-760 kDa, 140-750 kDa, 150-
740 kDa, 160-730 kDa, 170-735 kDa, 180-720 kDa, 190-710 kDa, 200-700 kDa, 220-
690 kDa, 240-680 kDa, 260-670 kDa, 270-660 kDa hodc cac khoang khéi lugng phén tu
twong tw. Bt ky sd nguyén nao trong bét ky khoang néu trén déu duoc du tinh 1a phuong
4n cua sang ché.

Polysacarit typ huyét thanh 9N da dugc hoat hoa c¢6 thé duge dic trung boi mirc
6 oxy hoa va khéi lugng phan tir. Theo cdc phuong an nhét dinh, polysacarit typ huyét
thanh 9N da duogc hoat hda cé thé ¢6 muc dd oxy hoa la 0,5-25, 0,6-23, 0,8-21, 1-20,8,
1,1-20,5, 1,2-20,3, 1,3-20, 1,4-19,5, 1,5-19,3, 1,6-19,2, 1,7-19,1, 2-19, 3-18, 4-15 hodc 5-
10.

Polysacarit ¢6 thé bi giam kich thuéc mot chit trong quy trinh tinh ché binh
thuong. Ngoai ra, nhu duge mo ta trong sang ché, polysacarit c6 thé dugc dinh ¢& trude
khi lién hop. Khoang khdi lwgng phan tir duoc d& cap ¢ trén ding dé chi khoang cua
polysacarit dd dugc tinh ché sau budc dinh ¢& cubi cing (vi du, sau khi tinh ché, thuy
phén va hoat héa) trudce khi lién hop.

Ché phim lién hop phé cau khudn da gi4, chit mang hdn hop va phuong phép tao
ra ching

Sang ché d& xudt ché phdm lién hop phé cAu khudn, da gia, chdt mang hén hop,
chira hodc gdm c6 21 thé lién hop polysacarit vo phé cau khuan-protein khac nhau, trong

d6 mdi thé lién hop polysacarit vé phé cu khuin-protein bao gdm chit mang protein lién
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hop véi polysacarit vo tur typ huyét thanh khac ctia Streptococcus pneumoniae, trong d6
cac typ huyét thanh cua Streptococcus pneumoniae 1a 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V,
10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F va 33F, trong d6 chit mang protein 12
CRM, 97 hodc giai doc t6 udn van, trong d6 3-4 polysacarit vo duoc lién hop véi gidi doc
t& ubn van va céc polysacarit vé con lai duge lién hop véi CRM, g7, va trong do 3-4
polysacarit v ma dugc lién hop véi giai doc t6 udn van dwgc chon tir nhém gdm c6 cac
typ huyét thanh 1, 3, 5, 15B, va 22F. Theo cac phuong én nhét dinh, ba trong sb cac
polysacarit vo dugc lién hop voi giai doc t6 udn van va céac polysacarit vé con lai dugc
lién hgp vdi CRM;97. Theo cac phuong an nhéit dinh, bbn trong sb cac polysacarit vé
duogc lién hop véi giai doc t& ubn van va cac polysacarit vé con lai duge lién hop voi
CRM,g5.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuat ché pham lién hop phé ciu khuén, da gia,
chit mang hdn hop, chira hodc gbm ¢6 21 thé lién hop polysacarit vo phé cdu khuin-
protein khac nhau, trong do mdi thé lién hop polysacarit vo phé cau khuén-protein bao
gbm chdt mang protein lién hop v6i polysacarit vo tir typ huyét thanh khéc cua
Streptococcus pneumoniae, trong d6 cac typ huyét thanh ctia Streptococcus pneumoniae
1a1,3,4,5,6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F va
33F, trong d6 chit mang protein a4 CRM,y; hodc giai doc t6 ubn van, trong d6 bén trong
s6 cac polysacarit vé duoc lién hop véi giai doc t6 udn van va cac polysacarit vo con lai
duoc lién hop voi CRM,g7, va trong d6 hai trong s6 bbn polysacarit vo ma duge lién hop
véi giai doc t6 ubn van dugc chon tir nhém gém co cac typ huyét thanh 1, 3, va 5, va hai
polysacarit vo con lai 1a cac typ huyét thanh 15B va 22F.

Theo mot phuong an, cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1, 5, 15B va 22F
duoc lién hop véi giai doc td udn van, va cac polysacarit vé tir cac typ huyét thanh con
lai dugc lién hop véi CRMy¢;. Theo phuong 4n khéc, polysacarit vo tir cac typ huyét
thanh 1, 3, 15B va 22F duoc lién hop vai gidi doc td ubn van, va cac polysacarit v con
lai duoc lién hop v6i CRM,¢;. Theo phuong an khac nita, cac polysacarit vo tir cac typ
huyét thanh 3, 5, 15B va 22F dugc lién hop véi giai doc td udn vén, va cac polysacarit vo
con lai dugc lién hop véi CRM 7.

Trong vic-xin lién hgp polysacarit-protein, protein mang dugc lién hgp vdi khang
nguyén polysacarit cht yéu dé gitip tang cudong dap tmg mién dich (vi du phan Gng khang

thé) v6i khang nguyén polysacarit. Protein mang tbt hon 1a protein khong doc. Cac
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protein mang can phai c6 kha ning thay d6i dé lién hop véi polysacarit phé cau khudn
bang cach sir dung cac quy trinh lién hop tiéu chuén, nhu dugc thao luan chi tiét hon dudi
day. Céac protein mang dugc st dung trong ché phdm lién hop phé cau khuan 21 thanh
phén, chit mang hén hop 12 giai doc t6 udn van (TT) va CRM,g7, mbi loai dugc sir dung
trong thiét ké véc-xin lién hop phé ciu khuén nhung khong bao gid trong cung mdt véc-
xin chit mang hdn hop.

CRM, 7 12 bién thé khong doc (nghia 1a giai doc t8) ciia doc td bach hiu ma git lai
céc dic tinh mién dich cta doc td bach hiu kiéu dai. CRM,¢; khéc v6i ddc t6 bach hiu
kiéu dai & mot bazo trong gen cAu triic, ma lam nay sinh su thé axit amin don 1é& tr axit
glutamic thanh glyxin. CRM,; thudng dugc phan 1dp tir mdi trudng nudi cdy chung C7
Corynebacterium diphtheria (B197) sinh trudng trén axit casamino va moi truong dua
trén chiét xudt nAm men. CRM,y; c6 thé dugc tinh ché thong qua siéu loc, két tha amoni
sulfat va séc ky trao dbi ion. Ngoai ra, CRM;¢7 c6 thé dugc didu ché tai tb hop theo Béng
séng ché My s 5,614,382, ma dugc dua toan bd ndi dung vao day béng cach vién dan.
CRM,y; d& duoc st dung trong thiét ké véc-xin lién hop phé cau khuén nhung khong bao
gidr 1a mot phan cua véc-xin chit mang hdn hop.

Giai doc t6 ubn van duge didu ché va st dung trén toan thé gi6i dé tiém ching trén
dién rong chdng lai bénh udn van (hoic khoéa ham) do Clostridium tetani gy ra. Giai doc
t5 ubn van cling dugc st dung ca don 1€ va két hop voi véc-xin bach hau va/hoac ho ga.
Protein géc, doc t6 ubn van, thuong thu duge trong dich nuoi céy cua Clostridium tetani.
Poc tb ubn van 1a protein khoang 150 kDa va gdm c6 hai tiéu don vi (khoang 100 kDa va
khoang 50 kDa) dugc lién két bang lién két disulfua. Doc t6 nay thudong duoc gidi doc
bang formaldehyt va c6 thé duoc tinh ché tir dich loc nudi cdy bang cac phuong phép da
biét, nhu két tia amoni sulfat (xem, vi du, [7], [8]) hodc k¥ thuét séc ky, nhu duge boc 10,
vi du, trong cong b6 don qubc & s6 WO 1996/025425. Doc t6 ubn van ciing c6 thé bi bat
hoat boi cac phuong tién di truyén tai t6 hop.

Giai doc t& ubn van ciing da duoc st dung lam protein mang trong cic véc-xin
khéc, bao gdm véc-xin lién hgp phé ciu khuan. Nhung viée st dung doc t6 uén van trong
véc-xin lién hop phé cAu khuén, chit mang hdn hop két hop véi CRM, 97 1a méi. Linh vyc
nay ciing huéng din ngoai cch lién hop typ huyét thanh 3 véi gidi doc t6 ubn van trong

véc-xin lién hop phé ciu khudn, chit mang hdn hop vi typ huyét thanh 3 dugc ching
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minh 14 ¢6 kha ning mién dich cao hon khi lién hop véi giai doc td bach hau so véi giai
doc ubn van [6].

Céc polysacarit vé phé cdu khun duoc st dung trong cic ché pham va vic-xin
duoc mo ta trong sang ché, bao gdm céc polysacarit vo tlr cac typ huyét thanh 1, 3, 4, 5,
6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F va 33F, ¢o thé
duoc didu ché tr Streptococcus pneumoniae bang k§ thuat c6 sin bit ky, bao gbm cac ky
thuat tiéu chuén da biét dbi véi ngudi ¢6 trinh d9 trung binh trong linh vuc, bao gém, vi
du nhu, cic k§ thudt dugc boc 10 trong cbng b don sang ché québc t¢ s6 WO
2006/110381, WO 2008/118752, WO 2006/110352, va cac cong bd don sang ché My s6
2006/0228380, 2006/0228381, 2007/0184071, 2007/0184072, 2007/0231340,
2008/0102498 va 2008/0286838, tit ca cac tai liéu nay dugc dua toan b vao day bang
cach vién dn. Vi du, mdi typ huyét thanh polysacarit vo phé ciu khuan c¢6 thé dugc cho
sinh trudng trong moi trudng nudi cdy (vi du, mdi trudng dua trén dau tuong). Cac té bao
duoc dung giai, va cac polysacarit riéng 1€ cé thé duoc tinh ché tir dich dung giai thong
qua ly tam, két tha, siéu loc, va/hodc sic ky cot. Ngoai ra, polysacarit vo phé cau khuén
¢6 thé duoc san xuét bang cach st dung céc quy trinh tdng hop.

Céc polysacarit v clia Streptococcus pneumoniae chira cic don vi oligosacarit lap,
ma ¢6 thé chira t6i 8 gbc duong. Khing nguyén sacarit vo co thé 1a polysacarit c6 chiéu
dai déy da, hodc nod ¢co thé duoc lam giam kich thudce (vi du, don vi oligosacarit don Ié,
hodc chudi sacarit ¢6 chidu dai nguyén thé ngan hon chira cac don vi oligosacarit lap).
Kich thudc cia polysacarit vo ¢ thé duoc lam giam bang céc phuong phdp khac nhau
trong linh vuc, nhu xtr ly thuy phén bang axit, xir Iy bang hydro peroxit, dinh ¢& bang
méay ddng nhit héa ap suét cao, ty y sau d6 la xt Iy bang hydro peroxit aé tad ra Ccac
manh oligosacarit, hodc vi 1dng hda.

Thé lién hop phé cau khuan ctia mdi typ huyét thanh c6 thé dugc didu ché bing
cach lién hop polysacarit vé ctia mdi typ huyét thanh véi protein mang. Céc thé lién hop
phé ciu khuan khéc nhau c6 thé duoc didu ché thanh ché phdm, bao gdm ché phim don
lidu.

Dé diéu ché thé lién hop polysacarit-protein, cac polysacarit vo duoc diéu ché tir
mdi typ huyét thanh ciia phé cau khudn c6 thé dugc hoat héa vé& mit hoa hoc sao cho cac
polysacarit vo c6 thé phan Gng véi protein mang. Sau khi duqé hoat héa, mdi polysacarit

v6 ¢6 thé dugc lién hop riéng ré véi protein mang dé tao thanh thé lién hop glyco. Su
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hoat hda hoa hoc cua céac polysacarit va sy lién hop tiép theo véi protein mang c6 thé dat
dugc bang cac phuong phap thong thuong. Vi du, cac nhom hydroxyl 1an cén & dau cia
polysacarit vé c6 thé dugc oxy hda thanh cac nhém aldehyt bang cac tac nhan oxy héa
nhu periodat (bao gém natri periodat, kali periodat hodc axit periodic), nhu duge boc 19,
vi du, trong céc bing sang ché My s 4,365,170, 4,673,574 va 4,902,506, ma dugc dua
toan bd vao ddy bang cach vién dan. Periodat oxy héa ngiu nhién nhém hydroxyl lan cén
ctia carbohydrat dé tao thanh nhém aldehyt phan tmg va géy ra sy phan cit lién két C-C.
Thuét ngit "periodat" bao gdm ca periodat va axit periodic. Thuat ngit nay ciing bao gdbm
c4 metaperiodat (I0,.) va orthoperiodat (IOss.). Thuét ngit "periodat" cling bao gdm cac
loai mubi periodat khac nhau bao gdm ca natri periodat va kali periodat. Theo cac
phuong 4n nhét dinh, polysacarit c6 thé duoc oxy hoa khi c6 mit natri metaperiodat.

Theo c4c phuong 4n nhit dinh, periodat c6 thé dugc sir dung vdi lugng bing
khoang 0,03-0,17 pg trén 1 pg polysacarit. Theo cac phuong an nhét dinh, periodat c6 thé
duoc st dung v6i luong bang khoang 0,025-0,18 ug hodc khoang 0,02-0,19 pg trén 1 pg
polysacarit. Sacarit cd thé dwoc hoat hoa nhu mong mudn trong khodng gid tri trén.
Ngoai khoang nay, hiéu qua co thé khong dat yéu cau.

Polysacarit cling cé thé duoc hoat héa bing 1-xyano-4-dimetylamino pyridini
tetrafloborat (CDAP) dé tao thanh este xyanat. Polysacarit d3 dugc hoat hoa sau d6 dugc
lién két truc tiép hodc théng qua chit dém hodc nhém lién két véi nhém amino trén
protein mang.

Vi du, chit dém c6 thé 1 xystamin hodc xysteamin dé tao ra polysacarit da thioat
hoa ma c6 thé duoc lién két voi chit mang thong qua lién két thioete thu dugc sau khi
phén ting vé&i protein mang da dugc hoat hoa maleimit (vi du nhu bang cach st dung este
N-[y-maleimidobutyrloxy]sucxinimit (GMBS)) hodc protein mang da dugc haloaxetyl
héa (vi du béng cach st dung iodoaxetimit, N-sucxinimidyl bromoaxetat (SBA; SIB), N-
sucxinimidyl(4-iodoaxetyl)aminobenzoat (SIAB), sulfosucxinimidyl(4-
iodoaxetyl)aminobenzoat  (sulfo-SIAB), N-sucxinimidyl iodoaxetat (SIA) hodc
sucxinimidyl 3-[bromoaxetamido]proprionat (SBAP)). T6t hon 13, este xyanat (ty y
dmmwomb&hmhmCDADdmmﬁ%k&v&hwmu%mmhwc@w&wﬁwawﬁ
adipic (AOH) va sacarit dugc tao dAn xuét amino dugc lién hop véi protein mang bang
cach sir dung hoa hoc carbodiimit (vi du EDAC hodc EDC) thong qua nhém carboxy trén
chét mang protein. C4c thé lién hgp nhu vay duge md ta vi du trong WO 93/15760, WO
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95/08348 va WO 96/129094, tit ca cac tai lidu nay dugc dua toan bd vao day béng cach
vién dan.

Su lién hop cua cac polysacarit vo dd hoat héa va céac protein mang co thé duoc
thuc hién, vi du, béng cach amin hoa khr, nhu dugc mo ta, vi du, trong cong bd don sang
ché My sé 2006/0228380, 2007/0231340, 2007/0184071 va 2007/0184072, cong bd don
séng ché quéc t& s& WO 2006/110381, WO 2008/079653, va WO 2008/143709, tét ca
cac tai liéu nay dugc dua toan bd vao day béng cach vién dan. Vi du, cac polysacarit vo
da hoat hoa va protein mang cé thé duge cho phan ung véi chét khtr dé tao thanh thé lién
hop. Céc chét khir phil hop bao gbm borohydrua, ching han nhu natri xyanoborohydrua,
boran-pyridin, natri triaxetoxyborohydrua, natri borohydrua, hodc nhya trao dbi
borohydrua. Khi két thic phan tng kht, c6 thé c6 cac nhém aldehyt khong phan ang con
lai trong c4c thé lién hgp. Cdc nhém aldehyt khong phan g c6 thé duoc gin mil bang
cach st dung chét gén mil phu hop, chang han nhu natri borohydrua (NaBHy). Theo mdt
phuong 4n, phan tng khtr duge thuc hién trong dung mdi nuéc. Theo phuong an khac
phan tng dugc thyc hién trong dung moi khong proton. Theo mét phuong an, phan Gng
kht dugc thuc hién trong DMSO (dimetylsulfoxit) hodc trong dung moéi DMF
(dimetylformamit). Cac chét khtt c6 thé duoc khac bao gdm, nhung khong giéi han &, cac
amin-boran nhu pyridin-boran, 2-picolin-boran, 2,6-diboran-metanol, dimetylamin-boran,
t-BuMeiPrN-BH3, benzylamin-BH3 hodc 5-etyl-2-metylpyridin-boran (PEMB).

Céc polysacarit vo da hoat hoa co thé duoc lién hop truc tiép v6i protein mang
hoic gian tiép thong qua viéc st dung chét dém hodc nhom lién két, ching han nhu nhém
lién két hai chitc. Nhém lién két tiy chon 12 hai chuc khac loai hodc hai chtrc cung loai,
vi du c6 nhém amin phan g va nhom axit cacboxylic phan tng, 2 nhém amino phéan
rng hodc hai nhém axit carboxylic phan Ung.

Céac k¥ thuat phu hop khac dé lién hop st dung carbodiimit, hydrazit, este hoat
tinh, norboran, axit p-nitrobenzoic, N-hydroxysucxinimit, S-NHS, EDC, TSTU, nhu
duoc md ta, vi du, trong cong bd don sang ché qubc té s6 WO 98/42721, ma dugc dua
vao day béng cach vién dan dn toan bd nodi dung cia nd. Su lién hop cd thé cdn nhom
lien két carbonyl ma c6 thé duge tao thanh bang phan tmg ctia nhém hydroxyl tu do cua
sacarit v6i 1,1'-carbonyldiimidazol (CDI) (xem tai liéu cua Bethell va cong su (1979) J.
Biol. Chem. 254:2572-2574; Hearn va cong su (1981) J. Chromatogr. 218:509-518) tiép

theo la phan Ung v6i protein @8 tao thanh lién két carbamat. Piéu nay c6 thé lién quan
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dén viéc khu dau tdn cung anome thanh nhém hydroxyl bdc mét, bao vé/khu bao v¢ tuy
chon ctia nhém hydroxyl bac mdt, phan ing ciia nhém hydroxyl bac mot véi CDI dé tao
thanh hop chét trung gian CDI carbamat va lién két hop chit trung gian CDI carbamat
véi nhom amin trén protein.

Ty 1€ polysacarit véi protein mang dbi v6i véc-xin lién hop phé ciu khuin thudong
nam trong khoang 0,3-3,0 (khéi lugng/khdi lwong) nhung c6 thé thay dbi theo typ huyét
thanh. Ty 18 nay c6 thé dugc xac dinh bang cach do doc 1ap luong protein va polysacarit
c6 mit, hodc bang cac phuwong phap dua ra sé do tryc tiép cua ty 1& da biét trong linh vuc
ky thudt nay. Cac phuong phap bao gbm quang phd 'H NMR hodc SEC-HPLC-UV/RI
véi su giam séat kép (vi du chi s khuc xa va tia cuc tim, lan lugt d6i véi téng ham lugng
nguyén liéu va protein) co thé tao bién dang ty 1 sacarit/protein trén muic phéan b kich
thudc cia céc thé lién hop, ciing nhu 1a bing SEC-HPLC-MALLS hodc MALDI-TOF-
MS.

Do dd, céac thé lién hop polysacarit-protein thu dugc ¢6 thé duoc tinh ché va lam
gidu bang nhiéu phuong phap khac nhau. Nhitng phuong phap nay bao gdm cb/loc tuan
hoan c6 pha loang, sic ky cot, va loc sau. Céc thé lién hop polysacarit-protein da dugc
tinh ché duoc két hop d& bao ché lién hop phé cdu khuén 21 thanh phan, chit mang hdn
hop, ma c6 thé dugc st dung lam véc-xin.

Viéc bao ché véc-xin ¢ thé duge thuc hién bang cach st dung phuong phap da
duoc cdng nhéan trong linh vuc k¥ thuét nay. Ché phdm vic-xin dugc bao ché dé tuong
thich v6i duong dung du kién cta né. Cac thé lién hop polysacarit vo phé ciu khuén-
protein riéng 1& c6 thé dugc bao ché cung véi chit dan chép nhin duoc vé& mat sinh ly dé
didu ché ché pham. Vi du vé& c4c chit din nhu vy bao gdm, nhung khong giéi han &,
nuée, nudc mudi di duge dém, rugu da chic (vi dy, glyxerol, propylen glycol,
polyetylen glycol 16ng) va dung dich dextroza.

Theo mdt sé phuong 4n, ché pham lién hop phé cau khudn 21 thanh phén, chit
mang hdn hgp chia thém chét bd tro. Nhu duge st dung trong tai liéu nay, "chét bd tro™"
diing d& chi chét hodc chat dAn ma tang cuong khdng dic hiéu dép Gng mién dich doi voi
khang nguyén. Chat bb tro ¢6 thé bao gdm huyén phu chira cac chét khoang (phén, mubi
nhoém, ching han nhu nhém hydroxit, nhdém photphat, nhom sulfat, nhom hydroxy
photphat sulfat, v.v.) ma khang nguyén duoc hép phu trén d6; hodc nhil twong nudce trong

déu trong d6 dung dich khang nguyén dugc nhii hoa trong dau khoang (vi du, chét bb trg
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khong day du cia Freund), d6i khi bao gbm c4 vi khudn mycobacteria da chét (chit bd
trg ddy du cta Freund) dé tang cuong thém tinh khéng nguyén. Céc oligonucleotit kich
thich mién dich (chin han nhu cac oligonucleotit bao gbm md tip CpG) ciing c6 thé dugc
st dung lam chit b tro (vi dy, xem Béng sang ché My sb 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). Chét bd trg ciing
bao gdm cac phan tir sinh hoc, chang han nhu lipit va cac phan t ddng kich thich. Cac
chét bd trg sinh hoc duge 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 s6 phuong 4n, chit bd tro 1a chit bd trg trén co sé nhom. Thong thuong,
lidu véc-xin 0,5 ml don dugc bao ché dé chira tir khoang 0,1 mg dén 2,5 mg chit b6 trg
trén co s& nhom. Theo cac phuong an khac, lidu véc-xin 0,5 ml don dugc bao ché dé
chtra tr 0,1 mg dén 2 mg, tor 0,1 mg dén 1 mg, tor 0,1 mg dén 0,5 mg, tr 0,1 mg dén 0,2
mg, tr 0,125 mg dén 2,5 mg, tir 0,125 mg dén 0,5 mg, tir 0,125 mg dén 0,2 mg hoic tir
0,125 dén 0,25 mg chét bd tro trén co s& nhom. Theo cac phuong an nhét dinh, lidu vic-
xin 0,5 ml don dugc bao ché chira tir khoang 0,125 mg dén khoang 0,250 mg chét bd trg
trén co s nhém. Theo cdc phuong an nhét dinh, liu vic-xin 0,5 ml don dugc bao ché
chira khoang 0,125 mg chét bd trg trén co s& nhdm. Theo céc phuong 4n nhéit dinh, lidu
véc-xin 0,5 ml don dugc bao ché chira khoang 0,250 mg chit bd trg trén co s& nhom.

Theo cac phuong an cu thé, chit bd tro dugc chon tr nhém bao g@)m nhom
photphat, nhdm sulfat va nhom hydroxit.

Theo céc phuong 4n cu thé, chét bd tro 1a nhom photphat.

Theo mot s& phuong an, ché pham nay la dé st dung lam véc-xin chéng lai su
nhiém Streptococcus pneumoniae.

Xéc dinh dic diém coa thé lién hop chit mang polysacarit vo phé cau khuén-
protein

Theo cac phuong an nhét dinh, thé lién hop polysacarit—chét mang protein c¢é thé
¢6 khéi luong phan tir 1a 100-10.000 kDa. Theo cac phuong an nhét dinh, thé lién hop co
khéi luong phan tir 1a 200-9.000 kDa. Theo cic phuong én nhat dinh, thé lién hop c6
khéi luong phéan tir 1a 300-8.000 kDa. Theo céc phuong 4n nhat dinh, thé lién hop c6
khéi luong phén t 1a 400-7.000 kDa. Theo cic phwong 4n nhét dinh, thé lién hop c6
khéi luong phan tir 1a 500-6.000 kDa. Theo cic phuong én nhét dinh, thé lién hop c6
khéi lugng phan ti 1a 600-5.000 kDa. Theo cac phwong 4n nhit dinh, thé lién hop c6
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khéi luong phan t 1a 500-4.000 kDa khéi lugng phan tir. Bit ky s nguyén nao trong
khoéng bat ky trong s cac khoang néu trén déu dugc dy tinh 1a phuong 4n cia sang ché.

Khi khéi lwong phan tir ndm trong khoang gia tri néu trén, thé lién hop c6 thé dugc
tao thanh 8n dinh v6i ning sut cao. Ngoai ra, ty 1€ cia polysacarit tu do co thé duoc lam
giam. Ngoai ra, kha ning gdy mién dich vuot trdi 6 thé dat duoc trong khoang gia tri
khéi lugng phan tr néu trén.

Sau khi cac thé lién hop polysacarit-protein riéng 1& duge tinh ché, ching dugc két
hop dé tao ché phim giy mién dich theo sang ché.

Céc thé lién hop sacarit-protein clia cc typ huyét thanh theo sang ché c6 thé dugc
dac trung bai ty 1€ cua polysacarit véi chit mang protein (lugng polysacarit/lugng chét
mang protein, khdi lwong/khdi lugng).

Theo cac phuong 4n nhat dinh, ty 1& (khéi lwgng/khdi luong) ciia polysacarit voi
chit mang protein trong thé lién hop polysacarit-chét mang protein d6i véi mdi typ huyét
thanh 1a 0,5-2,5, 0,4-2,3, 0,3-2,1, 0,24-2, 0,2-1,8, 0,18-1,6, 0,16-1,4, 0,14-1,2, 0,12-1
hodc 0,1-1 (vi du, khoang 0,7, khoang 0,8, khoang 0,9, khoang 1,0, khoang 1,1, khoang
1,2, khoang 1,3, khoang 1,4, khoang 1,5, khoang 1,6, khoang 1,7, khoang 1,8, khoéng
1,9, khoang 2,0, khoang 2,1, khoang 2,2, khoang 2,3, khoang 2,4 hoéc khoang 2,5).

Khi ti 1€ cua polysacarit véi chét mang protein nim trong khoang gi4 tri néu trén,
thé lién hop c6 thé duoc tao thanh én dinh véi ning sudt cao. Ngoai ra, ty 1& cia
polysacarit tu do cé thé duoc lam giam. Ngoai ra, kha nang gdy mién dich vugt trdi c6
thé dat dugc va thé 1ién hop c6 thé duoc duy tri 6n dinh ma khong bi can trd boi cac typ
huyét thanh khéc trong khoang néu trén.

Céc thé lién hop va cac ché phim mién dich theo sang ché c6 thé chura polysacarit
tu do ma khong dugc lién hgp cdng hoa tri voi chit mang protein nhung van c6 mit trong
ché pham lién hop polysacarit-chit mang protein. Polysacarit ty do ¢6 thé duoc két hop
khong cong hoa tri v6i thé lién hop polysacarit-chat mang protein (tirc 13, lién két khong
cdng hoa tri véi, duoc hép phu vao, hodc dugc gilt trong hodc boi thé lién hop
polysacarit-chat mang protein).

Theo céc phuong 4n nhét dinh, thé lién hop polysacarit-cht mang protein chira it
hon khoang 60%, khoang 50%, 45%, 40%, 35%, 30%, 25%, 20% hodc 15% polysacarit
tw do cia mdi typ huyét thanh dua trén tdng lugng polysacarit ctia mdi typ huyét thanh.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, thé lién hop polysacarit-chdt mang protein cia mdi typ
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huyét thanh chia it hon khoang 60% polysacarit tu do cua mdi typ huyét thanh dya trén
téng luong polysacarit ciia mdi typ huyét thanh. Theo cac phuong 4n nhat dinh, thé lién
hop polysacarit-chit mang protein cia mdi typ huyét thanh chira it hon khoang 50%
polysacarit tu do ctia mdi typ huyét thanh dua trén tong luong polysacarit cia timg typ
huyét thanh. Theo cic phuong &n nhét dinh, thé lién hop polysacarit-chit mang protein
ctia mdi typ huyét thanh chua it hon khoang 40% polysacarit tw do ciia mdi typ huyét
thanh dya trén tdng lugng polysacarit ciia mdi typ huyét thanh. Theo cac phuong 4n nhét
dinh, thé lién hop polysacarit-chdt mang protein ctia mdi typ huyét thanh chtra it hon
khoang 30% polysacarit tu do ctia mdi typ huyét thanh dua trén tdng luong polysacarit
cia mdi typ huyét thanh. Theo cic phuong 4n nhat dinh, thé lién hop polysacarit-chat
mang protein ctia mdi typ huyét thanh chira it hon khoang 25% polysacarit ty do cua mdi
typ huyét thanh dua trén tbng lwong polysacarit ctia mdi typ huyét thanh. Theo cac
phuong an nhét dinh, thé lién hop polysacarit-chét mang protein ctia mdi typ huyét thanh
chira it hon khoang 20% polysacarit tu do ctia mdi typ huyét thanh dua trén tong luong
polysacarit ctia mdi typ huyét thanh. Theo cac phuong &n nhit dinh, thé lién hop
pob@acaﬂtchétlnang protein cia mdi typ huyét thanh chira it hon khoang 15%
polysacarit tu do clia mdi typ huyét thanh dua trén tdng luong polysacarit cia mdi typ
huyét thanh. Theo céc phuong dn nhét dinh, thé lién hop polysacarit-chit mang protein
ctia mdi typ huyét thanh chtra it hon khoang 10% polysacarit tu do cia mdi typ huyét
thanh dua trén téng lugng polysacarit ctia mdi typ huyét thanh.

Thé lién hop polysacarit-chit mang protein clia mdi typ huyét thanh ciing c6 thé
duoc dic trung bdi mire phéan b kich thude phan tir ciia n6 (Kg). Moi trudong sdc ky loai
trur kich thude (CL-4B; hat agaroza dugc lién két chéo, 4%) ¢6 thé duoc su dung dé xéac
dinh muc phan bd kich thudc phan tir tvong dbi cta thé lién hop. Sic ky loai trir kich
thude (SEC) dugc st dung trong cot cép trong luc dé tao bién dang mic phan bd kich
thudc phén tir cta thé lién hop. Cac phan ti 16n da dugc loai trir khoi céc 16 trong moi
truong duoc rira giai nhanh hon cac phan tir nho. B thu gom phan doan dugc st dung dé
thu gom dich rira gidi cdt. Cac phan doan dugc kiém tra bang cich do mau nho xét
nghiém sacarit. Pé xac dinh Ky, ¢ot dugc hidu chuén dé thiét 1ap phén doan ma tai d6 cac
phén t dugc loai trir hoan toan (Vo; K4 = 0) va phan doan biéu thi muc luu gifr tdi da (Vi
K4 =1). Phan doan ma thudc tinh mau duoc chi dinh dat dugce (V) c6 lién quan dén Ky

béi bidu thire Ky = (Ve - Vo)/(Vi - Vo).
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Theo céc phuong 4n nhét dinh, it nht 15% cta thé lién hop polysacarit-chat mang
protein ciia mdi typ huyét thanh c6 thé ¢6 K4 thip hon hodc bing 0,3 trong cot CL-4B.

Theo cdc phuong an nhét dinh, it nhét 1a 20% cua thé lién hop polysacarit-chét
mang protein ctia mdi typ huyét thanh c6 thé c¢6 Ky thip hon hoic bang 0,3 trong ¢t CL-
4B. Theo cac phuong 4n nhét dinh, it nhit 13 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85% hodc 90% thé lién hop polysacarit-chét
mang protein ctia mdi typ huyét thanh c6 thé c6 K thip hon hogc bing 0,3 trong cot CL-
4B. Theo céc phuong an nhét dinh, it nhét 60% thé lién hop polysacarit-chit mang
protein ciia mdi typ huyét thanh c6 thé c6 K, thip hon hodc bang 0,3 trong cdt CL-4B.
Theo cac phuong 4n nhét dinh, it nhét 12 50-80% thé lién hop polysacarit-chit mang
protein cua mdi typ huyét thanh c6 thé c¢6 Ky thép hon hodc béng 0,3 trong cot CL-4B.
Theo cac phuong 4n nhit dinh, it nhit 12 65-80% thé lién hop polysacarit-chit mang
protein ctia mdi typ huyét thanh c6 thé ¢6 K4 thip hon hodc biang 0,3 trong cdt CL-4B.
Theo céc phuong an nhét dinh, it nhit 15-60% thé lién hop sacarit-protein ctia mdi typ
huyét thanh c6 thé c6 K4 thip hon hodc bang 0,3 trong cdt CL-4B.

Phuong phép phong nglra va st dung

Theo mot khia canh, sang ché dé xult vic-xin chira ché phdm lién hop phé cau
khuén 21 thanh phén, chét mang hdn hop va ta duge duge dung. Theo mét sb phuong an,
ta dugc dugc dung chua it nhét 1& chit dém, chéng han nhu chit dém sucxinat, mudi,
chéng han nhu natri clorua, va/hodc chit hoat dong bé mit, chéng han nhu este
polyoxyetylen sorbitan (vi du, polysorbat 80). Theo mot s phuong 4an, ba hoic bén
polysacarit vé tir cac typ huyét thanh dic hiéu nhu dugc dé cép & trén duoc lién hop véi
giai doc td udn van, va cac polysacarit vo con lai trong s6 1,3, 4,5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N,
9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F dugc lién hgp voi
CRM;7 (21 thanh phin).

Theo mot phuong 4n, cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1, 5, 15B va 22F
dugc lién hop vai gidi doc t6 ubn van, va cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 3, 4,
6A, 6B, 7F, 8, ON, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 23F, va 33F dugc lién hop
v6i CRM; 97 (21 thanh phan).

Theo phuong an khéc, céc polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1, 3, 15B va 22F

duge lién hop v6i giai doc td udn van, va cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 4, 5,
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6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 23F, va 33F duoc lién hop
v6i CRM, g7 (21 thanh phan).

Theo phuong an khac nita, cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 3, 5, 15B va
22F duoc lién hop vai giai doc t6 udn van, va cac polysacarit vé tlr cac typ huyét thanh 1,
4, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 23F, va 33F duoc lién hop
v6i CRM 97 (21 thanh phan).

Theo mdt sb phuong 4n, vic-xin gy ra dép Umg mién dich béo vé & dbi tugng
ngudi chdng lai bénh gay ra boi sy nhiém Streptococcus pneumoniae.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét phuong phap phong ngira su nhiém hoic
bénh do Streptococcus pneumoniae, phuong phéap nay bao gbm cho d6i tugng ngudi st
dung mét lugng hitu hiéu dé phong ngira cua ché pham lién hop phé céu khuén 21 thanh
phan, chit mang hdn hop hodc véc-xin chtra chung. Ché pham lién hop phé cau khuén 21
thanh,phén,chétrnang’hén_hqp hoidc véc-xin chira ching c6 thé duge ding bing duong
dung bét ky, bao gdm, vi du, bang dudng dung toan than hodc qua niém mac, nhu dugc
mo ta chi tiét hon dudi day.

Theo cac phuong an nhét dinh, ddi twong ngudi 1a nguoi cao tudi va bénh 1a bénh
viém phdi hodc bénh phé cau khudn x4m 14n (IPD). Theo cac phuong 4n nhét dinh, ngudi
cao tudi it nhat 12 50 tudi. Theo cac phuong &n khéc, nguoi cao tudi it nhit 1a 55 tudi.
Theo cac phuong an khéc nita, ngudi cao tudi it nhat 1a 60 tudi.

Theo phuong an khéc, d6i twong ngudi 1a tré so sinh va bénh la bénh viém phdi,
bénh phé cdu khuin xam lan (IPD), hodc viém tai gilta cip tinh (AOM). Theo céc
phuong an nhét dinh, tré so sinh 13 0-2 tudi. Trong cic phuong an khac, tré so sinh 1 tir 2
dén 15 thang tudi.

Theo phuong an khac niva, d6i tuong ngudi 1a tr 6 tudn tudi dén 17 tudi va bénh la
bénh viém phdi, bénh phé ciu khudn xam Ién (IPD) hodc viém tai giita cap tinh (AOM),
Theo cac phuong 4n nhat dinh, déi trong ngudi 1a tir 6 tun tudi dén 5 tudi. Theo phuong
an khéc, d6i tvong nguoi 1a tir 5 dén 17 tudi.

Luong cia thé lién hop trong mdi lidu vic-xin hodc lwong hitu hidu dé phong ngira
ctia ché phém lién hop phé cu khuén da gia, chét mang hdn hop ¢o thé duoc chon 1a
luqngnwmglaiarphbngng&arnakhéngcétécdungphudéngké.Lugngnhuvéycéthé
thaydéiﬁwﬁhuécvéotjphuyéihanhphécﬁukhuén.Théngthubnanéihéucéthébao
gbm tir khoang 0,1 ug dén khoang 100 pg polysacarit, cu thé 1a tir khoang 0,1 dén 10 ng,
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va cu thé hon 1a tir khoang 1 pg dén khoang S pg. Luong t6i wu cla cac thanh phan cho
véc-xin cu thé c6 thé duoc x4c dinh bing cic nghién ciu chuén bao gdm viéc quan sét
céc dap tng mién dich thich hop & dbi twong. Vi du, luong dé tiem ching cua ddi tuong
ngudi co thé duoc xac dinh béng cach ngoai suy két qua xét nghiém trén dong vat. Ngoai
ra, lidu co thé duoc x4c dinh theo kinh nghiém.

Theo mot sé phuong an, vic-xin hodc ché pham lién hop phé cau khuén 21 thanh
phin, chit mang hén hgp c6 thé 12 lidu don 0,5ml dugc bao ché dé chira tir khoang 1 pg
dén khoang 5 pug mdi polysacarit vo; tir khoang 1 ug dén khoang 30 pg TT; tir khoang 20
g dén khoang 85 pg CRM,g7; va tily y tir khodng 0,1 mg dén khoang 0,5 mg chét bd trg
nhém nguyén t6. Theo mot sb6 phuong an, véc-xin hodc ché phim lién hop phé cu khuin
21 thanh phdn, chit mang hdn hop ¢6 thé 14 lidu don 0,5ml dwoc bao ché dé chua tir
khoang 2 pg dén khoang 2,5 pg mdi polysacarit v ngoai trir typ huyét thanh 6B va tuy y
typ huyét thanh 3, ma c6 mit véi lugng tir khoang 4 ng dén khoang 5 pg; tr khoang 2 pg
dén khoang 25 pg TT; tir khoang 40 pg dén khoang 75 pg CRMg;; va tiy y tir khoang
0,1 mg dén khoang 0,25 mg chit bd trg nhdm nguyén td.

Theo mét s6 phuong an, véc-xin hodc ché pham lién hop phé cau khuin 21 thanh
ph?m, chét mang hdn hop ¢6 thé 12 liéu don 0,5ml duoc bao ché dé chira khoang 2,2 pg
mdi polysacarit vo ngoai trir typ huyét thanh 6B, ma c6 mit v6i luong bang khoang 4,4
He.

Theo mét s6 phuong an, véc-xin hodc ché pham lién hop phé cau khudn 21 thanh
phdn, chit mang hén hop c6 thé 1a lidu don 0,5ml duoc bao ché dé chira tir khoang 2 g
dén khoang 2,5 pg mdi trong sb cac polysacarit vo ngoai trir tdi da sau polysacarit vo
duoc chon tr nhom gff)m cO céc typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6B, 9V, 19A, va 19F, mdi
trong s6 ching c¢6 mit véi lugng tir khoang 4 pg dén khoang 5 pg. Theo mot phuong an,
co t6i sau polysacarit vo, co mat véi luong tir khoang 4 pg dén khoang 5 pg, dugce chon
tir nhém bao gdm cac typ huyét thanh 1, 3, 4, 6B, 9V, 19A va 19F. Theo phuong 4n khac,
véc-xin hodc ché phim lién hop phé cau khuan 21 thanh phin, chat mang hdn hop ¢6 thé
14 lidu don 0,5ml duoc bao ché dé chira khoang 2,2 pg mdi trong sb cac polysacarit vo
ngoai trir t61 da sau polysacarit vo dugce chon tir nhom gbm co céc typ huyét thanh 1, 3, 4,
5,6B, 9V, 19A, va 19F, mdi trong sb chiing c6 mit véi lugng bang khoang 4,4 pg. Theo
mot phuong 4n, tdi da sau polysacarit vo, c6 mat voi lugng bang khoang 4,4 pg, duogc

chon tir nhém gdm c6 céc typ huyét thanh 1, 3, 4, 6B, 9V, 19A, va 19F.
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Theo mdt sb phuong an, véc-xin hodc ché phim lién hop phé cau khuan 21 thanh
phén, chit mang hdn hop ¢ thé 1a lidu don 0,5ml dugc bao ché dé chtra tir khoang 2 pg
dén khoang 2,5 pg polysacarit vé cua cac typ huyét thanh 4, 5, 6A, 7F, 8, 9V, 9N, 10A,
11A, 12F, 14, 15B, 18C, 22F, 23F, va 33F va tr khoang 4 ug dén khoang 5 pg
polysacarit vo clia cac typ huyét thanh 1, 3, 6B, 19A, va 19F.

Theo mot sé phuong an, vic-xin hodc ché phdm lién hop phé ciu khuén 21 thanh
phén, chit mang hdn hop c6 thé 14 lidu don 0,5ml dugc bao ché dé chura tir khoang 2 pg
dén 2,5 ug polysacarit vé cua cac typ huyét thanh 1, 5, 6A, 7F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 14,
15B, 18C, 22F, 23F, va 33F va tu khoang 4 pg dén khoang 5 ug polysacarit vo clia cac
typ huyét thanh 3, 4, 6B, 9V, 19A, va 19F.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, véc-xin hodc ché phdm lién hop phé ciu khudn 21
thanh phan, chit mang hdn hop ¢6 thé 1 lidu don 0,5ml dugc bao ché dé chta tir khoang
2 dén 2,5 pg polysacarit vo ciia cac typ huyét thanh 1, 4, 5, 6A, 7F, 8,9V, 9N, 10A, 11A,
12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F va tir khoang 4 dén khoang 5 ug
polysacarit vo cta cac typ huyét thanh 3 va 6B.

Theo mot sd phuong 4n, véc-xin hodc ché pham lién hop phé cau khuén 21 thanh
phan, cht mang h&n hop c6 thé 12 lidu don 0,5m! dugc bao ché dé chra tir khoang 2 dén
khoang 2,5 pg polysacarit vé cua cac typ huyét thanh 1, 4, 5, 6A, 7F, 8, 9V, 9N, 10A,
11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F va tir khoang 4 dén khoang 5 ug
polysacarit vo cua typ huyét thanh 6B va tir khoang 8 dén khoang 9 pg polysacarit v cla
typ huyét thanh 3, va t&t hon nita 1a khoang 8,8 pg polysacarit vo cua typ huyét thanh 3.

Theo céc phuong an nhét dinh, ché phdm lién hop phé cau khudn 21 thanh phéan,
chit mang hdn hgp hodc véc-xin chira chiing con chua chit dém natri clorua va natri
sucxinat lam cac ta duogc.

Theo mdt sb phuong 4n, ché pham lién hop phé céu khudn 21 thanh phin, chit
mang hdn hop c6 thé duge bao ché thanh ché phim léng trong d6 mdi polysacarit vo phé
cau khudn cia cac typ huyét thanh 1, 5, 15B va 22F duoc lién hop véi TT va céc
polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 3, 4, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14,
18C, 19A, 19F, 23F, va 33F dugc lién hgp véi CRMg7 (21 thanh phan). Mdi liéu 0,5 ml
¢6 thé duge bao ché thanh dich 1éng chira: khoang 2,2 pg mdi polysacarit vo, ngoai trir
typ huyét thanh 6B véi lugng khoang 4.4 pg; tir khoang 2 pg dén 25 pg protein mang TT
(chi dbi véi céc typ huyét thanh 1, 5, 15B va 22F) va tir khoang 40 ug dén 75 pg protein
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mang CRM¢7; tir khodng 0,125 mg dén 0,250 mg chét bd trg nhém nguyén t6 (tir khoang
0,5 mg dén 1,2 mg t4 dugc nhom photphat); va chét dém natri clorua va natri sucxinat
lam céc ta duoc.

Theo mot s& phuong 4n, ché pham lién hop phé cau khudn 21 thanh phdn, chat
mang hdn hgp ¢ thé duoc bao ché thanh ché phdm 16ng trong d6 mdi polysacarit vo phé
ciu khudn cua cac typ huyét thanh 3, 5, 15B va 22F duoc lién hop véi TT va céc
polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1, 4, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14,
18C, 19A, 19F, 23F, va 33F duoc lién hgp voi CRM197 (21 thanh ph?m). Theo mot
phuong 4n, mdi lidu 0,5 ml c6 thé dugc bao ché thanh dich 16ng chira: khoang 2,2 pg mdi
polysacarit vo, ngoai trix d6i v6i typ huyét thanh 6B voi lugng khoang 4,4 pg; tir khoang
2 pg dén khoang 25 pg protein mang TT (chi déi v6i cac typ huyét thanh 3, 5, 15B va
22F) va tir khoang 40 pg dén khodng 70 pg protein mang CRMyy; tir khoéng 0,125 mg
dén khoang 0,250 mg chét bd tro trén co s& nhom nguyén t5 (tir khoang 0,5 mg dén 1,2
mg nhdm photphat); va chét dém natri clorua va natri sucxinat lam t4 dugc. Theo phuong
an khéc, mdi lidu 0,5 ml c6 thé duge bao ché thanh dich 16ng chira: khoang 2,2 pg mbi
polysacarit vo, ngoai trur tdi da séu polysacarit vé dugc chon tir nhém gdm co cac typ
huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6B, 9V, 19A, va 19F v6i lugng khoang 4,4 pg; tir khoang 2 pg dén
khoang 25 pg protein mang TT (chi dbi véi cac typ huyét thanh 3, 5, 15B va 22F) va tir
khoang 40 pg dén khoang 70 pg protein mang CRM;g7; tir khoang 0,125 mg dén khoang
0,250 mg chit bd trg nhom nguyén t6 (tir khoang 0,5 mg dén 1,2 mg nhom photphat); va
chit dém natri clorua va natri sucxinat lam t4 dugc. Theo mot phuong én, tdi da sau
polysacarit vé v&i lugng khoang 4,4 pg duoc chon tir nhom gbm c6 typ huyét thanh 1, 3,
4, 6B, 9V, 19A, va 19F. Theo phuong 4n khéc nira, mi liéu 0,5 ml c¢6 thé dugc bao ché
thanh dich léng chira: khoang 2,2 pg mdi polysacarit vo, ngoai trir dbi voi typ huyét
thanh 1, 3, 6B, 19A, va 19F véi lugng khoang 4,4 pg; tir khoang 2 pg dén khoang 25 pg
protein mang TT (chi ddi v6i cac typ huyét thanh 3, 5, 15B va 22F) va tir khoang 40 pg
dén khoang 70 pg protein mang CRMy7; tir khoang 0,125 mg dén khoang 0,250 mg chét
b6 tro nhom nguyén té (tir khoang 0,5 mg dén 1,2 mg nhdém photphat); va chét dém natri
clorua va natri sucxinat lam ta dugec.

Theo mot s6 phuong an, ché phim lién hop phé ciu khudn 21 thanh phan, chét
mang hdn hop c6 thé duoc bao ché thanh ché phdm long trong d6 mdi ctia polysacarit vo

phé cau khudn cta céc typ huyét thanh 1, 3, 15B va 22F dugc lién hop véi TT va cac
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polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14,
18C, 19A, 19F, 23F, va 33F dugc lién hop véi CRM,97 (21 thanh phén). Theo mot
phuong 4n, mdi liéu 0,5 ml c6 thé duoc bao ché thanh dich 1éng chtra: khoang 2,2 pg mdi
polysacarit vo, ngoai trir dbi v6i typ huyét thanh 6B véi lugng khoang 4,4 pg; tir khoang
2 pg dén khoang 25 pg protein mang TT (chi déi vé6i cac typ huyét thanh 1, 3, 15B va
22F) va tir khoang 40 pg dén khoang 75 pg protein mang CRM¢7; tlr khodng 0,125 mg
dén khoang 0,250 mg chit bd trg nhém nguyén t6 (tr khoang 0,5 mg dén 1,2 mg nhom
photphat); va chit dém natri clorua va natri sucxinat lam ta dugc.

Theo mét sb phuong 4n, ché phdm 16ng c6 thé duoc nap vao 6ng tiém don lidu ma
khong c6 chit bao quan. Sau khi lic, ché phdm 1ong trd thanh véc-xin ma la huyén phu
mau tréng, ddng nhit sin sang dé dung trong co.

Ché phém lién hop phé cau khudn 21 thanh phin, chit mang hdn hgp ¢6 thé dugc
dung trong mot lan tiém hodc dudi dang mot phén cua dot gay mién dich. Vi du, ché
phim lién hop phé ciu khuan 21 thanh phan, chit mang hdn hop ¢6 thé duoc dung 2, 3, 4
hodc nhiéu 1an hon & khoang céch thich hop, chéng han nhu, khoang cach 1, 2, 3, 4, 5
hodc 6 thang hodc dang két hop ctia chiing. Theo mot s6 phuong an, ché phim lién hop
phé cau khuén 21 thanh phan, chit mang hdn hop dugc dung cho tré so sinh 4 lan trong
15 thang d4u tién tir lac sinh, bao gém, vi du, vao khoang 2, 3, 4 va 12-15 thang tudi; vao
khoang 3, 4, 5 va 12 dén 15 thang tudi; hoic vao khoang 2, 4, 6 va 12 dén 15 théng tudi.
Liu ddu tién nay c¢6 thé dugce ding sém nhét 14 6 tudn tudi. Theo phuong an khéc, ché
pham lién hop phé cau khudn 21 thanh phén, chdt mang hdn hop duge dung cho tré so
sinh 3 14n trong vong 15 thang dAu tién tir lac sinh, bao gdm, vi du nhu, & khoang 2, 4, va
11-12 thang.

Ché pham lién hop phé ciu khuén da gi4, chit mang hdn hop cling ¢6 thé bao gébm
mdt hodc nhiéu protein tir Streptococcus pneumoniae. Vi du vé cac protein Streptococcus
pneumoniae phu hgp dé dua vao bao gdm cac protein dugce x4c dinh trong don ding ky
sang ché quéc t&¢ W002/083855, cling nhu nhiing gi duge mo ta trong don dang ky sang
ché quéc t& W002/053761.

Ché pham lién hop phé ciu khuén 21 thanh phdn, chit mang hdn hop c6 thé dugc
st dung cho d6i twong thong qua mot hodc nhiéu dudng dung da biét dbi v6i ngudi co
trinh d9 trung binh trong linh vyc k§ thudt nay nhu cac duong ngoai dudng tiéu hoa, qua

da, hodc qua niém mac, trong mili, trong co, trong mang bung, trong da, trong tinh mach,
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hodc dudi da va dugc bao ché theo d6. Ché phém lién hop phé ciu khuén 21 thanh ph@“m,
chat mang hdn hop c6 thé duogc bao ché dé twong thich véi dudng dung dy kién cua no.
Theo mot s& phuong 4n, ché phdm lién hop phé ciu khuén 21 thanh phén, chét
mang hdn hop ¢6 thé dugc st dung dudi dang ché phdm long bang céach tiém trong co,
trong mang bung, dudi da, trong tinh mach, trong dong mach, hodc qua da hodc ti€ém qua
niém mac dudng ho hip. Ché pham lién hop phé cdu khudn 21 thanh phén, chit mang
hdn hop c6 thé dugc bao ché & dang 16ng hoic & dang dong khd. Theo mot sb phuong an,
céc ché phim co6 thé tiém c6 thé dugc bao ché & dang thong thudng, hodc ¢ dang dung
dich hoéc huyén phu 1éng, cac dang rén thich hop dé tao dung dich hoic huyén phu trong
dich 1éng trudc khi tiém, hodc dudi dang nhii twong. Theo mot s6 phuong an, dung dich
va huyén phu tiém dugc bao ché tir bot hodc hat vo trung. Co thé tim théy nhiing cén
nhéc chung trong viéc bao ché va san xuét cac duge chit dé ding bang céc duong dung
ndy, vi du, trong Remington’s Pharmaceutical Sciences, tai ban lan thu 19, Mack
Publishing Co., Easton, PA, 1995; duogc dua vao day béng cach vién dan. Hién nay,
duodng sol khi hodc xit miii hodc miéng (vi du, bang cach x0ng) duge st dung phd bién
nhéit dé dua cac tac nhan tri lidu truc tiép dén phéi va hé ho hép. Theo mdt sb phuong an,
ché pham lién hop phé cdu khudn 21 thanh phin, chit mang hdn hgp duge ding bang
cach sir dung dung cu ma phan phéi lidu lwong di xé4c dinh cia ché phdm. Cac dung cu
phu hop dung dé phén phdi cac duge phim trong da dugc md ta trong sang ché bao gém
céc dung cu kim ngén nhu dugc md té trong Béng sang ché My s6 4,886,499, Bing sang
ché My s6 5,190,521, Bing sang ché M¥ sb 5,328,483, Bang sang ché My s6 5,527,288,
Bing sang ché My sb 4,270,537, Bing sang ché My s6 5,015,235, Bang sang ché My sd
5,141,496, Bing sang ché My sb 5,417,662 (tht ca cAc tai lidu nay duge dua vao day bing
cach vién din). Cac ché pham trong da ciing c6 thé duoc dung bang dung cu ma gi6i han
chiéu dai thAm nhép hiéu qua cua kim vao trong da, ching han nhu cac dung cu duge md
ti trong Cong bé don qubc té s6 WO1999/34850, duge dua vao day dé tham khao, va
dang twong duong chirc ndng ciia chiing. Ciing thich hop la cdc dung cy ti€m tia ma phan
phdi vic-xin 16ng cho 16p ha bi thong qua bd phun tia chét 16ng hodc thong qua kim ma
choc thing 16p stng va tao ra tia t6i 16p ha bi. Cac dung cu ti€ém tia dugc md ta vi du
trong Bang sang ché My sb 5,480,381, Bing séng ché My s6 5,599,302, Bing séng ché
M§ sb 5,334,144, Béng sang ché My s 5,993,412, Béng sang ché My s 5,649,912,
Bing sang ché My sb 5,569,189, Bing sang ché My sb 5,694,911, Bang sang ché My sb
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5,383,851, Biing sang ché M§ sb 5,893,397, Bing sang ché My sb 5,466,220, Béng séng
ché M¥ sb 5,339,163, Bang sang ché My sb 5,312,335, Bing sang ché My sb 5,503,627,
Bing sang ché My sé 5,064,413, Bing sang ché My s6 5,520,639, Bang sang ché My sb
4,596,556, Bing sang ché My s 4,790,824, Bing sang ché My s 4,941,880, Béng sang
ché My sb 4,940,460, Cong bé don qudc té s6 WO1997/37705, va WO1997/13537 (tt ca
céc tai liéu nay dugce dua vao diy bang cach vién dan). Ciing thich hop 14 dung cu phén
phéi bdt/hat dan dao ma sr dung khi nén dé tang tdc vic-xin & dang bdt qua cic 16p
ngoai ciia da dén 16p ha bi. Ngoai ra, 5ng tiém thong thudng c¢6 thé duoc st dung trong
phuong phap dung trong da Mantoux cb dién.

Céc ché phdm dé dung ngoai duong tiéu hoa bao gdm dung dich, huyén phu va
nhii trong chtra nude hodc khong chira nude vo trung. Vi du vé& dung méi khong chira
nudce 1a propylen glycol, polyetylen glycol, diu nhu dau oliu, va este hitu co tiém dugc
nhu etyl oleat. Vi du vé diu bao gém dau thuc vat hodc dong vat, dau dau phong, dau dau
twong, dau 6 liu, ddu huéng duong, ddu gan, du tdng hop nhu dau hang hai va lipit thu
duogc tir stta hodc tring. Cac chét mang chira nuéc bao gém nude, dung dich rugu/nudce,
nhil trong hodc huyén phu, bao gém nude mubi va méi truong duge dém. Céc chét dan
dung ngoai duong tiéu hoa bao gdm dung dich natri clorua, dextroza Ringer, dextroza va
natri clorua, dung dich Ringer dugc lactat hoa, hoac diu da cb dinh. Cac chit dan phéan
phéi trong tinh mach bao gdm céc chit bd sung dinh dudng va dich léng, cac chit bd
sung chét dién giai (nhu cic chét dya trén dextroza Ringer), va dang tuong tu. Chét bao
quan va cac chit phu gia khic cling c6 thé ¢6 mat, vi du nhu chit khang khudn, chét
chéng oxy hoa, chét tao chelat, va khi tro va céc loai tuong tu.

Ché pham lién hop phé ciu khuan 21 thanh phin, chit mang hdn hop c6 thé duoc
bao ché duéi dang lo lidu don vi, lo da lidu hodic dng tiém da nap sin. Chéit mang dugc
dung ding cho ché phdm léng bao gdm dung moi chira nudc hodc khong chira nude,
huyén pht, nhii twong, hodc dAu. Ché phém c6 thé 1a dang truong, uu truong hodc nhuge
truong. Tuy nhién, didu mong mudn 1a ché phim dé tiém truyén hoic tiém vé co ban la
dang truong. Do d6, tinh déng truong hoic tinh wu truong c6 thé c6 lgi cho viéc bao quan
ché phdm. Khi ché phim 1a wu truong, ché phim c6 thé dugc pha lodng thanh dang
truong trude khi dung. Téac nhan truong luc ¢6 thé 13 tac nhan truong luc ion nhu mudi
hodc tac nhan truong luc khong ion nhu carbohydrat. Cac tac nhan truong lyc ion bao

g6m, nhung khong gi6i han ¢, natri clorua, canxi clorua, kali clorua va magie clorua. Cac
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tac nhan trueong lyc khong ion bao gdm, nhung khdng gi6i han &, sorbitol va glyxerol.
Tét hon 14, it nhat mot chét dém dugc dung dugc bao gém. Vi du, khi ché phém la dich
truyén hozc dich tiém, tbt hon 1a dugc bao ché trong chit dém c6 kha ning dém tir pH 4
dén pH 10, ching han nhu tir pH 5 dén pH 9, hodic tir pH 6 dén pH 8. Chét dém c6 thé
duogc chon tir cac chét dém phu hop véi Duoc Dién My$ (USP). Vi du, chit dém c6 thé
duoc chon tr nhém bao gém axit monobazo, chéng han nhu axit axetic, axit benzoic, axit
gluconic, axit glyxeric va axit lactic; axit dibazo, chéng han nhu axit aconitic, axit adipic,
axit ascobic, axit cacbonic, axit glutamic, axit malic, axit sucxinic va axit tartaric; axit da
bazo nhu axit xitric va axit photphoric; va bazo nhu amoniac, dietanolamin, glyxin,
trietanolamin va TRIS.

Ché pham lién hop phé ciu khuén 21 thanh phén, chat mang hdn hop c6 thé chira
chét hoat dong bé mit. Céc vi du vé chét hoat dong bé mit bao gdm, nhung khong gi¢i
han ¢ este polyoxyetylen sorbitan (thuong dugc goi 1a Tween), cu thé 1a polysorbat 20 va
polysorbat 80; copolyme (nhw DOWFAX) cua etylen oxit (EO), propylen oxit (PO),
butylen oxit (BO); octoxynol v6i cac doan 1dp khac nhau cia nhém etoxy (oxy-1,2-
etandiyl), dic biét 1a 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 c6 ngudn gdc tir rugu oleyl (chét hoat
dong bé mit Brij), cu thé 14 1a trietylenglycol monolauryl ete (Brij 30); sorbitan ete dugc
goi 1a SPAN, cu thé 13, sorbitan trioleat (Span 85) va sorbitan monolaurat.

Hon hgp cta céc chét hoat dong bé mit nhu Tween 80/Span 85 ¢6 thé duoc sir
dung. Dang két hop cua este polyoxyetylen sorbitan nhu Tween 80 va octoxynol nhu
Triton X-100 ciing phu hgp. Dang két hop ciia Laureth 9 va Tween va/hodc octoxynol
cling co6 lgi. Tét hon 13, lugng este polyoxyetylen sorbitan (nhu Tween 80) dugc bao gdm
c6 thé 12 tir 0,01% dén 1% (khdi lugng/thé tich), tir 0,01% dén 0,1% (khéi lugng/thé tich),
tir 0,01% dén 0,05% (khdi lugng/thé tich), hodc khoang 0,02%; lugng octylphenoxy
polyoxyetanol hodc nonylphenoxy polyoxyetanol (nhu Triton X-100) c6 thé 1a tir 0,001%
dén 0,1% (khéi luqng/thé tich), cu thé 1a tir 0,005% dén 0,02%; va lugng polyoxyetylen
ete (nhu Laureth 9) dugc bao gbm c6 thé 1a tir 0,1% dén 20% (khéi lugng/thé tich), co
thé 12 tir 0,1% dén 10%, cu thé 1a tir 0,1% dén 1% hogc khoang 0,5%.

Theo mét sd phuong én, ché phdm lién hop phé céu khudn 21 thanh phén, chit

mang hdn hop ¢ thé dugc phan phdi thong qua hé théng kiém soét giai phong. Vi du,
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truyén tinh mach, miéng dan qua da, liposom hodc cac duong khic c6 thé duoc st dung
dé dung. Theo mdt khia canh, cac dai phan t&r nhu vi cdu hodc vat céy ghép co thé dugc
st dung.

Phén bdc 10 néu trén md ta chung vé sang ché. C6 thé hiéu diy du hon bang cich
tham chiéu dén cac vi du cu thé sau day. Nhitng vi du nay dugc md ta chi nham muc dich

minh hoa va khong nhdm muc dich gi¢i han pham vi ctia sang ché.

Vi du thwe hién siang ché

Vi du 1. Bidu ché polysacarit vo S. pneumoniae

Viéc nudi cdy S. pneumoniae va tinh ché polysacarit vé duge tién hanh nhu da biét
d6i voi ngudi co trinh dd trung binh trong linh vwe nay. Céc typ huyét thanh S
pneumoniae dugc thu 14y tir Bao tang ching gidng vi sinh vat cua My (ATCC) (typ huyét
thanh 1: ATCC s6 6301; typ huyét thanh 3: ATCC sb 6303; typ huyét thanh 4: ATCC s6
6304 typ huyét thanh 5: ATCC sé 6305; typ huyét thanh 6A: ATCC s6 6306; typ huyét
thanh 6B: ATCC sb 6326; typ huyét thanh 7F: ATCC s 10351; typ huyét thanh 9N:
ATCC sb 6309; typ huyét thanh 9V: ATCC sb 10368; typ huyét thanh 14: ATCC s6
6314 typ huyét thanh 18C: ATCC sb 10356; typ huyét thanh 19A: ATCC s6 10357; typ
huyét thanh 19F: ATCC s 6319; typ huyét thanh 23F: ATCC s6 6323). Céc chiing ndi
b dbi véi cac typ huyét thanh 8, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F va 33F dugc sir dung, nhung
c6 thé sir dung bt ky ching cong khai nao. S. pneumoniae duge ddc trung boi vo va co
thé di dong, Gram duong, song ciu khuin hinh mili méc, va tan méu alpha trong moi
treong thach mau. Cac typ huyét thanh duoc xac dinh béng xét nghiém Quelling st dung
khang huyét thanh dic hiéu (Bing sang ché My sb 5,847,112).

Didu ché ngan hang té bao

Mdt s thé hé gibng gdc da duoc tao ra dé m& rong cac chung va loai bo cac thanh
phin c6 ngudn gdc dong vat (thé hé F1, F2 va F3). Hai thé hé bd sung cla gibng gbc da
duogc san xudt. Thé hé bd sung thr nhét dugc nudi céy tur lo F3, va thé hé tiép theo dugc
nudi cdy tir lo ctia thé hé bd sung thir nhét. Lo gbc dugc bao quan dong lanh (dudi -70°C)
v6i glyxerol tong hop lam chit bao quan lanh. Dé didu ché ngan hang té bao, tat ca cac
ching nudi cdy duoc cho sinh trudng trong méi truong dwa trén dau twong. Trudce khi

dong lanh, céc té bao dugc cb dic bang céach ly tim, mdi trudong da ding duoc loai bé va
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céc két vién té bao dugc tai tao huyén phi trong mdi trudong méi chira chét bao quan lanh
(nhu glyxerol tong hop).

Nubi cdy va thu hoach

Céac chung nudi cAy tir ngan hang té bao lam viéc dugc gdy nhiém vao chai gidng
chtra mdi trudng dua trén déu twong va nudi céy. Sau khi dat dugc méat dd quang dich (do
hép thu), chai giéng dugc st dung dé gay nhiém binh 1én men chita mdi truong dya trén
dau tuong. Viéc nudi cdy dugc nging lai khi gid tri méat d6 quang b4t ddu dugc duy tri
khong ddi. Sau khi nglrng nudi cdy, bd sung natri deoxycholat vao mdi trudng nudi cly
dé dung giai té bao. Lam mat céc thanh phén chita trong binh 1én men, va su két tha
protein dugc gdy ra. Sau do, ly tdm hdn hop dé loai bé protein két tia va manh vun té bao.

Tinh ché

Dung dich thu dugc tir viéc ly tdm duoc loc qua bd loc sédu dé loai bd cac protein
va manh vun té bao khong két taa trong qua trinh ly tdm. Dich loc dugc ¢6 dédc trén mang
MW 100 kDa va dich ¢6 duoc loc tudn hoan ¢6 pha lodng v6i 10 thé tich dung dich dém
natri photphat 25 mM (pH 7,2) dé thu dugc mau. Mau duge loc dé thu gom dich ndi bé
mit ma polysacarit dugc két tha va loc tir d6. Dich loc duge cb ddc trén mang 30 kDa va
dich ¢6 duogc loc tuan hoan cé pha lodng bang cach st dung khoang 10 thé tich nuéc da
chung cAt ba Ian. Sau khi thuc hién loc tudn hoan c6 pha lodng, dung dich con lai duoc
loc qua bd loc 0,2 pm. Mot thir nghiém d6i chung trong quy trinh dugc thuc hign trén
dich loc (bé ngoai, protein con lai, axit nucleic con lai, ndi doc td, khoi lrong phan tr va
téng lwong polysacarit). Dich ¢6 dugc loc vo trung va dugc bao quéan & -20°C.

Vi du 2. Didu ché thé lién hop ctia polysacarit vo S. pneumoniae va protein mang

Polysacarit cua céc typ huyét thanh khac nhau dugc hoat hoa theo cic con dudng
khéc nhau va sau d6 duoc lién hop véi protein mang, CRM; hodic TT. Cu thé, céc thé
lién hop dugce didu ché bang cach lién hop ting polysacarit vo cla tht ca céc typ huyét
thanh, ngoai trir 15B va 22F, v6i CRM;97 va bang cach lién hop timg polysacarit vo cua
céc typ huyét thanh 1, 3, 5, 15B va 22F vé6i TT. Tuy thudc vao kich thude clia typ huyét
thanh nguyén thé, quy trinh hoat hoa ¢6 thé bao gdbm lam giam kich thudc cua mdi
polysacarit vo dén khdi luong phan tir dich, hoat hoa hoa hoc va trao dbi chét dém thong
qua siéu loc. Cac thé lién hop duogc tinh ché bang siéu loc va cudi cing dugc loc qua bd
loc 0,2 pm. Céc théng s6 quy trinh nhu pH, nhiét dd, ndng d6 va thoi gian 1a nhu sau.

(1) Quy trinh hoat hoa
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Buéce 1: Thuy phan

Amin hoa khtr 1a phwong phép da biét dé két hop cac polyme trong do6 lién két
amit dugc tao thanh gitta nhém amin bac mot (-NH,) cua protein va aldehyt cua sacarit.
Céc nhém aldehyt dugc bd sung vao polysacarit vo phé cau khuan dé thuc ddy su lién
hop véi protein mang. Chu trac diol 14n can cia monosacarit ¢6 thé duge oxy hoéa boi
natri periodat (NalO,) dé tao thanh nhém aldehyt. Cac polysacarit vo tir céc typ huyet
thanh 1, 3, 4, 6A, 8, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 22F va 33F dugc x1t ly truge nhu sau.

Trong truong hop typ huyét thanh 1, natri hydroxit (& ndng do bazo cudi cung la
0,05 M) dugc bd sung vao dung dich polysacarit v6, va i dung dich ¢ 50 + 2°C. Sau d6
dung dich nay dugc lam ngudi xubng nhiét d6 nim trong khoang tir 21°C dén khoang
25°C va bd sung axit clohydric vao do dén d6 pH cudi cung bang 6,0 £ 0,1, bang cach do
lam dung sy thiy phan.

Trong trudng hop céc typ huyét thanh 3, 8, 11A, va 15B, bd sung axit clohydric (¢
ndng d6 axit cudi bang 0,01 M) vao dung dich cua polysacarit vo, va u dung dich ¢
60+2°C. Sau d6 lam ngudi dung dich xubng nhiét do nam trong khoang tir khoang 21°C
dén khoang 25°C, va bd sung natri photphat 0,1M vao do6 dén d6 pH cudi cung bang
6,0+0,1, bang cach d6 lam dung sy thiy phan

Trong truong hop typ huyét thanh 4, bd sung axit clohydric (& nbéng do axit cubi
cing bang 0,1 M) vao dung dich polysacarit v6, va i dung dich ¢ 45+2°C. Sau dé lam
ngudi dung dich xubng nhiét do nam trong khoang tr khoang 21°C dén khoang 25°C, va
bd sung natri photphat 1M vao d6 dén pH cudi cing biang 6,0+0,1, bang cach d6 lam
dirng sy thiy phan.

Trong trudng hop typ huyét thanh 6A, bd sung axit axetic bang (& ndng do axit
cudi cung bing 0,1 M) vao dung dich polysacarit vo, va u dung dich ¢ 60+2°C. Sau do
lam ngudi dung dich xubng nhiét 46 ndm trong khoang tir khoang 21°C dén khoang 25°C,
va bd sung natri hydroxit 1M vao d6 dén pH cudi cling béng 6,0+0,1, bang cach d6 lam
ding su thily phén.

Trong trudng hop typ huyét thanh 12F, bd sung axit clohydric (& ndng do axit cudi
cing bang 0,01 M) vao dung dich polysacarit vo, va i dung dich ¢ 70+2°C. Sau do lam
ngudi dung dich xudng nhiét d6 nim trong khoang tir khoang 21°C dén khoang 25°C, va
bd sung natri photphat 0,1M vao do6 dén @6 pH cudi cing cta dung dich bang 6,0+0,1,
bang cach d6 lam dimg sy thily phén.
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Trong trudng hop céc typ huyét thanh 14 va 18C, bd sung axit axetic bang (& nong
do axit cudi cing bang 0,2 M) vao dung dich polysacarit vo, va u dung dich ¢ 94+2°C.
Sau d6 lam ngudi dung dich xubng nhiét d6 nim trong khoang tr khoang 21°C dén
khoang 25°C, va bd sung natri photphat 1M vao d6 sao cho do pH cudi cing cta dung
dich 1a 6,0+0,1, bang cach d6 lam dung su thuy phan.

Trong trudng hop cac typ huyét thanh 22F va 33F, bd sung axit clohydric (& ndng
do axit cudi cung bang 0,01 M) vao dung dich polysacarit vo, va i dung dich & 60+2°C.,
Sau d6 lam ngudi dung dich xuéng nhiét d6 ndm trong khoang tir khoang 21°C dén
khoang 25°C, va bd sung natri photphat 0,1M vao d6 dén d6 pH cudi ciing bang 6,0+0,1,
bang cach d6 lam dung sy thiy phén.

Pha loidng mdi polysacarit v thu dugc trong nudc dé tiém (WFI), natri axetat va
natri photphat dén ndng d6 cubi cing ndm trong khoang tir 1,0 mg/ml dén khoang 2,0
mg/ml.

Budce 2: Phan Gng periodat

DPuong lugng mol natri periodat dbi v6i mbi 1an hoat hoa sacarit phé cau khuin
duoc xac dinh dya trén khéi luong mol don vi 1dp lai. Vi sy tron k¥, phdn Gng oxy hoa
duge cho phép dién ra trong thdi gian tir 16 dén 20 gid & nhiét do tir 21°C dén 25°C dbi
v6i tht ca cac typ huyét thanh ngoai trir 1, 7F va 19F, d6i voi chung nhiét do 1a 10°C hodc
thdp hon. Dé giup duy tri sy san xudt nht quan va 6n dinh cia thé lién hop, khoang mirc
oxy héa (Do) dbi véi mdi typ huyét thanh duoc nhim dich trong quy trinh lién hop.
Khoang nhim dich, dugc wu tién i véi cac mirc Do dbi vai timg typ huyét thanh duoc
thé hién trong Bang 1 va Bang 2.

Béang 1. Khoang Do dbi véi tAt ca cac typ huyét thanh duoc lién hop véi CRM;g;

Khodng gia tri , Khoang gia tri
Typ huyét thanh

Typ huyét thanh
cia Do cua Do

Typ huyét thanh 1 |  tir4 dén 10 Typ huyét thanh 10A | tir 1 dén 12

Typ huyét thanh 3 tir 2 dén 8 Typ huyét thanh 11A | tir 1 dén 15

Typ huyét thanh 4 tir 1 dén 5 Typ huyét thanh 12F tir 1 dén 9

Typ huyét thanh 6A|  tir 5 dén 15 Typ huyét thanh 14 tir 6 dén 13

Typ huyét thanh 6B|  tir 7 dén 13 Typ huyét thanh 18C | tir 6 dén 14

Typ huyét thanh 7F|  tir2 dén 8 Typ huyét thanh 19A | tir 7 dén 13
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, Khodng gia tri , Khodng gia tri
Typ huyét thanh Typ huyét thanh

cua Do cua Do

Typ huyét thanh 8 tir 1 dén 17 Typ huyét thanh 19F tir 6 dén 12

Typ huyét thanh ON|  tir 5 dén 10 Typ huyét thanh 23F tir 6 dén 14

Typ huyét thanh 9V|  tir4 dén 9 Typ huyét thanh 33F tir 1 dén 15

Bang 2. Khoang Do déi v6i cac typ huyét thanh 1, 3, 5, 15B va 22F dugc lién hop
voi TT

Khoang gia tricia| Typ huyét Khodng gia tri ciia

Typ huyét thanh
ypauy Do thanh Do
Typ huyét thanh 1 (1- ] Typ huyét thanh ]
ypawy ( 1 dén 15 YR 1 dén 15
TT) 15B (15B-TT)
Typ huyét thanh 3 (3- ] Typ huyét thanh ]
yPawy ( 2 dén 14 vy 1 dén 20
TT) 22F (22F-TT)
Typ huyét thanh 5 (5- ]
e 1 dén 15
TT)

Budc 3: Siéu loc

Sacarit da dugc oxy hoa duge cd dic va duge loc tudn hoan c6 pha lodng véi WFI
trén may siéu loc MWCO 100 kDa (b9 siéu loc 30kDa d6i v6i typ huyét thanh 1 va bo
siéu loc 5 kDa ddi véi typ huyét thanh 18C). Loc tudn hoan c6 pha lodng dugc thuc hién
bang cach st dung dung dich natri clorua 0,9% dbi véi typ huyét thanh 1, chit dém natri
axetat 0,01 M (pH 4,5) dbi véi typ huyét thanh 7F va 23F, va chit dém natri photphat
0,01 M (pH 6,0) déi v6i typ huyét thanh 19F. Chét thdm duoc loai b va chat luu lai
dugc loc qua b loc 0,2 pm.

Budc 4: Sy dong kho

Ddi véi céac polysacarit vo cua céac typ huyét thanh 3, 4, 5, 8, 9N, 9V, 10A, 14, va
33F ma duogc lién hgp vdi protein mang bang cach st dung dung méi chira nude, dung
dich hdn hop clia polysacarit va protein mang duoc diéu ché ma khéng bd sung sucroza,
duogc lam dong kho va sau do dugce bao quan ¢ -25°C £ 5°C.

Déi véi polysacarit vo cla typ huyét thanh 1 va 18C ma dugc lién hop v6i protein

mang bang céch st dung dung méi chira nudce, polysacarit va protein mang dugc di€u ché
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doc 1ap, ma khong bd sung thém sucroza, dugc lam dong kho, va sau do dugc bao quan &
nhiét 6 -25°C + 5°C.

Dbi véi céac polysacarit vo clia cac typ huyét thanh 6A, 6B, 7F, 15B-TT, 19A, 19F,
22F-TT va 23F ma dugc lién hop véi protein mang bang cach st dung dung m6éi DMSO,
luong dinh trudc cua sucroza dé dat dugc ndng d6 sucroza cudi cung 13 5% = 3% (khéi
luqng/thé tich) duoc bd sung vao sacarit d& dugc hoat hoa va cac mau duoc didu ché doc
lap, dugc lam dong kho va sau d6 dugce bao quén ¢ -25°C £ 5°C.

Déi voi polysacarit v cua typ huyét thanh 11A, lugng dinh trudce cia sucroza aé
dat dugc néng do sucroza cudi cung béng 20% + 5% (khéi luqng/thé tich) dugc ) sung
vao sacarit da duoc hoat héa, va polysacarit va protein mang dugc diéu ché doc lap, dugc
lam déng khd, va sau d6 duge luu trir 6 nhiét d6 -25°C + 5°C.

Déi voi polysacarit vo cia typ huyét thanh 12F, lugng dinh trudc clia sucroza aé
dat duoc néng dd sucroza cudi cung bé‘mg 10% =+ 5% (khéi 1u:qng/thé tich) dugc bd sung
vao sacarit d& duoc hoat hoa, va polysacarit va protein mang dugc diéu ché doc lap, dugc
lam dong kho, va sau d6 dugce bao quan ¢ nhigt 4o -25°C + 5¢°C.

(2) Quy trinh lién hop

Su lién hop trong nuée duge tién hanh déi véi cac typ huyét thanh 1, 3,4, 5, 8, 9N,
9V, 10A, 14, 18C, va 33F va sy lién hop trong DMSO dugc tién hanh ddi véi cac typ
huyét thanh 6A, 6B, 7F, 11A, 12F, 15B-TT, 19A, 19F, 22F-TT va 23F. Mbi polysacarit
vo duoc lién hop vai protein mang theo ty 1€ tr 0,2 dén 2:1.

Budce 1: Hoa tan

Su lién hop trong nudce

Dbi v6i céc typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 8, 9N, 9V, 10A, 14, 18C, va 33F, mau dong
kho dugc rd dong va duoc lam cén bing & nhiét do trong phong. Maiu doéng khd duge
hoan nguyén vé ndéng do phan tng bang cach st dung dung dich dém natri photphat &
23+2°C theo ty 18 duge dit cho mdi typ huyét thanh.

Su lién hop trong dimetyl sulfoxit (DMSO)

Déi vé6i cac typ huyét thanh 6A, 6B, 7F, 11A, 12F, 15B-TT, 19A, 19F, 22F-TT, va
23F, mau dong kho dugc rd dong, dugc lam cén béng & nhiét do trong phong va dugc
hoan nguyén trong DMSO.

Budc 2: Phan ng lién hop

Su lién hop trong nudce
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Déi v6i cac typ huyét thanh 3-TT, 4, 5-TT, 8, 9N, 9V, 10A, 14, 18C, va 33F, phin
ung lién hgp dugc bt dau bang cach bd sung dung dich natri xyanoborohydrua (100
mg/ml) vao theo ty 1€ tr 1,0 dén 1,4 mol natri xyanoborohydrua mdi mol sacarit. Tuy
nhién, dbi véi typ huyét thanh 1, 1-TT va 3, phéan tng duogc b4t ddu bang cach b6 sung
dung dich natri xyanoborohydrua theo ty 1& 0,5 mol natri xyanoborohydrua cho mdi mol
sacarit.

HBn hop phan tmg duge & nhiét do tr 23°C dén 37°C trong tir 44 dén 106 gio.
Nhiét do va thoi gian phan Ung duoc didu chinh theo typ huyét thanh. Sau d6 nhiét do
dugc giam xudng 23+2°C va natri clorua 0,9% dugc bd sung vao binh phan tng. Dung
dich natri borohydrua (100 mg/ml) dugc bd sung dé dat duoc tur 1,8 dén 2,2 mol natri
borohydrua cho m3i mol sacarit. H3n hop dugc & & 23+2°C trong tir 3 dén 6 gio. Quy
trinh nay kht aldehyt khong duoc phan Gng b4t ky c6 mit trén cic sacarit. Sau do, hdn
hop duogc pha lodng v6i natri clorua 0,9% va hdn hop lién hop di pha lodng dugc loc
béng cach str dung bd loc so bd 0,8 hodc 0,45 um.

Sur lién hop trong DMSO |

Péi véi cac polysacarit vo ciia céc typ huyét thanh 6A, 6B, 7F, 11A, 12F, 15B-TT,
19A, 19F, 22F-TT va 23F, phan tng lién hop dugc bit diu bang cach bd sung dung dich
natri xyanoborohydrua (100 mg/ml) theo ty 1€ tir 0,8 dén 1,2 duong luong mol cua natri
xyanoborohydrua trén mdt mol sacarit dd dugc hoat hoa. WFI dugc bd sung vao hdn hop
phan tng dén ndng do dich 1a 1% (thé tich/thé tich), va hdn hop dwoc U trong tir 12 dén
26 gid & 23+2°C. 100 mg/ml dung dich natri borohydrua (thuong la tir 1,8 dén 2,2 dwong
lrgng mol natri borohydrua trén mdi mol sacarit dd dugc hoat hda) va WFI (néng dd dich
5% thé tich/thé tich) duoc bd sung vao phan tng va hdn hop duoc u trong tir 3 dén 6 gio
& 23+£2°C. Quy trinh nay khir aldehyt khong phan Gng bét ky c6 mit trén c4c sacarit. Sau
d6, hdn hop phan tmg dugc pha lodng v6i natri clorua 0,9% va hdn hop lién hop da pha
lodng duogc loc béng cach sir dung b loc so bd 0,8 hodc 0,45 pm.

Budc 3: Siéu loc

Hon hop lién hop da pha logng dugc co va dugc loc tuan hoan c6 pha loidng qua
b6 loc siéu loc MWCO 100 kDa hodc bo loc siéu loc MWCO 300 kDa véi tdi thiéu 1a 15
thé tich cta natri clorua 0,9% hodc chit dém. Ngoai ra, ché phém va pH cua chét dém
duoc st dung trong quy trinh nay thay dbi tuy thude vao ting typ huyét thanh.

Budc 4: Loc vo trung
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Chét giit lai sau khi siéu loc dugc loc vo trung (0,2 pm) va su kiém soat trong quy
trinh (bé ngoai, protein ty do, sacarit ty do, mic phén bd kich thuéc phan t, vo tring,
ham luong sacarit, ham lugng protein, pH, ndi doc t§, xyanua du, DMSO du, nhén dién
sacarit, nhan dién TT va nhan dién CRM,y;) dugc thuc hién trén cac thé lién hop da duoc
loc. Dich co cudi cung dugc lam lanh va bao quan & nhiét do tr 2°C dén 8°C.

Vi du 3. Bao ché vic-xin lién hop phé cau khuén da gi4

Céc thé tich mong mudn cua céc dich cd dic khdi luong 16n cudi cung thu dugce tir
Vi du 2 dugc tinh toan dua trén thé tich mé va ndng do sacarit khéi. Sau khi natri clorua
0,85% (nudc mudi sinh 1y), polysorbat 80, va chét dém sucxinat dugc bd sung vao binh
bao ché da dugc dan nhin trude, dich ¢d khéi 16n duoc bd sung. Sau do ché phém duoc
tron k§ va dugc loc vo trung qua mang 0,2 um. Ché phém khdi da bao ché duoc tron nhe
nhang trong va sau khi bd sung nhém photphat khéi. Po pH dugc kiém tra va diéu chinh
néu can thiét. San pham khéi da bao ché duge bao quan & nhiét do tir 2 dén 8°C. Céc ché
phdm vic-xin lién hop phé cau khuén da gid, khong bi gidi han sau ddy da dugc bao ché
va duoc dit tén 1a PCV21(1/5/15B/22F)-TT va PCV21(3/5/15B/22F)-TT:

PCV21(1/5/15B/22F)-TT bao gdm cac thé lién hop polysacarit duoc didu ché
bang cach lién hop timg polysacarit clia cac typ huyét thanh 1, 5, 15B va 22F v6i TT va
mdi polysacarit cua cac typ huyét thanh 3, 4, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14,
18C, 19A, 19F, 23F va 33F voi CRM,¢7; va

PCV21(3/5/15B/22F)-TT bao gdm céc thé lién hop polysacarit dugc diéu ché
bang céach lién hop mdi polysacarit cia cac typ huyét thanh 3, 5, 15B va 22F vao TT va
mdi polysacarit cia cac typ huyét thanh 1, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F,
14, 18C, 19A, 19F, 23F, va 33F v61 CRM 7.

Ché pham PCV21(1/5/15B/22F)-TT trong téng liéu 0,5 ml bao gbm 2,2 pg cla
mdi polysacarit, ngoai trir typ huyét thanh 6B véi lugng 4,4 pg; tir 2 ug dén 25 pg TT
(dbi v6i cac typ huyét thanh 1, 5, 15B, va 22F) va tir 40 g dén 75 ng CRMjg; 0,125 mg
chit bd tro nhém nguyén t6 (0,5 mg nhdm phosphat); 4,25 mg natri clorua; khoang 295
ng dung dich dém sucxinat; va khoang 100 pg polysorbat 80 trong téng 1idu 0,5 ml.

Ché pham PCV21(3/5/15B/22F)-TT trong tdng lidu 0,5 ml bao gbm 2,2 pg mdi
polysacarit, ngoai trir cac typ huyét thanh 1, 3, 6B, 19A, va 19F véi lugng 4,4 pg; tr 2 pg
dén 25 pg TT (d6i v6i céc typ huyét thanh 3, 5, 15B, va 22F), 0,250 mg chét b trg nhom
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nguyén t6 (1,13 mg nhdm photphat); véi cac thanh phén khéac va ham lugng cta chung
gidng v6i ham lugng ctia PCV21(1/5/15B/22F)-TT.

Vi du 4. Kha ning gay mién dich cta véc-xin lién hop phé cau khuén da gia

Céc véc-xin phé cAu khuén da gia, chit mang hén hop, PCV21(1/5/15B/22F)-TT
va PCV21(3/5/15B/22F)-TT dugc didu ché trong Vi du 3, dugc thir nghiém vé kha ning
gdy ra dap ung mién dich & thd. Viéc danh gid kha ning mién dich duoc thuc hién bing
thir nghiém ELISA ddc hiéu khang nguyén d6i v6i cac ndng do IgG trong huyét thanh va
bang xét nghiém thuc bao bang opsonin (OPA) d6i v6i chuc ning khang thé. Tho tréng
Niu Di Lan dugc gdy mién dich theo dudng trong co vao tudn 0 va tudn 2 véi lidu cao
hon 5% so véi lidu 1am sang & ngudi theo k& hoach ctia m&i polysacarit (2,31 pg mdi
polysacarit, ngoai trir typ huyét thanh 6B véi lugng 4,62 pg) trong ché phdm hoic lidu
cho ngudi (2,2 ug mdi polysacarit, ngoai trir typ huyét thanh 6B véi lugng 4,4 ug). Huyét
thanh duoc 14y mAu mdi 2 tudn sau khi gdy mién dich. Ca hai ndng do cho théy két qua
nhu nhau.

4-1. PCV21(3/5/15B/22F)-TT

Po ndng do IgG dic hiéu typ huyét thanh

Polysacarit vo (PnP) d6i v6i mdi typ huyét thanh duge phu 1én dia 96 giéng & mirc
tir 0,5 pg/giéng dén 1 ng/giéng. Luong huyét thanh twong duong dugc 14y miu tir mdi
d6i tugng va dugc gom theo nhom. Nhém huyét thanh dugc pha lodng lién tiép 2,5 lan
v6i dung dich dém pha loang khang thé chita Tween 20 va polysacarit thanh té bao phé
cAu khudn (CWPS) thu dugc tir Statens Serum Institut (5 pg/ml) va sau d6 phan tng o
nhiét d6 trong phong trong 30 phut. Dia dugc rita 5 1in bang dung dich dém rua, sau do
huyét thanh da duoc hép phu truéce va da duge pha lodng 50 pl duoc bd sung vao dia c6
giéng da phu, sau d6 G ¢ nhiét do trong phong trong tr 2 gio dén 18 gio. Pia c6 giéng
duoc rira theo cung mdt cach va sau do cac thé lién hop phosphataza kiém khéng IgG thé
dugc bd sung vao timg giéng, sau d6 U & nhiét do trong phong trong 2 git. Céc dia dugc
rtra nhu mo ta & trén va 1 mg/ml chit dém p-nitrophenylamin 1am co chit duoc bd sung
vao timg giéng va sau d6 cho phan Ung & nhiét do trong phong trong 2 gid. Phan ing
duoc dap tat bang cach bd sung 50 ul NaOH 3 M va d¢ hap thy ¢ 405nm va 690nm duge
do. D& 1am vi du so sanh, vic-xin 13 thanh phin c6 ban trén thi truong (PREVNARI3)

dugc dua vao quy trinh tuong tu. Céc két qua dugc thé hién trong Bang 3.
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Bang 3. Nong do IgG (U/ml) déi v6i 21 typ huyét thanh lic 2 tuan sau khi gly

mién dich 1an 2

Typ huyét thanh PREVNARI13 PCV21(3/5/15B/22F)-TT
T 167704 13623,9
3 66034 20462,4
3 27969.,9 44594 .4
5 5758.,6 105214

6A 94937 12696,6
6B 8690.6 8197,1
7F 60819,7 56995,0
8 594.8 61898,5
ON 51862 2939369
oV 30043,9 394211
10A 169,8 272433
1A 184,5 523843
12F 130,0 268154
14 21906,0 39258,8
15B 843, 8360,7
18C 91500,7 80523,0
19A 16470,7 5179,7
19F 139564 176734
20F 139,7 11716,5
23F 12089,4 8934.6
33F 1432 297743

Khi cac polysacarit vd cla cac typ huyét thanh 3 va 5 dugc lién hop voi TT, ndng
do IgG dac hiéu typ huyét thanh ting dang ké so v6i ndng @6 thu duoc khi lién hop véi
CRM,;. Tho dugce giy mién dich bang PCV21(3/5/15B/22F)-TT ciing ching t su gia
tang dang ké cua ndéng dd IgG so véi tam typ huyét thanh bd sung khong c6 trong
PREVNARI3 (tc 13, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F va 33F). Cu thé 1, typ huyét
thanh 9N ¢6 mirc ting ndéng d6 IgG dic hiéu trong huyét thanh 16n hon 50 l4n so v&i
PREVNARI13.
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Xét nghiém kha ning gdy mién dich chirc nang (MOPA)

Chuc ning khang thé duoc dénh gia bang cach tht nghiém huyét thanh trong xét
nghiém MOPA. Ching MOPA S. pneumoniae dugc bdo quén ¢ -70°C hodc thap hon
duogc pha lodng dén muc pha lodng cubi cling twong ung sao cho ndng d6 ctia mdi ching
la khoang 50.000 CFU/ml. Lugng huyét thanh twong duong duoc lay mau tir mdi dbi
tuong, dugc gdp chung theo nhém va duge pha lodng lién tiép 2 1an sao cho 20 pl huyét
thanh vin con & trong dia c6 day hinh chit U. Sau khi pha lodng mau, 10 pl ching dugc
chudn bi cho mdi typ huyét thanh dwoc tron v6i mau da pha lodng va hdn hop nay dugc
dé cho phan tng & nhiét do trong phong trong 30 phut dé S. pneumoniae va khang thé
duoc tron déu. Hdn hop ciia cc té bao HL-60 da biét hoa so by va bd thé duge bd sung
va cho phan Ung trong thiét bi & CO, (37°C) trong 45 phat. Nhiét d6 duoc lam giam aé
dimng su thuc bao va 10 pl dung dich phan ung duoc chim lén trén dia thach da dugc sdy
khé trude tir 30 dén 60 phut, va sau d6 cho phép duge hap phu lén trén dia trong 20 phut
cho dén khi kho. Dung dich gbe TTC 25 mg/ml duge bd sung vao aga phu da duge didu
ché, va khang thé thich hop cho chung tuong tng duoc bd sung vao d6. Hon hop dugce
tron k¥, va sau d6 khoang 25 ml hén hdp duoc bd sung Ién trén dia va dé cho cing lai
trong khoang 30 phut. Dia di cimg hoan toan dugc U trong thiét bi o CO, (37°C) trong
thoi gian tur 12 dén 18 gi0 va sau do céac khuén lac dugc dém. Hiéu gia MOPA duogc biéu
dién dudi dang ti 1€ pha lodng ma tai d6 quan sat thay muc tiéu diét 1a 50%. Dé lam vi dy
so sanh, vic-xin 13 thanh phén ¢6 ban trén thi truong (PREVNARI13) dugc dua vao quy
trinh twong tu. Céc két qua dugc thé hién trong Bang 4.

Bang 4. Hidu gi4 MOPA dbi véi 21 typ huyét thanh & thdi diém 2 tudn sau khi gay

mién dich lan hai

Typ huyét thanh PREVNAR13 PCV21(3/5/15B/22F)-TT

1 94 80
3 829 3772
4 2428 2370
5 1169 1972

6A 4925 3094

6B 5693 3927

7F 2731 2386
8 Khoéng dugc thir nghiém 669
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9N Khéng dugc thr nghiém 2339
oV 271 175
10A Khéng dugc thir nghiém 805
11A Khoéng dugc thr nghiém 2040
12F Khéng dugc thr nghiém 894
14 1917 1874
15B Khong dugc thir nghiém 311
18C 5347 3758
19A 5760 888
19F 2059 710
22F Khéng dugc thir nghiém 1286
23F 1975 1868
33F Khoéng dugc thr nghiém 1011

Khi cac typ huyét thanh 3 va 5 duoc lién hop véi TT, hig¢u gia MOPA chuc nang

tang lén déng ké so v6i hidu gia MOPA thu dugce khi ching duge lién hgp véi CRM;g,.

Thé da duoc gdy mién dich véi PCV21(3/5/15B/22F)-TT ciing chung t sy tang 1én dang

ké cua hiéu gia MOPA chtic ndng so vdi mdi trong sb tam typ huyét thanh bd sung ma
khong c¢6 mat trong PREVNARI3 (ttre 13, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F, va 33F).
4-2. PCV21(1/5/15B/22F)-TT

Nong dd IgG dac hiéu typ huyét thanh va hiéu gia gay mién dich chic ning dugc

do theo cung céch nhu trong 4-1, va két quéa ctia hai thi nghiém riéng biét duoc thé hién

nhu sau.

Do ndng dd IgG dic hiéu typ huyét thanh
Bang 5. Nong d¢ IgG (U/ml) dbi voi 21 typ huyét thanh lic 2 tudn sau khi gay

mién dich 1an tht hai

Thi nghiém 1 Thi nghiém 2
Typ huyét PCV21(1/5/15 | PREVNAR | PCV21(1/5/15B/2
PREVNARI13
thanh B/22F)-TT 13 2F)-TT
1 5105,5 46202,4 14208,3 28405,2
3 6303,0 10591,0 6575,6 8883,8
4 46727,3 69813,7 16600,3 39330,1
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Thi nghiém 1 Thi nghiém 2
Typ huyét PCV21(1/5/15 | PREVNAR | PCV21(1/5/15B/2
thanh PREVNARIS B/22F)-TT 13 2F)-TT
5 6873,9 164684 5079,3 21510,8
6A 325614 34321,1 8965,5 7658,8
6B 25398,7 20484.6 5105,2 2885.,6
TF 27560,5 85909, 1 59993,0 55489,8
8 521,0 89658,7 274,7 83945.,4
9N 51982 304294,1 3824,7 207073,2
oV 62169,3 41229,0 39503,5 42000,7
10A 166,4 37705,0 130,0 19173,7
11A 1953 43766,3 163,9 49047,9
12F 154,4 25797,6 130,0 14503,3
14 17765,9 34321,5 12312,4 18367,4
15B 436,0 4658,6 280,6 6711,2
18C 103154,7 158798,8 62963,5 95617,7
19A 19191,1 6398,0 9807,5 4133,7
19F 16349,2 37946,5 9838,7 12775.,0
22F 130,0 10335,4 130,0 1705,8
23F 15166,5 10104,6 5835,1 4128.6
33F 146,1 35918,2 141,4 34004,5

Khi céc polysacarit vo cua cac typ huyét thanh 1 va 5 duoc lién hop voi TT, ndng
d6 IgG dac hiéu typ huyét thanh ting déng ké so v6i khi ching dugc lién hop v6i CRMg7.
Thé dugc gy mién dich véi PCV21(1/5/15B/22F)-TT cling ching t6 su gia tang dang ké
cta ndng do IgG so véi tam typ huyét thanh bd sung khong c6 trong PREVNARI3 (tic
la, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F va 33F). Mot 4n nita, typ huyét thanh ON cho thdy su
gia tang déng ké (16n hon 50 lan) so voi PRENARI3.

Xét nghiém gy mién dich chic nang (MOPA)

Bang 6. Hi¢u gia MOPA d6i voi 21 typ huyét thanh vao 2 tudn sau khi gy mién
dich lan th hai
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Thi nghiém 1 Thi nghiém 2
) PCV21(1/5/15B
Typ huyét PREVNA | PCV21(1/5/15B
PREVNARI13 /22F)-TT
thanh R13 /22F)-TT
1 99 294 109 214
3 479 792 740 820
4 2560 4083 2272 2671
5 1046 2696 3638 13927
6A 5624 4871 4949 2417
6B 5451 9599 4915 4516
7F 2355 2585 2414 2305
Khong dugc
8 692 - 779
thr nghiém
ON 54 1860 84 1391
ov 282 165 295 371
Khong dugce
10A 949 - 810
thr nghiém
Khong dugc
11A 986 - 2118
thir nghiém
Khong dugce
12F 795 - 713
thir nghiém
14 1052 2715 1659 2362
15B 59 461 79 403
18C 6257 7200 2933 3261
19A 2962 1151 3910 1794
19F 968 1874 1570 1109
Khong dugc
22F 2091 - 261
thr nghiém
23F 1854 1481 1956 660
Khoéng duge
33F 1862 - 850
thr nghiém
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Khi céc typ huyét thanh 1 va 5 dugc lién hop véi TT, hiéu gia MOPA churc nang
tang 1én dang ké so véi hiéu gia MOPA thu dugc khi ching dugc lién hop vo1 CRM 7.
Thé da duoc gay mién dich v6i PCV21(3/5/15B/22F)-TT cling chirng té sy tang lén dang
ké cta hiéu gia MOPA chirc nang so véi mdi trong sb tim typ huyét thanh bd sung ma
khong c6 mat trong PREVNARI13 (tic 13, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F, va 33F).

Vi du 5. Chi tiét thém vé su didu ché thé lién hop sacarit-protein tir typ huyét
thanh 9N Streptococcus pneumoniae

Pidu ché ngan hang té bao

Typ huyét thanh 9N Streptococcus pneumoniae (ATCC 6309) dugc mua tur Bao
tang chung gibng vi sinh vat cia My (ATCC). Dé tang sinh ching nay va loai bo cac
thanh phan c6 nguén gbc dong vat, giéng gbc duge nudi ciy trong mot vai thé hé. Cac lo
lwu trit dugc giit trong td lanh (< -70 °C) cling véi glyxerol tbng hop lam chét bao vé lanh.
Pé didu ché ngin hang té bao, chung nudi ciy té bao dugc ting sinh trong mdi truong
dua trén dau twong. Trude khi lam dong lanh, cac té bao duoc cd dic bé'mg cach ly tam va,
sau khi loai boé moi trudong dugce su dung, cac két vién t& bao dugc tai tao huyén phu
trong moi truong méi chira chit bao vé lanh (vi dy, glyxerol tdng hop).

Lén men

Chung nudi cdy tir ngan hang té bao duoc gdy nhidém vao chai gidng chtra mdi
truong dya trén dau tuong. Cho dén khi diéu kién ting truéng duoc théa man, chung nudi
cdy dugc u & nhiét do khong ddi ma khong khudy tron. Chung nudi chy dugc gdy nhiém
vao thiét bi 1én men giéng chira moi truong dua trén diu twong, voi nhiét do, pH va toc
do khuéy tron dugc kiém soat, béng cach str dung chai giéng. Qua trinh [én men bi chdm
dit sau khi su ting trudng bi dimg lai hodc kha nang lam viéc cua thiét bi 1én men da dat
duoc. Sau khi két thic qué trinh 1én men béng cach bd sung chét khtr hoat tinh, cdc méanh
vun cua té bao dugc loai bod béng cach két hop loc va ly tam dong lién tuc.

Tinh ché

Qua trinh tinh ché polysacarit phé cau bao gdm loc da 16p, co/loc tudn hoan c6 pha
logng lap di lap lai va loc/rira giai.

Hoat hoa

Nbng do polysacarit cudi cling dugc didu chinh dén khoang 2,0 g/l bang cach bd
sung tuan tu WFI v6i lugng da dugc tinh. Néu cn thiét, 46 pH phan tng dugc diéu chinh

dén khoang 6,0. Sau khi diéu chinh pH, nhiét do phéan tng dugc diéu chinh dén 21-25°C.
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Khoang 0,024-0,189 mg natri periodat dugc bd sung vao mdi 1 mg dudng dé bt ddu qué
trinh oxy hoa. Phan ing oxy hoéa duoc tién hanh trong 16-20 gid & 21-25°C.

Polysacarit d& hoat hoa dugc co va loc tudn hoan c6 pha lodng qua mang siéu loc
MWCO 100 kDa. Qué trinh loc tudn hoan ¢6 pha lodng dugc tién hanh d6i véi WFI voi
10 14n thé tich cta thé tich loc tudn hoan c6 pha lodng. Sau dd, polysacarit da hoat hoa da
tinh ché duoc bao quan & 2-8 °C. Sacarit da hoat héa da tinh ché dugc dic trung bdi (i)
ndng d6 sacarit dugc xac dinh bang xét nghiém do mau, (ii) ndng dd aldehyt duogc xéac
dinh bang xét nghiém do mau, (iii) mirc do oxy hoa va (iv) khdi luong phan tit duge do
bing SEC-MALLS.

SEC-MALLS dugc sir dung dé x4c dinh khdi lugng phan tir cta polysacarit va thé
lién hop polysacarit-protein. SEC dugc st dung dé tach polysacarit dua trén thé tich thuy
dong luc hoc. B phat hién chi sb khic xa (RI) va bd phét hién tan xa anh sing laze da
goc (MALLS) dugc str dung dé xac dinh khéi luong phan tir. Khi 4nh sang phan tmg véi
vat liéu, 4nh sdng bi tan xa. Luong 4nh sdng tan xa co lién quan dén néng do, binh
phuong cua dn/dc (su gia ting chi sé khuc xa riéng) va khéi lugng mol cua vét liéu. Khéi
lugng phan ti dugce tinh dya trén tin hi€u cia 4nh sang tan xa tir by phat hién MALLS va
tin hiéu ndng do tir b phat hién RI.

Mtrc do oxy hoa (DO) clia polysacarit da hoat héa dugc xac dinh 1a s6 mol cla
don vi duong lap lai chia cho s6 mol cta aldehyt. S6 mol ciia don vi duong lap lai dugc
x4c dinh bang cac k§ thudt do mau khac nhau, vi dy, bing cach st dung xét nghiém
anthrone. Va, s6 mol cua aldehyt duoc xac dinh br?lng xét nghiém do mau Park-Johnson.

Bang cach st dung céac ky thudt dugc md ta & trén, ngudi ta dd xac dinh rang
polysacarit vo typ huyét thanh 9N Streptococcus pneumoniae thu duge bing phuong
phap dugc md ta ¢ trén ¢ mic do oxy hoa la 2-19, cu thé hon 1a 5-10 va khéi lugng
phan ttr 1a khoang 200-700 kDa.

Su lién hop

Polysacarit d& hoat héa dugc tron v6i protein mang CRM;o7, véi ty 1€ 0,5-2 g
CRM,¢; trén 1 g polysacarit dd hoat hoéa. Sau do, hdn hop da tron duge lam dong kho.
Hon hop dong khd clia polysacarit da hoat hoa va CRM, 97 duge bao quan ¢ -20 °C.

Hbn hop dong kho cua polysacarit dd hoat héa va CRM;y; dugc hoan nguyén
trong dung dich natri photphat 0,1 M va sau d6 tron vira du. Néng do polysacarit cudi

cung trong dung dich phan tng 1a khoang 10-20 g/I. Sau Khi bét ddu su lién hop bing
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céch bd sung 1,0-1,2 duong lugng mol natri xyanoborohydrua (NaBH;CN) vao hdn hop
phan Ung, phan Ung duoc tién hanh & 35-39 °C trong 44-52 gi¢. Phan ung lién hgp dugc
két thuc bing cach bd sung dung dich natri clorua 0,9% c6 cling thé tich voi dung dich
phan tmg lién hop va sau d6 thém 1,8-2,2 dwong lugng mol natri borohydrua (NaBH,) dé
gdn mii aldehyt khong phéan Gmg. Phan ing gén mii dugc tién hanh & 21-25 °C trong 3-6
gio.

Dung dich lién hop dugc pha lodng v6i dung dich natri clorua 0,9% dé co dic va
loc tudn hoan c6 pha loang bing mang MWCO 100 kDa. Dung dich lién hop da pha
logng duoc loc qua bd loc 0,8-0,45 pm va dugc tinh ché béng cach ¢6 va loc tudn hoan c6
pha loang. Qua trinh loc tudn hoan c6 pha loang st dung mang MWCO 100 kDa dugc
tién hanh bang cach st dung dung dich natri clorua 0,9% 15 - 40 lan thé tich loc tuan
hoan c6 pha loang. Sau khi hoan thanh viéc loc tudn hoan c6 pha lodng, dung dich con lai
duoc loc qua bd loc 0,2 pm. Dung dich lién hgp duoc pha lodng dén néng dd dudi xép xi
0,55 mg/ml, dugc loc v tring va sau d6 dugc bao quan ¢ 2-8 °C.

Cu thé 13, thé lién hop typ huyét thanh 9N da tinh ché dugc ddc trung boi (i) nong
do protein dugc xdc dinh béng xét nghiém do mau (Lowry), (ii) néng do aldehyt duoc
x4c dinh bang xét nghiém do mau, (iii) ty 1& sacarit v6i protein, (iv) muc phﬁn b kich
thu6e phan ti duoc xdc dinh bing séc ky loai trir kich thuée (CL-4B) va (v) khoi lugng
phén tir duoc do bing SEC-MALLS.

Su thay dbi vé cac dic tinh cua thé lién hop typ huyét thanh 9N dugc quan sét
trong khi thay db1 mac do oxy héa (DO). Két qua dugc tom tit trong Bang 7.

Bang 7

Thé lién hop sb 1 2 3 4 5 6

Khéi luong phén tir ciia polysacarit

da duoc hoat héa, kDa

582 | 619 | 459 563 490 | 427

DO 182 | 9,4 7,4 6,7 43 2,3
Ty 1é dau vao (P:S) 0,8:1
Nbng do polysacarit trong dung dich 20.0
phan ung lién hop, g/l
% hiéu suat lién hop 53 43 39 32 33 39
Ty 1€ sacarit v&i protein 2,1 1,5 1,3 1,1 1,0 0,78
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Thé lién hop sb 1 2 3 4 5 6
% sacarit tu do 44 28 22 20 21 31
% murc phan bd khdi lugng phan t&r | 52 49 50 55 44 31
Khéi lwong phén tir ctia thé lién hop,
D 860 | 1.110 | 1.912 | 1.168 | 1.189 | 1.160

Su thay d6i vé dic tinh cia thé lién hop typ huyét thanh 9N da duge quan sat trong
khi thay d6i ty 1& pha tron cia polysacarit da hoat hoa va CRM,y; trong qua trinh dong

kho. Két qua dugc tom tit trong Bang 8.

Béang 8
Thé lién hop so 7 8 9 10 11
Khbi luong phan tir cua polysacarit )87
da dugc hoat hoa, kDa
DO 5,6
Ti 16 dau vao (P:S) 2:1 1,5:1 1:1 0,67:1 0,5:1
Néng dd polysacarit trong dung 20.0
dich phan tng lién hop, g/l
% hiéu suat lién hop 25 50 43 41 66
Ty 1€ sacarit véi protein 0,71 0,85 1,0 1,2 1,8
% sacarit tu do 5 6 15 27 62
% mirc phan bd khoi lugng phén
52 58 50 40 22
tor
Khdi lugng phén tir ctia thé lién
hop, kDa 3.720 | 3.713 | 1.327 | 1.016 545

Su thay ddi vé dic tinh cia thé lién hop typ huyét thanh 9N da dugc quan sat trong
khi thay d6i ndng do polysacarit trong dung dich phan tng lién hop. Két qua dugc tom tit

trong Bang 9.
Bang 9
Thé lién hop sb 12 13 14 15 16
Khéi lugng phan tir cia polysacarit 560
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da duoc hoat hoa, kDa

DO 6,1

Ti 1é dau vao (P:S) 0,8:1

Ndng dd polysacarit trong dun
& copoly & 8 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0
dich phan ung lién hop, g/l

% hiéu sudt lién hop 20 31 28 40 42
Ty 1€ sacarit vé&i protein 1,0 1,0 0,93 0,99 0,97
% sacarit tu do 32 30 22 21 18

% mutc phan bd khoi lugng phan . . 40 A7 54
thr

Khdi lwong phan tir ctia thé lién

hop, kDa

560 546 845 932 1.438

Vi du 6. Phan tich kha nang mién dich

Ché pham lién hop don gia chira thé lién hop sacarit-protein typ huyét thanh 9N
Streptococcus pneumoniae lién hop véi CRM 97 duoc bao ché.

Kha ning mién dich cta ché pham gay mién dich don gia néu trong céc bang 11-
13 dugc phén tich bang ELISA. Nong do trong huyét thanh cua IgG dac hiéu typ huyét
thanh duoc xéc dinh.

Nim con tho trang Niu Di Lan gidng céi ning 2,5-3,5 kg dugc giy mién dich bang
lidu 1am sang duoc dé xudt & ngudi (thé lién hop 2,2 pg; + 0,25 mg/ml nhdm nhu AIPO,)
& 0 tudn qua dudng trong co. Cac con thd dugc gy mién dich lai vao tudn 2 bang vic-xin
lién hop cb cung lidu luong va maiu mau dugc 14y vao tuén 4. ELISA ddc hiéu typ huyét
thanh dugc tién hanh d6i véi cac mau huyét thanh & tudn 0 va tuan 4.

Két qua phan tich dugc thé hién trong Bang 10. Céc con tho dugc giy mién dich
bang ché phim lién hop don gia (thé lién hop sb 8) cho thdy su gia ting dang ké cua hidu
gia IgG tdng sb d6i véi typ huyét thanh 9N. Céc con tho dugce gy mién dich bing céc thé
lién hop khéc cling cho thdy su gia ting déng ké cta hiéu gia IgG tong sd.

Bang 10 thé hién két qua do ndng do IgG sau khi gdy mién dich thé bang thé lién
hop sb 8 néu trong Bang 8.

Bang 10
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Néng d6 IgG (U/ml)

Typ huyét thanh Truéc gdy mién dich Sau gay mién dich

130,0 656.345,3

Mic du mdt hodc nhiéu phuong an vi du dd duge md ta trong ban mo ta nay, song

ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hidu ring cac thay ddi khac nhau vé

hinh thtrc va chi tiét ¢6 thé dugc thuc hién ma khong nam ngoai tinh than va pham vi cta

y tudng sang tao nhu duoc xac dinh bai cac yeu ciu bao h sau day.

TAI LIEU THAM KHAO

Céc tai liéu tham khao sau day dugc trich din trong don nay va cung cép thong tin

chung vé linh vuc k¥ thuat va cung cép cac xét nghiém va cac chi tiét khac duoc thao

luan trong don nay. C4c tai liéu tham khao sau ddy dugc dua toan bo vao déy bang céch

vién dan.
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YEU CAU BAO HQ

1. Ché phim lién hop phé cau khuin da gi4, chit mang hdn hop, chira 21 thé lién hop
polysacarit vo phé cau khuén-protein khac nhau, trong d6 mdi thé 1ién hop polysacarit vo
phé ciu khuan-protein bao gdm chit mang protein dugc lién hop véi polysacarit vo tir typ
huyét thanh khéc cua Streptococcus pneumoniae, trong d6 cac typ huyét thanh cia
Streptococcus pneumoniae nay dugc chon tr 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A,
12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F,

trong d6 chit mang protein 14 CRM, 7 hodc giai doc t6 udn van, va

trong d6 bbn trong sb céc polysacarit vé dugc lién hop v6i giai doc t6 udn véan va
cac polysacarit v con lai dugc lién hgp v6i CRM,g7, trong d6 bbn polysacarit vé dugc
lién hop véi giai doc t& ubn van la céac typ huyét thanh 15B, 22F va hai typ huyét thanh

con lai dugce chon tir nhom gdm cac typ huyét thanh 1, 3 va 5.

2. Ché phim lién hop phé cau khudn da gi4, chat mang hdn hop theo diém 1, trong d6 céc
polysacarit vé tir cac typ huyét thanh 1, 5, 15B va 22F dugc lién hop véi gidi doc t6 ubn
vén, va cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 3, 4, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A,
12F, 14, 18C, 19A, 19F, 23F, va 33F dugc lién hop voi CRM97.

3. Ché pham lién hop phé cau khuén da gi4, chat mang hdn hop theo diém 1, trong d6 cac
polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1, 3, 15B va 22F dugc lién hop v6i giai ddc t6 udn
vén, va cac polysacarit vé tir cac typ huyét thanh 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A,
12F, 14, 18C, 19A, 19F, 23F, va 33F dugc lién hop v6i CRMjg;.

4. Ché pham lién hop phé cdu khuin da gis, ch4t mang hdn hop theo diém 1, trong d6 céac
polysacarit vo tlr cac typ huyét thanh 3, 5, 15B va 22F dugc lién hop véi giai doc t6 ubn
vén, va cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1, 4, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A,
12F, 14, 18C, 19A, 19F, 23F, va 33F dugc lién hop v6i CRMjy;.

5. Ché pham lién hop phé cau khuan da gié, chét mang hdn hgp theo diém 1, trong d6 ché

phdm nay chira thém chét bd tro.
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6. Ché pham lién hop phé cau khuin da gi4, cht mang hdn hop theo diém S, trong d6

chat bd tro 1a chat bo trg trén co s nhom.

7. Ché phim lién hop phé cdu khuén da gia, chit mang hdn hgp theo diém 6, trong d6

chét bd trg dugc chon tir nhom bao gdm nhém photphat, nhdm sulfat va nhom hydroxit.

8. Ché phim lién hop phé cau khuan da gi4, chdt mang hdn hop theo diém 7, trong d6

chét bd tro 13 nhom photphat.

9. Ché pham lién hop phé ciu khuén da gi4, chét mang hén hop theo diém 1, trong dé:

polysacarit vo tir typ huyét thanh 9N dugc lién hop véi CRM 7 ¢ trang thai trong
do6 polysacarit vo tur typ huyét thanh 9N dugc hoat héa dé c6 muc dd oxy hoa la 2-19
hoic 5-10 va khéi lugng phan tir 1a 200-700 kDa;

thé lién hop duge tao thanh gitta polysacarit vo tir typ huyét thanh 9N va CRM, ¢;
¢6 khdi lwong phan tir 1a 500-4.000 kDa;

ty 1€ cia polysacarit vo tir typ huyét thanh 9N v6i CRM, 97 trong thé lién hop duoc
tao thanh gifta polysacarit vo tir typ huyét thanh 9N va CRMje la 0,5-2.5 (khéi
lwong/khdi lugng); va‘hodc

15-60% cta thé lién hop duoc tao thanh gifta polysacarit vo tir typ huyét thanh 9N
va CRM97 c6 Ky thép hon hoédc b%mg 0,3 trong cot CL-4B.

10. VAc-xin chira ché phdm lién hop phé cau khudn da gi4, chdt mang hdn hgp theo diém

1 va ta duoc duoc dung.

11. Véc-xin theo diém 10, trong d6 21 thé lién hgp polysacarit vo phé cdu khuan-protein
khac nhau bao gdm cac polysacarit v tir cac typ huyét thanh 1, 5, 15B va 22F, moi
polysacarit vé nay duoc lién hop véi giai doc t6 udn van, va cac polysacarit vo tir cac typ
huyét thanh 3, 4, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 18C, 19A, 19F, 23F, va 33F,

mdi polysacarit vd nay dugce lién hop véi CRM,g7.

12. VAc-xin theo didm 11, trong d6 vic-xin nay dugc bao ché & dang lidu don 0,5ml chtra

mdi polysacarit vo v6i lugng ndm trong khoang tir 2 pg dén 2,5 pg ngoai trr polysacarit
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vé clia typ huyét thanh 6B, va polysacarit vo tir typ huyét thanh 6B véi lugng nam trong

khoang tr 4 pg dén 5 pg.

13. Véc-xin theo diém 12, trong d6 véc-xin dugc bao ché & dang liéu don 0,5ml chira mdi
polysacarit vé vé&i lugng 2,2 pg ngoai trir polysacarit vo cua typ huyét thanh 6B, va

polysacarit vo tur typ huyét thanh 6B véi lugng 4,4 pg.

14, Vic-xin theo diém 11, trong d6 véc-xin dugc bao ché & dang lidu don 0,5ml chira mdi
polysacarit vé tir cac typ huyét thanh 1, 5, 6A, 7F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C,
22F, 23F, va 33F véi luong nam trong khoang tr 2 pg dén 2,5 pg va mdi polysacarit vo
tir céc typ huyét thanh 3, 4, 6B, 9V, 19A, va 19F véi lugng ndm trong khoang tir 4 pg dén
Spg.

15. Véc-xin theo diém 14, trong d6 véc-xin dugc bao ché ¢ dang lidu don 0,5ml chira moi
polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1, 5, 6A, 7F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C,
22F, 23F, va 33F voi lugng 2,2 pg va mdi polysacarit vo tir cic typ huyét thanh 3, 4, 6B,
9V, 19A, va 19F véi luong 4,4 pug.

16. Véc-xin theo diém 11, trong d6 véc-xin dugc bao ché & dang liéu don 0,5ml chtra mdi
polysacarit vo vdi luong 2,2 pg ngoai trir tdi da sau typ huyét thanh dugc chon tr nhém
bao gdm céc typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6B, 9V, 19A, va 19F, va mdi polysacarit vo tir toi
da sdu typ huyét thanh dugc chon tir nhom bao gdm cac typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6B, 9V,
19A, va 19F véi luong 4,4 pg.

17. Vic-xin theo diém 16, trong d6 véc-xin dugc bao ché & dang liéu don 0,5ml chita mdi
polysacarit v tlr cac typ huyét thanh 1, 4, 5, 6A, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B,
18C, 22F, 23F, va 33F vai luong 2,2 pg, va mdi polysacarit vo tir cic typ huyét thanh 3,
6B, 19A, va 19F véi luong 4,4 pg.

18. Véc-xin theo diém 11, trong do vac-xin dugc bao ché & dang liéu don 0,5ml chira:

mdi polysacarit vo voi lugng nidm trong khoang tir 2 pg dén 2,5 pg ngoai trix

polysacarit vo cua typ huyét thanh 6B;
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polysacarit vo tur typ huyét thanh 6B véi lugng nam trong khoang tir 4 pg dén 5

ng;
gidi doc t5 udn van v6i lwgng nim trong khoang tir 2 pg dén 25 pg;
CRM, ¢, v6i luong nim trong khoang tir 40 pg dén 75 ng;
chét bd tro nhém nguyén té véi lugng nam trong khoang tr 0,125 dén 0,250 mg;
natri clorua; va

dung dich dém sucxinat.
19. Vic-xin theo diém 18, trong d6 vic-xin con chira polysorbat 80.
20. Véc-xin theo diém 18, trong d6 chét bd trg nhdm nguyén t6 1a nhém phosphat.
21. Vc-xin theo diém 18, trong d6 vic-xin nay chtta mdi polysacarit vo v6i lwong 2,2 g

ngoai trlr polysacarit vo tir typ huyét thanh 6B va polysacarit vo tir typ huyét thanh 6B

voi luong 4,4 pg.
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