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(54) CHE PHAM SINH MIEN DICH PA HOA TRI CHUA THE LIEN HQP
POLYSACARIT PROTEIN MANG STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

(57) Sang ché dé cap dén ché pham sinh mién dich _da hoa tri chira nhiéu hon mét thé lién
hop polysacarit protein S. pneumoniae, trong dé mdi mot trong cac thé lién hop nay chua
polysacarit tur kiéu huyét thanh S. pneumoniae dugc lién hop véi protein mang, trong d6
cac kiéu huyet thanh cta S. pneumoniae 1a nhu dugc xac dinh ¢ day. Theo mot s6 phuong
an, it nhat mot trong cac thé lién hop polysacarit protein dugc tao ra nho phan tmg lién hop
bao gébm dung mdi aprotic. Theo cic phuong an khéc, m01 mot trong cac thé lién hop
polysacarit protein duoc tao ra nho phan ing lién hop bao gb6m dung mai aprotic. Sang che
cling dé cép dén phuong phap cam tng dap tng mién dich bao vé & ngudi bénh bao gdm
viéc cho bénh nhan nay dung ché pham sinh mién dich da hoa trj theo sang ché. Ché pham
sinh mién dich da hoa tri hitu ich trong vi¢c mang lai sy bao vé chéng lai lay nhiém S.
pneumoniae va cac bénh do S. pneumoniae giy ra. Ché pham theo sang ché ciing hiru ich
lam mot phan cua ché d6 diéu tri mang lai su bao vé bd sung cho cac bénh nhan di duoc
tiém chiing vacxin da héa tri ma duoc chi dinh dé ngin ngira bénh do phé cau khuan.



B chudn OPA

1']51
=1en ]

£ POVIS
104 o PGV

@ POV21/APA
mh b
u:ﬂ- :
,,,, E LTRTETE

in ||{| m

108 1A 12F 15C 1'.'F 08

W PCVI1 APA
5{: mmmw n LEB
Kidu b

o
gg



39330

Linh vire k§ thuit dwoe dé cap

Sang ché @ cap dén ché phdm sinh mién dich da héa tri c6 cac thé lién hop
polysacarit-protein riéng biét. M3i thé lién hop nay gdm c6 polysacarit nang dugc
tao ra tir mot kiéu huyét thanh khéc nhau ctia Streptococcus pneumoniae duoc lién
hop véi protein mang, t6t hon 14 CRM197. Ché pham sinh mién dich nay dem lai

pham vi tic dung rdng chdng lai bénh do phé ciu khuén.
Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Streptococcus pneumoniae 13 vi khuan gram dwong va 13 nguyén nhén phd
bién nhét gay ra bénh vi khudn x4m lin (nhu viém phéi, nhidm khuin huyét, viém
mang ndo va viém tai gitta) & tré so sinh va tré nho. Phé ciu khudn duoc bao bing
polysacarit lién két hoa hoc dem lai tinh dic hiéu véi kiéu huyét thanh. Co trén 90
kidu huyét thanh phé ciu khuin da biét, va nang 1 thé quyét dinh doc luc co ban
cho phé cu khudn nay, do nang nay khéng nhing bao vé bé mit trong cta vi khuin
chéng bb thé, ma ban than né con mang tinh mién dich kém. Polysacarit 14 khang
nguyén khong phu thudc vao té bao T, va, trong hiu hét cac trudng hop, khong thé
duogc xir ly hodc duge ¢6 mit trén cc phan tir MHC dé tuong tac véi té bao T. Tuy
nhién, ching c6 thé kich thich hé mién dich thong qua mét co ché thay thé bao gém

su lién két chéo ctia cac thu thé bé mit trén té bao B.

Vacxin polysacarit phé cdu khuin da hoa tri d4 dugc cap phép trong nhiéu
nam da ching minh duoc gia tri trong viéc ngin nglra bénh do phé cdu khuin &
nguoi truong thanh, dic biét 13, nguoi 16n tubi va nguoi cé nguy co cao. Tuy nhién,
tré so sinh va tré nho lai dap tmg kém véi céc polysacarit phé cau khuén khong lién
hop. Vacxin lién hop phé cu khudn, Prevnar®, chita 7 kiéu huyét thanh d4 phan lap
phd bién nhét (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F va 23F) gy bénh phé ciu khuan xam lan &
tré nho va tré so sinh tai thoi diém d6, duoc cip phép 1an dAu tién & My vao thang

hai nam 2000. Sau khi viéc sir dung Prevnar® phd bién tai M§, thi bénh phé cau
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khuin x4m 14n giam dang ké & tré em do céc kidu huyét thanh c6 trong Prevnar®,
Xem tai liéu Centers for Disease Control and Prevention, MMWR Morb Mortal
Wkly Rep 2005, 54(36):893-7. Tuy nhién, cling c6 céc han ché & pham vi tac dung
ctia kiéu huyét thanh véi Prevnar® & mot sé ving trén thé gi6i va mét s6 bing ching
vé mot sb kidu huyét thanh ndi troi & Mg (vi du, 19A va cac kiéu huyét thanh khac).
Xem tai liéu O'Brien et al., 2004, Am J Epidemiol 159:634-44; Whitney et al., 2003,
N Engl J Med 348:1737-46; Kyaw et al., 2006, N Engl J Med 354:1455-63; Hicks et
al., 2007, J Infect Dis 196:1346-54; Traore et al., 2009, Clin Infect Dis 48:S181-
S189.

Cong b6 don sing ché My s US 2006/0228380 mé ta vacxin lién hop
polysacarit-protein phé cdu khuén héa tri 13 chta cac kiéu huyét thanh 1, 3, 4, 5,
6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F va 23F. Cong bd don sang ché Trung Quéc sé
CN 101590224 A md ta vacxin lién hop polysacarit-protein phé cdu khuén héa tri
14 chira céc kiéu huyét thanh 1, 2, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9N, 9V, 14, 18C, 19A, 19F va
23F.

Cac PCV khéc chira 7, 10, 11, hogc 13 kiéu huyét thanh c6 trong PCV-15
(Cong b6 don sang ché My s6 2011/0195086), nhung can thidp min dich lai dwoc
quan sat thdy chi 6 mot sb kiéu huyét thanh (vi dy, bao vé giam di déi véi kiéu huyét
thanh 3 trong PCV-11 ctia GSK) va téc d6 dap tmg giam di d6i véi kidu huyét thanh
6B trong PCV-13 cua Pfizer PREVNAR® 13). Xem tai liéu Prymula et al., 2006,
Lancet 367:740-48 va Kieninger et al., Safety and Immunologic Non-inferiority of
13-valent Pneumococcal Conjugate Vaccine Compared to 7-valent Pneumococcal
Conjugate Vaccine Given as a 4-Dose Series in Healthy Infants and Toddlers, duoc
trinh bay tai cudc hop thudng nién 1an thir 48 ICAAC/ISDA 14n thir 46, Washington
DC, tir ngdy 25 dén 28 thang mudi, 2008.

Céc vacxin phé cau khudn da héa tri hién c6 c6 hidu qua trong viéc lam giam
ty 16 mac bénh do phé ciu khuén lién quan dén céc kidu huyét thanh c6 trong cac
vacxin ndy. Tuy nhién, di gia tang ty 1€ hién hanh bénh cta cac kiéu huyét thanh
biéu thi phé ciu khuin khéng c6 trong cc vacxin hién cé ban. Theo dé, ¢6 nhu cau

v€ cac che pham vacxin phé cau khuan khac nita ma dem lai su bao vé chdng lai cac
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tap hop kiéu huyét thanh phé ciu khuin khéc nhau va c6 thé mang lai su bao vé bd
sung chdng lai cac kiéu huyét thanh phé ciu khuén khong cé trong cac vacxin hién

c6 ban.
Ban chat kj thudt ciia sang ché

Sang ché dé xuit ché phim sinh mién dich da héa tri chia céc thé lién hop
polysacarit protein S. pneumoniae trong &6 mdi mot trong céc thé 1ién hop nay chira
polysacarit tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae duge lién hop véi protein mang,

trong d6 c4c kiéu huyét thanh ctia S. preumoniae 14 nhu dugc xac dinh & day.

Theo cac phuong 4n cu thé cta sang ché, cac kidu huyét thanh cua S.

preumoniae bao gdm tap hop cac kiéu huyét thanh dugc chon tir nhém bao gbm:

a) 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B;

b) 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F,
va 20; va

c) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A,
11A, 12F, 15C, 17F, va 20.

Theo céc phuong 4n cu thé khéc ctia sang ché, cac kidu huyét thanh cua S.

pneumoniae bao gdm tap hop cac kiéu huyét thanh duge chon tir nhém bao gbm:

a) 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B;

b) 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F,
va 20A; va

c) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A,
11A, 12F, 15C, 17F, va 20A.

Theo cac phuong 4n cu thé khac cia sang ché, cac kiéu huyét thanh cta S,
preumoniae bao gdm tap hop cac kiéu huyét thanh duge chon tir nhém bao gbm:

a) 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B;

b) 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F,
va 20B; va
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c) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, §, 9N, 10A,
11A, 12F, 15C, 17F, va 20B.

Theo mdt s6 phuong 4n, tip hop cac kiéu huyét thanh cta S. prneumoniae
duoc liét ké trong cac muyc a), b) hodc c) con bao gdm: kiéu huyét thanh 6C, kiéu

huyét thanh 6A, hodc kiéu huyét thanh 6A va 6B.

Theo mot s6 phuong 4n, it nhdt mot trong céc thé lién hop polysacarit protein
dugc tao ra nho phan Ung lién hgp chita dung moi aprotic, vi dy, dimetylsulfoxit
(DMSO). Theo mét sb phwong 4n cu thé, mdi mot trong cac thé lién hop polysacarit
protein dwgc tao ra nhd phan tmg lién hop chira dung méi aprotic. Nhu duoc thé
hién trong ban mo ta, viéc st dung DMSO lam dung moéi trong phan Gng amin héa
khir ctia céc thé lién hop polysacarit-protein mang lai tinh 6n dinh t6t hon ngoai
mong doi v tinh sinh mién dich ting cuong d6i véi cac kiu huyét thanh so véi cac

thé 1ién hop gibng nhu vay dugc tao ra trong cac didu kién chira nude.

Sang ché ciing d& xuét phuong phap cam ting d4p tmg mién dich bao vé &
ngudi bénh bao gdm viéc cho bénh nhan nay ding ché phdm sinh mién dich da hoa
tri theo sang ché. Theo mdt s6 phuong an cta phwong phap theo sang ché, bénh

nhén dugc di€u tri tir trude bang vacxin phé cau khuan da hoa tri.

Ché phim sinh mién dich da hoa tri theo sang ché c6 thé dugc sir dung 1am
mot phin ctia ché d9 didu tri véi vacxin phé cau khuin bd sung khac. Theo d6, sang
ché dé xuét phuong phap cam tmg dép tng mién dich bao vé & ngudi bénh bao gdm
viéc cho bénh nhén nay ding ché phdm sinh mién dich da hoa trj theo sang ché, con
bao gdm viéc cho bénh nhan nay ding vacxin phé cau khudn da héa tri theo trinh tur
bat ky. Theo cac phuong 4n cu thé, vacxin phé cau khudn da hoa tri gdm c¢6 nhidu
thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae trong d6 mdi mot trong cac thé lién
hop nay chira polysacarit tir kiéu huyét thanh S. preumoniae dugc lién hop véi
protein mang. Theo cic phuong 4n khéc, vacxin phé cau khuin da héa tri gdm c6

cac polysacarit nang khong lién hop.

Sang ché cling dé xuit phuong phap tao ra thé lién hop polysacarit-protein

Streptococcus pneumoniae kiéu huyét thanh 8 bang cach sir dung phan tmg lién hop
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trong dung moi aprotic, trong ddé phan Ung lién hop nay khong st dung

xyanoborohydrua.

Sang ché ciing d& xuét ché phim sinh mién dich da héa tri chita cac thé lién
hop polysacarit protein S. pneumoniae trong d6 mdi mot trong céc thé lién hop nay
chira polysacarit tir kiéu huyét thanh S. preumoniae duge lién hop véi protein mang,
trong d6 cac kiéu huyét thanh chon loc ctia S. preumoniae dem lai tinh phan Gng

chéo vdi céac ki€u huyét thanh chon loc khac.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 thé hién phd '"H NMR mét chiéu 600 MHz ctia polysacarit nang tir kiéu
huyét thanh S. pneumonia 6C trong doteri oxit (D20) & nhiét d6 50°C. Cac tin hiéu
bat ngudn tir cac chit ndi chudn (DMSO va DSS-ds) va nude du (HOD) duoc danh
dau. Cac tin hiéu nhé duoc danh ddu boi * 14 do cac luong du vach té bao S.

pneumonia nhu C-polysacarit va/hoéc peptidoglycan.

Fig.2 thé hién ph6 'H NMR mét chidu 600 MHz ctia polysacarit nang tir kiéu
huyét thanh S. preumonia 15A trong doteri oxit (D20) & nhiét d6 50°C. Céc tin hidu
bét ngudn tir cac chit ndi chuan (DMSO va DSS-ds) va nuée du (HOD) duoc danh
dau. Cac tin hiéu nhé duoc danh ddu boi * 1a do cac luong du vach té bao S.

pneumonia nhu C-polysacarit va/hodc peptidoglycan.

Fig.3 thé hién phé 'H NMR mét chiéu 600 MHz ctia polysacarit nang tir kiéu
huyét thanh S. pneumonia 15B dugc khir O-axetyl trong doteri oxit (D20) & nhiét do
50°C. Céc tin hiéu bat ngudn tir cac chat ndi chuan (DMSO va DSS-ds) va nude du
(HOD) dugc danh ddu. Cac tin hiéu nhd duoc danh ddu boi * 1a do cac lugng du

véch té bao S. pneumonia nhu C-polysacarit va/hoic peptidoglycan.

Fig.4 thé hién phd 'H NMR mét chidu 600 MHz cila polysacarit nang tir kiéu
huyét thanh S. preumonia 35B trong D,0 & nhiét d6 50°C. Cac tin hidu bit ngudn tir
céc chit ndi chuin (DMSO va DSS-ds) va nuée du (HOD) duoc danh dau. Céc tin
hiéu nhé duoce danh ddu boi * 13 do cac lwong du vach té bao S. pneumonia nhu C-

polysacarit va/hodc peptidoglycan.
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Fig.5 thé hién ving dong nhit 'H NMR hitu dung cho viéc ddng nhat hoa
kiéu huyét thanh ctia kiéu huyét thanh S. preumonia 6C. Céc vi tri bio hiéu ctia mdi

proton anome cuia don vi ldp tr moi gdc monosacarit duge danh dau.

Fig.6 thé hién ving dong nhat 'H NMR hitu dung cho viéc dong nhat héa
kiéu huyét thanh ctia kidu huyét thanh S. preumonia 15A. Cac vi tri bao hiéu cta

moi proton anome cta don vi lap tr moi goc monosacarit dugc danh dau.

Fig.7 thé hién ving ddng nh4t 'H NMR hitu dung cho viéc ddng nhét héa
kiéu huyét thanh cta kiéu huyét thanh S. prneumonia 15B dugc khir O-axetyl. Céc vi

tri bao hiéu clia moi proton anome tir moi goc monosacarit duge danh dau.

Fig.8 thé hién ving ddng nhit 'H NMR hiru dung cho viéc ddng nhit héa
kiéu huyét thanh cta kiéu huyét thanh S. prneumonia 35B. Cac vi tri béo hidu cta

moi proton anome cta don vi lap tr moi goc monosacarit duge danh dau.

Fig.9A dén Fig.9C thé hién phd 'H NMR mét chiéu 600 MHz ctia polysacarit
nang tu nhién tir kidu huyét thanh S. prneumonia 15B (Fig.9A), polysacarit nang
duoc khir O-axetyl tir kiéu huyét thanh S. pneumonia 15B (Fig.9B) va polysacarit
nang tir kidu huyét thanh S. preumonia 15C (Fig.9C). Thu dugc phd trong doteri
oxit (D20) & nhiét d6 50°C. Céc tin hiéu bit ngudn tir cc chat ndi chuan (DMSO va
DSS-d6) va nuée du (HOD) duge déanh ddu. Cac tin hiéu duoc danh ddu boi * 1a do

lwong du vach té bao S. preumonia nhu C-polysacarit va/hogic peptidoglycan.

Fig.10A dén Fig.10C thé hién ving anome ctia phé 'H NMR mdt chiéu 600
MHz cta polysacarit nang ty nhién tir kiéu huyét thanh S. pneumonia 15B
(Fig.10A), polysacarit nang dugc khir O-axetyl tir kiéu huyét thanh S. prneumonia
15B (Fig.10B) va polysacarit nang tir kiéu huyét thanh S. pneumonia 15C (Fig.10C).
Fig.10D dén Fig.10F thé hién cac ving cia phé trong d6 tin hiéu O-axetyl va N-
axetyl methy ctia polysacarit nang tu nhién tir kiéu huyét thanh S. preumonia 15B
(Fig.10D) polysacarit nang dugc khir O-axetyl tir kiéu huyét thanh S. pneumonia
15B (Fig.10E) va polysacarit nang tir kiéu huyét thanh S. pneumonia 15C (Fig.10F).
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Fig.11 thé hién tac dong cta thoi gian va nhiét d6 (1én dén 12 tudn & nhiét do
4°C-hinh thoi, 1én dén 4 tuan & nhiét d6 25°C-hinh vudng, 1én dén 4 tudn & nhiét do
37°C-hinh tam giac) dén ndng d6 polysacarit cia san phdm thudc PCV16
(0,128mg/mL) hodc PCV21 (0,084mg/mL hodc 0,169mg/mL) bang cach st dung
HPSEC-UV/MALS/RI (xem vi du 39).

Fig.12 thé hién tic dong cua viée khudy xoay vong ngang va nhiét d6 (1 tudn
& nhiét d6 4°C, 25°C, hoic 37°C) dén néng dd polysacarit cia san phém thube
PCV16 (0,128mg/mL) hodac PCV21 (0,084mg/mL hodc 0,169mg/mL) dugc phan

tan trong xi lanh lam ddy tir trude (xem vi du 39).

Fig.13 thé hién tac dong ctia ndng d6 PS theo thoi gian va nhiét d6 (1én dén 4
tudn & nhiét do 4°C, 25°C, hoic 37°C) dén phan tir lwong trung binh (Mw va Mn)
ctia san phdm thuéc PCV16 (0,128mg/mL) hozc PCV21 (0,084mg/mL hoic
0,169mg/mL) bang cach str dung HPSEC-UV/MALS/RI.

Fig.14A va Fig.14B thé hién tac dong cua thoi gian va nhiét do (Ién dén 1
tudn & nhiét d6 4°C hodc 37°C) dén tinh cin bang ciia vacxin lién hop phé cau
khudn (PCV15 hodc PCV16) duoc tao ra véi cac dugc chit duoc lién hop trong A)
dung mbi protic (PCV15 duogc phdi tron bang cach st dung tat ca cac dang lién hop
chtra nude) hodc B) dung méi aprotic (PCV16 duoc phdi tron bang cach sir dung tat
c4 cac dang lién hop DMSO & 0,064mg/mL PnPs) bang cach st dung quang phd
huynh quang protein ndi tai vdi bude soéng kich thich & 280nm (vi du 40).

Fig.15 thé hién d6 chuén pha lodng khang thé IgG biang ELISA (sau lidu 2)
d6i voi tho duge tao midn dich bang kiéu huyét thanh héa tri moét S. pneumoniae
duoc lién hop véi CRM197 va duoc phdi tron véi chit phu trg nhém phosphat
(aluminum phosphate adjuvant-APA). Céc ky hiéu chi ting do chuén riéng 18 va céc
thanh bao 131 biéu thi khoang tin cdy (confidence interval-CI) 95% ctia d6 chuin

trung binh hinh hoc (geometric mean titer-GMT).

Fig.16 thé hién cac d6 chuén pha loing OPA dic hiéu kiéu huyét thanh (sau
lidu 2) dbi voi tho duoc tao mibn dich bang kiéu huyét thanh hoéa tri mot S.

pneumoniae dugc lién hop véi CRM197 va duoc phéi tron voi chét phu trg nhom
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phosphat (APA). Céc ky hiéu chi timg do chuan riéng 1& va céc thanh bao 151 biéu
thi khoang tin cdy (confidence interval-CI) 95% ctia 9 chuén trung binh hinh hoc
(GMT).

Fig.17 thé hién cic d6 chudn pha lodng khang thé IgG bang ELISA (sau lidu
2) dbi véi tho dugc tao mién dich bang thé lién hop hoa tri mot kiéu huyét thanh 15
S. pneumoniae. Truc X chi vacxin dugc st dung dé tao mién dich cho thd. Céc
dudng nét dit phan tich ba thir nghiém ELISA tich biét bang cach sir dung
polysacarit phé ciu khudn tach biét 1am khang nguyén phil. Céc ky hidu chi ting do
chudn riéng r& va céc thanh bao 13i bidu thi khoang tin cdy (confidence interval-CI)

95% ctia 6 chudn trung binh hinh hoc (GMT).

Fig.18 thé hién do chuan pha lodng OPA dic hiéu kiéu huyét thanh (tién mién
dich, sau lidu 1 (PD1, duoc gom lai) va sau liéu 2 (PD2)) dbi v&i thé duoc tao mién
dich bé'mg thé lién hop hoéa tri mot kiéu huyét thanh 15 S. pneumoniae. Truc X chi
vacxin dugc st dung dé tao mién dich cho tho. Céac dudng nét dut phan tach ba thi
nghiém OPA bang cach st dung céc ching vi khudn S. preumoniae tach biét. Cac
ky hiéu chi timg d9 chuan riéng r& va céc thanh bio 18i biéu thi khoang tin cdy
(confidence interval-CI) 95% ctia d6 chuan trung binh hinh hoc (GMT).

Fig.19A thé hién sy so sanh gitta cac dép tmg khang thé PD1 trong NZWR (5
trong mdi nhém) sau khi tiém vacxin véi luong 4, 2, 1, 0,4, 0,08 hodc 0,0l6ug/liéu
PCV21. Cac ky hiéu chi ty 1¢ d6 chudn trung binh hinh hoc (GMT) ctia PD1 (nhém
2pg/lidu so v&i cac nhém liéu khac) v6i cac thanh béo 16i bidu thi khoang tin cdy
(CI) 95%. Fig.19B thé hién cac ty 16 GMT PD1 so sanh lieu PCV21 (CI 95%) tuong
ung véi Fig.19A ty 1€ GMT c6 han d6 tin cay thép hon 95% vugt qua 1,0 dugce gach
chéo mau xam nhat va ty 16 GMT c6 han do tin cay cao hon 95% nho hon 1,0 duoc
gach chéo mau xam dam. Dit liéu kiéu huyét thanh 15B dugc bao gdbm dé danh gia

su bao vé chéo.

Fig.20A thé hién sy so sanh ctia cac dap ting khang thé PD2 trong NZWR (5
trong mdi nhém) sau khi tiém vacxin véi luong 4, 2, 1, 0,4, 0,08 hozc 0,0l6ug/1iéu
PCV21. Céc ky hiéu chi ty 16 GMT ctia PD2 (nhém 2pg/liéu so v6i cac nhém lidu
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khac) v6i cac thanh bao 18i biéu thi CI 95%. Fig.20B thé hién cac ty 16 GMT PD2 so
sanh liéu PCV21 (khoang tin cdy 95%) twong tmg v6i Fig.20A ty 16 GMT c6 han do
tin cdy thép hon 95% vugt qua 1,0 duge gach chéo mau xam nhat. Dit lidu kiéu

huyét thanh 15B duoc bao gdm dé danh gi4 su bao vé chéo.

Fig.21A thé hién cic d6 chun pha lodng OPA cta PD1 dic hidu kiéu huyét
thanh d6i v&i thd dugc tao mién dich bang PCV21 (2ug/PnPs). Céc ky hiéu chi timg
d6 chuin riéng r& va cac thanh bao 15i biéu thi khoang tin cdy 95% (CI) clia cac do
chudn trung binh hinh hoc (GMT).* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ****
p<0,0001. Fig.21B thé hién céc d6 chuin pha lodng OPA cta PD2 dic hiéu kiéu
huyét thanh dbi v6i tho duoc tao mién dich bang PCV21 (2ug/PnPs). Cac ky hiéu
chi timg d6 chuén riéng 1& va cac thanh béo 16i biéu thi khoang tin cay 95% (CI) ctia
céc do chuin trung binh hinh hoc (GMT), **** p<0,0001. Dit lidu kiéu huyét thanh

15B duogc bao gém dé danh gia sy bao vé chéo.

Fig.22A-Fig.22C thé hién tac dong clia thoi gian va nhiét do (tc 1a 7 ngay &
nhiét do 4°C, 1 ngay ¢ nhiét do 37°C hoac 7 ngay & nhiét d§ 37°C ) dn tinh cén
bing cta ba vacxin lién hop phé cau khun (PCV1, PCV7, va PCV14), dugc tao ra
v6i tht ca cac dugc chit duoc lién hop trong dung mdi chira nuée hozc dung moi
DMSO, bang cach sir dung quang phd huynh quang protein ndi tai véi budc séng
kich thich & 280nm. Fig.22D thé hién tic dong cta thoi gian va nhiét do (tic 1a 7
ngay & nhiét do 4°C hodc 37°C) dén tinh can béng cua vacxin lién hop phé cu
khuén héa tri 21 (PCV21 & 0,084mg/mL PnPs), duoc tao ra véi tit ca cac duoc chat
dwoc lién hop trong dung méi DMSO, bang cach sir dung quang phd huynh quang

protein ndi tai vdi bude song kich thich & 280nm.

Fig.23 thé hién tac dong cta nhiét d6 (7 ngay & nhiét d6 4°C hotc 37°C) va
khudy & nhiét d6 4°C dén sy phan bd theo c& hat nhu dugc phan tich bdi phan tich
theo d4u vét hat nano (Nanoparticle Tracking Analysis-NTA) ctia sau (6) san phadm
thubc vacxin lién hop phé cdu khudn PCV21 duogc phdi trén véi PS-20 (0%,
0,025%, 0,05%, 0,1%, 0,15% hodc 0,2%; tt ca céac trong Iuo’ng/thé tich ctia PS-20)
¢ 0,084mg/mL PnPs.
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Fig.24 thé hién tac dong cta nhiét do (4°C va 37°C) va viéc khudy dén ba
phan tir luong trung binh ciia san pham thuéc PCV21 nhu duge phan tich boi thir
nghiém HPSEC/UV/MALS/RI. Ba san pham thudc vacxin lién hgp phé cau khudn
PCV21 duoc phdi tron véi cac ndng dd khéc nhau cia PS-20 (0,05%, 0,1%, va
0,15% trong luong/thé tich) & 0,084mg/mL PnPs.

Fig.25 cho thdy rang chudt nhit dugc tao mién dich bang PCV21 dugc bao

vé khoi thach thirc ndi khi quan S. pneumoniae 24F.

Fig.26A-Fig.26B thé hién cac do chudn pha lodng khang thé IgG clia pre
(duge gom lai), PD1 (duoc gom lai) va PD2 nhu dugc xac dinh bang ECL d6i véi
tho duoge tao mién dich bﬁng PCV21 khong dugc phu tro hodc phéi trdn véi APA.
Céc thanh bao 18i biéu thi khoang tin cay (CI) 95% cua dd chuén trung binh hinh
hoc (GMT). Dit lidu kiéu huyét thanh 15B duogc bao gém dé danh gia su bao vé

chéo.

Fig.27A-Fig.27C thé hién cic do chuin pha lodng khang thé IgG cia pre
(duoc gom lai), PD1 (duoc gom lai) va PD2 nhu duge xac dinh bing ECL d6i véi
thod dugc tao mién dich bang PCV8 khdng dugc phu trg, PCV16 khong duge phu
tro, va PCV31 ¢6 APA. Céc thanh béo 15i biéu thi khoang tin cay (CI) 95% cua do
chuAn trung binh hinh hoc (GMT). D liéu kiéu huyét thanh 15B dugc bao gdbm dé

danh gia su bao vé chéo.

Fig.28 thé hién su so sanh gitta cdc dap Ung khang thé ECL PD2 trong
NZWR (5 trong mdi nhém) sau khi tiém vacxin PCV21 ¢6 hodc khong cd APA. Céc
ky hiéu chi ty 16 GMT PD2 véi cac thanh bao 181 biéu thi CI 95%. Dit liéu kiéu
huyét thanh 15B dugc bao gdbm dé danh gid sy bao vé chéo.

Fig.29 thé hién sy so sanh gifta cic dép Gng khang thé ECL PD2 trong
NZWR (5 trong mdi nhém) ddi v6i céc kidu huyét thanh phé bién va kiéu huyét
thanh dugc bao vé chéo 15B sau khi tiém vacxin PCV21, PCV8 hoac PCV16. Cac
ky hiéu chi ty 16 GMT ECL ctia PD2 v6i céc thanh béo 15 biéu thi CI 95%.
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Fig.30 thé hién su so sanh gitta cdc dép Ung khang thé ECL PD2 trong
NZWR (5 trong mdi nhém) dbi véi cac kidu huyét thanh phd bién va kiéu huyét
thanh duoc bao vé chéo 15B sau khi tiém vacxin PCV21/APA hoidc PCV31/APA.
Céc ky hiéu chi ty 16 GMT ECL ctia PD2 véi cac thanh bao 18i biéu thi CI 95%.

Fig.31A-Fig.31D thé hién cac d6 chudn pha lodng OPA ctia pre (dugc gom
lai) (A, B) va PD2 (C, D) dic hiéu kiéu huyét thanh d6i véi tho duge tao mién dich
bing PCV. Céc thanh béo 15i biéu thi CI 95% ctia GMT. PCV21 dugc st dung lam
diém chuén cho céc so sanh théng ké, * p<0,05. Fig.A va Fig.C thé hién dit lidu dbi
v6i 8 kiéu huyét thanh phd bién trong tat ca cac PCV dugc danh gia (6C, 15A, 16F,
23A, 23B, 24F, 31, 35B) va 8 kiéu huyét thanh phd bién khac nita trong PCV16,
PCV21 va PCV31 (8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20B). Fig.B va Fig.D thé hién
dir liéu dbi véi 16 kidu huyét thanh khac nita khong dugc bao gém trén Fig. A va
Fig.C. Nam trong s chiing ciing 1a cac kiéu huyét thanh phd bién trong PCV21 va
PCV31 (3, 7F, 19A, 22F, 33F), mudi kiéu huyét thanh duge chira riéng trong
PCV31 (1,4, 5, 6A, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F). Dit liéu kiéu huyét thanh 15B dugc

bao gom de danh gid su bao vé chéo.

Fig.32 thé hién d6 chuin pha loing khéng thé IgG cta pre, PD1, PD2 va PD3
nhu dugc xac dinh béng ECL dbi vé&i khi Rezut trudong thanh (n=8) duge tao mién
dich bing PCV21. Cac thanh bio 131 biéu thi CI 95% ctia GMT. Dit liéu kiéu huyét
thanh 15B duogc bao gém dé danh gia sy bao vé chéo.

Fig.33 thé hién d6 chuin pha lodng OPA cua pre, PD1 (dugc gom lai) va
PD3 cua khi Rezut truéng thanh duoc tao mién dich bﬁ?mg PCV21 (n=8). Cac thanh
bao 181 bibu thi CI 95% cua GMT. Dit liéu kiéu huyét thanh 15B dugc bao gém dé

danh gia sy bao ve chéo.

Fig.34 thé hién d6 chuin OPA cia pre va PD3 (ngay 70) dbi v6i bén kiéu
huyét thanh khong c6 trong vacxin PCV21 ddi véi khi Rezut truéng thanh duge tao
mién dich bang PCV21.

Fig.35 thé hién su so sanh gifta cac dép tmg khang thé ECL ctia PD1 & khi
Rezut trudng thanh (5 trong mdi nhém) sau khi tiém vacxin PCV21 ¢6 hodc khong
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c6 APA. Cac ky hiéu chi ty 16 GMT ECL ciia PD1 (PCV21 so v6i PCV21/APA) ¢6
céc thanh bao 15i biéu thi CI 95%. Dit liéu kiéu huyét thanh 15B duoc bao gdm dé

danh gia su bao vé¢ chéo.

Fig.36 thé hién dap tng khéng thé IgG PD1 d6i véi kiéu huyét thanh 3, 7F,
19A, 22F, va 33F & khi Rezut trudong thanh (2-5 con mdi nhém) sau khi tiém vacxin
PCV21 so v6i PCV15 hodc Prevnarl3. Cac ky hi€u chi ty 1€ GMT ECL cua PD1 véi
céc thanh bao 13i biéu thi CI 95%.

Fig.37 thé hién d6 chuan pha lodng khéng thé IgG bang ELISA d6i véi 6A,
6B, va 6C ((tién mién dich va PD1, dugc gom lai) va PD2) d6i véi the dugc tao
mién dich bang san phim thudc héa tri mot 6A-CRM197 (A) hodc 6B-CRM197
(B). Céc thanh chi d6 chudn trung binh hinh hoc (GMT) va cac thanh bao 131 biéu
thi khodng tin cay (CI) 95% cua GMT.

Fig.38 thé hién d6 chuin pha loing OPA dic hiéu kiéu huyét thanh dbi véi
6A, 6B, va 6C ((tién mién dich va PD1 dugc gom lai) va PD2) dbi véi thd duoc tao
mién dich bang san phim thudc héa tri mot 6A-CRM197 (A) hodc 6B-CRM197
(B). Cac thanh chi d6 chuén trung binh hinh hoc (GMT) va cic thanh béo 15i biéu
thi khoang tin cdy (CI) 95% ctia GMT.

Fig.39 thé hién do chuin pha loing OPA dic higu kiéu huyét thanh ddi véi
20A va 20B (tién mién dich (dwoc gom lai), PD1 va PD2) d6i véi thé duoc tao mién
dich bang 20A-CRM197/APA (A) hoic PCV21 (B). Cac thanh chi d6 chuin trung
binh hinh hoc (GMT) va céc thanh béo 15i biéu thi khoang tin cdy (CI) 95% cuia
GMT.

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché d& cép dén ché phdm sinh mién dich da hoa tri chira cac thé lién
hop polysacarit-protein phé ciu khuén, trong d6 mdi mot trong cac thé lién hop nay
chira polysacarit tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae duoc lién hop véi protein mang,
trong d6 céc kiéu huyét thanh ctia S. pneumoniae 1a nhu dugc xac dinh & day. Theo

mdt s6 phuong 4n, ché pham sinh mién dich chta tip hop cua cac kiéu huyét thanh
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phé cau khuin duoc chon tir nhém bao gdm: (a) 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va
35B; (b) 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va
20; va (c) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, ON, 10A,
11A, 12F, 15C, 17F, va 20. Theo mdt s6 phuong an, ché phém sinh mién dich chia
tap hop cha cac kiéu huyét thanh phé cau khuin dugc chon tir nhém bao gdm: (a)
15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B; (b) 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20B; va (c) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 15A, 16F, 23A,
23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20B. Theo cac phuong an
khac, ché phim sinh mién dich chira tdp hop ciia céc kidu huyét thanh phé ciu
khuin dugc chon tir nhém bao goém: (a) 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B; (b)
15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A; va (c)
3, 7F, 19A, 22F, 33F, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F,
15C, 17F, va 20A. Theo céc phuong 4n khac, ché phdm sinh mién dich chira (i) kiéu
huyét thanh 6A; (ii) kiéu huyét thanh 6A va 6B; hodc (iii) kiéu huyét thanh 6C. Theo
mot phuong 4n cu thé, sang ché dé cip dén nhiéu thé lién hop polysacarit protein
phé cdu khuin S. pneumoniae trong &6 mdi mot trong cac thé lién hop nay chira
polysacarit tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae dugc lién hop véi protein mang,
trong d6 cac kiéu huyét thanh ctia S. preumoniae bao gébm kiéu huyét thanh 3, 6C,
7F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15A, 15C, 16F, 17F, 19A, 20A, 22F, 23A, 23B, 24F, 31,
33F va 35B. Ché phém nay dugc phat hién ra 1a sinh mién dich & thd va tao ra
khang thé chtrc nang tiéu diét cac ching vi khuln kidu vacxin & tat ca céc lidu thur
nghiém (vi du 43). Theo mét vi du cu thé khéc, sang ché dé cap dén nhiéu thé lién
hop polysacarit protein phé cau khuan S. pneumoniae trong d6 mdi mot trong céc
thé lién hop nay chira polysacarit tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae dugc lién hop
v6i protein mang, trong d6 cac kiéu huyét thanh cta S. prneumoniae chia cac kiéu
huyét thanh 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20, 6A, 15A,
15C, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B. Theo mdt vi du cu thé khéc, sang ché dé cap
dén nhiéu thé lién hop polysacarit protein phé cau khudn S. prneumoniae trong d6
mdi mot trong cac thé lién hop ndy chira polysacarit tir kiéu huyét thanh S.
pneumoniae duoc lién hop véi protein mang, trong d6 cac kiéu huyét thanh cta S.

pneumoniae chita cac kiéu huyét thanh 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F,
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15C, 17F, 20B, 6A, 15A, 15C, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B. Theo mot vi du cu
thé khac, sang ché d& cap dén nhiéu thé 1ién hop polysacarit protein phé ciu khuin
S. pneumoniae trong &6 mdi mot trong céc thé lién hop nay chira polysacarit tir kiéu
huyét thanh S. preumoniae duge lién hop véi protein mang, trong d6 cac kidu huyét
thanh ctia S. pneumoniae bao gdm cac kiéu huyét thanh 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 15A, 15C, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B.

Ché phém sinh mién dich da héa tri theo sang ché hitu ich cho viéc tao mién
dich cho bénh nhan khang kiéu huyét thanh S. prneumoniae kidu vacxin va 1a mot
phin ctia ché do didu tri v6i (cac) vacxin phé cau khudn bd sung khéc. Theo do,
sang ché d& cap dén phuong phap cam tng dép tmg mién dich bao vé & ngudi bénh
bao gdm viéc cho bénh nhan nay ding ché phdm sinh min dich da héa tri theo sang
ché, va con bao gém viéc cho bénh nhan nay dung vacxin phé cau khudn da héa tri,
theo trinh tu bat ky. Theo cac phuong an khac, ché phém sinh mién dich da héa tri
theo sang ché dugc ding cho bénh nhan di dwoc tao mién dich tir trudc bing mot

vacxin phé cau khuan da hoa tri khac.

Theo cac phuong 4n cia séng ché, cac thé lién hop tir it nhat mot kidu huyét
thanh phé cau khudn duoc tao ra bang cach sir dung phan tmg amin héa khir trong
dung méi aprotic nhu DMSO. Theo cic phuong 4n khac, ché phdm sinh mién dich
da héa tri chita céc thé 1ién hop phé cau khudn ma mdi thé lién hop niy duoc tao ra
bang cach str dung phan tmg amin hoéa khir trong dung moéi aprotic. Pugc thé hién
trong ban mo ta ndy rang cic san phdm thubc PCV1, PCV7, PCV14, PCV16 va
PCV21 (nhu dugc xac dinh, dudi ddy) chia cac dugc chit ma mdi san pham thude
nay duoc tao ra bang cach sir dung phan Gng amin héa khir trong dung mai aprotic
12 6n dinh chéng lai sy khtr polyme hoa hodc sy thoai bién héa hoc cua hydrat
cacbon va dn dinh chéng lai sy tich tu cua protein trong dang phéi tron san phim
thubc (xem vi du 40 va vi du 45). Viéc st dung dung méi DMSO lam tdng cudng sy
lién két cong héa tri cua polysacarit dbi vai protein thong qua su tiéu thu truc tiép
céc gbc lysin trén bé mit clia protein mang. Sy lién két cong hoa tri gia ting mang

lai loi ich truc tiép dén su gia ting tinh can bang cta thé lién hop polysacarit protein
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ctia ché phadm sinh mién dich da héa tri chirta cac khang nguyén polysacarit dugc lién

hop trong DMSO.

L Dinh nghia va cac chit viét tat

Nhu dugc st dung trong ban mo ta va cac diem yéu cau bao ho kém theo, cac

chit viét tat sau day duoc ap dung:

APA chét phu trg nhém phosphat

APC té bao trinh dién khang nguyén
CI khoang tin cay

DMSO dimetylsulfoxit

DS duoc chat polysacarit-protein
GMC ndng d6 trung binh hinh hoc
GMT d6 chuén trung binh hinh hoc
HPSEC sac ky hiéu ning cao loai trir kich c&
M trong co

LOS lipo-oligosacarit

LPS lipopolysacarit

MALS tan xa anh séang nhiéu 16p

MBC thé lién hop khdi héa tri mot
MOPA thir nghi€m thyc bao bdi opsonin da hop
MW phén tir lugng

NMWCO cit giam phan tir lwong dinh mrc
NZWR tho tring New Zealand

OPA thr nghiém thuc bao bdi opsonin
PCV vacxin 1ién hop phé cdu khuan
PD1 sau lidu 1

PD2 sau lidu 2

PnPs polysacarit phé ciu khuan

Ps polysacarit

PS-20 polysorbat-20

RI chi s khtc xa
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uv tia cuc tim

w/v trong luong/thé tich

Dé sang ché c6 thé dugc hidu dé dang hon, mét s6 thuat ngit k¥ thuat va khoa
hoc dugc dinh nghia cu thé dudi day. Trir khi duoc dinh nghia cu thé & bét cit dau
trong ban mo ta nay, tAt ca cac thuat ngit k§ thuat va khoa hoc khac dugc st dung &
day c6 nghia nhu cach hiéu théng thuong bai ngudi cé hicu biét trung binh trong

linh vuc ma sang che thudce ve.

Nhu duge sit dung trong ban md ta va trong cac diém yéu cau bao hd kém
theo, hinh thirc s6 it “mdt” bao gom ca cac dang dé cdp so nhiéu trir khi ngft canh ro

rang quy dinh khéc.

Viéc dé cép dén “hoac” chi mot hodc ca hai kha nang trir khi ngit canh rd
rang chi mot trong hai kha ning dugc néu. Trong mot so trudng hop, “va’hodc”

duge st dung d€ nhan manh mét hodc ca hai kha ning.

Thuat ngft “dung moi chira nudc” hodc “dieu kién chira nudc” khi dugce su
dung véi dang lién hgp, nhu amin hoéa khtr, dung dé chi viéc str dung nuée 1am dung
mdi cho phéan Gng lién hop. Nudc ¢é thé chira cac chat dém va céc thanh phan khac

ngoai trir viéc khong cé dung méi hitu co.

Thuét ngft “dung mdi aprotic”, “dung mo6i DMSO” hodc “diéu kién DMSO”
khi dugc st dung véi dang lién hop, nhu amin héa khir, dung dé chi viéc sir dung
dung moi aprotic, hozc hdn hop clia cdc dung méi aprotic, (hogc DMSO, néu ding
dugc) lam dung moi cho phan ung li€én hop. Dung mdi aprotic ¢6 thé c6 mot sb

nudce cd mit, vi dy, 16n dén 1%, 2%, 5%, 10% hodc 20%.

Thuét ngtt "chira" khi dugc st dung véi ché pham sinh mién dich theo séng
ché dung dé chi viéc bao gém thanh phén khéc bét ky, nhu chét phu trg va ta dugc,
hodc viéc bd sung mot hozc nhiéu thé lién hop polysacarit-protein ma khong dugc
liét k& mot cach cy thé. Thuét ngit "gdm cé" khi duge st dung véi hdn hop lién hop
polysacarit-protein da héa tri ding dé chi hdn hop c6 céc thé lién hop polysacarit

protein S. pneumoniae cu th8 va khong c6 thé lién hop polysacarit protein S.
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preumoniae tir mot kiéu huyét thanh khac. "Chu yéu gbm c6" va céc bién thé ngit
phap clia n6 chi viéc bao gdbm cac phan tir bat ky duoc trich ddn hoic nhém cac
phan tir duoc trich din, va tlly ¥ bao gdm cé cac thanh phin khac, c6 ban chit twong
tu hodc ban chat khac ngoai céc thanh phan duoc trich din nay, ma khong lam thay
d6i mot cach cdt yéu céc tinh chét co ban hozc tinh chit méi cua ché do lidu luong,

phuong phép, hodc ché pham cu thé.

"Lugng hitu hidu" ctia ché phdm theo sang ché dung dé chi lidu cin phai c6
dé c6 duoc cic khang thé 1am giam déng ké kha nang liy nhidm hodc do nghiém

trong lay nhiém clia vi khuén, vi dy, S. preumonia, trong thach thic ké tiép.

Nhu duoc st dung & déy, cum tir “dugc chi dinh dé ngin ngira bénh do phé
céu khuan” c6 nghia 14 vacxin hodc ché phdm sinh mién dich dwoc phé duyét bdi
mot hosc nhiéu co quan quan ly, nhur Cuc Quéan ly Thuc phdm va Dugc phim MY,
dé phong nglra mét hodc nhiéu bénh gy ra boi kiéu huyét thanh bét ky trong sb S,
preumoniae, bao gdm, nhung khong chi gidi han ¢: bénh do phé cau khuin phd
bién, bénh viém phdi do phé ciu khuin, bénh viém mang nio do phé cau khun,
bénh nhidm khuin huyét do phé cau khuin, bénh xam 14n gy ra boi S. preumoniae,

va bénh viém tai gilta gdy ra boi S. prneumoniae.

“Vacxin phé cu khuén da hoéa tri” 1a duoc phém chira nhiéu hon mét hoat
chét (vi du, phé cu khuén nang polysacarit hozc thé lién hop polysacarit protein phé
cu khuén) ma mang lai tinh mién dich c¢6 hoat tinh cho bénh hoic tinh trang bénh

ly g4y ra boi nhiéu hon mdt kiéu huyét thanh ctia S. preumoniae.

Thuét ngit "polysacarit" c¢6 nghia 1a bao gdm thanh phin sacarit khang
nguyén (hozc don vi khdng nguyén) bat ky thuong dugc sir dung trong linh vuc
vacxin mién dich va vacxin vi khudn, bao gdm, nhung khong chi giéi han &,
"sacarit", "oligosacarit", "polysacarit", "liposacarit", "lipo-oligosacarit (LOS)",

"lipopolysacarit (LPS)", "glycosylat", "thé lién hop glyco" va dang twong tu.

“PCV1”, nhu duogce st dung & day, ding dé chi vacxin 1ién hop phé cdu khuin
hoéa tri 1 chira mét thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae, chira polysacarit

nang tir kiéu huyét thanh S. preumoniae duge lién hop véi protein mang, trong d6
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kiéu huyét thanh ctia S. pneumoniae 13 3 (nhu duoc 13y vi du trong vi du 38 va 45).
Theo mdt s§ phwong an cu thé, protein mang 1a CRM197.

“PCV7”, nhu duge sir dung & ddy, ding dé chi vacxin lién hop phé ciu khuén
héa tri 7 chira bay thé lién hop polysacarit protein S. preumoniae, mbi thé lién hop
ndy chira polysacarit nang tir kiéu huyét thanh S. preumoniae dugc lién hop véi
protein mang, trong dé céac kiéu huyét thanh cua S. pneumoniae 1a: 3, 8, ON, 11A,
19A, 15A, va 10A. Theo mdt s6 phuong 4n cu thé, protein mang ctia mdt hoic nhidu
thé 1ién hop polysacarit protein S. pneumoniae 13 CRM197. Theo cic phwong 4n
khéc, protein mang ctia mdi trong céc thé 1ién hop polysacarit protein S. pneumoniae

la CRM197.

“PCV8”, nhu dugc sir dung & ddy, ding dé chi vacxin lién hop phé ciu
khudn héa tri 8 chira tdm thé lién hop polysacarit protein S. prneumoniae, mdi thé
lién hop nay chira polysacarit nang tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae duogc lién hop
v6i protein mang, trong d6 cac kidu huyét thanh ctia S. preumoniae 1a: 6C, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31, va 35B. Theo mot s6 phuong 4n cu thé, protein mang cua
mdt hodc nhiéu thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae 13 CRM197. Theo
céc phuong an khéc, protein mang ctia mdi trong céc thé lién hop polysacarit protein

S. pneumoniae 1a CRM197.

“PCV14”, nhu dugc st dung & déy, ding dé chi vacxin lién hop phé ciu
khuén héa tri 14 chira mudi bdn thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae, mdi
thé lién hop nay chita polysacarit nang tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae duoc lién
hop véi protein mang, trong d6 cac kiéu huyét thanh ctia S. pneumoniae 1a: 3, 7F, 8,
ON, 10A, 11A, 12F, 15A, 16F, 17F, 19A, 20, 22F va 33F. Theo mét ) phuong an
cu thé, protein mang ciia mdt hosc nhidu thé lién hop polysacarit protein S.
preumoniae 13 CRM197. Theo cac phuong 4n khéc, protein mang ctia mdi trong cac

thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae 13 CRM197.

“PCV15”, nhu dugc st dung & ddy, dung dé chi vacxin lién hop phé ciu
khudn héa tri 15 chira mudi lam thé lién hop polysacarit protein S. preumoniae, mdi

thé lién hop nay chtta polysacarit nangs tir kidu huyét thanh S. prneumoniae dugc
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lién hop véi protein mang, trong d6 céc kidu huyét thanh ctia S. preumoniae 1a: 1, 3,
4,5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F va 33F. Theo mot sb phuong an
cu thé, protein mang ctia mdt hodc nhiéu thé lién hop polysacarit protein S.
pneumoniae 12 CRM197. Theo cac phuong 4n khéc, protein mang ctia mdi trong céc

thé 1ién hop polysacarit protein S. pneumoniae 13 CRM197.

“PCV16”, nhu duoc st dung & ddy, dung dé chi vacxin lién hop phé cau
khuén héa tri 16 chira muoi séu thé lién hop polysacarit protein S. prneumoniae, mbi
thé 1ién hop nay chita polysacarit nang tir kiéu huyét thanh S. preumoniae dugc lién
hop véi protein mang, trong d6 céc kiéu huyét thanh cta S. pneumoniae 1a: 6C, 8,
9N, 10A, 11A, 12F, 15A, 16F, 17F, 20A, 23A, 23B, 24F, 31, va 35B, va it nhit mot
trong cac kiéu huyét thanh thudc nhom huyét thanh 15 sau: 15B, 15C, hodc 15B
duoc khir O-axetyl. Theo céc phuong an cu thé, kiéu huyét thanh thuéc nhém huyét
thanh 15 14 kiéu huyét thanh 15C hozc 15B duoc khir O-axetyl. Nhu duoc thé hién
trong ban mé ta (xem vi du 3, dudi day), polysacarit phé ciu khuin kiéu huyét thanh
15B duoc khir O-Axetyl twong duong véi polysacarit phé cdu khuin kiéu huyét
thanh 15C va c6 phd NMR ddng nhét. Theo mét sd phuong 4n cu thé, protein mang
clia mot hozc nhiéu thé 1ién hop polysacarit protein S. pneumoniae 1a CRM197.
Theo céc phuong 4n khac, protein mang ctia mdi trong céc thé lién hop polysacarit

protein S. pneumoniae 12 CRM197.

“PCV21”, nhu duoc st dung & dy, dung d& chi vacxin lién hop phé cau
khuén hoa tri 21 chira hai muoi mét thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae,
mdi thé 1ién hop nay chira polysacarit nang tir kiéu huyét thanh S. preumoniae dugc
lién hop véi protein mang, trong d6 cac kiéu huyét thanh cta S. pneumoniae 1a: 3,
6C, 7F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15A, 16F, 17F, 19A, 20A, 22F, 23A, 23B, 24F, 31,
33F va 35B, va it nhit mét trong céc kiéu huyét thanh thudc nhém huyét thanh 15
sau: 15B, 15C hodc 15B dugc khir O-axetyl. Theo cac phuong an cu thé, kiéu huyét
thanh thudc nhém huyét thanh 15 13 kiéu huyét thanh 15C hodc 15B dugc khir O-
axetyl. Theo mdt sb phuong 4n cu thé, protein mang ctia mét hogic nhiéu thé lién

hop polysacarit protein S. pneumoniae 1a CRM197. Theo cac phuong 4n khéc,
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protein mang ciia mdi trong cac thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae 13

CRM197.

Kiéu huyét thanh S. pneumoniae 20A va 20B dugc ddng nhét (Calix, J.J. et
al., J. Biol. Chem. (2012) 287(33): 27885-27894) trong nhém huyét thanh 20 vao
nam 2012 théng qua phén tich di truyén. Nhu dwoc mb ta bai Calix J.J., et al., cac
phuong phap x4c dinh kiéu huyét thanh thong thudng va cic khang thé ban trén thi
trudng khong c6 kha nang phan biét hai kiéu huyét thanh nay tir truéc va hién ciing
¢6 it thong tin v& cac nd lyc x4c dinh kidu huyét thanh d6i véi kiéu huyét thanh 20A
va 20B. Ngoai ra, ty 18 hién hanh bénh cta kiéu huyét thanh 20A hozc 20B & bénh
d3 biét do nhém huyét thanh 20 gdy ra ciing khong dugc hiéu r5. Nhu vay, ngudi cé
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay cé thé quyét dinh viéc chira mdt hodc ca hai
kidu huyét thanh nay (20A va/hoic 20B) trong ché phim vacxin S. preumoniae.
Cfing c6 thé 14 vacxin S. pneumoniae chita mot khang nguyén polysacarit kiéu huyét
thanh 20 ¢6 thé bao vé chéo chdng lai mot khang nguyén polysacarit khic (vi du,
vacxin chira thé 1ién hop polysacarit protein ctia kiéu huyét thanh S. pneumoniae
20A, va khong chira kiéu huyét thanh 20B, ¢6 thé bao vé chéo chdng lay nhiém kiéu
huyét thanh S. preumoniae 20B). Do d6, “kiéu huyét thanh 20” nhur duoc st dung &
day c6 thé ding dé chi ché phdm chira c4c thé lién hop polysacarit protein ctia kiéu
huyét thanh 20A va/hodc kiéu huyét thanh 20B.

"Nucleotit chira CpG", "oligonucleotit chita CpG", "CpG oligonucleotit", va
céc thuét ngit tuong ty ding dé chi phén tir nucleotit c6 do dai tir 6 dén 50 nucleotit
chia gbc CpG khong duoc metyl héa. Xem, vi du, Wang et al., 2003, Vaccine
21:4297. Oligonucleotit chira CpG bao gdm céc oligonucleotit d4 cai bién bang cach
str dung lién két lién nucleosit tdng hop bat ky, bazo cai bién va/hodc dudng cai

bién.

"Chét phy tro", nhu dwoc dinh nghia & dy, 1a chat nhim ting cudng tinh sinh
mién dich ctia ché phim sinh mién dich theo sang ché. Chét phu trg mién dich c6
thé 1am tang cudng dap Gmg mién dich v6i khang nguyén mién dich yéu khi dugce
dung mot minh, vi dy, khong cdm g hodc cam Umg ¢ murc yéu d6 chudn khéng thé

hogc dép ung mién dich qua trung gian t& bao, gia ting d6 chudn khéng thé d6i véi
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khéng nguyén, va/hodc 1am giam lidu lugng khang nguyén hiru hiu dé dat duoc dap
tng mifn dich & c4 thé. Vi vay, cac chit bd tro thudong duge dwa vao ¢ thic ddy

d4p Gmg mibn dich va di biét rd dbi v6i nguoi c6 hiéu biét trung binh.

"Bénh nhan" (theo mot cach khac, duoc dé cap trong ban mé ta nay la "dbi
tuong") dung dé chi déng vét c6 via c6 kha ning bi lay nhidm S. pneumoniae. Theo
c4c phuong an uu tién, bénh nhén 14 ngudi. Bénh nhéan cé thé dugc diéu tri phong
ngura hodc tri liu. Diéu tri phong ngra mang lai tinh mién dich bao vé du dé lam
giam kha ning hodc d6 nghiém trong cta lay nhiém phé cau khuan hodc cac tac
dong ctia n6, vi du, bénh viém phdi do phé ciu khuan. Diéu tri trj liéu c6 thé dugce
thuc hién dé 1am giam d6 nghiém trong hodc ngin nglra su tai phat ctia 14y nhiém S,
pneumoniae hodc céac tic dong lam sang cua no. Didu tri phong ngira ¢6 thé dugc
thyc hién bing cach sir dung ché phim sinh mién dich da héa tri theo sing ché, nhu
duoc md ta & day. Duge phim theo sang ché c6 thé dugc dung cho cd mot quan thé
chung hodc cho ngudi c6 nguy co l4y nhiém phé cau khuan cao, vi du nhu ngudi

gia, hodc ngudi song cung hodc cham séc nguodi gia.

Déi tuong “can didu tri” bao gdm céc ddi tuong dugce tiép xtc hoic lay
nhiém S pneumoniae t trudc, cac d6i tuong dugc tiém vacxin khéng S.
pneumoniae ti trude, cling nhu cac d6i twong c6 xu hudng c6 lay nhiém hozic bét ky
ngudi ndo mong mudn giam kha ning 1dy nhiém, vi dy, ngudi gia, tré em, ngudi

16n, hodc c4 thé khoe manh thiéu stirc dé khang.

Ché phim sinh mién dich da héa tri "6n dinh” 14 ché phdm khong c6 thay dbi
dang ké quan sat dugc ¢ nhiét d6 tu lanh (vi dy, 2-8°C hodc 4°C) trong it nhét 1
thang, 2 thang, 3 thang, 6 thang, 12 thang va/hodc 24 thang. Ngoai ra, ché pham "6n
dinh" bao gém ché phém thé hién cac dac diém mong mubn & cac nhiét d6 bao gém
& nhiét do 25°C va 37°C trong khoang thoi gian bao gdm 1 thang, 3 thang, 6 thang,
12 thang, va/hodc 24 thang. Chi tidu chap nhén dugc dién hinh cho tinh can bang 12
nhu sau: d6 bién thién khdng 16n hon khoang 5%, khoang 10%, khoang 15%, hodc
khoang 20% trong mdt hogc nhiéu trudng hop dudi ddy: (a) phén tir lugng trung
binh s6 (Mn) ctia thé 1ién hop polysacarit protein S. pneumoniae trong ché phim, (b)
phén ti luong trung binh trong s6 (Mw) cua thé lién hop polysacarit protein S.
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pneumoniae trong ché pham, (c) tong ndng do polysacarit trong ché pham, (d) murc
phét xa 16n nhit cia ché phdm do dugc bang cach st dung quang phd huynh quang
protein ndi tai & bude song kich thich cu thé, vi du 280 nanomet, va (e) cudng dod
huynh quang cta ché phdm do dugc bang cach st dung quang phd huynh quang
protein ndi tai & budc séng kich thich cu thé. Thuat ngit “n dinh” ciing c6 thé dugc
st dung @& chi thé lién hop phé ciu khudn cu thé trong ché phdm sinh mién dich da
héa tri. Khi str dung nhu vay, thudt nglt nay dung dé chi thé lién hop cé céc tinh chit
mong mudn theo thdi gian, & nhidt d6 cu thé, va cac tinh chit nay thay dbi khong
16n hon khoang 5%, khoang 10%, khoang 15%, hodc khoang 20% theo thoi gian va
nhiét d6 dugce luu y.

II. Ché phim sinh mién dich da hoa tri

Sang ché dé cap dén ché phém sinh mién dich da héa tri chita nhiéu thé lién
hop polysacarit protein S. pneumoniae trong d6 mdi mot trong céc thé lién hop nay
chira polysacarit tir kidu huyét thanh S. preumoniae dugc lién hop véi protein mang.
Céc khia canh va phuong 4n khac nhau ctia ché pham sinh mién dich da héa tri theo

sang ché duge mo ta, dudi day.

Theo mot phuong 4n (phuong 4n El), sang ché d& cap dén ché pham sinh
mién dich da hoa tri chtra nhiéu thé 1ién hop polysacarit protein S. pneumoniae, mdi
thé lién hop nay chira polysacarit nang tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae dugc lién
hop v&i protein mang, trong d6 cac kiéu huyét thanh ctia S. pneumoniae bao gbm,

gom, hodc cht yeu gom co:

(1) 15A,

(2)  16F,

(3)  Mbdt hodc nhidu kiéu huyét thanh thudc nhém huyét thanh 23 dugce
chon tir: (a) 23A va 23B, (b) 23A va 23F, (c) 23B va 23F, (d) 23A, (e) 23B, va (f)
23F,

(4)  24F,
(5)  31,va
(6)  35B.
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Theo mot phuong 4n phu ctia phuong 4n El, mot hodc nhiéu kiéu huyét
thanh thudc nhém huyét thanh 23 13 23A va va 23B (tic 1a va khong kiu huyét
thanh thudc nhém huyét thanh 23 nao khéc cé mit). Theo mdt phwong an phu khéc
ctua phuong an E1, mgt hodc nhiéu kiéu huyét thanh thuéc nhém huyét thanh 23 1a
23A va 23F. Theo mdt phuwong an phu khac ctia phuong 4n E1, mdt hodc nhiéu kiéu
huyét thanh thudc nhém huyét thanh 23 13 23B va 23F. Theo mét phuwong 4n phu
khac nita cia phuong 4n E1, 23A 13 kiéu huyét thanh thuéc nhém huyét thanh 23
duy nhét. Theo mét phuong an phu khéc cta phuong an E1, 23B 13 kiéu huyét thanh
thudc nhém huyét thanh 23 duy nhit. Theo mot phuong an phu khac nita cia
phuong an E1, 23F 14 kiéu huyét thanh thuéc nhém huyét thanh 23 duy nhét.

Theo phuong 4n thir hai (phuong 4n E2), sang ché dé& cap dén ché pham sinh
mién dich da héa tri chita nhiéu thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae chira
polysacarit nang tir kiéu huyét thanh S. prneumoniae dugc lién hop véi protein mang,
trong d6 cac kiéu huyét thanh ctia S. pneumoniae bao gém cac kiéu huyét thanh néu
trong phuong 4n E1, hodc phuong an phu bét ky ctia phuong 4n E1, va con bao gdm
kiéu huyét thanh: (1) 6C, (2) 6A, hoic (3) 6A va 6B.

Theo mot phuong an phu ctia phuong an E2, ché phdm nay chira kiéu huyét
thanh 6C. Theo m6t phuong 4n phu khac ctia phuong 4n E2, ché phdm nay chira
kiéu huyét thanh 6A va 6B va khong chira kiéu huyét thanh 6C. Theo mét phuong
4n phu khéc ctia phuong 4n E2, ché phdm nay chira kiéu huyét thanh 6A.

Theo phwong 4n tht ba (phuong 4n E3), sang ché d& cap dén ché pham sinh
mién dich da hoa tri chira nhiéu thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae chira
polysacarit nang tir kiéu huyét thanh S. prneumoniae dugce lién hop véi protein mang,
trong d6 céc kiéu huyét thanh cta S. preumoniae bao gém céc kiéu huyét thanh néu
trong phuong 4n E1, hodc phuong 4n phu bét ky ctia phuong 4n E1, hodc phwong 4n
E2, hoic phuong an phu bit ky ctia phuong 4n E2, va con chira cac kiéu huyét
thanh:

1 8,
2 9N,
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(3) 1l1A

4)  12F,

(5)  15B hoic 15C,
6) 17F,va

(7)  20A va/hodc 20B.

Theo phuong 4n thr tur (phuong 4n E4), sang ché dé cap dén ché phim sinh
mién dich da héa tri chira nhiéu thé lién hop polysacarit protein S. preumoniae chira
polysacarit nang tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae dugc lién hgp véi protein mang,
trong d6 céc kiéu huyét thanh cta S. preumoniae chita céc kiéu huyét thanh néu
trong phuong 4n bét ky trong sb cc phuong 4n tir E1 d&én E3, hoic phuong 4n phu
bét ky ctia chung, va con chira cac kiéu huyét thanh: 10A hoic 39.

Theo phuong 4n thir nam (phuong 4n E5), sang ché & cép dén ché phadm sinh
mién dich da héa tri chira nhidu thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae nhu
duogc md ta & trén, trong d6 cac kiéu huyét thanh S. pneumoniae bao gbm, gdm,
hodc cha yéu gdm co: 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 204, 6C, 15A, 16F, 23A,
23B, 24F, 31, va 35B.

Theo phuong an thit sau (phuong an E6), sang ché dé cap dén ché pham sinh
mién dich da héa tri chira nhiéu thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae nhu
duoc md ta & trén, trong d6 cac kidu huyét thanh S. pneumoniae bao gdm, gdm,
hodc chu yéu gdm c6: 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 204, 6C, 15A, 16F, 23A,
23B, 24F, 31, va 35B.

Theo phuong én tht bay (phuong 4n E7), séng ché @& cap dén ché pham sinh
mién dich da héa tri chira nhidu thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae nhu
dugc md ta & trén, trong d6 cac kiéu huyét thanh S. pneumoniae bao gbm, gdm,
hodc chi yéu gdm cé: 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6C, 15A, 16F, 23A,
23B, 24F, 31, va 35B.

Theo phuong an thi tam (phuong 4n E8), sang ché d& cap dén ché pham sinh
mién dich da héa tri chira nhiéu thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae nhu

duoc mo ta & trén, trong d6 cac kiéu huyét thanh S. pneumoniae bao gdm, gom,
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hodc chu yéu gdm cé: 8, 9N, 39, 114, 12F, 15B, 17F, 20A, 6C, 15A, 16F, 23A,
23B, 24F, 31, va 35B.

Theo phuong an thtr chin (phuong an E9), sang ché @ cap dén ché phim
sinh mién dich da héa tri chira nhiéu thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae
nhu duge mo ta & trén, trong d6 céc kiéu huyét thanh S. pneumoniae bao gbm cac
kiéu huyét thanh néu trong phuong 4n bat ky trong sd cac phuong 4n tir E1 dén E8
(hodc phuong an phu bit ky cta ching), va con bao gdm cac kiéu huyét thanh: 3,
7F, va 19A.

Theo phuong an thit muoi (phuong an E10), sang ché @& cap dén ché pham
sinh mién dich da hda tri chira nhiéu thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae
nhu duge md ta & trén, trong d6 céc kiéu huyét thanh S. prneumoniae bao gbm cac
kiéu huyét thanh néu trong phuong 4n bat ky trong sd cac phuong 4n tit E1 dén E9
(hodc phuong 4n phu bat ky ctia chiing), va con bao gdm kidu huyét thanh 22F.

Theo phuong an thtt mudi mot (phuong an E11), sang ché dé cép dén ché
phim sinh mién dich da hoéa tri chua nhiéu thé lién hop polysacarit protein S.
pneumoniae nhu dugc md ta & trén, trong do cac kiéu huyét thanh S. pneumoniae
bao gbém céc kiéu huyét thanh néu trong phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n tir
E1 dén E10 (hodc phuwong an phu bat ky ctia ching), va con bao gbm kiéu huyét
thanh 33F.

Theo phuong 4n thtt mudi hai (phuong an E12), sang ché dé cép dén ché
phdm sinh mién dich da héa tri chwa nhiéu thé lién hop polysacarit protein S.
pneumoniae nhu dugc md ta ¢ trén, trong do cac kiéu huyét thanh S. pneumoniae
bao gbém, gbém, hozc chl yéu gbébm c6 tp hop cua céc kiu huyét thanh S,

pneumoniae dugc chon tir nhém bao gom:

(1) 15A, 16F, 23A,23B, 24F, 31, va 35B,
(2)  15A, 16F, 23F, 23B, 24F, 31, va 35B,
(3)  15A, 16F, 23A, 23F, 24F, 31, va 35B,
(4)  15A, 16F, 23A, 24F, 31, va 35B,
(5) 15A, 16F, 23B, 24F, 31, va 35B,
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Theo phuong an thir muodi ba (phuong 4n E13), sang ché dé cap dén ché
phédm sinh midn dich da héa tri chia nhiéu thé lién hop polysacarit protein S.
pneumoniae nhu duge mo ta & trén, trong d6 céc kiéu huyét thanh S. prneumoniae

bao gdm, gém, hoac chu yéu gébm cb tdp hop cta cic kiéu huyét thanh S.
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15A, 16F, 23F, 24F, 31, va 35B,

6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, va 35B,
6C, 15A, 16F, 23F, 23B, 24F, 31, va 35B,

6C, 15A, 16F, 23A, 23F, 24F, 31, va 35B,

6C, 15A, 16F, 23A, 24F, 31, va 35B,

6C, 15A, 16F, 23B, 24F, 31, va 35B,

6C, 15A, 16F, 23F, 24F, 31, va 35B,

6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, va 35B,
6A, 15A, 16F, 23F, 23B, 24F, 31, va 35B,
6A, 15A, 16F, 23A, 23F, 24F, 31, va 35B,
6A, 15A, 16F, 23A, 24F, 31, va 35B,

6A, 15A, 16F, 23B, 24F, 31, va 35B,

6A, 15A, 16F, 23F, 24F, 31, va 35B,

6A, 6B, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, va 35B,
6A, 6B, 15A, 16F, 23F, 23B, 24F, 31, va 35B,
6A, 6B, 15A, 16F, 23A, 23F, 24F, 31, va 35B,
6A, 6B, 15A, 16F, 23A, 24F, 31, va 35B,

6A, 6B, 15A, 16F, 23B, 24F, 31, va 35B, va
6A, 6B, 15A, 16F, 23F, 24F, 31, va 35B.

pneumoniae dugc chon tir nhém bao gom:

(1)
31 va 35B,

2)
va 35B,

)
31 va 35B,

8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F,

8,9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31

8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F,
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(4)  8,9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 204, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31
va 35B,

(5)  8,9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31
va 35B,

(6) 8,9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 6B, 15A, 16F, 23A, 23B,
24F, 31 va 35B,

(7)  8,9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F,
31 va 35B,

(8)  8,9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va
35B,

(9) 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 6B, 15A, 16F, 23A, 23B,
24F, 31 va 35B,

(10) 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F,
31 va35B,

(11) 8,9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31
va 35B,

(12) 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 6B, 15A, 16F, 23A, 23B,
24F, 31 va 35B,

(13) 8,9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F,
31 va 35B,

(14) 8,9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va
35B,

(15) 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 6B, 15A, 16F, 23A, 23B,
24F, 31 va 35B,

(16) 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F,
31va35B,

(17) 8,9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 204, 6C, 15A, 16F, 23F, 24F, 31 va
35B,

(18) 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6C, 15A, 16F, 23F, 24F, 31 va
35B,
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(19)
35B,

(20)
35B,

21)
35B,

(22)
31 va35B,

(23)
35B,

(24)

(25)
va 35B,

(26)
35B,

@27
35B,

(28)
31 va35B,

(29)
35B,

(30)

€3]
va 35B, va

(32)
35B.
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8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6C, 15A, 16F, 23F, 24F, 31 va

8, ON, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6C, 15A, 16F, 23F, 24F, 31 va

8, ON, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 15A, 16F, 23F, 24F, 31 va

8, ON, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 6B, 15A, 16F, 23F, 24F,

8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 15A, 16F, 23F, 24F, 31 va

8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 15A, 16F, 23F, 24F, 31 va 35B,
8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 6B, 15A, 16F, 23F, 24F, 31

8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 15A, 16F, 23F, 24F, 31 va

8, ON, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 15A, 16F, 23F, 24F, 31 va

8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 204, 6A, 6B, 15A, 16F, 23F, 24F,

8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 15A, 16F, 23F, 24F, 31 va

8, 9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 15A, 16F, 23F, 24F, 31 va 35B,
8, 9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 6B, 15A, 16F, 23F, 24F, 31

8, 9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 15A, 16F, 23F, 24F, 31 va

Phuong an thtt mudi ba (phuong an E13), con bao gbm tap hop cia cac kiéu

huyét thanh S. pneumoniae, tit hang (1) d&én hang (32) trong d6 kiéu huyét thanh

20A trong mdi tap hop duoc thay thé bing kiéu huyét thanh 20 hoic kiéu huyét

thanh 20B.
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Theo phwong 4n thir mudi bon ctia sang ché, (phuong an E14), séng ché d&
cap dén ché phadm sinh mién dich da héa tri chira nhidu thé lién hop polysacarit
protein S. pneumoniae nhu dugc mo ta & trén, trong 4o cac kiéu huyét thanh S.
pneumoniae bao gdm, gdm, hozc chi yéu gdm c6 tp hop ctia cac kiéu huyét thanh
S. pneumoniae dugc chon tir tip hop bét ky trong s6 cac tip hop cia cic kiéu huyét
thanh néu trong phuong 4n E13, cic hang tir hang (17) dén hang (32), va con bao
gdm cac kiu huyét thanh 23A va/hoic 23B.

Theo phwong 4n th mudi lim (phwong 4n E15), séng ché dé cap dén ché
phdm sinh mién dich da hoéa tri chira nhiéu thé lién hop polysacarit protein S.
pneumoniae nhu duge mo ta & trén, trong do cac kiéu huyét thanh S. prneumoniae
bao gdm, gbém, hodc chi yéu gdm cé tip hop cla cic kidu huyét thanh S

pneumoniae dugc chon tir nhém bao gom:

(1)  3,7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6C, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(2) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 204, 6C, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(3)  3,7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 204, 6C, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(4) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 204, 6C, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(5)  3,7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A 15A, 16F,
23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(6) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 6B,
15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(7)  3,7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(8) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A 15A, 16F,
23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(9) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 6B,
15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,
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(10) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(11) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A 15A, 16F,
23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(12) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 6B,
15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(13) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(14) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A 15A, 16F,
23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(15) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8§, ON, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 6B,
15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(16) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(17) 3,7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6C, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

(18) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6C, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

(19) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 204, 6C, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

(20) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6C, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

(21) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

(22) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 6B,
15A, 16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

(23) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

(24) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 15A, 16F,
23F, 24F, 31 va 35B,
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(25) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 6B,
15A, 16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

(26) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

(27) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

(28) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 6B,
15A, 16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

(29) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

(30) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 15A, 16F,
23F, 24F, 31 va 35B,

(31) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 6B,
15A, 16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

(32) 3, 7F, 19A, 22F, 33F,8, 9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

(33) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20B,

(34) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24B, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A,

(35) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24B, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20B,

(36) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20B,

(37) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24B, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A,

(38) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24B, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20B,

(39) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20,
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(40) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24B, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20,

(41) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24B, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20,

(42) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20,

(43) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24B, 31, 35B, &, ON,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20, va

(44) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24B, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20.

Theo phuong 4n thir mudi sau cia sang ché, (phuong an E16), sang ché dé
cap dén ché phdm sinh mién dich da héa tri chira nhiéu thé lién hop polysacarit
protein S. pneumoniae nhu dugec mé ta & trén, trong d6 cac kiéu huyét thanh S.
pneumoniae bao gdm, gdm, hodc chu yéu gém cé tap hop ciia céc kiéu huyét thanh
S. pneumoniae dugc chon tir tAp hop bit ky trong sd cac tap hop ctia cac kiéu huyét
thanh néu trong phwong 4n E15, tir hang (17) dn hang (32), va con bao gdm kiéu
huyét thanh 23A va/hozc 23B.

Theo phwong 4n thtt mudi bay (phuwong an E17), sing ché dé cap dén ché
phdm sinh mién dich da héa tri chira nhiéu thé lién hop polysacarit protein S.
pneumoniae chita polysacarit nang tir kiéu huyét thanh S. preumoniae dugc lién hop
v6i protein mang, trong d6 cac kiéu huyét thanh ctia S. prneumoniae bao gém tap

hop céc kiéu huyét thanh dugc chon tir nhém bao gdm:

1.6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,
ii.6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va
20A, va
iii.3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A,
11A, 12F, 15C, 17F, va 20A;

Theo céc phuong 4n phu ctia phuong 4n E17, ché pham sinh mién dich khong

chira thém bét ky thé lién hop polysacarit protein S. preumoniae nao.
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Theo phuong 4n thr mudi tim (phwong 4n E18), séng ché @& cap dén ché
phdm sinh mién dich da héa tri chira nhidu thé lién hop polysacarit protein S
pneumoniae chita polysacarit nang tir cac kiéu huyét thanh S. pneumoniae 6C, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B. Theo c4c phuong 4n phu ctia phuong 4n E18, ché
phim sinh mién dich khong chira thém bat ky thé lién hop polysacarit protein S.

pneumoniae nao.

Theo phuong 4n thr mudi chin (phuong 4n E19), sang ché @ cép dén ché
phdm sinh mién dich da héa tri chia nhiéu thé lién hop polysacarit protein S.
pneumoniae chira polysacarit nang tir cac kiéu huyét thanh S. pneumoniae 6C, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A. Theo céac
phuong 4n phu cta phuong 4n E19, ché phdm sinh mién dich khong chira thém bat

ky thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae nio.

Theo phuong 4n thir hai muoi (phuong 4n E20), sang ché dé cap dén ché
phdm sinh mién dich da héa tri chita nhiéu thé lién hop polysacarit protein S.
pneumoniae chira polysacarit nang tr cac kiéu huyét thanh S. pneumoniae 3, TF,
19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C,
17F, va 20A. Theo cac phuong an phu ctia phuong an E20, ché phdm sinh mién dich

khéng chira thém bt ky thé lién hop polysacarit protein S. preumoniae nao.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché dé cap dén ché pham sinh mién dich da
hoéa tri chtra nhiéu thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae chita polysacarit
nang tir cac kidu huyét thanh S. pneumoniae 3, TF, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F,
23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A. Theo céac
phuong an phu ctia phuong an nay (tuc 1a, 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F,
23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A), ché phim sinh
mién dich khéng chira thém bat ky thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae

nao.

Theo modt phuong 4n khac, sang ché dé cdp dén ché pham sinh mién dich da
héa tri chira nhiu thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae chira polysacarit

nang tir cac kiéu huyét thanh S. pneumoniae 3, TF, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F,
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23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20. Theo cic phuong
4n phu ctia phuong 4n ndy (ttc 13, 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B,
24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20), ché phdm sinh mién dich

khong chira thém bt ky thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae nao.

Theo mdt phuong 4n khic, séng ché @& cap dén ché phim sinh mién dich da
hoéa tri chtra nhiéu thé lién hop polysacarit protein S. preumoniae chira polysacarit
nang tir cic kidu huyét thanh S. pneumoniae 3, TF, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F,
23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20B. Theo cac phuong
an phu cta phuong an nay (tic 1a, 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B,
24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20B), ché phim sinh mién dich

khéng chira thém bt ky thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae nao.

Nhu duoc thé hién trong ban md ta (xem vi du 3, dudi day), polysacarit phé
ciu khuan kiéu huyét thanh 15B duogc khir O-Axetyl tuong duong véi polysacarit
phé ciu khudn kiéu huyét thanh 15C va c6 phd NMR ddng nhét. Polysacarit phé ciu
khuén kiéu huyét thanh 15B dugc khir O-axetyl, nhu dugc md ta va duge boe 1 &
day, twong duong vé6i polysacarit phé cau khudn kiéu huyét thanh 15C va ca hai loai
polysacarit ndy déu c6 thé c6 ham lugng O-axetyl trong mdi don vi ldp nam trong
khoang tir 0 dén 5%, ho#c nim trong khoang tir 0 dén 4%, ho#c nam trong khoang
tir 0 dén 3%, hodc ndm trong khoang tir 0 dén 2%, hodc nam trong khoang tir 0 dén
1%, hodc ndm trong khoang tir 0 dén 0,5%, hodc nam trong khoang tir 0 dén 0,1%,
hodc khong c6 ham lugng O-axetyl. Trong bao céo cta Spencer B.L., et al., 15C ¢6
thé duoc O-axetyl hoa nhe (Spencer, B.L. et al., Clin. Vac. Immuno. (2017) 24(8):
1-13). Vi v4y, theo phuong 4n bét ky trong sé cdc phuong 4n cua ché phdm sinh
mién dich da hoa tri & day, kiéu huyét thanh 15B dugc khir O-axetyl c6 thé duoc st
dung thay cho kiéu huyét thanh 15C. Céc quy trinh khir O-axetyl 1a da biét trong
linh vuc nay, vi du, nhu duge md ta trong tai liéu Rajam et al., Clinical and Vaccine

Immunology, 2007, 14(9):1223-1227.

Theo mdt s§ phuong 4n cua ché phim bat ky trong s6 cac ché phim sinh
midn dich da héa tri theo sang ché, bao gém céc phuong an tir E1 dén E20 va

phuong 4n phu bat ky ctia ching, ché phdm nay con chira chat mang dugc dung.
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Tinh phan ung chéo

Theo mdt phuong an, sang ché dé cap dén ché phdm sinh mién dich da hoa tri
chura céc thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae trong d6 mdi mdt trong cac
thé 1ién hop nay chira polysacarit tir kidu huyét thanh S. preumoniae, bao gdbm kiéu
huyét thanh 6C, dugc lién hop véi protein mang, trong d6 kiéu huyét thanh 6C cua
S. pneumoniae tao ra sy bdo v¢ chéo khang cac kiéu huyét thanh 6A va 6B cua S.

pneumoniae.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché dé cap dén ché pham sinh mién dich da
héa tri chia cac thé lién hop polysacarit protein S. prneumoniae nhu dugc chon tir
cac phuong 4n tir E1 dén E20 trong d6 mdi mét trong cic thé lién hop nay chira
polysacarit tir kiéu huyét thanh S. preumoniae, bao gdm kiéu huyét thanh 6C, duoc
lién hop vai protein mang, trong do kiéu huyét thanh 6C ctia S. prneumoniae tao ra

su bao vé chéo khang céc kiéu huyét thanh 6A va 6B ctia S. pneumoniae.

Theo mot phuong 4n, sang ché @& cap dén ché pham sinh mién dich da héa tri
chua céc thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae trong &6 mdi mot trong cac
thé lién hop nay chira polysacarit tir kidu huyét thanh S. preumoniae, bao gém kiéu
huyét thanh 19A, duoc lién hop véi protein mang, trong d6 kiéu huyét thanh 19A
cua S. pneumoniae tao ra sy bao vé chéo khang kiéu huyét thanh 19F cua S.

pneumoniae.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén ché phdm sinh mién dich da
hoa tri chira cac thé 1ién hop polysacarit protein S. pneumoniae nhu duge chon tir
céc phuong an tir E1 dén E20 trong d6 mbi mét trong cac thé lién hop nay chia
polysacarit tir kiéu huyét thanh S. preumoniae, bao gom kiéu huyét thanh 19A, duoc
lién hop v6i protein mang, trong d6 kiéu huyét thanh 19A cta S. preumoniae tao ra

su bao vé chéo khang kiéu huyét thanh 19F cta S. prneumoniae.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén ché pham sinh mién dich da héa tri
chira céc thé lién hop polysacarit protein S. preumoniae trong d6 mdi mot trong cac
thé lién hop niy chira polysacarit tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae, bao gbm céc

kiéu huyét thanh 23A va/hodc 23B, dugc lién hop véi protein mang, trong d6 cac
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kiéu huyét thanh 23A va/hoac 23B cua S. pneumoniae tao ra su bao vé chéo khang

kiéu huyét thanh 23F ctia S. pneumoniae.

Theo mot phwong 4n khéc, sang ché d& cép dén ché phdm sinh mién dich da
héa tri chira cac thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae nhu duge chon tir
cac phuong 4n tir E1 dén E20 trong d6 mdi mot trong cac thé lién hop nay chira
polysacarit tir kiéu huyét thanh S. preumoniae, bao gdm cac kiéu huyét thanh 23A
va/hodic 23B, duoc lién hop v6i protein mang, trong d6 céc kidu huyét thanh 23A
va/hodc 23B cua S. pneumoniae tao ra sy bao vé chéo khang kiéu huyét thanh 23F

cua S. pneumoniae.

Theo mdt phuong an, sang ché dé cap dén ché phém sinh mién dich da hoa tri
chtta cac thé 1ién hop polysacarit protein S. pneumoniae trong d6 mdi mot trong céc
thé 1ién hop nay chira polysacarit tir kidu huyét thanh S. preumoniae, bao gdm kidu
huyét thanh 6A, dugc lién hop véi protein mang, trong d6 kiéu huyét thanh 6A cia
S. pneumoniae tao ra sy bdo vé chéo khang cac kiéu huyét thanh 6B va/hodc 6C cua

S. pneumoniae.

Theo mot phwong 4n khéc, sang ché d8 cap dén ché pham sinh mién dich da
héa tri chira cdc thé lién hop polysacarit protein S. prneumoniae nhu duge chon tir
cac phuong 4n tir E1 dén E20 trong d6 mdi mot trong cac thé lién hop nay chua
polysacarit tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae, bao gdm kiéu huyét thanh 6A, dugc
lién hop véi protein mang, trong d6 kiéu huyét thanh 6A cua S. pneumoniae tao ra

su bao vé chéo khang cac kiéu huyét thanh 6B va/hodc 6C cta S. pneumoniae.

Theo mdt phuong an, sang ché dé cap dén ché pham sinh mién dich da héa tri
chtra c4c thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae trong d6 mdi mot trong cac
thé lién hop nay chira polysacarit tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae, bao gbm kiéu
huyét thanh 20A, duoc lién hgp véi protein mang, trong dé kiéu huyét thanh 20A
cua S. pneumoniae tao ra sy bao v¢ chéo khing kidu huyét thanh 20B cta S.

pneumoniae.

Theo mot phuong an khéc, sang ché @ cap dén ché pham sinh mién dich da

héa tri chita cac thé lién hop polysacarit protein S. prneumoniae nhu duge chon tir
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céc phuong 4n tir E1 dén E20 trong d6 mdi mot trong céc thé lién hop ndy chira
polysacarit tir kidu huyét thanh S. prneumoniae, bao gdm kiéu huyét thanh 20A, dugc
lién hop véi protein mang, trong d6 kiéu huyét thanh 20A ctia S. preumoniae tao ra

su bao vé chéo khang kiéu huyét thanh 20B ctia S. pneumoniae.

Theo modt phuong 4n, sang ché dé cap dén ché phdm sinh mién dich da hoéa tri
chira cac thé lién hop polysacarit protein S. prneumoniae trong d6 mdi mot trong cac
thé lién hop nay chira polysacarit tir kidu huyét thanh S. preumoniae, bao gdm kiéu
huyét thanh 20B, dugc lién hop v6i protein mang, trong d6 kiéu huyét thanh 20B
cua S. pneumoniae tao ra sy bao vé chéo khang kiéu huyét thanh 20A cua S.

pneumoniae.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché dé cap dén ché phdm sinh mién dich da
hoéa tri chira cc thé 1ién hop polysacarit protein S. prneumoniae nhu dugc chon tir
céc phuong 4n tir E1 dén E20 trong d6 mdi mdt trong cac thé lién hop niy chira
polysacarit tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae, bao gdm kiéu huyét thanh 20B, duoc
lién hop v6i protein mang, trong d6 kiéu huyét thanh 20B ctia S. pneumoniae tao ra

su bao vé chéo khang kiéu huyét thanh 20A ctia S. pneumoniae.

Theo mét phuong an, sang ché d& cap dén ché phém sinh mién dich da héa tri
chira c4c thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae trong d6 mdi mot trong cac
th8 lién hop nay chira polysacarit tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae, bao gbm kiéu
huyét thanh 15C, dugc lién hop v6i protein mang, trong d6 kiéu huyét thanh 15C
cta S. pneumoniae tao ra sy bao vé chéo khing kiéu huyét thanh 15B cua S.

pneumoniae.

Theo mét phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén ché phdm sinh mién dich da
héa tri chira cc thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae nhu duge chon tir
céc phuong 4n tir E1 d&n E20 trong d6 mdi mot trong cac thé lién hop nay chia
polysacarit tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae, bao gdm kiéu huyét thanh 15C, dugc
lién hop véi protein mang, trong d6 kidu huyét thanh 15C cta S. pneumoniae tao ra

su bao vé chéo khang kiéu huyét thanh 15B ctia S. pneumoniae.
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Protein mang

Theo cac phuong an cu thé cta sang ché, CRM197 duge st dung 1am protein
mang. CRM197 12 bién thé khong doc (tic 13, toxoit) ctia doc t6 bach hau cé trinh tr

axit amin sau:

GADDVVDSSK SFVMENFSSY HGTKPGYVDS IQKGIQKPKS GTQGNYDDDW
KEFYSTDNKY DAAGYSVDNE NPLSGKAGGV VKVTYPGLTK VLALKVDNAE
TIKKELGLSL TEPLMEQVGT EEFIKRFGDG ASRVVLSLPF AEGSSSVEYI
NNWEQAKALS VELEINFETR  GKRGQDAMYE YMAQACAGNR VRRSVGSSLS
CINLDWDVIR  DKTKTKIESL  KEHGPIKNKM  SESPNKTVSE EKAKQYLEEF
HQTALEHPEL  SELKTVTGTN PVFAGANYAA  WAVNVAQVID SETADNLEKT
TAALSILPGI GSVMGIADGA VHHNTEEIVA  QSIALSSLMV AQAIPLVGEL
VDIGFAAYNF  VESIINLFQV VHNSYNRPAY  SPGHKTQPFL  HDGYAVSWNT
VEDSIIRTGF QGESGHDIKI = TAENTPLPIA GVLLPTIPGK LDVNKSKTHI
SVNGRKIRMR CRAIDGDVTF CRPKSPVYVG NGVHANLHVA FHRSSSEKIH
SNEISSDSIG VLGYQKTVDH TKVNSKLSLF  FEIKS (SEQ ID NO:1).

Theo mdt phuong 4n, CRM197 dugc phan 14p tir cdc moi trudng nudi cdy clia
ching Corynebacterium diphtheria C7 (B197) sinh truéng trong axit casamin va
moi truong géc dich chiét nim men. Theo mdt phuong an khac, CRM197 dugc tao
ra theo phuong phép tai t6 hop theo cac phwong phap duge md ta trong tai liéu U.S.
5,614,382. Thong thuong, CRM197 dugc tinh ché thong qua td hop cta cac phuong
phap loc siéu, két tha amoni sulfat, va sic ky trao doi ion. Theo mot s6 phuong 4n,
CRM197 duoc tao ra trong Pseudomonas fluorescens bang cach sir dung cong nghé

Pfenex Expression Technology™ (Pfenex Inc., San Diego, CA).

Cac protein mang thich hop khac bao gdm cac doc t6 vi khuin bét hoat bd
sung nhu DT (toxoit bach hau) hosc manh B cia DT (DTFB), TT (toxit ubn van)
hodc manh C cta TT, toxoit ho ga, toxoit bénh ta (vi dy, nhu dugec mo ta trong tai
litu WO 2004/083251), E. coli LT, E. coli ST, va exotoxin A t Pseudomonas
aeruginosa. Ciing c6 thé sir dung céc protein mang ngoai cua vi khuin nhu phirc
mang ngoai C (OMPC), porin, protein gén két transferin, protein bé mit phé cau
khudn A (PspA; xem WO 02/091998), protein bam dinh phé cau khuin (PsaA),
peptidaza C5a tir lién cdu khuin nhém A hoic nhém B, hodc protein D
Haemophilus influenzae, pneumolysin phé cau khuan (Kuo et al., 1995, Infect

Immun 63; 2706-13) bao gdm ply dugc giai doc t6 theo mét vai cach, vi du, dPLY-
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GMBS (xem WO 04/081515) hoac dPLY-formol, PhtX, bao gém PhtA, PhtB, PhtD,
PhtE va cac dang dung hop ctia protein Pht, vi dy, dang dung hop PhtDE, dang dung
hop PhBE (xem WO 01/98334 va WO 03/54007). Cac protein khac, nhu
ovalbumin, protein van chuyén keyhole limpet hemocyanin (KLH-mét loai protein
16n do mot loai nhuyén thé bién san xuét), albumin huyét thanh bd (bovine serum
albumin-BSA) hodc din xuit protein tinh ché cua tuberculin (PPD), PorB (tr N.
meningitidis), PD (protein D Haemophilus influenzae; xem, vi du, EP 0 594 610 B),
hodc céc dang twong duong vé chirc ning mién dich clia chung, peptit tbng hop
(xem EP0378881 va EP0427347), protein s6c nhiét (xem WO 93/17712 va WO
94/03208), protein ho ga (xem WO 98/58668 va EP0471177), xytokin, lymphokin,
céc yéu td sinh truong hoic hormon sinh trudng (xem WO 91/01146), protein nhan
tao chira nhiéu epitop té bao T CD4+ & ngudi tir cac khdng nguyén thu duge tir cac
thé gdy bénh khac nhau (xem Falugi et al., 2001, Eur J Immunol 31:3816-3824) nhu
protein N19 (xem Baraldoi et al., 2004, Infect Immun 72:4884-7), protein hap thu
st (xem WO 01/72337), doc t6 A hoic B cta C. difficile (xem WO 00/61761), va
flagelin (xem Ben-Yedidia et al., 1998, Immunol Lett 64:9) cling co6 thé duoc sir

dung lam protein mang.

Céc thé dot bién DT khac c6 thé dugc sit dung lam protein mang, nhu
CRMi76, CRM223, CRMss (Uchida et al., 1973, J Biol Chem 218:3838-3844);
CRMs, CRMas, CRMi02, CRM103 v& CRMi07 va cdc dot bién khéc duge mo ta boi
Nicholls va Youle trong tai liéu Genetically Engineered Toxins, Ed: Frankel,
Maecel Dekker Inc, 1992; cai bién lam khuyét hodic dot bién Glu-148 thanh Asp,
Gln hodc Ser va/hodac Ala 158 thanh Gly va cac ddt bién khac duogc bdc 16 trong
U.S. 4,709,017 hogc U.S. 4,950,740; dot bién cua it nhat moét hodc nhidu gbe Lys
516, Lys 526, Phe 530 va/hoac Lys 534 va cac dot bién khac duogc bdc 16 trong
Patent s§ U.S. 5,917,017 hodc s6 U.S. 6,455,673; hodc manh dugc boc 1§ trong tai

liéu U.S. 5,843,711. Céc thé dot bién DT nay cling c6 thé duogc st dung dé tao ra céc

bién thé DTFB trong d6 cac bién thé nay chira manh B chira cac ving epitiop.
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Theo mdt sb phuong 4n, protein mang dugc chon tir nhém bao gém: phirc
protein mang ngoai (OMPC), toxoit ubn vén, toxoit bach hiu, protein D va

CRM197.

Theo mot s6 phuong 4n cia sang ché, chdt mang thi hai c6 thé duge sit dung
cho mot hodc nhidu thé lién hop polysacarit protein trong ché phim sinh mién dich
da hoa tri. Protein mang thtt hai t6t hon 14 protein khong ddc va khong tao phan tmg
va dé thu duogc & cac lugng va do tinh khiét thich hgp. Protein mang tht hai cling
duge lign hop hodc duoc két hop véi polysacarit S. preumoniae dé ting cudng tinh
sinh mién dich cua khéang nguyén. Cac protein mang nay nén dé tuén theo céc quy
trinh 1ién hop tiéu chuan. Theo mdt phuong 4n, mbi polysacarit nang khong lién hop
v&i protein mang thit nhét dugc lién hop v6i cling mdt protein mang thir hai (vi dy,
mdi phin tir polysacarit nang dugc lién hgp voi mot protein mang). Theo mot
phuong an khac, cac polysacarit nang khong duoc lién hgp véi protein mang thir
nhdt dwoc lién hop v6i hai hoic nhidu hon hai protein mang (mdi phan tir
polysacarit nang dugc lién hgp voi mot protein mang). Theo cac phuong an nay,
moi polysacarit nang cta cing mot kiéu huyét thanh thudng duge lién hop véi cliing

mot protein mang.

Theo céc phuong 4n ctia sang ché, bao gdm phuong 4n bat ky trong sb céc
phuong an tr E1 dén E20 va phuong 4n phu bat ky ctia chiing, mot hogc nhiéu (bao
gbm2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, khi 4p dung)
cac kidu huyét thanh polysacarit duge lién hop v6i CRM197. Theo cac phuong én
khac cta sang ché, bao gébm phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4an tir E1 dén
E20 va phuong an phu bat ky cta chung, mdi mot trong cic kiéu huyét thanh
polysacarit dugc lién hgp véi CRM197.

Viéc phdi tron ciia cac thé lién hop polysacarit-protein theo sang ché c6 thé
duoc thuc hién bang cach st dung cac phuong phéap da biét trong linh vuc. Vi dy,
céc thé lién hop phé cdu khuén riéng 18 c6 thé dugce phdi tron véi chit dan thude
sinh 1y dung dé bao ché ché phdm. Cac vi du vé cic chét din thudc nay bao gbm,
nhung khong chi giéi han &, nudce, nude mubi dém, rugu nhiu 1an (vi dy, glyxerol,

propylen glycol, polyetylen glycol long) va dung dich dextroza.
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Theo phuong 4n dugc uu tién, ché phdm vacxin dugc phdi trdn trong chit

dém L-histidin v&1i natri clorua.

Theo mdt sb phuong 4n cta sang ché, ché phdm sinh mién dich da hoa tri
chtra nhiéu thé 1ién hop polysacarit protein S. pneumoniae chira polysacarit nang tir
kiéu huyét thanh S. pneumoniae duge lién hop véi protein mang va chat phu tro,
trong d6 cac kidu huyét thanh S. pneumoniae 1a nhu duge md ta & day. Cac chit phu
tro thich hop d8 tang cudng d6 hiéu nghiém ctia ché phdm bao gém, nhung khong

chi gidi han o:

(1) mubi nhém (alum), nhu nhdm hydroxit, nhém phosphat, nhdm sulfat,

V.V,

(2) nhii twong phéi tron dau trong nude (c6 hodc khong cé cac chit kich thich
mién dich cu thé khac nhu muramyl peptit (duge dinh nghia duéi ddy) hodc cac
thanh phan véch t& bao), nhu, vi dy, (a) MF59 (Cong bd don sing ché quéc té sb
WO 90/14837), chita Squalen 5%, Tween 80 0,5%, va Span 85 0,5% (tuy y chua
MTP-PE véi cac lugng khac nhau) duoc phéi tron thanh cac hat ¢& dudi micron
béng cach st dung may vi Iéng nhu mdy vi long Model 110Y (Microfluidics,
Newton, MA), (b) SAF, chira Squalen 10%, Tween 80 0,4%, polyme dong khéi
pluronic 1.121 5%, va thr-MDP duoc vi long thanh nhii tuong ¢& duéi micron hodc
duoc ngody dé tao ra nhil tvong c& hat 16n hon, (c) hé phu trg Ribi™(RAS),
(Corixa, Hamilton, MT) chita Squalen 2%, Tween 80 0,2%, va mot hodc nhiéu
thanh phan véach t& bao tir nhém bao gdm monophosphorylipit A duge 3-O-deaxyl
héa (MPL™) dugc md ta trong Patent M§ s6 4,912,094, trehaloza dimycolat
(TDM), va skeleton véach té bao (cell wall skeleton-CWS), t6t hon 1a MPL+CWS
(Detox™); va (d) Montanit ISA;

(3) chit phu trg saponin, nhu Quil A hogc STIMULON™ QS-21
(Antigenics, Framingham, MA) (xem, vi dy, Patent My s6 5,057,540) 6 thé duoc
st dung hodc céac hat duge tao ra tir d6 nhu ISCOM (phtrc kich thich mién dich

duogc tao ra bang cach két hop cholesterol, saponin, phospholipit, va protein ludng
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phan) va Iscomatrix® (chii yéu ¢ chu tric giéng nhu ISCOM nhung khéng co

protein);

(4) lipopolysacarit vi khuén, chit twong tu lipit A tong hop nhu hop chat
aminoalkyl glucosamin phosphat (AGP), ho#c cic din xuét hodc chit twong tu cia
chiing, sén c6 tir Corixa, va dugc md ta trong Patent My s6 6,113,918; mdt AGP
nhu vdy la 2-[(R)-3-tetradecanoyloxytetradecanoylaminoletyl 2-Deoxy-4-O-
phosphono-3-O-[(R)-3-tetradecanoyloxytetradecanoyl]-2-[(R)-3--
tetradecanoyloxytetradecanoylamino]-b-D-glucopyranosit, con dugc biét dén 1a 529
(trudc day dugce biét dén 1a RC529), duoc phéi tron dudi dang dang chira nudc hodc

duéi dang nhii tuong tong hop

(5) polynucleotit tong hop nhu cac oligonucleotit chtta (c4c) métip CpG
(Patent M¥ s6 6,207,646); va

(6) xytokin, nhu interleukin (vi du, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12,
IL-15, IL-18, v.v.), interferon (vi dy, gama interferon), yéu t kich thich cum khudn
dai thuc bao cia bach cau hat (granulocyte macrophage colony stimulating factor-
GM-CSF), yéu t6 kich thich cum khuin dai thuc bao (macrophage colony
stimulating factor-M-CSF), yéu t6 hoai tir khdi u (tumor necrosis factor-TNF), phan
tir ddng kich thich B7-1 va B7-2, v.v.; va

(7) bd thé, nhu trime ctia thanh phan bd sung C3d.

Theo mét phuong an khéc, chat phu trg 14 hén hop cta 2, 3, hoic nhiéu hon
ba chét phu trd néu trén, ching han. SBAS2 (nhii twong dau trong nudc con chira

monophosphoryl lipit A duge 3-deaxyl hoa va QS21).

Muramy] peptit bao gdbm, nhung khong chi gi6i han &, N-axetyl-muramyl-L-
threonyl-D-isoglutamin (thr-MDP), N-axetyl-normuramyl-L-alanin-2-(1'-2'
dipalmitoyl-sn-glyxero-3-hydroxyphosphoryloxy)-etylamin (MTP-PE), v.v..

Theo m6t s& phuong an, chét phu tro 1a mudi nhdm. Chét phu tro mudi nhém
¢6 thé 1a vacxin duoc két tha alum hodc vacxin duogc hép thu alum. Céc chat phu tro

mudi nhém 13 d4 biét 16 trong linh vyc nay va dugc md ta, vi du, trong tai liu
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Harlow, E. and D. Lane (1988; Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring
Harbor Laboratory) va Nicklas, W. (1992; Aluminum salts. Research in
Immunology 143:489-493). Mubi nhom bao gdm, nhung khong chi giéi han 6,
alumina dugc hydrat héa, alumina hydrat, alumina trihydrat (ATH), nhom hydrat,
nhoém trihydrat, alhydrogel, Superfos, Amphogel, nhém (III) hydroxit, nhoém
hydroxyphosphat sulfat, chat phu trg nhdm phosphat (APA), alumina v6 dinh hinh,
trialumina dugc hydrat hoa, hodc trihydroxynhom.

APA 13 hdn dich chira nuéc ctia nhom hydroxyphosphat. APA dugc san xuit
ra bang cach tron nhém clorua va natri phosphat & ty 1& thé tich 1:1 dé két tha nhém
hydroxyphosphat. Sau quy trinh tron, vat liéu dugc giam cd& bing may tron cat toc
d6 cao dé dat duoc su phéan bd theo c& hat cung c&. Sau do6 san phém nay dugc loc

mang dya trén nudc mudi sinh 1y va duge vo trung bang hoi.

Theo mét sb phuong an, AI(OH)s c¢6 ban trén thi trudng (vi du, Alhydrogel
hodc Superfos cia Denmark/Accurate Chemical and Scientific Co., Westbury, NY)
duoc st dung dé hip thu protein & ty 18 tir 50 dén 200pg protein/mg nhém hydroxit.
Theo mét phuong 4n khac, viéc hip thu protein khong phu thudc vao @ pl (pH
dang dién) ctia protein va d6 pH cua méi trudong. Protein c6 dd pl thap hon hap thy
ion nhém dién tich dwong manh hon so véi protein c¢6 d§ pl cao hon. Céac mubi
nhém c6 thé thiét 1ap kho chira khang nguyén duogc giai phong tir tir trong thdi gian
tir 2 dén 3 tudn, bao gém trong qua trinh hoat hoa khong dac hiéu cta cac dai thuc
bao va qua trinh hoat hoa bd thé, va/hoic kich thich co ché mién dich bdm sinh (c6
thé thong qua sy kich thich cua axit uric). Xem, vi du, Lambrecht et al., 2009, Curr
Opin Immunol 21:23.

Céc thé lién hgp chira nude hda tri mot dang khéi thuong dugc tron vdi nhau
va duoc pha lodng dén muc tidu 13 4pg/mL d6i voi tit ca cac kiéu huyét thanh ngoai
trir 6B, kiéu huyét thanh nay duoc pha lodng dén muc tiéu 13 8ug/mL. Mdi khi duge
pha logng, thi mé nay duoc loc v6 trung, va mot thé tich chét phu trg nhom phosphat
bing nhu vay dugc thém theo cach v6 khudn dé hudéng d¢én nong d6 nhom cubi cling
1a 250pg/mL. Mé da dugc phéi tron va phu trg dugce lam ddy vao lo ding mot 1an
dung tich 0,5mL/liéu.
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Theo mét sd phuong an, chét phu trg 1a nucleotit chtra trinh ty CpG, vi du,
oligonucleotit chita CpG, cu thé 13, oligodeoxynucleotit chita CpG (CpG ODN).
Theo mdt phuong an khéc, chit phu trg 1a ODN 1826, co thé c¢6 dugc tir Coley

Pharmaceutical Group.

Cac phuong phép sir dung oligonucleotit CpG 14 d& biét 15 trong linh vurc nay
va duge mod ta, vi dy, trong tai li€u Sur et al.,, 1999, J Immunol. 162:6284-93;
Verthelyi, 2006, Methods Mol Med. 127:139-58; va Yasuda et al., 2006, Crit Rev
Ther Drug Carrier Syst. 23:89-110.

Theo céc phuong 4n thay thé, ché phdm sinh mién dich chita nhiéu thé lién
hop polysacarit protein S. pneumoniae nhu dugc mo ta ¢ day, vi du, theo phuong an
bat ky trong sb céc phuong 4n tir E1 ¢én E20 hodc phuong 4n phu bat ky cta chung,
va khong chira chét phu tro.

Duoc phdm

Dugc phim theo sang ché ¢6 thé duoc phéi tron dudi dang lo chira mot lidu
duy nhét, lo chira nhiéu lidu hodc dudi dang thiy tinh duge 1am day tir trude hodc xi
lanh déo.

Theo mdt phuong én khac, dugc phim theo sang ché dugc ding qua dudng
miéng, va tr do dugc phéi tron & dang thich hop dé dung qua duong miéng, tic la,
duéi dang duoc phdm rin hodc 1ong. Céc dang phdi tron ran ding qua dudng miéng
bao gdém vién nén, vién nang, vién tron, hat, vién va dang tuong ty. Céc dang phéi
tron 1ong ding qua dudng miéng bao gdm dung dich, hdn dich, dang phan tan, nhil

tuong, dau va dang tuong tu.

Céc chit mang dugc dung cho dang phéi tron 16ng 1a dung dich chira nudc
hodc khdng chira nude, hdn dich, nhii twong hoic du. Cac vi du vé dung méi khong
chra nuée 1a propylen glycol, polyetylen glycol, va este hitu co dung dé tiém nhu
etyl oleat. Cac chét mang chita nuéc bao gém nudc, dung dich chtra rugu/chira
nude, nhii tuong hodc hdn dich, bao gém nude mubi va méi trudng duge dém. Céc

vi du vé diu 1a dau c6 nguon goc ddng vat, thuc vat, hodc tong hop, vi dy, dau lac,
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dAu d4u tuong, diu 6 liu, diu hudéng huong, ddu gan c4, dau c4 khéc, hoic lipit tir

stta hodc tring.

Duoc pham nay c6 thé déng truong, nhuge truong hogc wu truong. Tuy nhién
thuong dugc uu tién rang dugc phdm ding dé truyén hodc tiém chu yéu 1a ding
truong, khi duoc phdm nay duoc ding. Do d6, dé bao quan, tot hon 12 dugc phdm
nay c6 thd ding trwong hodc wu trwong. Néu duge pham niy dang truong dé bao
quan, thi dugc phdm ndy c6 thé duge pha lodng @& tro thanh dung dich dang truong
trude khi dung.

Chét déng truong c6 thé 1a chit déng truong ion nhu mubi hodc chit déng
trwong khong ion nhu hydrat cacbon. Cac vi du vé chit déng truong ion bao gdm
nhung khong chi gi¢i han ¢ NaCl, CaCly, KCI va MgCl. Cac vi du vé chét déng

truong khong ion bao gdm nhung khdng chi gii han & manitol, sorbitol va glyxerol.

Ciing duoc wu tién 13 it nhit mot chit phu gia duge dung 14 chit dém. Ddi véi
mot s6 muc dich, vi du, khi dugc phém duogc du dinh la truyén hodc ti€m, thi thuong
mong doi la dugce phﬁm nay chtra chit dém, c6 kha ning d&&m dung dich dén do pH

nim trong khoang tir 4 ¢én 10, nhur tir 5 dén 9, vi dy, tir 6 dén 8.

Chét dém c6 thé, vi du, duogc chon tir nhém bao gém chit dém TRIS, axetat,
glutamat, lactat, maleat, tartrat, phosphat, xitrat, carbonat, glyxinat, histidin, glyxin,

sucxinat va trietanolamin.

Chét dém c6 thé duoc chon tir chit dém tuong thich USP dé str dung ngoai
dudng tiéu hoa, cu thé, khi dugc phim nay nham dé str dung ngoai dudng tiéu hoa.
Vi dy, chit dém c6 thé duoc chon tir nhém bao g@)m axit monobazo nhu axit axetic,
axit benzoic, axit gluconic, axit glyxeric va axit lactic; axit dibazo nhu axit aconitic,
axit adipic, axit ascorbic, axit carbonic, axit glutamic, axit malic, axit sucxinic va
axit tartric, axit polybazo nhu axit xitric va axit phosphoric; va bazo nhu amoniac,

dietanolamin, glyxin, trietanolamin, va TRIS.

Céc chat dan thubc ngoai dudng tidu hoa (dé tiém dudi da, trong tinh mach,

trong dong mach, hodc trong co) bao gém dung dich natri clorua, dextroza Ringer,
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dextroza va natri clorua, du Ringer dugc lactat hoa va dau khong bay hoi. Chét dan
thubc trong tinh mach bao gém chét don 1ong va chat don dudng chét, chat don dién
phén nhu chit don dua trén dextroza Ringer, va dang tuong tw. Cac vi du la chit
long vo trung nhu nuéce va dau, c6 hodc khong cé su bd sung chét hoat dong bé mat
va céc chét phu trg dugc dung khac. Nhin chung, nuée, nuéc mudi, dextroza chira
nuéc va cdc dung dich duong lién quan, cac glycol nhu propylen glycol hodc
polyetylen glycol, Polysorbat 80 (PS-80), Polysorbat 20 (PS-20), va poloxame 188
(P188) 1a c4c chit mang long dugc wu tién, dic biét 1a dbi véi dung dich tiém. Céc
vi du vé dau la dau co nguén géc dong vat, thyc vat, hodc tbng hop, vi du, dau lac,
dau dau tuong, dau 6 liu, diu huéng huong, dau gan ca, dau ca khac, hodc lipit tir

stta hodc triung.

Duoc phém theo séng ché ciing c6 thé chtra chit hoat dong bé mit. Cac chét
hoat dong bé mit wu tién bao gém, nhung khong chi giéi han 6: chét hoat dong bé
mit polyoxyetylen sorbitan este (thuong dugc d& cap dén 1a Tweens), dic biét la PS-
20 va PS-80; copolyme cta etylen oxit (EO), propylen oxit (PO), va/hodc butylen
oxit (BO), dugc ban dudi tén nhén hiéu DOWFAX™, nhu copolyme khéi EO/PO
thang; octoxynol, c6 thé thay ddi vé sd luong nhém etoxy (oxy-1,2-etandiyl) lap, véi
octoxynol-9 (Triton X-100, hodc t-octylphenoxypolyetoxyetanol) dac bi€t duge quan
tam; (octylphenoxy)polyetoxyetanol (IGEPAL CA-630/NP-40); phospholipit nhu
phosphatidylcholin (lecithin); nonylphenol etoxylat, nhu 16 Tergitol™ NP; ete béo
polyoxyetylen thu duge tr ruou laurylic, rugu xetylic, rugu stearylic va rugu oleylic
(con duge biét dén 1a chit hoat dong bé mit Brij), nhu trietylenglycol monolauryl
ete (Brij 30); va sorbitan este (con thuong duoc biét dén la SPAN), nhu sorbitan
trioleat (Span 85) va sorbitan monolaurat. Chét hoat dong bé mit dugc wu tién dé c6

trong nhii twong 1a PS-80.

Céc hdn hop cua céc chét hoat dong bé mat c6 thé duogc sir dung, vi du, hon
hop PS-80/Span 85. Hdn hgp clia polyoxyetylen sorbitan este nhu polyoxyetylen
sorbitan monooleat (PS-80) va octoxynol nhu t-octylphenoxypolyetoxyetanol
(Triton X-100) ciing thich hop. Mot hén hop hitu ich khac bao gém laureth 9 cong

thém polyoxyetylen sorbitan este va/hodc octoxynol.
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Cac luong wu tién cua chit hoat dong bé mit (% trong luong) la:
polyoxyetylen sorbitan este (nhu PS-80) tir 0,01 dén 1%, dic biét 13 tir 0,1%; octyl-
hodc nonylphenoxy polyoxyetanol (nhw Triton X-100, hodc cic chét sat tring khac
trong loat Triton) tir 0,001 dén 0,1%, dic biét 13 tir 0,005 dén 0,02%; polyoxyetylen
ete (nhu laureth 9) tir 0,1 dén 20%, t6t hon 14 tir 0,1 dén 10% va dic biét 1a tir 0,1
dén 1% hoic khoang 0,5%.

Theo mdt s6 phuong 4n, dugc phdm chi yéu chira histidin (20mM), nuéc
mubi (150mM) va PS-20 0,2% hoic PS-80 0,04% & d6 pH bang 5,8 v6i 250pug/mL
APA (chét phy trg nhém phosphat). PS-20 c¢6 thé ndm trong khoang tir 0,005% dén
0,3% (trong luqng/thé tich) véi sy ¢6 mat ctia PS-20 hodc PS-80 trong dugc phém
kidm soat su tich tu trong qué trinh san xuét bi tic dong va trong khi van chuyén
bang céch st dung phuong phép déng géi co ban. Theo mdt phuong én khac, PS-20
c¢6 thé ndm trong khoang tir 0,025% dén 0,8% (trong luong/thé tich). Theo mot
phuong 4n khac, PS-20 c6 thé nim trong khoang tir 0,05% dén 0,8% (trong
luong/thé tich). Theo moét phuwong an khéc, PS-20 c6 thé ndm trong khoang tir
0,05% dén 0,2% (trong lwong/thé tich). Quy trinh nay gdm budc két hop hdn hop
cta t6i da 24 kiéu huyét thanh trong histidin, nuéc mudi, va PS-20 hodc PS-80, sau
do két hgp nguyén liéu da dugc tron nay véi APA va nuéce mudi c6 hoic khong co

chit bao quan khang khuan.

Theo cac phuong 4n cu thé, ché phim sinh mién dich da hoa tri chira cac thé
lién hop polysacarit protein S. preumoniae trong d6 mdi mdt trong cac thé lién hop
nay chita polysacarit tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae dugc lién hop véi protein
mang, trong d6 cac kiéu huyét thanh cta S. pneumoniae trong céc thé lién hop
polysacarit protein ndy chira tdp hop bat ky trong sb céc tip hop cua céc kiéu huyét
thanh néu & day, va con chia histidin 20- 80mM d6 pH = 5,8 va NaCl 150mM.
Theo mdt s6 phuong an, ché phdm sinh mién dich da héa tri con chita polysorbat 20

v6i luong tir 0,2% dén 0,8% trong lugng/thé tich.

Viéc lua chon chat hoat dong bé mit c6 thé can phai dugc toi wu hda cho céac
san pham thudc va cac dugce chat khac nhau. Do6i véi cac vacxin da héa tri ¢6 15

hodc nhiéu hon 15 kiéu huyét thanh, thi PS-20 va P188 dugc uu tién. Viéc lya chon
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phuong phép hoéa hoc ding dé tao ra thé lién hop cling c6 thé déng vai trd quan
trong trong viéc 1am 6n dinh ché pham. Cu thé, khi cac phan ung lién hop dung dé
tao ra céc thé lién hop polysacarit protein khac nhau trong ché phim da héa tri bao
gdm ca dung moi chira nudc va dung mdéi DMSO, thi hé théng chit hoat dong bé
mit cu thé tao ra cac chénh 1éch tinh cin bang y nghia. Tinh cin béng cai thién cta
thé lién hop polysacarit protein dwgc phat hién ra véi mot minh polysorbat 20 hoic

v6i poloxame 188 két hop véi rugu nhiéu lan.

Co ché chinh xé4c vé cach thirc chit sat tring cu thé bao vé thude sinh hoc it
duoc biét dén va khong thé dugc du doan tir trude. Cac co ché 6n dinh c6 thé c6 bao
gbébm co ché hydrat héa wu tién, loai trir wu tién, canh tranh lién bé mit khong
khi/chat long gitta thubc sinh hoc va bé mit, do cang bé mat, va/hoic su két hop
tryc tiép chit sat tring v&i thube sinh hoc d& che cac miéng dén ky nude nhim lam

nén tich tu.

Poloxame ciing c6 thé duoc s dung trong dugc phim theo sing ché.
Poloxame 14 copolyme ba khéi khéng ion gém cé chudi ky nuéc trung tm cla
polyoxypropylen (poly(propylen oxit)) cé hai chudi ua nudc cta polyoxyetylen
(poly(etylen oxit)) nim hai bén. Poloxame con duoc biét dén boi tén nhin hidu
Pluronic®. Do d9 dai cta céc khdi polyme c6 thé dugc tity bién, nén ton tai nhidu
poloxame khéc nhau c6 céc tinh chit hoi khéc nhau. D&i véi thut nglt chung
"poloxame", cac copolyme nay thuong duoc dit tén véi chit cai "P" (d6i véi
poloxame) sau d6 13 ba ky tu 6, hai ky tu s6 dau x 100 1a phén tir khéi x4p xi cla
18i polyoxypropylen, va ky tu sb cubi cung x 10 la phan trim ham luwong
polyoxyetylen (vi du, P407 = poloxame cé phin tur khéi polyoxypropylen la
4000g/mol va ham luong polyoxyetylen 70%). Déi vé6i tén nhan hiéu Pluronic®, viéc
méa héa céc copolyme nay bit ddu bang chit cai nhiam xé4c dinh dang vat 1y ctia né &
nhiét do trong phong (L = long, P = hd nhio, F = vay (ctng)) sau d6 14 hai hoic ba
ky tu s6. Ky tu sd thir nhét (hai ky tu s6 trong s6 ba ky tu s6) trong ky hiéu sb, nhan
v6i 300, chi phan tir lugng x4p xi ciia chét ky nude; va ky tw s6 cudi x 10 1a phéan

tram ham lugng polyoxyetylen (vi dy, L61 = Pluronic® c6 phéan ti khéi
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polyoxypropylen la 1800g/mol va ham lugng polyoxyetylen 10%). xem Patent My
sb 3,740,421,

Cac vi du vé poloxame c6 cdong thuc tong  quat:

HO(C2H40)4(C3Hs0)u(C2H40).H, trong d6 khdi a va b c6 céc gia tri sau:

Pluronic® Poloxame A B Phén tir luong
131 2 16 1100 (trung binh)
L35 1900 (trung binh)

L44NF 124 12 20 tir 2090 dén 2360
L64 2900 (trung binh)
181 2800 (trung binh)

L121 4400 (trung binh)
P123 20 70 5750 (trung binh)

F68NF 188 80 27 tlr 7680 dén 9510

F87NF 237 64 37 tlr 6840 dén 8830

F108NF 338 141 44 tir 12700 dén 17400

F127NF 407 101 56 tir 9840 dén 14600

Cac don vi phan tr lugng, nhu dugce st dung ¢ day, 1a tinh theo Dalton (Da)

hodc g/mol.

Tét hon 13, poloxame thudng c6 phan tir lugng nam trong khoang tir 1100
dén 17400Da, nim trong khoang tir 7500 dén 15000Da, hodc nam trong khoang tir
7500 dén 10000Da. Poloxame cé thé duge chon tir poloxame 188 hodc poloxame
407. Ndng d6 cubi cing ciia poloxame trong cac duge phim 14 nam trong khoang tir
0,001% dén 5% trong luqng/thé tich, hodc nim trong khoang tir 0,025% dén 1%
trong luc_mg/thé tich. Theo mot sb khia canh, rugu nhiéu 14n 1a propylen glycol va &
ndng do cubi cling nam trong khoang tir 1% dén 20% trong lugng/thé tich. Theo
mot sb khia canh, ruou nhiéu 1an 13 polyetylen glycol 400 va & ndng do cudi cing

nim trong khoang tir 1% dén 20% trong lwong/thé tich.

Ruou nhiéu 1an thich hop cho cac duge phém theo sang ché 13 rugu nhiéu lan
polyme, dic biét 1a polyete diol bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, propylen
glycol va polyetylen glycol, polyetylen glycol monometyl ete. Propylen glycol 1a san
¢6 trong khoang phén tir luong ctia monome tir ~425 dén ~2700. Polyetylen glycol
va polyetylen glycol monometyl ete cfing sin c6 trong khoang phén tir luong nam

trong khoang tir ~200 dén ~35000 bao gém nhung khong chi gi6i han & PEG200,
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PEG300, PEG400, PEG1000, PEG MME 550, PEG MME 600, PEG MME 2000,
PEG MME 3350 va PEG MME 4000. Polyetylen glycol dugc uu tién 1a polyetylen
glycol 400. Nong do cudi ciing cta ruou nhidu lan trong céc dugc phdm theo séng
ché c6 thé nam trong khoang tir 1% dén 20% trong hang/thé tich hodc nam trong

khoang tir 6% dén 20% trong lugng/thé tich.

Duoc phim nay cling chira dung dich nuée mudi duge dém pH. Chit dém co
thé, vi du, duoc chon tir nhém bao gém TRIS, axetat, glutamat, lactat, maleat,
tartrat, phosphat, xitrat, carbonat, glyxinat, histidin, glyxin, sucxinat, HEPES (4-
(axit 2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonic), MOPS (axit 3-(N-
morpholino)propansulfonic), MES (axit 2-(N-morpholino)etansulfonic) va chit dém
trietanolamin. Chat dém c6 kha ning dém dung dich dén do pH nam trong khodng
tir 4 dén 10, tr 5,2 dn 7,5, hodc tir 5,8 dén 7,0. Theo mét s khia canh cua sang ché,
chit dém duoc chon tir nhém bao gém phosphat, sucxinat, histidin, MES, MOPS,
HEPES, axetat hodc xitrat. Ngoai ra, chit dém c6 thé, vi du, dugce chon tir cac chét
dém tuong thich véi USP dé str dung ngoai duong tidu hoa, dic biét 13, khi dugc
phdm nay 13 dé sir dung ngodi dudng ti€u héa. Ndng d6 ctia chit dém nam trong
khoang tir 1mM dén 100mM. Néng do ctia chit dém nam trong khoang tir 10mM
dén 80mM. Nong d6 ctia chat dém nam trong khoang tir 1mM dén 50mM hoic nim
trong khoang tit 5mM dén 50mM. Theo mot sb khia canh, chit dém 1a histidin &
ndng d6 cudi cting nim trong khoang tir SmM dén 50mM, hozc sucxinat & nong do
cubi cling ndm trong khoang tir ImM dén 10mM. Theo mét s6 khia canh, histidin &
ndng d6 cudi cling 1a 20mM + 2mM.

Trong khi dung dich nu6c mudi (tic 13, dung dich chira NaCl) duge uu tién,
thi cac mudi khac thich hop d& phdi tron bao gdm nhung khong chi giéi han 6,
CaCly, KC1 va MgCly va cac hdn hop ctia chiing. Céc chét déng truong khong ion
bao gém nhung khong chi gi¢i han & sucroza, trehaloza, manitol, sorbitol va
glyxerol ¢6 thé dugc st dung thay cho mubi. Cac khoang mubi thich hop bao gbm,
nhung khong chi giéi han 6, to 25mM dén 500mM hodc tir 40mM dén 170mM.
Theo mdt khia canh, nuéc mudi 1a NaCl, tiy ¥ c6 mit & n@)ng d6 nam trong khoang

tr 20mM dén 170mM.
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Theo mdt phuong an duge uvu tién, duge phém chira chit dém L-histidin véi

natri clorua.

Theo mdt phuong 4n khac, duge phdm duge phan phéi trong hé giai phéng
c6 kiém soat. Vi du, chét ndy c6 thé dugc ding bang cach st dung phuong phap
truyén trong tinh mach, cao dén ap da, liposom, hoic cic ché d¢ dung khéc. Theo
mdt phuong 4n khac, cac vét liéu polyme duge sir dung; vi du, trong vi cau hoic md

cay.

Luong thé lién hop trong mdi lidu vacxin duoc chon loc dudi dang luong
cam ung dap tmg bao vé mién dich ma khong c6 tac dong c6 hai dang ké. Luong
nay c6 thé thay dbi tiry thude vao kidu huyét thanh phé ciu khuin. Nhin chung, d6i
véi céc thé lién hop gbe polysacarit, mdi lidu chia tir 0,08 dén 100pug mdi
polysacarit. Theo mot s6 phuong 4n cia sing ché, lifu ctia mdi thé lién hop
polysacarit nim trong khoang tir 0,08 dén 10pg. Theo cic phuong 4n khéc, lidu nay
nim trong khoang tir 1 dén Sug, nim trong khoang tir 0,4 dén 4pg, nim trong
khoang tir 0,4 dén 3pug, nim trong khoang tir 0,4 dén 2pg, hoic nim trong khoang tir
0,4 dn 1pg. Theo mot s6 phuong 4n, lidu cua mot hodc nhiéu thé lién hop
polysacarit 1a 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, hodc 750ng hodc 0,4, 0,5, 0,6, 0,7,
0,75, 0,8,09,1,1,5,2,3,4,5,6,7,7,5,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 20, 22,
25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, hodc 100pg.

Theo mdt s6 phuong 4n ciia dugc phim theo sang ché, tit ca cac thé lién hop
polysacarit déu c6 mit trong duge pham nay v6i cing mot luong. Theo cac phuong
4n khac, thé lién hop polysacarit c6 mit trong dugc phim ndy & cac luong khac
nhau (ttc 13, it nhit mot thé lién hop polysacarit c6 mit & lugng khac v6i mot hodc

nhidu thé lién hop polysacarit khac ctia duge pham).

Céc luong t0i wu cla cac thanh phan cho mét vacxin cu thé ¢6 thé duoc xéac
dinh bdi cc nghién ciru tiéu chuén bao gdm viée quan sét cac d4p img mién dich
thich hop & cac dbi twong. Vi du, theo mot phuong 4n khac, liéu lugng tiém ching

cho nguoi duge xac dinh bang cach ngoai suy tit cic nghién ciru trén dong vét sang
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dit liéu & ngudi. Theo m6t phuong an khéc, liéu luong niy duge xac dinh theo kinh

nghiém.

Theo mét phwong 4n, lidu ctia mubi nhém 1a 10, 15, 20, 25, 30, 50, 70, 100,
125, 150, 200, 300, 500, hodc 700ug, hoac 1, 1,2, 1,5, 2, 3, S5Smg hodc cao hon. Theo
mdt phuong 4n khéc nita, lidu ctia mudi alum duge mo td & trén 13 trong mbi pg

protein tai t6 hop.

Duoc phim theo sang ché nay ciing c6 thé chira mot hogc nhiéu protein tir S.
pneumoniae. Cac vi dy vé protein S. pneumoniae thich hop dé chira bao gdm céc
protein dugc nhin biét trong Cong bd don sang ché qudc t& s6 WO 02/083855 va
WO 02/053761.

Theo mét s6 phuwong 4n, duoc phim theo sang ché dugc dung cho déi tuong
bang mot hodc nhidu phuong phép da biét d6i véi ngudi c6 hidu biét trung binh
trong linh vyc nay, nhu ngoai duong tiéu hoa, dudi co, dudi da, trong co, trong tinh
mach, trong da, trong mili, duédi da, trong b bung, va dugc phéi tron theo d6. Theo
mdt phuong 4n, dugc pham theo séng ché duoc ding bang cach tiém biéu bi, tiém
trong co, trong tinh mach, trong dong mach, tiém dudi da, hodc tiém trong niém mac
duong ho hip mot ché phim 1ong. Dang phéi tron 1ong dé tiém bao gbém dung dich

va dang tuong tu.
[II.  Phuwong phéap san xut

Polysacarit nang tit Streptococcus pneumoniae cd thé duoc tao ra bang cac k¥
thuét tidu chudn da biét d6i voi ngudi c6 hiu biét trung binh trong linh vuc nay. Vi
du, cac polysacarit cd thé duoc phan 14p tir vi khuén va c6 thé duoc dinh ¢& dén mot
s6 mirc @5 bing cc phuong phap da biét (xem, vi du, Patent Chau Au sb EP497524
va EP497525); va tbt hon 13 bang phuong phap vi long héa duge thuc hién bing
céch st dung méay ddng nhét héa hodc bang phwong phép thity phan héa hoc. Theo
mot phuong 4n, mdi kiéu huyét thanh polysacarit phé cau khudn dugc cho sinh
truong trong moi truong gde dau nanh. Sau d6 cac polysacarit riéng & dugc tinh ché
théng qua cac budc tiéu chudn bao gém ly tam, két tta, va loc siéu. Xem, vi du,

Céng bd don sang ché Mg s6 2008/0286838 va Patent M§ sb 5,847,112. Céc
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polysacarit c6 thé duoc dinh ¢& dé lam giam d6 nhét trong cdc miu polysacarit
va/hodic dé cai thién kha ning loc cho cac san phdm di 1ién hop bing cach sir dung
cac k¥ thudt nhu dinh ¢& co hoc hoéc dinh c¢& hoa hoc. Quy trinh thily phan hoéa hoc
¢ thé dugc thue hién bﬁng cach sir dung axit axetic. Quy trinh dinh c& co hoc cé

thé dugc thuc hién bang cach sir dung phuong phap cit ddng nhét cao ap.

Cac polysacarit da tinh ché ¢6 thé duoc hoat hoa hoa hoc dé tao ra cac sacarit
c6 kha ning phan tng v6i protein mang. Céc polysacarit da tinh ché c6 thé duge nbi
vé6i tac nhan lién két. Mdi khi dugc hoat héa hodc duoc ndi voi tac nhén lién két, thi
mdi polysacarit nang dugc lién hop tach biét véi protein mang dé tao ra thé lién hop
glyco. Céc thé 1ién hop polysacarit c6 thé dugc tao ra bang céc k¥ thuat két hop da
biét.

Polysacarit c6 thé duoc két hop voi tdc nhén lién két dé tao ra hop chét trung
gian polysacarit-tdc nhan lién két trong d6 cac dau tan clng tu do clia tic nhan lién
két nay la nhém este. Do d6, tac nhan lién két 13 tac nhan trong do it nh4t moét dau
tan cung la nhom este. D4u tan cung con lai duoc chon loc sao cho né cé thé phan

{tng v6i polysacarit dé tao ra hop chét trung gian polysacarit-tic nhan lién két.

Polysacarit ¢6 thé duoc két hop vdi tac nhan lién két bang cach s dung
nhém amin bic mot trong polysacarit. Trong trudng hop ndy, tdc nhan lién két
thuong c6 nhém este & ca hai ddu tan cling. Diéu nay cho phép viée ghép cip dién ra
bang céch cho mot trong cac nhém este phan Umg véi nhém amin bac mét trong
polysacarit bang cach thé axyl wa nhan. Phan mg nay tao ra hop chét trung gian
polysacarit-tac nhan lién két trong d6 polysacarit dugc két hop v6i tac nhan lién két
nay thong qua lién két amit. Do d6, tc nhan lién két ndy 14 tdc nhan lién két hai
chirc ning cung cip nhém este thir nhat dé phan tmg v&i nhém amin bac mot trong
polysacarit va cung cdp nhém este thtt hai cho phan tmg v6i nhém amin bac mot
trong phan tr mang. Tac nhan lién két dién hinh 1a N-hydroxysucxinimit dieste cia
axit adipic (SIDEA).

Quy trinh két hop ciing c6 thé dién ra gian tiép, tirc 12 v6i tac nhén lién két bd

sung ding d& tao ra polysacarit trudce khi két hop véi tac nhan lién két.
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Polysacarit duoc két hop voi tac nhan lién két bd sung bang cach sir dung
nhém carbonyl & dAu tin cing khir cia polysacarit. Quy trinh két hop nay bao gbm
hai bude: (al) cho nhém carbonyl phan tng véi tic nhan lién két bd sung; va (a2)
cho dAu t4n cung tu do ctia tac nhén lién két bd sung phan ting véi tac nhan lién két.
Theo céc phuong 4n ny, tic nhén lién két bd sung thuong c6 nhém amin béc mot &
c& hai d4u tin cing, tir d6 cho phép budc (al) din ra bang cach cho mét trong céc
nhém amin bdc modt phan img v&i nhém carbonyl trong polysacarit bang phan ting
amin hoa khir. Nhém amin bac mét dugce st dung trong dé6 nhom nay phan ung véi
nhém carbonyl trong polysacarit. Nhdm hydrazua hodc hydroxylamino la nhém
thich hop. Nhém amin bac mot giéng nhau thudng cé mit & ca hai dau tn cung cla
tac nhan lién két bd sung. Phan tmg nay tao ra hop chét trung gian polysacarit-tac
nhén lién két bd sung trong d6 polysacarit dugc két hop véi tac nhan lién két bd

sung thong qua lién két C—N.

Polysacarit c6 thé dugc két hop véi tic nhan lién két bd sung bang cach sit
dung mdt nhém khéc trong polysacarit, cu thé 1a nhém carboxyl. Quy trinh két hop
nay bao gdm hai bude: (al) cho nhém nay phan ung véi tic nhén lién két b6 sung;
va (a2) cho dAu tan ciing ty do clia tac nhan lién két bd sung phan Gng véi tac nhéan
lién két. Trong trudng hop nay, tac nhan lién két b6 sung thudng c6 nhém amin béc
mdt & c& hai ddu tan cing, tir d6 cho phép bude (al) dién ra bang cach cho mdt
trong cdc nhom amin bdc mét nay phan Gmg véi nhom carboxyl trong polysacarit
béng cach hoat héa EDAC. Nhom amin bac mot duge st dung trong d6 nhém nay
phan Ung v6i nhom carboxyl duoc hoat héa EDAC trong polysacarit. Nhom
hydrazua 1a nhém thich hop. Nhém amin bac mot giéng nhau thuong c6 mat & ca
hai d4u t4n clng cla tic nhan lién két bd sung. Phan Ung ndy tao ra hop chét trung
gian polysacarit-tac nhan lién két bd sung trong d6 polysacarit dugc két hop véi tac

nhan lién két bd sung théng qua 1ién két amit.

Theo mdt phuong an, viéc hoat hda hoéa hoc clia cac polysacarit va vigc lién
hop sau d6 v6i protein mang bang phan tmg amin héa khtt c6 thé dat duoc bang cac
phuong tién dugc mo ta trong Patent My sb 4,365,170, 4,673,574 va 4,902,506,
Coéng bd don sang ché My sb 2006/0228380, 2007/184072, 2007/0231340 va
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2007/0184071, va WO02006/110381, WO0O2008/079653, va WO2008/143709).
Phuong phép héa hoc ¢6 thé bao gdm vide hoat hoa polysacarit phé cau khuan bang
cach cho phéan tng véi chit oxy héa bat ky ma oxy héa nhém hydroxyl tdn clng
thanh aldehyt, nhu periodat (bao gbém natri periodat, kali periodat, hodc axit
periodic). Phan tmg nay din dén su phan tach oxy héa ngau nhién ctia cdc nhém

hydroxyl 14n c4n cua hydrat cacbon cung véi viéc tao thanh nhém aldehyt phan Gng.

Su két hop v6i protein mang 1a nhd phan tng amin hoa khir thong qua viée
amin hoa truc tiép thanh nhom lysyl cua protein. Vi dy, viéc lién hop co6 thé duoc
thuc hién bang cach cho hdn hop ctia polysacarit hoat hda va protein mang phén tmg
v6i chat khir nhu natri xyanoborohydrua khi ¢6 mit niken. Phan tmg 1ién hop c6 thé
dién ra trong dung dich chtta nuéc hodc khi c6 mit DMSO. Xem, vi duy,
US2015/0231270, US2011/0195086 va EP 0471 177 B1. Sau d6, céc aldehyt khong
phan ng duoc chup bing cach bd sung chat khir manh, nhu natri borohydrua.

Phan tng amin héa khir bao gdm hai buée, (1 ) oxy héa polysacarit dé tao ra
aldehyt phan tng, (2) khtt imin (bazo Schiff) dugc tao thanh gifta polysacarit hoat
hoéa va protein mang dé tao ra lién két lién hop amin 6n dinh. Trudéc khi oxy hoa,
polysacarit dugc giam c& tuy y. Phuong phap co hoc (vi du, ddng nhat hoéa) hodc
thity phan hoa hoc c¢6 thé duge st dung. Quy trinh thiy phén héa hoc c6 thé duogc
thuc hién bang cach sir dung axit axetic. Budc oxy hda co thé bao gdm phan tmg véi
periodat. Nhim muc dich theo sdng ché, thuat ngit "periodat" bao gdm ca periodat
va axit periodic; thudt ngit nay con bao gdm ca metaperiodat (I047) va orthoperiodat
(I06") va bao gdm céc mubi khac nhau ctia periodat (vi dy, natri periodat va kali
periodat). Theo mdt phuong 4n, polysacarit nang dugc oxy hoa khi c6 mat
metaperiodat, t6t hon 13 khi c6 mit natri periodat (NalOs). Theo mét phuong an
khdc, polysacarit nang dugc oxy hoa khi c6 mét orthoperiodat, t6t hon 14 khi c6 mit

axit periodic.

Theo mot phuong an, chat oxy hoéa 1a hop chét gbc nitroxyl hodc nitroxit 6n
dinh, nhu hop chét piperidin-N-oxy hodc pyrolidin-N-oxy, khi c6 mat chét oxy hoa
dé oxy héa mét cach chon loc cac hydroxyl bdc mot (nhu duge md ta trong tai liu

WO 2014/097099). Trong phén tmg nay, chit oxy hoéa thuc té 14 mudi N-oxoamoni,
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trong chu ky xtc tac. Theo mot khia canh, hop chét gbc nitroxyl hodc nitroxit 6n
dinh nay 1a hop chit piperidin-N-oxy ho#c pyrolidin-N-oxy. Theo mét khia canh,
hop chit gbc nitroxyl hodc nitroxit dn dinh nay mang gbc TEMPO (2,2,6,6-
tetrametyl-1-piperidinyloxy)  hodc gbc  PROXYL  (2,2,5,5-tetrametyl-1-
pyrrolidinyloxy). Theo mot khia canh, hop chét gdc nitroxyl 6n dinh nay 1a TEMPO
hoic din xuit ctia né. Theo mdt khia canh, chat oxy héa ndy 12 phan ti mang gbc N-
halo. Theo mot khia canh, chit oxy hoa nay dugc chon tir nhém bao gdm N-
closucxinimit, N-Bromosucxinimit, N-lodosucxinimit, axit dicloisoxyanuric, 1,3,5-
triclo-1,3,5-triazinan-2,4,6-trion, axit dibromoisoxyanuric, 1,3,5-tribromo-1,3,5-
triazinan-2,4,6-trion, axit diiodoisoxyanuric va 1,3,5-triiodo-1,3,5-triazinan-2,4,6-

trion. Tét hon 1a chit oxy hoa nay 1a N- closucxinimit.

Theo mot sb khia canh, chét oxy hoa 1a géc ty do 2,2,6,6-Tetrametyl-1-
piperidinyloxy (TEMPO) va N- closucxinimit (NCS) 1am chit ddng oxy héa (nhu
dugc md ta trong tai liéu WO 2014/097099). Do dd, theo mdt khia canh, cac thé lién
hop glyco tit S. pneumoniae cé thé thu dugc bing phuong phap bao gdm céc budc:
a) cho sacarit phan mg v6i 2,2,6,6-tetrametyl-1-piperidinyloxy (TEMPO) va N-
closucxinimit (NCS) trong dung mdi chira nudc dé tao ra sacarit hoat héa; va b) cho
sacarit hoat hda ndy phan mg vdi protein mang chira mét hodc nhiéu nhém amin

(sau day phuong phép nay dugc ky hiéu 1a "TEMPO/NCS-amin héa khi").

Tiy ¥, phan tng oxy héa dugc dap tit bing cich bd sung chét dép tat. Chét
dap tat nay co thé duoc chon tir cac diol l4n cén, 1-,2-aminoalcohol, axit amin,
glutathion, sulfit, bisulfat, dithionit, metabisulfit, thiosulfat, phosphit, hypophosphit
hodc axit phospho (nhu glyxerol, etylen glycol, propan-1-,2-diol, butan-1,2-diol

hodc butan-2,3-diol, axit ascorbic).

Theo mdt s6 phwong 4n, sang ché dé cap dén phuwong phép tao ra thé 1ién hop
polysacarit-protein Streptococcus pneumoniae kidu huyét thanh 8 bang cach st dung
phan g lién hgp trong dung mdi aprotic, trong d6 phan tmg li€n hop nay khong sir
dung xyanoborohydrua. Theo cdc phuong an khac, phdn ung lién hop 14 phan tng
khtr bazo Schiff hodc phan g amin hoa khir. Theo cac phuong dn khdc, protein 1a

toxoit udn van, toxoit bach hiu, hoic CRM197. Theo cac phuong an khic nita,
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protein 1a CRM197. Theo cac phuong 4an khac, phan Gng lién hop la phan img amin
hoa khir. Theo cac phuong an khac, phan tng amin héa khir dugc thyc hién trong

dimetylsulfoxit (DMSO).

Theo mét sb phwong 4n, polysacarit d& oxy héa truéce khi lién hgp c6 phan tir
luong ndm trong khoang tir 30kDa dén 1000kDa. Phén tir luong c6 thé dugc tinh
bing phuong phap sic ky loai trir kich c& (size exclusion chromatography-SEC) Kkét
hop v&i bd do téan xa anh sang nhiéu géc (multiangle ight scattering-MALS) va bd
do chi s6 khiic xa (refractive index-RI). Theo mot sé phuong an, polysacarit c6 phan
t luong ndm trong khoang tir 50kDa dén 300kDa. Theo mét sé phuong 4n,
polysacarit ¢ phan tir lugng nam trong khoang tit 50kDa dén 1000kDa. Theo cac
phuong 4n b sung, polysacarit cé phén ti lugng nim trong khoang tir 70kDa dén
900kDa. Theo cac phuong an khac, polysacarit c6 phéan tir lugng nam trong khoang
tir 100kDa dén 800kDa. Theo cic phuwong an khic, polysacarit c6 phan tir lugng
ndm trong khoang tir 200kDa dén 600kDa. Theo céc phuong an khac, polysacarit c¢6
phan tir lugng nim trong khoang tir 100kDa dén 1000kDa; tir 100kDa dén 900kDa;
tir 100kDa dén 800kDa; tir 100kDa dén 700kDa; tir 100kDa dén 600kDa; tir 100kDa
dén 500kDa; tir 100kDa dén 400kDa; tir 100kDa dén 300kDa; tir 150kDa dén
1000kDa; tir 150kDa dén 900kDa; tir 150kDa dén 800kDa; tit 150kDa dén 700kDa;
tir 150kDa dén 600kDa; tir 150kDa dén 500kDa; tir 150kDa dén 400kDa; tir 150kDa
dén 300kDa; tir 200kDa dén 1000kDa; tir 200kDa dén 900kDa; tir 200kDa dén
800kDa; tir 200kDa dén 700kDa; tir 200kDa dén 600kDa; tir 200kDa dén 500kDa;
tir 200kDa dén 400kDa; tir 200kDa dén 300; tir 250kDa dén 1000kDa; tir 250kDa
dén 900kDa; tir 250kDa dén 800kDa; tir 250kDa dén 700kDa; tir 250kDa dén
600kDa; tir 250kDa dén 500kDa; tir 250kDa dén 400kDa; tir 250kDa dén 350kDa;
tir 300kDa dén 1000kDa; tir 300kDa dén 900kDa; tir 300kDa dén 800kDa; tir
300kDa dén 700kDa; tir 300kDa dén 600kDa; tir 300kDa dén 500kDa; tir 300kDa
dén 400kDa; tir 400kDa dén 1000kDa; tir 400kDa dén 900kDa; tir 400kDa dén
800kDa; tir 400kDa dén 700kDa; tir 400kDa dén 600kDa; tir S00kDa dén 600kDa.

Buéc tht hai cta quy trinh 1ién hop 14 lién két khir imin (bazo Schiff) giita

polysacarit hoat hda va protein mang dé tao ra lién két lién hop 6n dinh (con duoc
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goi 13 amin hoa khir), bang cach sir dung chét khir. Cac chét khir thich hop bao gdm
xyanoborohydrua (nhu natri xyanoborohydrua hodc natri borohydrua). Theo mot

phuong 4n, chat khir 13 natri xyanoborohydrua.

Theo mdt sb phuwong 4n, phan Gtng amin héa khir duge thuc hién trong dung
moi aprotic (hosic hdn hop clia cac dung méi aprotic). Theo mdt phwong 4n, phan
ung khtt dugc thuc hién trong DMSO hodc trong dung mdi DMF
(dimetylformamit). Dung m6i DMSO hoic DMF c6 thé dugc st dung dé hoan
nguyén polysacarit hoat hoa va protein mang, néu dugc lam khd lanh. Theo mot

phuong an, dung mdi aprotic 1a DMSO.

O cudi phan tmg khir, ¢6 thé c6 cac nhém aldehyt khong phan tng con lai
trong thé 1ién hop, ma c6 thé dugc chup bing cach sir dung chit chup thich hop.
Theo mét phuong an, chit chup nay 13 natri borohydrua (NaBHy). Céc chat thay thé
thich hop bao goém natri triaxetoxyborohydrua hogc natri hodc kém borohydrua khi
c6 mit axit Bronsted hodc axit Lewis), amin boran nhu pyridin boran, 2-Picolin
boran, 2,6-diboran-metanol, dimetylamin-boran, t-BuMe'PrN-BHj3, benzylamin-BH3
hodc 5-etyl-2-metylpyridin boran (PEMB) hodc nhya trao dbi borohydrua. Sau khi
lién hop (phan tmg khir va tly ¥ bude chup), thi cac thé lién hop glyco c6 thé duge
tinh ché (dugc lam giau déi véi mot luong thé lién hop polysacarit-protein) bang céc
k¥ thuét khéc nhau d& biét d6i véi ngudi ¢ hidu biét trung binh. Céc k¥ thuat nay
bao gdm thdm tach, thao tac cd/loc mang, loc dong tiép tuyén, két tha/rira giai, sdc
ky cot (séc ky trao ddi ion, sac ky trao d6i ion nhidu ché do, DEAE, hoic séc ky
tuong tac ky nudc), va loc theo d sau. Theo mdt phuong an, thé lién hop glyco
duoc tinh ché bing phuong phép loc mang hoic sic ky trao d6i ion hodc phuong

phéap séc ky loai trir kich c8.

Céc thé lién hop glyco duoc tao ra bang cach st dung phan ng amin héa
khtr trong dung moi aprotic thudng dugce st dung trong céc vacxin lién hop phé ciu
khuén da hoa tri. Vi vdy, theo mot ) phuong én cho ché phém da hoa tri trong do
khong phai tit ca cac kiéu huyét thanh déu dugc tao ra trong dung méi aprotic, thi
phan tng khtr d6i voi cac kidu huyét thanh con lai dugc thuc hién trong dung moi

chtta nuée (vi du, dwoc chon tir PBS (nuéc mudi dém phosphat), MES (axi 2-(N-
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morpholino)etansulfonic), HEPES (axit 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonic),
Bis-tris, ADA (axit N-(2-Axetamido)iminodiaxetic), PIPES (axit piperazin-N,N'-
bis(2-etansulfonic)), MOPSO (axit 3-Morpholino-2-hydroxypropansulfonic), BES
(axit  N,N-bis(2-hydroxyetyl)-2-aminoetansulfonic), =~ MOPS  (axit  3-(N-
morpholino)propansulfonic), DIPSO  (axit 3-Bis(2-hydroxyetyl) amino-2-
hydroxypropan-1-sulfonic), MOBS (axit 4-(N-morpholino)butansulfonic), HEPPSO
(axit N-(2-Hydroxyetyl)piperazin-N-(2-hydroxypropansulfonic)), POPSO (axit
piperazin-1,4-bis(2-hydroxy-3-propansulfonic)), TEA (trietanolamin), EPPS (axit 4-
(2-Hydroxyetyl)piperazin-1-propansulfonic), Bixin & d0 pH nam trong khoang tir
6,0 dén 8,5, tir 7,0 dén 8,0, hodc tir 7,0 dén 7,5).

Thé lién hop polysacarit-protein nang S. pneumonia c6 thé dugc tao ra bang
cach st dung phan tmg amin héa khir trong dung méi aprotic, bao gdm, nhung
khong chi giéi han &, cac kiéu huyét thanh: 3, 6A, 6B, 6C, 7F, 8, 9N, 10A, 11A,
12F, 15A, 15B, 15C, 16F, 17F, 19A, 20A, 22F, 23A, 23B, 23F, 24F, 31, 33F, 35B,
va 39. Thé lién hop polysacarit-protein nang S. prneumonia c6 thé duge tao ra bang
cach st dung phuong phdp amin hoéa khir trong dung mdi aprotic, bao gbm, nhung
khong chi gi6i han &, cac kiéu huyét thanh: 3, 6A, 6B, 6C, 7F, 8, 9N, 104, 11A,
12F, 15A, 15B, 15C, 16F, 17F, 19A, 20, 22F, 23A, 23B, 23F, 24F, 31, 33F, 35B, va
39. Thé lién hop polysacarit-protein nang S. pneumonia c6 thé dugc tao ra bing
cach sit dung phuong phap amin héa khir trong dung moéi aprotic, bao gbm, nhung
khong chi gidi han 6, cac kiéu huyét thanh: 3, 6A, 6B, 6C, 7F, 8, 9N, 10A, 11A,
12F, 15A, 15B, 15C, 16F, 17F, 19A, 20B, 22F, 23A, 23B, 23F, 24F, 31, 33F, 35B,
va 39. Céc polysacarit c6 thé duoc st dung dudi dang oligosacarit. Cac polysacarit
nay duogc tao thanh mét cach thuan lgi bang cich tao manh polysacarit da tinh ché
(vi du, bing cach thily phan), ma thuong sau d6 1a tinh ché cac manh c6 kich c&

mong muon.

Theo mot sb phuong 4n, cac thé lién hop polysacarit-protein phé cau khuan
thudc mot hodc nhidu kiéu huyét thanh 3, 6A, 6B, 6C, 7F, 8, ON, 10A, 11A, 12F,
15A, 15B, 15C, 16F, 17F, 19A, 20A, 22F, 23A, 23B, 23F, 24F, 31, 33F, 35B, va 39

duoc tao ra bang cach s dung phan ng amin héa khtr trong dung mdi aprotic.
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Theo mot sb phuong 4n, cac thé lién hop polysacarit-protein phé ciu khuan thudce
mot hode nhidu kidu huyét thanh 3, 6A, 6B, 6C, 7F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15A,
15B, 15C, 16F, 17F, 19A, 20, 22F, 23A, 23B, 23F, 24F, 31, 33F, 35B, va 39 duoc
tao ra bang cach str dung phan (mg amin héa khir trong dung mdi aprotic. Theo mét
sb phuong 4n, cac thé lién hop polysacarit-protein phé ciu khuan thudc mot hoic
nhiéu kiéu huyét thanh 3, 6A, 6B, 6C, 7F, 8, ON, 10A, 114, 12F, 15A, 15B, 15C,
16F, 17F, 19A, 20B, 22F, 23A, 23B, 23F, 24F, 31, 33F, 35B, va 39 dugc tao ra
bang cach st dung phan ing amin héa khtr trong dung mdi aprotic. Theo mot 5O
phuong 4n, mdi trong cac kidu huyét thanh trong ché pham sinh mién dich da hoéa tri
dugc tao ra bang cach sir dung phan (mg amin héa khir trong dung méi aprotic.
Theo mdt sb phuong 4n, cic polysacarit thuc mot hodc nhiéu kiéu huyét thanh
trong ché phdm da héa tri duoc lién hop bang cach stir dung phan tng amin héa khir
trong dung mdi aprotic va cac polysacarit thuoc mot hodc nhiéu kiéu huyét thanh
duogc lién hop bang cach sit dung phan ng amin hoa khir trong dung méi chira
nude. Theo mdt s6 phuong 4n, cac polysacarit thudc hai hodc nhiéu hon hai kiéu
huyét thanh trong ché phim da héa tri duoc lién hop bang cach st dung phan Umg
amin héa khir trong dung méi aprotic. Theo cac phuong an khéac, cic polysacarit
thudc ba hodc nhiéu hon ba, bdn hodc nhidu hon bdn, nim hoic nhiéu hon nim, sau
hodc nhiéu hon sdu, bay hoic nhiéu hon bay, tdm hoic nhiéu hon tam, chin hozc
nhidu hon chin, mudi hodc nhiéu hon mudi, mudi mot hodc nhiéu hon mudi mét,
mudi hai hodc nhiéu hon muoi hai, mudi ba hodc nhidu hon mudi ba, mudi bdn
hodc nhiéu hon mudi bén, mudi lim hogc nhiéu hon muoi lim, mudi sau hogc
nhidu hon mudi sau, mudi bay hodc nhidu hon mudi bay, mudi tdm hogc nhiéu hon
mudi tim, mudi chin hodc nhidu hon mudi chin, hai mwoi hodc nhiéu hon hai muoi,
hodic hai muoi mét hodc nhiéu hon hai muoi mét kiéu huyét thanh trong ché pham
da héa tri duge lién hop bang cach st dung phan Gmg amin héa khtr trong dung méi
aprotic. Theo mét s6 phuong 4n, cac polysacarit tir mot hodc nhiéu kiéu huyét thanh
trong ché phém da hoa tri dugc lién hop béng cach str dung céac hda hoc khac co thé

trong dung méi aprotic hogc trong dung moi chira nude.

Vi vdy, sang ché d& cap dén ché phdm sinh mién dich da hoa tri chira nhieu

thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae, mbi thé lién hop nay chira
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polysacarit nang tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae dugce lién hop véi protein mang,
trong do céac kiéu huyét thanh cta S. pneumoniae 13 nhu duge mé ta & day (tuc 1a
trong phan II, “ché phdm sinh mién dich da héa tri”), trong d6 phan tng lién hgp ma
tir d6 polysacarit tir mot hozc nhiéu thé 1ién hgp polysacarit protein dugc lién hop
vGi protein mang la trong dung moi aprotic. Theo mot s6 phuong 4n, it nhat 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, hodc 100% cac kiéu huyét thanh trong
ché phém da héa tri dugc tao ra trong dung moi aprotic. Phan con lai cua cac kiéu
huyét thanh dugc tao ra bang cach st dung phuong phéap hoa hoc thay thé va/hoic

trong dung moi chira nudce.

Xéc dinh duoc ring viée st dung DMSO lam dung méi trong qué trinh amin
hoa khir céc thé lién hop polysacarit-protein din dén tinh cin bang t6t hon ngoai
mong doi va tinh sinh mién dich ting cuong ddi véi cac kiéu huyét thanh d6 so véi
cung cac thé 1ién hop duoc tao ra trong didu kién chira nuéc (xem don sang ché My
s6 62/463,216 va 62/555,444). Nhu duoc thé hién trong ban mo ta (xem, vi du 40),
dang phbi tron san pham thubc chira cac thé lién hop phé cau khudn theo séng ché
dugc bao ché bang cach str dung phan (mg amin héa khir trong dung méi aprotic (vi
du, DMSO) dan dén tinh cin bang vat ly va hoa hoc tdt hon so v6i vacxin sir dung
cac duge chit duge bao ché bang cach stir dung dung méi protic (tre 13 chira nudc)
trong phan (ng amin héa khir trong quy trinh lién hop. Vi vay, theo mét s6 phuong
4n, tAt ca cac thé lién hop polysacarit phé ciu khuan trong ché phdm da héa tri duoc

tao ra trong dung mdi aprotic.

Theo mdt sb phuong 4n clia séng ché, tbng ndng d6 polysacarit trong ché
phim nim trong khoang tir 0,02 dén khoang 0,175mg/mL. Theo mot s6 phwong 4n
clia sang ché, tong ndéng d6 polysacarit trong ché phim nim trong khoang tir 0,03
dén khoang 0,175mg/mL. Theo mdt s phuong 4n cla séng ché, téng ndng do
polysacarit trong ché phim nim trong khoang tir 0,04 dén khoang 0,175mg/mL.
Theo cac phuong an khac, tbng ndéng do polysacarit trong ché phdm nam trong
khoang tit 0,065 dén khoang 0,085mg/mL, tir khoang 0,070 dn khoang
0,080mg/mL, tir khoang 0,065 dén khoang 0,080mg/mL, tir khoang 0,070 dén
khoang 0,085mg/mL, tir khoang 0,110 dén khoang 0,128mg/mL, tir khoang 0,110
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dén khoang 0,175mg/mL, tu khoang 0,10 dén khoang 0,175mg/mL, tor khoang
0,110 dén khoang 0,170mg/mL, tr khoang 0,115 dén khoang 0,15mg/mL, tir
khoang 0,110 dén khoang 0,15mg/mL, tir khoang 0,110 dén khoang 0,125mg/mL,
tr khoang 0,150 dén khoang 0,170mg/mL, ti khoang 0,150 dén khoang
0,165mg/mL, tir khoang 0,140 dén khoang 0,170mg/mL, tir khoang 0,130 dén
khoang 0,170mg/mL, tir khoang 0,150 dén khoang 0,175mg/mL, tir khoang 0,070
dén khoang 0,170mg/mL, tir khoang 0, 065 dén khoang 0,175mg/mL, hodc tir
khoang 0,065 dén khoang 0,180mg/mL.

Theo cac phuong an clua sang ché trong d6 mot hodc nhiéu, hoic tit ca cac
thé lién hop polysacarit-protein trong ché pham sinh mién dich da héa tri dugc tao
ra trong dung méi aprotic, tbng ndng d6 polysacarit trong ché phdm 6n dinh trong 4
tudn hodc hon 4 tudn & nhiét d6 37°C, 4 tudn hogc hon 4 tudn ¢ nhiét do 25°C, va 12
tudn hodc hon 12 tun & nhiét d6 4°C.

Theo mét sb phuong 4n cua sang ché trong d6 mot hoac nhiéu, hodc tit ca
céc thé lién hop polysacarit-protein trong ché pham sinh mién dich da héa tri dugc
tao ra trong dung mdi aprotic, thi phan tir lugng trung binh trong s6 (Mw) clia tt ca
céc thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae trong ché pham (gi4 tri trung
binh cua tAt ca cac thé lién hop trong ché phdm) nim trong khoang tlr 3500 dén
khoang 4700kDa, nim trong khoang tir 3500 dén khoang 4600kDa, nim trong
khoang tir 3500 dén khoang 4500kDa, nim trong khoang tir 3500 dén khoang
4400kDa, ndm trong khoang tir 3500 dén khoang 4300kDa, nam trong khoang tir
3500 dén khoang 4200kDa, ndm trong khoang tir 3600 dén khoang 4700kDa, nam
trong khoang tir 3600 dén khoang 4600kDa, nim trong khoang tir 3600 dén khoang
4500kDa, nim trong khoang tir 3600 dén khoang 4400kDa, nim trong khoang tir
3600 dén khoang 4300kDa, ndm trong khoang tir 3600 dén khoang 4200kDa, nim
trong khoang tir 3700 dén khoang 4700kDa, nim trong khoang tir 3700 dén khoang
4600kDa, ndm trong khoang tir 3700 dén khoang 4500kDa, nam trong khoang tir
3700 dén khoang 4400kDa, ndm trong khoang tir 3700 dén khoang 4300kDa, nam
trong khoang tir 3700 dén khoang 4200kDa, nim trong khoang tir 3800 dén khoang
4700kDa, nim trong khoang tir 3800 dén khoang 4600kDa, nam trong khoang tir

-63-



39330

3800 dén khoang 4500kDa, ndm trong khoang tir 3800 dén khoang 4400kDa, nam
trong khoang tir 3800 dén khoang 4300kDa, nim trong khoang tir 3800 dén khoang
4200kDa, nim trong khoang tir 3900 dén khoang 4700kDa, nam trong khoang tir
3900 dén khoang 4600kDa, ndm trong khoang tir 3900 dén khoang 4500kDa, ndm
trong khoang tir 3900 dén khoang 4400kDa, nam trong khoang tlr 3900 dén khoang
4300kDa, hodc nim trong khoang tir 3900 dén khoang 4200kDa.

Theo mot s6 phuong 4n cia sang ché trong d6 cac thé lién hop polysacarit-
protein trong ché phdm sinh mién dich da héa tri dugc tao ra trong dung méi aprotic,
thi Mw cta mdi mdt trong céc thé lién hop polysacarit protein S. prneumoniae trong
ché phdm nay (d6i v6i mot kidu huyét thanh don 1) ndm trong khoang tir 1000 dén
khoang 10000kDa, nim trong khoang tir 1500 dén khoang 5500kDa, nim trong
khoang tr 1500 dén khoang 5600kDa, nim trong khoang tir 1500 dén khoang
5700kDa, nim trong khoang tir 1500 dén khoang 5800kDa, nam trong khoang tir
1500 dén khoang 5900kDa, nim trong khoang tir 1500 dén khoang 6000kDa, nim
trong khoang tir 1000 dén khoang 5500kDa, nam trong khoang tir 1000 dén khoang
5000kDa, nim trong khoang tir 1000 dén khoang 4000kDa, nam trong khoang tir
1000 dén khoang 4500kDa, ndm trong khoang tir 1000 dén khoang 4000kDa, ho#c
nim trong khoang tir 1000 dén khoang 3500kDa. Theo céc phuong 4n khac, Mw
ctia thé lién hop tir mot kiéu huyét thanh don 18 trong ché pham 1a khoang 1000kDa,
khoang 1100kDa, khoang 1200kDa, khoang 1300kDa, khoang 1400kDa, khoang
1500kDa, khoang 1600kDa, khoang 1700kDa, khoang 1800kDa, khoang 1900kDa,
khoang 2000kDa, khoang 2100kDa, khoang 2200kDa, khoang 2300kDa, khoang
2400kDa, khoang 2500kDa, khoang 2600kDa, khoang 2700kDa, khoang 2800kDa,
khoang 2900kDa, khoang 3000kDa, khoang 3100kDa, khoang 3200kDa, khoang
3300kDa, khoang 3400kDa, khoang 3500kDa, khoang 3600kDa, khoang 3700kDa,
khoang 3800kDa, khoang 3900kDa, khoang 4000kDa, khoang 4100kDa, khoang
4200kDa, khoang 4300kDa, khoang 4400kDa, khoang 4500kDa, khoang 4600kDa,
khoang 4700kDa, khoang 4800kDa, khoang 4900kDa, khoang 5000kDa, khodng
5100kDa, khoang 5200kDa, khoang 5300kDa, khoang 5400kDa, hodc khoang
5500kDa.
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Theo mot sb phuong 4n cia sang ché, cac thé lién hop polysacarit-protein
trong ché phim sinh mién dich da héa tri dugc tao ra trong dung mdi aprotic. Céac
ché phdm chita phan trdm cao hon cta polysacarit S. preumoniae dugce lién hop véi
protein mang trong dung moi aprotic (nhu d6i 1ap véi dugce tao ra trong dung moi
protic) ¢6 thé dugc uu tién. Theo mot sb phuong &n, phan trim (nhu dugc tinh bang
s6 lwong céc kiéu huyét thanh polysacarit duge tao ra trong dung méi aprotic chia
cho tdng s6 luong céc kiéu huyét thanh polysacarit, trong d6 tdng s6 luong bao gdm
s6 lwong dugce tao ra trong dung mdi aprotic hodc dung mdi protic) cua thé lién hop
dic hiéu kidu huyét thanh S. pneumoniae dugc tao ra trong dung méi aprotic co thé
16n hon 50%, ho#c 16n hon 60%, hodc 16n hon 70%, hodc 16n hon 80%, hodc 16n

hon 90% hodc bang 100%.

Theo mét sb phuong 4n clia sang ché, thé lién hop polysacarit-protein kiéu
huyét thanh 3 trong ché phdm dugc tao ra trong dung méi aprotic va Mw cla thé
lién hop ndy nam trong khoang tir 1000 dén khoang 5000kDa, hoic nam trong
khoang tir 1000 dén khoang 4000kDa, hogic nim trong khoang tir 1000 dén khoang
3000kDa, hodc nim trong khoang tr 1000 dén khoang 2500kDa, hodc nam trong
khoang tir 1000 dén khoang 2000kDa.

Theo mdt sb phuong an cua sang ché trong ¢6 mot hoic nhiéu, hodc tit ca
céc thé lién hop polysacarit-protein trong ché phim sinh mién dich da héa tri duoc
tao ra trong dung moi aprotic, thi phén tir lugng trung binh s& (Mn) ctia cac thé lién
hgp polysacarit protein S. pneumoniae trong ché pham nay (trung binh ctia tat ca cac
thé lién hop trong ché phdm nay) nidm trong khoang tir 900 dén khoang 3000kDa,
nim trong khoang tir 1000 dén khoang 3000kDa, ndm trong khoang tir 1000 dén
khoang 2500kDa, nim trong khoang tir 1500 dén khoang 2500kDa, nam trong
khoang tir 1800 dén khoang 2500kDa, nim trong khoang tir 1900 dén khoéang
2500kDa, hoic nim trong khoang tir 2000 dén khoang 2500kDa.

Theo mot sb phuong 4n clia sang ché trong d6 mot hodc nhiéu, hoic tit ca
céc thé lién hop polysacarit-protein trong ché phdm sinh mién dich da héa tri dugc
tao ra trong dung mdi aprotic, Mn ctia mdi trong cac thé lién hop polysacarit protein

S. pneumoniae trong ché phim nay (d6i véi mot kidu huyét thanh don 1&) nim trong
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khoang tir 700 dén khoang 7000kDa, nam trong khoang tir 1000 dén khoang
6000kDa, nim trong khoang tir 1000 dén khoang 5000kDa, nam trong khoang tir
1000 dén khoang 4000kDa, nim trong khoang tir 1000 dén khoang 3000kDa, nim
trong khoang tir 900 dén khoang 5500kDa, nim trong khoang tir 900 dén khoang
5000kDa, ndm trong khoang tir 900 dén khoang 4500kDa, nim trong khoang tir 900
dén khoang 4000kDa, ndm trong khoang tir 900 dén khoang 3500kDa, hoic nim
trong khoang tir 900 dén khoang 3000kDa.

Theo cac phuong an cua sang ché, Mw va/hodc Mn cta cac thé lién hop
polysacarit protein S. pneumoniae trong ché phim 6n dinh trong 4 tuan hozc hon 4
tun & nhiét d6 37°C, 4 tudn hodc hon 4 tudn & nhiét d6 25°C, va/hodc 12 tuan hodc
hon 12 tuln & nhiét 46 4°C.

Theo cac phuong an cua sang ché, ndéng dd polysacarit, Mw, va/hoic Mn

duoc x4c dinh bing cach st dung HPSEC UV/MALS/RL

Theo mdt sb phuong an cua sang ché, trong d6 mot hodc nhiéu, hodc tat ca
cac thé lién hop polysacarit-protein trong ché phim sinh mién dich da héa tri dugc
tao ra trong dung mdi aprotic, mirc phat xa 16n nhit cta ché phdm duogc do bang
cach stir dung quang phd huynh quang protein ndi tai v6i bude séng kich thich & 280
nanomet (nm) ndm trong khoang tir 335nm dén khoang 342nm. Theo mét sd
phuong 4n, mic phat xa 16n nhat van nim trong khoang tir 335nm dén khoang
342nm va cudng d6 huynh quang n dinh trong it nhat 1 tudn & nhiét 46 37°C. Theo
mot s6 phuong an, mirc phit xa 16n nhit vAn nim trong khoang tir 335nm dén

khoang 342nm va cudng d6 huynh quang 4n dinh trong 1 tudn & nhiét d6 37°C.

Theo mét s6 phuong 4n, tit ca céc thé lién hop polysacarit phé cau khuan
trong ché phdm da hoa tri dugc tao ra bang cach sit dung phan tmg amin hoa khir
trong DMSO. Theo mét s6 phuong 4n phuy, ché pham da héa tri chira cic thé lién
hop polysacarit ma tit ca déu dugc tao ra bang cach st dung DMSO khéng chua

chét phu trg.

Khéng bi gi6i han & bét ky 1y thuyét nio, mdt co ché c6 thé ¢6 cho tinh sinh

mién dich ting cudng duge quan sat cung voi thé lién hop glyco dugc tao ra trong
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DMSO bao gdm sb luong lién két gia ting gitta hydrat cacbon (polysacarit nang) va
gbc lysin trén bé mit clia protein mang ma s& tao ra cic diém gén bd sung giira
protein va polysacarit dé tao ra tinh cin béng va su khir polyme hda hoa hoc dbi lap
hodc sy pha v lién két peptit hydrat cacbon. Xem, vi du, HHsieh, Characterization
of Saccharide-CRM197 Conjugate Vaccines in Brown F, Corbel M, Griffiths E
(eds): Physico-Chemical Procedures for the Characterization of Vaccines. Dev.
Biol. Basel, Karger, 2000, vol 103, pp. 93-104. Mot loi ich nfta cua lién két
polysacarit-protein gia ting dugc tao ra trong qué trinh lién hop trong dung méi
DMSO c6 thé 1a cac co hoi khéc nita dé trinh dién thanh cong peptit-hydrat cacbon
vao c4c té bao T. C6 thé hidu ring, do tinh bién dbi di truyén trong quan thé ngudi
dan dén viéc thay d6i kha nang va d6 nhay cam tai nap hoic két hop véi céce trinh tu
peptit cu thé duoc lién hop véi cac khdng nguyén hydrat cacbon, ma cac diém gén
bd sung trén protein mang s& cho phép gia ting co hoi trinh dién khing nguyén
thanh cong & bé mit cia t& bao trinh dién khang nguyén (APC) d cho phép dép tng
phu thudc vao t& bao T dbi voi mot khang nguyén khong phy thude vao té bao T
khac. Mot co ché sinh mién dich gia ting c6 thé c6 khac duoc quan sat bang cach
lién hop trong dung mdi DMSO c6 thé 1a do sy bién tinh cia CRM197 trong dung
mbi hitu co, ma dé 16 cac lysin bd sung cho lién két polysacarit mang lai co hdi trinh
dién glycopeptit gia ting & bé mit ctia APC d6i véi dap tng phu thude vao té bao T
db1 v&i cac peptit epitop khac nhau. Xem Avci et al., 2011, Nature Medicine 17:
1602-1610.

Mot loi ich khéac nita ctia viéce lién hop trong dung mdi hitu co tao CRM197
bién tinh trong céc thé lién hop co thé 1a su giam can thiép mién dich ctia khang thé
khang cac epitop CRM197 tu nhién. Mot loi ich khéc cta lién két polysacarit-
protein gia ting duge tao ra trong qua trinh lién hop trong dung mdi DMSO c¢6 thé
14 viéc tao thanh cac thé lién hop polysacarit protein ¢& 16n hon dan dén gia ting
tinh sinh mién dich. Duoc phém theo sang ché duoc tin 13 mang lai loi ich dang ké

trong viéc tao ra dap img ¢ nguoi.

Theo mét s6 phuong 4n, phan tng lién hop duge thyc hién bang phan g

amin héa khtt trong d6 niken dugc st dung dé phan tmg lién hop c6 hiéu qua cao
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hon va hd tro loai b xyanua tw do. Céac kim loai chuyén tiép da biét 14 tao ra céc
phtic én dinh véi xyanua va dd biét 1a cai thién su kim loai hoa khir cua nhém
protein amino va formaldehyt véi natri xyanoborohydrua (S Gidley et al., Biochem
J. 1982, 203: 331-334; Jentoft et al. Anal Biochem. 1980, 106: 186-190). Béng cach
tao phuc xyanua tic ché con du, thi viée bd sung niken 1am ting su tiéu thyu protein
trong qué trinh 1ién hop va din dén viéc tao thanh céc thé lién hop sinh mién dich c6

hoat luc hon, 16n hon.

Chénh léch & cdc muc xyanua ban ddu trong loat chat phan tmg natri
xyanoborohydrua cfing din dén tinh lién hop khong nhét quén, din dén thudc tinh
san phdm thay dbi, nhu kich c& thé lién hop va ty 1€ lién hop Ps véi CRM197. Viée
bd sung niken 1am gidm sy lién hop khong nhit quan bang cach tao phirc xyanua,

loai bo cdc chénh 1éch trong loat cac natri xyanoborohydrua.

Cac phuong phép héa hoc thay thé thich hop bao gdm phuong phép hoat héa
sacarit bang 1-xyano-4-dimetylamino pyridini tetrafloborat (CDAP) dé tao ra xyanat
este. Tl d6, sacarit hoat héa c6 thé duoc két hop mot cach truc tiép hodc thdng qua
nhom doan dém (tac nhan lién két) véi nhom amino trén protein mang. Vi dy, doan
dém c6 thé 13 xystamin hodc xysteamin dé thu duoc polysacarit dugc thiol héa ma
c6 thé dugc két hop v6i chit mang thong qua lién két thioete thu dugc sau phan tmg
véi protein mang hoat hoda bang maleimit (vi dy, bang cach sir dung GMBS) hodc
protein mang dugc haloaxetyl héa (vi du, bang cach st dung iodoaxetimit [vi dy,
etyl iodoaxetimit HCI] hodc N-sucxinimidyl bromoaxetat hodc SIAB, hodc SIA,
hodc SBAP). T4t hon 13, xyanat este (tiy ¥ duoc tao ra bdi hoa hoc CDAP) dugc két
hop v6i hexan diamin hodc dihydrazua cia axit adipic (ADH) va sacarit dAn xuét tir
amino dugc lién hop v6i protein mang bang cach st dung héa hoc carbodiimit (vi
du, EDAC hoic EDC) thong qua nhém carboxyl trén protein mang. Céc thé lién hop
nay duoc md ta trong Coéng bd don sang ché qubc té s6 WO 93/15760, WO
95/08348 va WO 96/29094; va Chu et al., 1983, Infect. Immunity 40:245-256.

Céc k¥ thuét thich hgp khac st dung carbodiimit, hydrazua, este hoat tinh,
norboran, axit p-nitrobenzoic, N-hydroxysucxinimit, S--NHS, EDC, TSTU. Nhiéu
k§ thudt duoc mé ta trong Coéng bb don sing ché quéc té s6 WO 98/42721. Quy
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trinh lién hop c6 thé bao gdm tac nhan lién két carbonyl ma c6 thé dugc tao ra bing
phan g ctia nhém hydroxyl tu do cta sacarit véi CDI (xem Bethell et al., 1979, J.
Biol. Chem. 254:2572-4; Hearn et al., 1981, J. Chromatogr. 218:509-18) sau d¢6 la
phan tmg véi protein dé tao ra lién két carbamat. Quy trinh ndy c6 thé bao gdm budc
khir dAu tAn cling anome thanh nhém hydroxyl bic mdt, budc bao vé/khtt bao vé tiry
y nhom hydroxyl bdc mot, budc cho nhom hydroxyl bac mot nay phan tng véi CDI
dé tao ra hop chat trung gian CDI carbamat va budc két hop hop chit trung gian

CDI carbamat v4i nhém amino trén protein.

Sau khi lién hop polysacarit nang véi protein mang, thi thé lién hop
polysacarit-protein dugc tinh ché (duge lam gidu dbi v6i mot lugng thé lién hop
polysacarit-protein) bing mét hogc nhiéu k¥ thut khac nhau. Céc vi du vé cac k¥
thuat nay 14 da biét 13 ddi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh va bao gdm thao téc
cd/loc mang, loc siéu, két tha/rira giai, séc ky cot, va loc theo do sdu. Xem, vi du,

Patent My s6 6,146,902.

Sau khi ting thé lién hop glyco riéng 1¢ duge tinh ché, thi ching dugc két
hop d& phéi tron ché phdm sinh mién dich theo sang ché. Cac thé lién hop phé ciu
khuin nay dugc tao ra bing cac quy trinh tich bigt va khdi duge phéi trén thanh

timg dang lidu lugng phdi tron don 1€.

Mbt phuong phép thay thé dé dic trung héa cic thé lién hop glyco theo sang
ché 1a bang sb luong gbe lysin trong protein mang (vi du, CRM197) bét dau duoc
lién hop v6i sacarit ma cé thé duoc dic trung dudi dang khoang lysin da lién hop
(muc do lién hop). Bang ching vé cai bién lysin ctia protein mang, do céc lién két
cong hoa tri v6i cac polysacarit, cé thé thu duge bang phép phan tich axit amin béang
cach st dung céc phuong phép thong thudng da biét ddi véi ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc nay. Quy trinh lién hop din dén viéc lam giam sb lugng gbe
lysin dugc thu hdi, so v&i vat lidu ban dau protein mang dung dé tao ra vat liéu lién
hop. Theo mot phuong an duge wu tién, mirc d6 lién hop cua thé lién hop glyco theo
sang ché nim trong khoang tir 2 dén 15, nim trong khoang tir 2 dén 13, nam trong
khoang tir 2 dén 10, ndm trong khoang tir 2 dén 8, ndm trong khoang tir 2 dén 6,
nim trong khoang tir 2 dén 5, nam trong khoang tlr 2 dén 4, ndm trong khoang tir 3
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dén 15, nam trong khoang tir 3 dén 13, nam trong khoang tir 3 dén 10, nim trong
khoang tir 3 dén 8, nim trong khoang tir 3 dén 6, nim trong khoang tir 3 dén 5, nim
trong khoang tir 3 dén 4, nim trong khoang tir 5 dén 15, nim trong khoang tir 5 dén
10, nim trong khoang tir 8 dén 15, nim trong khoang tir 8 dén 12, nim trong khoang
tir 10 dén 15 hodc nim trong khoang tir 10 dén 12. Theo mdt phwong 4n, mirc d6
lién hop cta thé lién hop glyco theo sing ché 1a khoang 2, khoang 3, khoang 4,
khoang 5, khoang 6, khoang 7, khoang 8, khoang 9, khoang 10, khoang 11, khoang
12, khoang 13, khoang 14 hoac khoang 15. Theo phuong 4n duoc uu tién, mic do
lién hop cua thé lién hop glyco theo sang ché 13 ndm trong khoang tir 4 dén 7. Theo
mdt sb phuong an nhur vy, protein mang la CRM197.

Thé lién hop glyco ctia ché phim theo sang ché ciing c6 thé duge dic trung
boi ty 1€ (trong lugng/trong lugng) cla sacarit véi protein mang (Ps:Pr). Theo mot
sd phuong 4n, ty 18 ctia polysacarit v&i protein mang cua thé lién hop glyco (trong
lugng/trong luong) trong ché phdm nay nim trong khoang tir 0,5 dén 3,0 (vi du,
khoang 0,5, khoang 0,6, 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, khoang 1,9, khoang 2,0, khoang 2,1, khoang 2,2, khoang 2,3, khoang
2,4, khoang 2,5, khoang 2,6, khoang 2,7, khoang 2,8, khoang 2,9, hodc khoang 3,0).
Theo cac phuong 4n khéc, ty 1€ sacarit vdi protein mang (trong luong/trong lugng)
nam trong khoang tur 0,5 dén 2.5, ndm trong khoang tu 0,5 dén 1,5, ndm trong
khoang tur 0,8 dén 2,5, nam trong khoang tir 0,5 dén 1,0, nAm trong khoang tr 1,0
dén 1,5, nim trong khoang tu 1,0 dén 2,0, ndm trong khoang tir 0,8 dén 2,4, nim
trong khoang tir 0,8 dén 2,3, nam trong khoang tir 0,8 dén 2,2, nim trong khoang tir
0,8 dn 2,1, nim trong khoang tu 0,8 dén 2,0, ndm trong khoang tu 0,8 dén 1,9, ndm
trong khoang tur 0,8 dén 1,8, ndm trong khoang tu 0,8 dén 1,7, ndm trong khoang tir
0,8 dén 1,6, ndm trong khoang tir 0,8 dén 1,5, ndm trong khoang tir 0,8 dén 1,4, nim
trong khoang tur 0,8 dén 1,3, nAm trong khoang tu 0,9 dén 2,4, nim trong khoang tir
0,9 dén 2,3, nam trong khoang tir 0,9 dén 2,2, nam trong khoang tir 0,9 dén 2,1, ndm
trong khoang tur 0,9 dén 2,0, nim trong khoang tir 0,9 dén 1,9, ndm trong khoang tir
0,9 dn 1,8, nim trong khoang tu 0,9 dén 1,7, ndm trong khoang tur 0,9 dén 1,6, nim
trong khoang tu 0,9 dén 1,5, nam trong khoang tur 0,9 dén 1,4, nam trong khoang tir
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0,9 dén 1,3, nim trong khoang tir 0,9 dén 1,2, nam trong khoang tur 1,0 dén 2,4, ndm
trong khoang tir 1,0 dén 2,3, ndm trong khoang tir 1,0 dén 2,2, ndm trong khoang tir
1,0 dén 2,1, nim trong khoang tir 1,0 dén 2,0, ndm trong khoang tir 1,0 dén 1,9, ndm
trong khoang tir 1,0 dén 1,8, nim trong khoang tir 1,0 dén 1,7, ndm trong khoang tir
1,0 dn 1,6, ndm trong khoang tir 1,0 dén 1,5, nAm trong khoang tir 1,0 dén 1,4, ndm
trong khoang tir 1,0 dn 1,3 hoic nam trong khoang tir 1,0 dén 1,2. Theo céc
phuong an khac, ty 1€ sacarit v6i protein mang (trong luong/trong lugng) nam trong
khoéang tir 0,8 dén 1,2. Theo mdt sd phuong 4n nhu vay, protein mang 1a CRM197.
Céc thé lién hop glyco va ché pham sinh mién dich theo sang ché c6 thé chira sacarit
tu do khong dugc lién hop dong héa tri véi protein mang, tuy nhién c¢6 mit trong
ché phém 1ién hop glyco. Sacarit tir do c6 thé khong dugce két hop cong hoéa tri (tic
la, khong lién két cong hoa tri véi, duogc hép thu véi, hodc duge by trong hodc véi)

thé 1ién hop glyco.

Theo mot sb phuong 4n cu thé, ty 1& sacarit véi protein mang (trong
lwong/trong lwong) ddi véi thé lién hop kiéu huyét thanh 15A nam trong khoang tir
1,0 dén khoang 2,0, nam trong khoang tr 1,25 dén khoang 1,75, hodc nam trong
khoang tir 1,3 dén khoang 1,7. Theo cdc phuong an khac, ty 1& sacarit voi protein
mang (trong luong/trong luong) dbi véi kiéu huyét thanh 15A 1a khoang 1,1, 1,2,
1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, hodc 1,8.

Theo mdt s6 phuong an cu thé, ty 18 sacarit véi protein mang (trong
luong/trong luong) ddi véi thé lién hop kiéu huyét thanh 15C 1a nam trong khoang
tir 1,0 dén khoang 2,0, ndm trong khoang tir 1,25 dén khoang 1,75, hodc nam trong
khoang tir 1,3 dén khoang 1,7. Theo c4c phuong an khéc, ty 1€ sacarit vdi protein
mang (trong luong/trong lugng) d6i voi kidu huyét thanh 15C la khoang 1,1, 1,2,
1,3,1,4,1,5,1,6, 1,7, hoac 1,8.

Theo mot s phuong 4n cu thé, ty 18 sacarit véi protein mang (trong
luong/trong lugng) d6i véi thé lién hop kiéu huyét thanh 33F 1a nim trong khoang
tr 1,0 dén khoang 2,0, nam trong khoang tur 1,25 dén khoang 1,75, hoac nam trong
khoang tir 1,3 dén khoang 1,7. Theo cac phuong an khac, ty 1& sacarit v6i protein
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mang (trong luong/trong lugng) dbi véi kidu huyét thanh 33F 1a khoang 1,1, 1,2,
1,3,1,4,1,5,1,6, 1,7, hodc 1,8.

Theo mdt s6 phuong 4n cu thé, ty 1& sacarit véi protein mang (trong
luong/trong luong) dbi véi thé lién hop kiéu huyét thanh 35B 14 nam trong khoang
tir 1,25 dén khoang 2,25, nam trong khoang tir 1,25 dén khoang 2,0, hozc nam trong
khoang tir 1,3 dén khoang 1,8. Theo cac phuong 4n khac, ty 1§ sacarit véi protein
mang (trong lwong/trong lugng) dbi véi kiéu huyét thanh 33B 14 khoang 1,2, 1,3,
1,3,1,5,1,6,1,7, 1,8, 1,9, hoac 2,0.

Theo mot s6 phuong an cu thé, ty 18 sacarit v6i protein mang (trong
luong/trong luong) ddi vé6i thé lién hop kiéu huyét thanh 24F 13 nim trong khoang
tr 0,5 dén khoang 1,5, nam trong khoang tr 0,75 dén khoang 1,25, hoac nam trong
khoang tir 0,8 dén khoang 1,0. Theo cic phuong 4n khic, ty 1€ sacarit v6i protein
mang (trong lwong/trong luong) ddi voi kiéu huyét thanh 24F 1a khoang 0,5, 0,6,
0,7, 0,8, 0,9, hodc 1,0.

Theo phuong 4n dugc wu tién, thé lién hop glyco chira it hon khoang 50%,
45%, 40%, 35%, 30%, 25%, 20% hodc 15% polysacarit tu do so véi téng luong
polysacarit. Theo phuong an dugc uu tién, thé lién hop glyco chira it hon khoang
25% polysacarit tu do so v6i tong lwong polysacarit. Theo phuong én duge wu tién,
thé lién hop glyco chira it hon khodng 20% polysacarit ty do so v&i tbng luong
polysacarit. Theo phuong 4n duoc wu tién, thé lién hop glyco chira it hon khoang

15% polysacarit tir do so véi tong lugng polysacarit.
IV.  Phuong phap st dung

Cac phuong an theo sang ché con bao gdbm mét hozc nhiéu ché phim sinh
mién dich da héa tri dugc mé ta & ddy (i) dé s dung trong, (ii) dé st dung lam
thudc hodc ché phim cho, hodc (iii) dé sir dung trong bao ché thude cho: (a) lidu
phép (vi dy, & co thé ngudi); (b) thude; (c) uc ché sy lay nhiém Streptococcus
pneumoniae; (d) cam Gmg dap ing mién dich hodc dép ting mién dich bao vé khéng
S. pneumoniae; (e) phong ngita 18y nhiém S. pneumoniae; (f) ngn ngira sy tai lay

nhiém S. preumoniae; (g) 1am giam tién trinh, sy khoi phéat hodc do nghiém trong
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clia c4c tridu chimg bénh ly lién quan dén lay nhidm S. preumoniae bao gébm ngin
nglra céc bién chimg két hop nhu hai nio, mét thi luc, va dong kinh, (h) lam giam
kha ning iy nhiém S. pneumoniae hoic, (i) diéu tri, ngén ngira, hodc tri hodn sy
khoi phat, do nghiém trong, hodc tién trinh cta (cac) bénh do phé cau khuén, bao
gdm, nhung khong chi gi6i han &: bénh viém phéi do phé cdu khuan, bénh nhiém
khuén huyét do phé cdu khuén, bénh viém mang nio do phé ciu khuan, viém tai
gitta nhidm tring va viém xoang. Khi sit dung nhu vdy, ché phdm lién hop
polysacarit phé ciu khuin da héa tri theo sang ché c6 thé tiy y dugce st dung két

hop v6i mdt hodc nhiéu chit phu trg, hodc khong c6 chét phu tro.

Theo d6, sang ché dé cap dén phuong phép diéu trj phong nglra (tirc 13 bao vé
chdng lai) 1ay nhiém S. pneumoniae hoic bénh do phé ciu khuan bao gdm viée cho
bénh nhan cin didu tri ding mot hodc nhiéu ché phim lién hop polysacarit-protein

phé cau khuan sinh mién dich da héa tri theo sang ché.

Ché phém va dang phéi tron theo sang ché co thé dugc sir dung dé bao vé
hodc diéu tri cho ngudi mAn cam vé&i 1dy nhidm, vi du, 1y nhiém phé ciu khuin,
bing cach ding ché phdm theo sang ché thong qua dudng toan than hogc duong

niém mac.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén phuong phép cam ung dép tng
mién dich v6i S. pneumoniae, bao gém viéc cho bénh nhan dung lugng cho tac dung
mién dich ctia ché phdm sinh mién dich da héa tri theo sang ché. Theo mdt phuong
an khéc, sang ché d& cap dén phuong phép tiém ching cho ngudi dé chdng lai lay
nhiém phé ciu khuén, bao gdm budc cho ngudi ndy diung lugng cho tic dung mién

dich ctia ché phim sinh mién dich da héa tri theo sang ché.

Vi vdy, theo mot khia canh, séng ché dé& cap dén phuong phap (1) cam tng
dap tmg mién dich & ngudi bénh, (2) cam ting dap tmg mién dich bédo vé & ngudi
bénh, (3) ti€ém ching cho ngudi bénh dé chéng lai 14y nhiém S. prneumoniae, hoic
(4) 1am giam kha ning 14y nhi€ém S. pneumoniae & ngudi bénh, phuong phép nay
bao g?)m viéc cho bénh nhan nay dung ché phém sinh mién dich da héa tri theo sang

ché (trc 1a ché phim sinh min dich da héa tri bat ky duge mé ta & déy, nhu ché
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phém sinh mién dich da hoa tri duoc mo ta trong phﬁn 11, tiéu dé “ché phém sinh

mién dich da hoa tri”, néu trén).

Theo mét phuong 4n, sang ché dé cdp dén phwong phép ngin nglra bénh
viém phdi do phé ciu khudn va bénh xdm l4n & ngudi truong thanh 18 tudi va 1on
tudi hon. Theo mét phuwong 4an khac, sang ché dé cap dén phwong phép ngin ngira
bénh viém phdi do phé cdu khudn va bénh xdm l4n gdy ra bodi 24 chung
Streptococcus pneumoniae (3, 6A, 6C, 7F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15A, 15B, 15C,
16F, 17F, 19A, 20A, 20B, 22F, 23A, 23B, 24F, 31, 33F, va 35B).

Theo mot phuong 4n ctia cac phuwong phap & trén, ché pham chira nhidu thé
lién hop polysacarit protein S. pneumoniae trong d6 mdi mot trong cac thé lién hop
ndy chita polysacarit tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae dugc lién hop véi protein
mang, trong d6 céc kidu huyét thanh ctia S. pneumoniae bao gbm tap hop cac kidu
huyét thanh: 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A,
11A, 12F, 15C, 17F, va 20A. Theo mdt phuong 4n ctia cic phuong phap & trén, ché
phim chira nhiéu thé lién hop polysacarit protein S. preumoniae trong d6 mdi mot
trong céc thé lién hop nay chira polysacarit tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae dugc
lién hop v&i protein mang, trong d6 cac kiéu huyét thanh cta S. pneumoniae bao
gdm tap hop céc kiéu huyét thanh: 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F,
31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20. Theo mo{t phuong an cua cac
phuong phép & trén, ché pham chira nhidu thé lién hop polysacarit protein S
preumoniae trong d6 mdi mot trong cac thé lién hop nay chira polysacarit tir kiéu
huyét thanh S. preumoniae dugc lién hop véi protein mang, trong d6 cac kiéu huyét
thanh cta S. preumoniae bao gbm tap hop céc kiéu huyét thanh: 3, 7F, 19A, 22F,
33F, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20B.
Theo mét phuong 4n khéc cua cac phuong phap & trén, ché phdm nay con chira thé

lién hop polysacarit protein S. pneumoniae cua kiéu huyét thanh 6A hoic 6C.

D3 cho thiy ring vacxin lién hop phé cau khuan chira kiéu huyét thanh 6A c6
thé mang lai mot s6 sy bao vé& chéo khang kiéu huyét thanh 6C (Cooper et al.,
Vaccine 29 (2011) 7207— 7211). Do d6, theo mot s6 phuong 4an ciia cic phuong

phép & trén, sang ché con dé cdp deén viéc stir dung ché pham sinh mieén dich da hoa
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tri khong chira kidu huyét thanh 6C, nhung lai chira kiéu huyét thanh 6A hoic céc
kiéu huyét thanh 6A va 6B. Theo cic phuong an khac, ché phdm sinh mién dich
chita c4c thé 1ién hop phé cau khuin ctia cac kiéu huyét thanh 6A, 6B, va 6C. Theo
cac phuong 4n cu thé ctia cac phwong phap & trén, cac kiéu huyét thanh cua S

pneumoniae bao gdm tap hop cac kiéu huyét thanh dugc chon tir nhém bao gom:

I-a) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8§, 9N, 10A,
11A, 12F, 15C, 17F, va 20A;

I-b) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A;

I-c) 3,7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 6B, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B,

8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A; va

I-d) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N,

10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A.

Theo céc phuong 4n cu thé cia tAp hop cac kidu huyét thanh & trén (I-a dén I-
d), kiéu huyét thanh 20 hozc 20B ¢6 thé dugc thay thé cho kiéu huyét thanh 20A.

Theo cac phuong 4n khéc ctia céc phuong phép & trén, cac kidu huyét thanh
ctia S. pneumoniae bao gdm tip hop cac kiéu huyét thanh dugc chon tir nhém bao

gom:

II-a) 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B;

II-b) 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B;

II-c) 6A, 6B, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B;

II-d) 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B;

II-e) 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F,
va 20A;

II-f) 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C,
17F, va 20A;

II-g) 6A, 6B, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8§, ON, 10A, 11A, 12F,
15C, 17F, va 20A; va

II-h) 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C,
17F, va 20A.
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Theo céc phuong an cu thé ctia tAp hop cac kiéu huyét thanh & trén (II-e dén
ITh), kiéu huyét thanh 20 hodc 20B c6 thé duoc thay thé cho kiéu huyét thanh 20A.

Theo céc phuong 4n khac clia cac phuong phép & trén, cac kiéu huyét thanh
ctia S. pneumoniae bao gdm tap hop cac kiéu huyét thanh nhu néu trong phuong an
bat ky trong sb cac phuong 4n I-a), II-a) hodc II-e) va con bao gdm cac kidu huyét

thanh 6A, 6B, va 6C.

Ciling d3 cho thdy ring vacxin lién hop phé cu khudn chira kiéu huyét thanh
10A c6 thé mang lai mdt s6 sy bao vé chéo khang kiéu huyét thanh 39 (xem WO
2017/ 085586). Do d9, theo mdt s6 phwong 4n cila cac phuong phép & trén, sng ché
con dé cap dén viéc st dung ché phérn sinh mién dich da hoéa tri khdng chira kiéu
huyét thanh 10A, ma chita kiéu huyét thanh 39. Theo c4c phwong an khac, ché phdm
sinh min dich chira cac thé lién hop phé ciu khuén ctia cac kiéu huyét thanh 10A
va 39. Theo céc phuong 4n cy thé cta cic phuong phép & trén, cac kiéu huyét thanh
cua S. pneumoniae bao gdm tap hop céac kiéu huyét thanh dugc chon tir nhém bao

glom:

II-a) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 39,
11A, 12F, 15C, 17F, va 20A;

III-b) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N,
39, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A;

II-c) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 6B, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8,
9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A;

III-d) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N,
39, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A;

IlI-e) 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, va
20A;

II-f) 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C,
17F, va 20A;

III-g) 6A, 6B, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C,
17F, va 20A; va
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ITI-h) 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C,
17F, va 20A.

Theo c4c phuong 4n cu thé cta tap hop céac kiéu huyét thanh & trén (II-a dén
I1I-h), kiéu huyét thanh 20 hodc 20B c6 thé duoc thay thé cho kiéu huyét thanh 20A.

Theo c4c phuong 4n khic clia cdc phuong phéap & trén, cac kiéu huyét thanh
cta S. pneumoniae bao gdm tép hop céc kiéu huyét thanh nhu néu trong phuong 4n
bat ky trong s cac phuong an tir I11-a) dén III-h) va con bao gdm kiéu huyét thanh
10A.

Cfing d3 cho thdy ring céc thé lién hop sinh mién dich chita polysacarit nang
S. pneumoniae kiéu huyét thanh 15B dugc lién két cong héa tri véi protein mang c6
thé mang lai mot s6 su bao vé chéo khang kiéu huyét thanh 15C va/hoic kiéu huyét
thanh 15A (xem WO 2015/110942). Do d6, theo mdt s6 phuong 4n ctia cac phuong
phép & trén, sing ché con d& cap dén viée st dung ché phdm sinh mién dich da hoa
tri khong chira kiéu huyét thanh 15C (hodc 15B dugc khir O-axetyl), ma chira kiéu
huyét thanh 15B (tirc 13 polysacarit kiéu huyét thanh 15B khéng duoc khir O-
axetyl). Theo cac phuong 4n khéc, ché phdm sinh mién dich chita céc thé lién hop
phé cau khuén cua cac kiéu huyét thanh 15B va 15C (hodc 15B dugc khir O-axetyl).
Theo céc phuong an cu thé ciia cac phuong phap & trén, cac kiéu huyét thanh ctia S.

pneumoniae bao gdm tap hop cac kiéu huyét thanh dugc chon tir nhém bao gbm:

IV-a) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A,
11A, 12F, 15B, 17F, va 20A;

IV-b) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15B, 17F, va 20A;

IV-c) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 6B, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8,
9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, va 20A,;

IV-d) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15B, 17F, va 20A;

IV-e) 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F,
va 20A;
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IV-f) 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B,
17F, va 20A;

IV-g) 6A, 6B, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 104, 11A, 12F,
15B, 17F, va 20A; va

IV-h) 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B,
17F, va 20A.

Theo cac phuong 4n cu thé cia tdp hop céc kiéu huyét thanh & trén (IVa dén
IVh), kiéu huyét thanh 20 hodc 20B c6 thé duge thay thé cho kidu huyét thanh 20A.

Theo cac phuong 4n khic cta cac phuong phap & trén, c4c kidu huyét thanh
cla S. pneumoniae bao gdm tap hop céc kiéu huyét thanh nhur néu trong phuong an
bat ky trong sd céc phuong 4n tr IV-a) dén IV-h) va con bao gdm kiéu huyét thanh
15C (va/hodc 15B duge khir O-axetyl).

Ché phim theo sang ché hitu ich trong cac phuong phap mang lai su bao vé
b sung chdng lai S, pneumoniae 6 cac bénh nhan da nhan vacxin phé ciu khuén da
hoéa trj tir trude d6. Khi sir dung nhu vay, ché phim theo sang ché c6 thé mang lai su
bao vé chdng lai cac kidu huyét thanh S, pneumoniae cy thé ma bénh nhan chua
dugc tiém ching chéng lai kiéu huyét thanh nay trudc do, cé thé mang lai sy bao vé
bd sung chéng lai cac kidu huyét thanh S, pneumoniae ma bénh nhin da dugc tiém
chung chéng lai cac kiéu huyét thanh nay tir truéc do, hoic cé thé mang lai su bao
vé chéng lai cé hai kidu huyét thanh S. pneumoniae ma bénh nhan chua dugc tiém
chung chdng lai cac kidu huyét thanh nay tir trude d6 va cac kiéu huyét thanh S
pneumoniae ma bénh nhan di dugc tiém chung chéng lai cac kidu huyét thanh nay

tU trude déb.

Vi vy, sang ché dé cép dén phuong phép cam tmg dép tng mién dich, tiém
chung, hodc cam tmg dap tmg mién dich bao vé chéng lai S. pneumoniae & bénh
nhén, bao gdm viée cho bénh nhén nay dung ché phadm sinh mién dich da hoa tri,
ché phim chita nhidu thé lién hop polysacarit protein S. preumoniae, trong do6 céc
thé lién hop polysacarit protein chira polysacarit nang tir kiéu huyét thanh S

pneumoniae dugc lién hop véi protein mang, trong d6 bénh nhén nay d& duoc tiém
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chiing tir trude chdng lai S. pneumoniae. Theo cac phuong én cuia khia canh nay cta
séng ché, ché phim sinh mién dich da hoa trj c6 thé 13 ché phdm sinh mién dich da
héa tri bt ky duge mé ta & déy. Theo cac phuong 4n cu thé cua phuong phéap theo
sang ché, ché phim sinh mién dich da hoa trj dugc dung cho bénh nhan duoc didu
tri tr trude béng vacxin phé ciu khudn da héa tri. Vacxin sinh mién dich da héa tri
¢6 thé 1a vacxin bat ky duoc chi dinh dé ngan ngira bénh do phé cu khudn géy ra

boi nhiéu hon mot kidu huyét thanh cua S. prneumoniae.

Theo mot s6 phuong 4n cuy thé coa phuong phép & trén, bénh nhan duoc didu
tri tir trude bing vacxin phé cau khuin da héa tri ma duoc chi dinh dé ngan ngura
bénh do phé ciu khudn gdy ra boi cac kiéu huyét thanh S, pneumoniae dugc chon tir

nhém bao gom:

a) 4,6B, 9V, 14, 18C, 19F va 23F;

b) 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 3, 5, 6A, 7F, va 19A;

c) 1,4,5,6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F va 23F;

d) 4,6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 3, 5, 6A, 7F, 19A, 22F, vi 33F;

e) 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 3, 5, 7F, 19A, 22F, 33F, 2, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15B, 17F, va 20; va

f) 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 3, 5, 6A, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 10A,
11A, 12F va 15B.

Theo mot s6 phuong 4n cu thé cia phuong phép & trén, vacxin phé cdu khudn
da hoa tri chita polysacarit nang ctia cac kiéu huyét thanh S, pneumoniae 4, 6B, 9V,
14, 18C, 19F, 23F, 1, 3, 5, 7F, 19A, 22F, 33F, 2, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F,
va 20A. Theo mdt s6 phuong 4n cu thé cia phuong phap & trén, vacxin phé ciu
khuan da héa tri chia polysacarit nang cua cac kiéu huyét thanh S, pneumoniae 4,
6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 3, 5, 7F, 19A, 22F, 33F, 2, 8, 9N, 10A, 11A, 12F,
15B, 17F, va 20. Theo mot sb phuong 4n cu thé cua phuong phép & trén, vacxin phé
cau khudn da hoéa trj chia polysacarit nang cua céc kiéu huyét thanh S, pneumoniae
4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 3, 5, 7F, 19A, 22F, 33F, 2, 8, 9N, 10A, 11A, 12F,
15B, 17F, va 20B.
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Theo mét sb phuong 4n cu thé cia phuong phap & trén, vacxin phé ciu khuén
da hoa tri chira nhidu thé lién hop polysacarit protein, trong d6 cac thé lién hop
polysacarit protein ndy chira polysacarit tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae dugc
lién hop véi protein mang. Theo céc phuwong an khac, vacxin phé cau khuan da hoa
tri chira nhidu polysacarit nang S. pneumoniae khong dugc lién hop véi protein

mang.

Theo cac phuong 4n bd sung ctia phuong phép & trén, bénh nhan dugc didu
tri tir truée bang PREVNAR® 13 (vacxin lién hop phé cau khuan héa tri 13 [protein
CRM197 bach héu], Pfizer, Inc., Philadelphia, PA, USA).

Theo céc phuong an khéc ciia phuong phép & trén, bénh nhan dugc diéu tri tix
trudc bing PNEUMOVAX® 23 (vacxin phé cau khuan da héa tri, Merck & Co.,
Inc., Kenilworth, NJ, USA).

Theo c4c phuong 4n khac nita ctia phuwong phap & trén, bénh nhan duoc didu
tri tir trude bang SYNFLORIX™ (vacxin lién hop polysacarit phé ciu khuan (hép
phu), GlaxoSmithKline Biologicals s.a., Rixensart, Bi).

Theo cac phuong 4n cta phuong phap & trén, ché pham sinh mién dich da
héa tri theo sang ché dugc dung cho bénh nhan & thoi diém bét ky sau khi bénh
nhén nay nhén vacxin phé cdu khudn da hoa tri, theo ché d6 diéu tri dugc cung cép
boi chuyén gia y khoa, vi du, bac si. Theo cac phuong an cu thé, ché pham sinh
mién dich da hoa tri theo sang ché dugce dung cho bénh nhan trong thoi gian tir 1
thang dén 5 nim sau khi bénh nhan nhén vacxin phé cdu khudn da hoa tri, theo mot
cach khac, tir 1 thang dén 1 nam, tir 1 thing dén 2 nam, tir 1 thing dén 3 nam, tir 1
thang dén 4 nam, tir 1 thang dén 6 thang, tir 2 thang dén 6 thang, tir 2 thang dén 1
ndm, ti 1 ndm dén 5 nidm, tir 6 thang dén 5 nam, tir 6 thang dén 4 nam, tir 6 thang
dén 3 nim, tir 6 thang dén 2 nam, t 6 thang dén 1 nim, tir 1 nim dn 4 nam, tr 1
nam dén 3 nam, hodc tir 1 nim dén 2 nim, sau khi bénh nhan nhén vacxin phé cdu
khudn da héa tri. Theo céc phuong 4n khac, ché phdm sinh mién dich da héa tri
dugc dung cho bénh nhén khoang 1 thang, khoang 2 thang, khoang 3 thang, khoang
4 thang, khoang 5 thang, khoang 6 thang, khoang 7 thang, khoang 8 thang, khoang 9
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thang, khoang 10 thang, khoang 11 thang, khoang 1 nam, khoang 1,25 nim, khodng
1,5 ndm, khoang 1,75 nam, khoang 2 nam, khoang 2,25 ndm, khoang 2,5 nam,
khoang 2,75 ndm, khoang 3 ndm, khoang 3,25 nam, khodng 3,5 ndm, khoang 3,75
nam, khoang 4 nidm, khoang 4,25 nam, khoang 4,5 nam, khoang 4,75 nam, hodc

khoang 5 ndm sau khi bénh nhan nhén vacxin phe cau khuan da hoa tri.

Theo céc phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén phuong phép (1) cam tmg dap
ng mién dich & ngudi bénh, (2) cdm ting dap tmg mién dich bao vé & ngudi bénh,
(3) tiém ching ngudi bénh chdng lai 1dy nhidém S. pneumoniae, hoic (4) lam giam
kha ning 1ay nhidm S. pneumoniae & ngudi bénh, phuong phép niy bao gom viéc
cho bénh nhan nay ding ché phdm sinh mién dich da hoa tri theo sang ché va ding
vacxin phé clu khudn da hoéa tri, theo trinh ty bat ky. Vacxin phé cAu khuén da héa
tri c6 thé 12 vacxin bét ky dugc chi dinh dé ngan ngira bénh do phé ciu khuén gay ra

b&i nhidu hon mét kidu huyét thanh ctia S. preumoniae.

Theo mdt s§ phuong 4n cu thé ctia phuong phap & trén, bénh nhan duge diéu
tri bang ché phdm sinh mi&n dich da hoa tri theo sdng ché va vacxin phé cau khuan
da héa tri ma duoc chi dinh dé ngan ngira bénh do phé ciu khuin giy ra bdi cac

kiéu huyét thanh S. pneumoniae dugc chon tir nhém bao gom:

a) 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F va 23F;

b) 4,6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 3, 5, 6A, 7F, va 19A;

9) 1,4,5,6B,7F, 9V, 14, 18C, 19F va 23F;

d) 4,6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 3, 5, 6A, 7F, 19A, 22F, va 33F;

e) 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 3, 5, 7F, 19A, 22F, 33F, 2, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15B, 17F, va 20; va

f) 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 3, 5, 6A, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 10A,
11A, 12F va 15B.

Theo mot s6 phwong 4n cu thé ctia phuong phap & trén, vacxin phé céu khudn
da hoa tri chira polysacarit nang cta cac kiéu huyét thanh S. pneumoniae 4, 6B, 9V,
14, 18C, 19F, 23F, 1, 3, 5, 7F, 19A, 22F, 33F, 2, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F,
va 20A.
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Theo mdt s& phuong 4n cu thé ctia phuong phép & trén, vacxin phé cau khuén
da héa tri chira nhidu thé lién hop polysacarit protein, trong d6 cac thé lién hop
polysacarit protein nay chtra polysacarit tir kiéu huyét thanh S. pneumoniae dugc
lién hop v6i protein mang. Theo céc phuong 4n khac, vacxin phé ciu khuan da héa
tri chira nhidu polysacarit nang S. pneumoniae khong dugc lién hop véi protein

mang.

Theo céc phuong an bd sung ctia phuong phap & trén, bénh nhan duge diéu
tri bang ché phdm sinh mién dich da hoa tri theo sang ché va dugc diéu tri bang
PREVNAR® 13 (vacxin lién hop phé cau khudn héa tri 13 [protein CRM197 bach
hau], Pfizer, Inc., Philadelphia, PA, USA), theo trinh tu bat ky. Theo mot phuong
an, trudc tién bénh nhin duge cho dung PREVNAR® 13 va sau d6 bénh nhén nay
duoc dung ché phdm sinh mién dich da héa tri theo sang ché. Theo cac phuong 4n
thay thé, trudc tién bénh nhan dugc cho ding ché phdm sinh mién dich da héa tri
theo sang ché va sau d6 duoc cho ding PREVNAR® 13.

Theo cac phuong an khéac ctia phuong phap ¢ trén, bénh nhan duoc didu tri
béng ché phém sinh mién dich da héa tri theo séng ché va duogc diéu tri béng
PNEUMOVAX® 23 (vacxin phé ciu khudn da hoa tri, Merck & Co., Inc.,
Kenilworth, NJ, USA), theo trinh tu bét ky. Theo moét phwong 4n, trudc tién bénh
nhan dugc cho ding PNEUMOVAX ® 23 va sau d6 bénh nhan nay duoc cho dung
ché phim sinh mién dich da héa tri theo sing ché. Theo cac phuong 4an thay thé,
trude tién bénh nhan dugc cho dung ché phém sinh mién dich da hoéa tri theo sang
ché va sau d6 duoc cho ding PNEUMOVAX ® 23.

Theo cac phuong an khéc nita ctia phuong phép 6 trén, bénh nhan duoc didu
tri bﬁng ché phém sinh mién dich da héa tri theo séng ché va duge didu tri bﬁng
SYNFLORIX™ (vacxin lién hop polysacarit phé cau khudn (hdp phu),
GlaxoSmithKline Biologicals s.a., Rixensart, Bi), theo trinh ty bat ky. Theo mdt
phuong é4n, trude tién bénh nhan duge cho duing SYNFLORIX™ va sau d6 bénh
nhén nay dugc cho dung ché phim sinh mién dich da héa tri theo séng ché. Theo
mdt phwong 4an thay thé, trude tién bénh nhan duge cho dung ché phim sinh mién
dich da hoa tri theo sang ché va sau d6 duoc cho dung SYNFLORIX™,
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Theo mdt s6 phuong 4n ctia phuong phép & trén, ché phdm sinh mién dich da
hoéa tri va vacxin phé cau khudn da hoéa tri duge dung déng thoi. Nhu duge st dung
& day, “ding dong thoi” khong bi gidi han & viée dinh liéu hai ché phdm & cing thoi
diém, ma con bao gdm viée ding mot ché pham ngay sau ché pham con lai theo
trinh tu bat ky. Theo mot s6 phuong an, ché phim sinh mién dich da héa tri va
vacxin phé ciu khudn da héa tri duge ding bang cach ding trong co hodc dudi da

vao cac diém giai phau tach biét, vi dy, hai tay khac nhau.

Theo mdt s6 phuong 4n ctia phuong phap & trén, thoi lugng gitta viée dung
ché phdm sinh min dich da hoa tri theo séng ché va ding vacxin phé cau khuin da
hoa tri ndm trong khoang tir 4 tudn dén khoang 1 nam. Theo c4c phuong 4n thay thé,

thoi luong nay nim trong khoang tir 1 thang dén khoang 5 nam.

Theo mot phwong 4n, trude tién bénh nhan dugce cho ding vacxin phé ciu
khuln da héa tri va sau d6 dén ché phim sinh mién dich da héa tri theo sang ché.
Theo cac phuong 4n thay thé, trude tién bénh nhan duge cho ding ché phdm sinh
mién dich da hoa tri theo sang ché va sau d6 dugc cho ding vacxin phé cau khuan

da hoa tri.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phap cam tng dap tng mién dich, tiém
ching hodc cam mg dap tmg mién dich bao vé chéng lai S. pneumoniae & bénh

nhan, bao gom cac budc:

(1) cho bénh nhén nay dung ché phém sinh mién dich da hoa tri, ché
phdm chita nhiéu thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae, trong d6 mdi mot
trong cac thé lién hop nay polysacarit protein chita polysacarit nang tir kiéu huyét
thanh S. pneumoniae dugce li€n hop voi protein mang,

) doi mot khoang thoi gian dinh trude trdi qua, va

(3)  cho bénh nhan nay ding vacxin phé cau khuén da hoa tri.

Trong phuong phap ny, ché phadm sinh mién dich da héa trj c6 thé chira hén
hop bt ky cta cac thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae néu & ddy va
vacxin phé cau khuan da héa tri c6 thé 1a vacxin bét ky duoc chi dinh dé ngan ngira

bénh géy ra boi nhiéu hon mot kiéu huyét thanh cta S. pneumoniae.
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Sang ché ciing dé cép dén phuong phap cam tng dép ing mién dich, tiém
ching hodic cam tng dap tmg mién dich bao vé chdng lai S. pneumoniae & bénh

nhan, bao gom cac budc:

(1)  cho bénh nhan nay dung vacxin phé ciu khuan da héa tri,

(2)  doi mot khoang thoi gian dinh trude tréi qua, va

3 cho bénh nhan nay dung ché phém sinh mién dich da héa tri, ché
phdm nay chira nhidu thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae, trong d6 mdi
mdt trong céc thé lién hop nay polysacarit protein chita polysacarit nang tir kiéu

huyét thanh S. pneumoniae dugce lién hop véi protein mang.

Trong phuong phap nay, ché phim sinh mién dich da héa trj c6 thé chira hdn
hop bat ky cia céc thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae néu & day va
vacxin phé ciu khuén da héa tri c6 thé 1a vacxin bét ky duoc chi dinh dé ngan ngira

bénh gy ra boi nhiéu hon mét kidu huyét thanh ctia S. pneumoniae.

Theo mdt sb phuong 4n ctia cac phuong phap & trén, vacxin phé cau khuan
da hoéa tri chira nhiéu thé lién hop polysacarit protein S. pneumoniae, trong d6 cac
thé lién hop polysacarit protein chita polysacarit nang tir kiéu huyét thanh S,
pneumoniae dugc lién hop voi protein mang. Theo cac phuong an thay thé, vacxin
phé cu khuan da héa tri chita polysacarit nang S. pneumoniae khéng duoc lién hop

véi protein mang.

Theo cc phuong an bat ky clia phuong phap theo sang ché (tic 12 bat ky
trong s6 cac phuong phap dugc md ta & day), phuong phap nay cé thé con bao gém
buée cho bénh nhan ding mét hogc nhiéu lidu bd sung ctia ché pham sinh mién dich
da hoa tri theo sang ché. Trong cic phuong phap ndy, bénh nhén c6 thé da nhan
vacxin phé cdu khuin da hoa tri trude khi nhén lidu tha nhét cia ché phém sinh
mién dich da héa tri theo sang ché, néu trén, hodc c6 thé chua duogc tiém ching
chéng lai S. pneumoniae trudc khi nhan ché pham sinh mién dich da héa tri theo
sang ché. Vi vay, theo mot phuong 4n, bénh nhén d4 nhan vacxin phé ciu khuin da
héa tri dugc chi dinh dé ngin ngira bénh do phé cau khuin giy ra bdi S. pneumoniae
duoc ding hai hodc nhiéu hon hai liéu ché pham sinh mién dich da héa tri theo séng

ché. Theo cac phuong 4n thay thé, bénh nhén chua dugc didu tri tir trudc bang
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vacxin bat ky duoc chi dinh d ngin ngira bénh do phé cau khuan, duoc ding hai

hodc nhiéu hon hai lidu ché phém sinh mién dich da héa tri theo sang ché.

Theo céc phuong an ctia phuong phép & trén, hai hodc nhiéu hon hai lidu 1a
ctia cing mot ché phdm sinh mién dich da hoa trj theo sang ché. Theo cic phuong
an thay thé, hai hodc nhiéu hon hai liéu 12 cta cac ché phdm sinh mién dich da héa

tri khac nhau theo sang ché.

Theo mdt s6 phuong 4n cu thé ctia phuong phap bat ky trong s6 cac phuong
phap nay, bénh nhan dugc cho dung hai, ba, hodc bdn liéu ché phém sinh mién dich
da héa tri theo sang ché. Theo cac phuong an cu thé, bénh nhan thiéu stc dé khéng

(vi du, trén ché d6 trc ché min dich sau khi ghép té bao than) va sb lwong lidu 12 ba.

Theo mét s6 phuong 4n, thoi luong gitta viéc ding mdi lidu ché pham sinh
mién dich da héa tri theo sang ché nam trong khoang tir 4 tuan dén khoang 1 nim.
Theo mét phuong 4n thay thé, thoi lwong gifta viée ding mdi lidu ché phadm sinh

mién dich da hoa tri theo sang ché nim trong khoang tir 1 thing dén khoang 5 nam.

Theo c4c phuong an clia phuong phap bat ky trong s6 cac phuong phép theo
sang ché, bénh nhan cin dugc diéu tri biang (cic) ché phadm theo sang ché 1a ngudi.
Theo mét s6 phuong an, ngudi bénh 1a tré méi biét di (khoang tir 12 dén 24 thang),
hodc tré nho (khoang tir 2 dén 5 nam). Ché pham theo séng ché nay ciing thich hop
@& st dung cho tré em 16n hon, thiéu nién va ngudi truéng thanh (vi dy, tudi tir 18
dén 45, tubi tir 18 dén 50, tudi tir 18 dén 55, tudi tir 18 dén 60 hodc tudi tir 18 dén
65). Theo cac phuong an khéc ctia phuong phap bat ky trong s6 cdc phuong phép
theo sang ché, bénh nhan 1 tir khoang 2 dén khoang 18 tudi. Theo céc phuong 4n
khac cua phuong phap bét ky trong s cac phuong phap theo sang ché, bénh nhan

18 tudi hodc 16n tudi hon.

Theo cac phuong 4n khic ctia phuong phép theo sang ché, ngudi bénh 1a
ngudi gid. Theo mdt sd phuwong an ctia phuong phap bat ky trong sb cac phuong
phép theo sang ché, bénh nhan 50 tudi hodc 1én tudi hon. Theo mot s6 phwong an
ctia phuong phép bat ky trong sd cac phuong phép theo sang ché, bénh nhan 55 tudi

hodc 16n tudi hon. Theo mdt s§ phuong 4n ctia phuong phap bt ky trong sb céc

~a
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phuong phép theo sang ché, bénh nhan 60 tubi hodc 16n tudi hon. Theo cac phuong
4n khéc nita ctia phuong phap bét ky trong sb cac phuong phép theo séng ché, bénh
nhan 65 tudi hodc 16n tudi hon. Theo cac phuong 4n bd sung ctia phuong phép bat

ky trong s6 cac phuong phap theo sang ché, bénh nhan 70 tudi hodc 16n tubi hon.

Theo mot s& phuong 4n ctia phuwong phap bét ky trong s6 cac phuong phap
theo sang ché, bénh nhén can dugc diéu tri béng ché phém sinh mién dich theo sang

che thiu stc dé khang.

Theo mét sb phuwong 4n ciia phuong phép bét ky trong s6 cc phuong phép
theo sang ché, ché phém sinh mién dich da héa tri duge dung déng thoi véi vacxin
chéng bénh ciim. Theo mot sb phuong an, vacxin cum 1a “vacxin ciim béc cao”, mot
vacxin cim lidu cao duge chi dinh cho ngudi gia, vi du, ngudi 65 tudi va 16n tudi

hon.

Sang ché dé cap dén phuong phép cam tng dép Gng mién dich bao vé & bénh
nhan chdng lai 1y nhidm phé ciu khudn bao gém budc cho bénh nhan ding lugng
cho tac dung mifn dich cta ché phdm bat ky trong s& céc ché pham lién hop
polysacarit-protein phé cdu khuan sinh mién dich da héa tri dugc mé ta & day.
Luong t6i wu ctia cac thanh phan cho vacxin cu thé (ttc 14 ché phdm sinh mién dich
da héa tri) c6 thé duoc xac dinh boi cic nghién ctu tiéu chudn bao gém viéc quan
sat céc dap img mién dich thich hop & cac dbi tugng. Vi dy, theo mot phuong an
khéc, lidu luong tiém chung cho ngudi duge x4c dinh bang cach ngoai suy tr cc
nghién cttu trén dong vat sang dit liéu nguoi. Theo mdt phuong an khac, lidu luong

duoc xac dinh theo kinh nghiém.

Phuong phép theo sang ché ¢ thé duogc st dung dé ngdn ngura va/hodc lam
giam cac triéu ching l4m sang nguyén phat gdy ra boi vi khuan, vi duy, S
pneumonia, bao gom ca cic ldy nhieém xa4m lan (viém mang ndo, viém phoi, va ving

khuén huyét), va 14y nhiém khong xam lan (viém tai gifta cap tinh, va viém xoang).

Viéc ding ché phim theo séng ché ¢ thé bao gdm mét hodc nhiéu phuong
phép trong sd: tiém qua duong trong co, trong bung, trong da hodc dudi da; hodc

théng qua duong dung niém mac dén duong miéng/dng tidu héa, dudng hd hép hoic
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duong sinh duc. Theo mdt phuong an, viéc dung trong miii duge st dung dé diéu tri
bénh viém phdi hodc viém tai gitta (du6i dang mang phé cdu khudn trong miii-hong
c6 thé duoc ngin ngira hiéu qua hon, tir d6 1am gidm 14y nhiém & giai doan sém
nhit ctia bénh). Theo mot s6 phuong 4n cu thé, ché phdm theo sing ché dugc dung

cho bénh nhan théng qua viéc dung trong co hodc dudi da.

T4t ca cac cong bd don duge dé cap & day duoc két hop bang cach vién din
nhim muc dich md ta va boc 16 cac phuong phép va vat lidu c6 thé duoc s dung

theo sang ché.

Nho céc phuong 4n khéc nhau cia sang ché duge md ta & day dua trén céc
hinh v& di kém, nén hiéu ring sang ché khong bi gi6i han & cic phuong 4n chinh
xé4c d6, va cac thay dbi va cai bién da dang c6 thé c6 hidu qua nhd ngudi cé hiéu
biét trung binh trong linh vuc ndy ma khéng vuot ra khéi pham vi hodc y tudng cla

sang ché nhu duge xac dinh trong céac diém yéu cu bao ho kém theo.
Vi du thwe hién sang ché

Céac vi du sau ddy minh hoa, nhung khong lam giéi han pham vi cua sang

ché.
Vidul
Tao ra polysacarit nang S. pneumoniae

Cac phuong phép nudi ciy phé cau khudn da biét 15 trong linh vyc nay. Xem,
vi du, Chase, 1967, Methods of Immunology and Immunochemistry 1:52. Céc
phuong phép tao ra cac polysacarit nang phé cau khuan ciing d4 biét 18 trong linh
vuc ndy. Xem, vi dy, patent Chau Au s6 EP 0 497 524 B1. Quy trinh dugc md ta
duéi day thuong tudn theo phuong phap duge mo ta trong patent Chau Ausb EP 0
497 524 B1 va thudng 4p dung duoc vao tht ca cac kiéu huyét thanh phé cau khuén.

Cac dang phan 1ap ctia c4c ching phé cau khuin déi véi cée kiéu huyét thanh
6C, 23B, va 31 thu dugc tur Trung tam kiém soat va ngin nglra bénh tat (Atlanta,
GA). Céc ching dbi v6i cac kidu huyét thanh 3, 8, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F, va 33F
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thu duoc tir Pai hoc Pennsylvania (Dr. Robert Ao). Céc chung dbi véi cac kidu
huyét thanh 17F va 19A thu duge tir Co quan sinh hoc FDA (FDA Office of
Biologics) (Dr. John Robbins). Kiéu huyét thanh 7F thu dugc tir Pai hoc bang New
York, Downstate Medical Center (Dr. Gerald Schiffman). Cac dang phéan ldp cta
céc kidu huyét thanh phé ciu khudn khéng duoc liét ké & trén thu duge tir Bo suu
tap giéng chudn M§ (Manassas, VA). Khi can, thi cac kiéu phu dugc biét héa trén
co s& phan tmg Quellung bang cach sir dung khang huyét thanh dic higu. Xem, vi
du, Patent M§ sb 5,847,112. Cac dang phan 1ap thu dugc dugc phan 14p v6 tinh
thém nira bing cach dan trén dia theo déy trong hai giai doan trén céc dia thach gém
6 mbi trudong khong c¢6 thanh phin déng vat chira pepton dau tuong, dich chiét nAm
men, va glucoza khong c6 hemin. Dbi v6i kiéu huyét thanh 7F, cac dia thach duoc
dung ciing chira hemin. Cac dang phan lap vo tinh d6i v6i mdi kiéu huyét thanh
duoc mé rong thém trong méi trudong nudi cdy 1ong bang cach st dung mdi trudng
khong chta thanh phin dong vat chita pepton dau tuong, dich chiét ndm men,
HEPES, natri clorua, natri bicarbonat, kali phosphat, glucoza, va glyxerol dé tao ra

cac ngan hang t€ bao tién co ban.

Quy trinh san xudt mdi kidu huyét thanh ctia polysacarit phé cau khuan bao
gém budc mé rdng té bao va 1én men mé san xuét sau dé 13 bat hoat héa hoc trude
khi tinh ché xu6i dong. Lo chira ngan hang té bao di rd dong tir mdi kiéu huyét
thanh dugc mo rong bang cach str dung binh lic hodc chai nudi cdy chira méi trudng
sinh trudng khong chira thanh phan dong vit v6 tring tit trudc chira pepton du
tuong hodc dich pepton ddu tuong loc siéu, dich chiét nAm men hodc dich chiét nAm
men loc siéu, HEPES, natri clorua, natri bicarbonat, kali phosphat, va glucoza. M6i
trudong mé rong t& bao duoc cho phat trién trong binh lac hogc chai lac bit kin dé
giam thiéu i da su trao ddi khi v6i nhiét d6 va kiém soat khudy. Déi véi céc kiéu
huyét thanh 3, 7F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 19A, 20, 22F, va 33F, lo chira
ngén hang té bao di 1 déng dugc md rong bang cach sir dung thing 1én men chtra
cung mot méi trudng. Trong qua trinh mé rdng t& bio clia céc kiéu huyét thanh nay,
nhiét do, d6 pH, 4p sudt, va tbc do khudy dugc kiém soat. Lép pht dong khong khi
cling dugc kiém soat khi viéc suc khi khong duge st dung. Sau khi dat duge mat 4o

nudi céy cu thé, nhu dugc do boi mat d6 quang & 600nm, thi mot phﬁn cua moi
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trudng mé rong té bao duge chuyén sang thing 1én men san xuit chira méi truong
sinh trudng khong chira thanh phan dong vét vo tring tit trude chira pepton dau
tuwong hodc dich pepton dau tuong loc siéu, dich chiét nAm men hodc dich chiét nAm
men loc siéu, natri clorua, kali phosphat, va glucoza. Nhi¢t do, do pH, ap sult, va
tdc dd khudy duoc kidm soat. Lép phii dong khong khi ciing dwoc kiém soat khi

viéc suc khi khong dugc stir dung.

Bué6e 1én men theo mé duoc két thiic bang cach bd sung chét bat hoat héa
hoc, phenol, khi glucoza gén nhu duogc rat hét. Phenol tinh khiét duoc bd sung vao
ndng d6 cudi cing nim trong khoang tir 0,8 dén 1,2% dé bat hoat céc té bao va giai
phéng polysacarit nang tir vach té bao. Budc bét hoat so cdp dién ra trong mét
khoang thoi gian cu thé trong thing 18n men trong d6 nhiét do va tbc d6 khudy tiép
tuc dugc kiém soat. Sau khi bt hoat so cép, mé nay dugc chuyén sang mdt binh
khac trong d6 n6 dugc giit trong mot khoang thoi gian cu thé nita & nhiét dd va téc
do khqu duoc kiém soat dé hoan thanh viéc bét hoat. Diéu nay dugc xac nhén béng
k¢ thuat dan trén dia vi khuin hozc bing cach x4c nhan ndng d6 phenol va thoi gian

cu thé. Canh truong da bét hoat sau d6 dugc tinh ché.
Vidu?2
Tinh ché polysacarit phé ciu khuin

Quy trinh tinh ché cho céc polysacarit phé cdu khudn bao gdm mot vai budce
ly tAm, budc loc theo d6 séu, cac thao tdc c6/loc mang, va bude két tha. TAt ca cac

quy trinh dugc thyc hién ¢ nhiét d6 trong phong trir khi ¢6 quy dinh cu thé khac.

Canh truong d bat hoat tir moi trudng nudi cAy 1én men cta S. pneumoniae
duoc déng cuc véi polyme cation (nhw BPA-1000, TRETOLITE® (Baker Hughes
Inc., Houston, TX), Spectrum 8160, poly(etylenimin), va Millipore pDADMAC).
Céc polyme cation dugc lién két v6i protein khong tinh khiét, axit nucleic va manh
vun t bao. Sau budc déng cuc va giai doan hoa gia, thi cac chét ran dong cuc duogc
loai b thong qua budce ly tim va nhiéu buédce loc theo do sau. Canh trudong da duge
lam trong dugc cd va dugc loc mang bé‘mg cach st dung bd loc MWCO tr 100kDa

dén 500kDa (cit giam phén tir lugng). Budc loc mang duge thyc hién bang céch st
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dung Tris, chit &&m MgCl, va chit dém natri phosphat. Buéc loc mang loai bo axit

nucleic va protein con du.

Viéc loai bd cac tap chat khac duwoc thuc hién bang cach két tda lai
polysacarit trong natri axetat va phenol v&i ruou bién tinh va/hodc isopropanol.
Trong bude két tha phenol, natri axetat trong chat dém nuéc mudi natri phosphat va
phenol (phenol dugc hoa 16ng hodc phenol ran) dwoc nap vao chat thdm tich da
duogc loc mang. Bude phan doan rugu cia polysacarit sau d6 dugc thuc hién trong
hai giai doan. Trong giai doan thir nhat, phan trim ruou thdp dugc bd sung vio budce
két tia dé két tha manh vun té bao va céc tap chit khong mong mudn khéc, trong
khi polysacarit thd van con trong dung dich. Cac tap chat dugc loai bo thong qua
budc ly tAm sau d6 1a bude loc theo do sdu. Sau d6 polysacarit duge thu héi tir dung
dich nay bang cach bd sung thém isopropanol hodc rugu bién tinh vao mé. Vién
polysacarit két tia dugc thu hdi bang cach ly tAm, dugc nghién nhé va dugc lam kho

dudi dang bot va duge bao quan dong lanh & nhiét 46 -70°C.
Vidu3

Phén tich tinh ddng nhit c4u tric clia mot 36 kiéu huyét thanh phé cau khudn bang
thr nghiém NMR

Cac mau dé phéan tich NMR dugc chuén bi béng cach hoa tan bdt polysacarit
& 5mg bot/mL dung dich trong doteri oxit (D20) chira dimetyl sulfoxit (DMSO)
0,01% va mudi 2,2-Dimetyl-2-silapentan-5-sulfonat-ds natri 0,01% (DSS-ds).
DMSO la chét ndi chuan duoc str dung cho phén tich dinh lugng va DSS-ds dugce st
dung @ thiét 14p thang dich chuyén héa hoc dén Oppm. Thu duge tap dit liéu NMR
proton mot chiu & nhiét dd 50°C va mot phé“m cua phé chira cac cong hudng anome
nhu sau d6 dugc viét mdt cach chon loc dudi dang toa dd x, y d6i véi tép ASCII dé
phén tich bﬁng cach str dung tép lam viéc Microsoft Excel. Toa 9 Y (ttrc 1a, bién do
phd) sau d6 dugc so sanh véi bién do phd cia cac polysacarit nang vi khuan trong
co s6 dit liéu tham chiéu. Cac bién d6 tham chiéu dugc tao ra theo cach tuong tu
trén cac ché phdm da chon ctia mdi kidu huyét thanh sau ddy duoc ky higu dudi

dang 16 tham chiéu. Viéc so sanh ting cip duoc thuc hién véi cac gid tri y tlr mau
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va phd tham chiéu dé tao ra hé sb trong quan (p xy) 1am s& do mirc d6 twong tu giita
céc phd. Gia tri p > 0,95 véi phd bét ky trong sb cac phd tham chiéu duge chon lam

dinh danh dwong cua céu tric polysacarit.

Fig.1-Fig.4 cung cp phd 'H NMR 600 MHz mét chiéu ctia polysacarit nang
14n luot tir kiéu huyét thanh S. preumonia 6C, 15A, 15B duge khir O-axetyl va 35B.
Céc ving ddng nhit 'H NMR dung dé dinh danh kiéu huyét thanh cta kiéu huyét
thanh S. pneumonia 6C, 15A, 15B dugc khir O-axetyl va 35B 14n luot dugc néu trén
Fig.5-Fig.8.

Cdu triic ciia cde polysacarit nang ti kiéu huyét thanh S. pneumonia 15B dwoc khir

O-axetyl va 15C

Céc nghién ciru sinh mién dich dwoc thuc hién bang cach sit dung PCV21 &
tho tring New Zealand (xem vi du 43, dudi ddy). Trong céc nghién clu nay,
polysacarit kiéu huyét thanh 15B dugc khir O-axetyl duge sit dung trong ché pham
da héa tri thay cho kiéu huyét thanh 15C. C4c nghién ctru NMR dugc thuc hién dé
x4c nhén rang polysacarit 15B dugc khir O-axetyl tuong duong v6i polysacarit kiéu
huyét thanh 15C.

Su khéc biét cAu tric gifta cac kiéu huyét thanh cta polysacarit nang Xuat
hién dudi dang khac biét dich chuyén héa hoc trong phé NMR. Vung anome
(khoang tir 4,4 ppm dén 6,0 ppm) nhay v6i moi dic diém chu trac trong don vi lap
cta polysacarit. Cac khac biét trong hdéa hoc 1ap thé, ché phém monosacarit, O-
axetyl hoa va lién két glyosidic truyén cac dich chuyén héa hoc cuia tin hiéu anome
11 ving ndy cua phd doc nhét dén mdi kidu huyét thanh. Ddi v6i polysacarit kiéu
huyét thanh 15B duoc khir O-axetyl, phd 'H NMR tuyét dbi ddng nhét véi phd 'H
NMR ctia polysacarit kiéu huyét thanh 15C, chi ra don vi 13p cta ca hai polysacarit
gdm c6 cac phan tir thé monosacarit va diém lién két glyosidic giéng nhau (xem
Fig.9B-Fig.9C va Fig.10B-Fig.10C). Ciing dugc thé hién mdt cach 16 rang ring
budc khir O-axetyl loai bdo nhém O-axetat ¢ mat trong polysacarit 15B, va hiu nhu

khong c6 nhém O-axetat quan sat thiy nao con lai (xem Fig.10A dén Fig.10F).

Vidu4
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Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 3 cho nghién ctru da hoa tri béng cach st dung

lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phén ti khdi muc tiéu, duge
hoat hoa héa hoc va duogc trao d6i chat dém bing phuong phép loc siéu. Polysacarit
hoat hoa va CRM197 da tinh ché dugc 1dm khé lanh mot cach riéng ré va duge hoa
tan lai trong dimetylsulfoxit (DMSO). Sau do6 polysacarit d& hoa tan lai va dung dich
CRM197 dugc két hop va duoc lién hop nhu duge mé ta dudi ddy. Thé lién hop thu
duoc duge tinh ché bing phwong phép loc siéu trude khi loc 1an cudi & 0,2 micron.
Mot vai tham sb xtr Iy trong mdi buéce, nhu d6 pH, nhiét do, ndng d9, va thdi gian

duoc kiém soat dé thu duge cac thé lién hop ¢6 thudc tinh mong mudn.
Gidam kich c& polysacarit va oxy héa

Bot Ps nang phé ciu khuan d3 tinh ché dugc hoa tan trong nudce va duge loc
& 0,45 micron. Polysacarit d& hoa tan dwoc ddng nhét héa dé 1am giam phan tir khdi
ctia Ps. Ap sudt dong nhat héa va 36 1an cly chuyén thong qua may dong nhat héa

duoc kiém soat dén 380 bar/5 ciy chuyén.

Polysacarit d4 giam kich c& dugc ¢ va dugce loc mang dya trén nudc bang

céch st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit duoc diéu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chét dém natri axetat dé giam thiéu t&i da su giam kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat hoa polysacarit dugc bat ddu bang cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Lugng natri metaperiodat dugc bb sung 1a 0,25mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat duoc muc hoat héa
polysacarit myc tiéu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi lip polysacarit). Phan

g oxy hoéa tiép dién trong 12 gi® & nhiét d§ 22°C.

San phém da hoat héa duge loc mang dua trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau do6 la loc mang dya trén nudce bing cach sit dung mang loc siéu dong tiép

myén NMWCO 10kDa. Budéce loc siéu dugc thuc hién & nhiét do tu 2 dén 8°C.

Lién hop polysacarit véi CRM197
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CRM197 d3 tinh ché, thu dugc théng qua viée biéu hién trong Pseudomonas
Sfluorescens nhu dugc mo ta tir trude (WO 2012/173876 Al), duge loc mang dya
trén phosphat 2mM, chét dém d6 pH = 7,2 béng cach sur dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duoc loc & 0,2 micron.

Cac polysacarit hoat hoa duogc phéi tron dé 1am khé lanh & 2mg Ps/mL véi
n@)ng do sucroza béng 10% trong lugng/thé tich. CRM197 duoc phéi tron dé 1am

kho lanh & 6mg Pr/mL v6i néng dd sucroza l1a 1% trong lu:c_mg/thé tich.

Ps d& phdi tron va dung dich CRM197 dugc lam khd lanh mét c4ch riéng ré.
Ps d3 dugc lam khoé lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mot cach riéng ré
trong céc thé tich bang nhau ctia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 dugc
tron d& dat duoc ndng d6 polysacarit bang 1,0g Ps/L va ty 18 khdi lugng polysacarit
v6i CRM197 bang 1,3. Ty 1& khéi lwong duoge chon loc dé kiém soat ty 18
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu dugc. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mdi mol don vi lap polysacarit) dugc bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong

1 gid ¢ nhiét d6 22°C.
Khit bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi lip polysacarit) dugc bb sung
sau phan Ung lién hop va dugce 0 trong 1,6 gid ¢ nhiét d§ 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong lugng/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chat dém kali phosphat dugc bd sung dé trung
hoa dd pH. Mé nay duoc cd va duge loc mang ¢ nhiét d¢ khoang 4°C dya trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang céch st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cudi va bao quan san pham

M¢ nay sau d6 duge cb va duge loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, véi 0,015% (trong luo’ng/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C béng céch st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.
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Mé thdm tich lai dugce loc & 0,2 micron sau d6 duogc pha loding véi thém
histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0 véi 0,015% (trong
luong/thé tich) polysorbat 20, dugc phan tin thanh cac phan phan wéc va duge cap
déng & nhiét d6 < —60°C.

Béang 1. Céc thudc tinh cta thé lién hop kiéu huyét thanh 3 di v6i nghién ctu da
héa tri tir 1ién hgp DMSO

~ 2 1A Tiéu thu lysin Ps tu Protein tu
Ps ddoxy | The lién hop ) 2 2
hoa Mn/Mw Mr/Mw Ps:Pr (mol/mol do/tong do/tong
CRM197) Ps protein
186/253 kD | 862/1468 kD | 1,16 8,2 <1% <1%

Viduy5

Tao ra kiéu huyét thanh 6C cho nghién ctru lién hgp héa tri mot béng cach st dung
lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc hoat héa héa hoc va dugce trao ddi chét dém
bang phuong phép loc siéu. Polysacarit hoat hoa va CRM197 da tinh ché duoc lam
kho6 lanh mot cach riéng r& va duge hoa tan lai trong DMSO. Sau dé polysacarit da
hoa tan lai va dung dich CRM197 duogc két hop va dugce lién hop nhu duge mo ta
duéi day. Thé lién hop thu dugc dugc tinh ché bang phuong phép loc siéu trude khi
loc 14n cudi & 0,2 micron. Mgt vai tham s6 xur ly trong mdi budc, nhu d6 pH, nhiét
d6, ndng d6, va thoi gian dugc kiém soat dé thu duoc cac thé 1ién hop cé thudc tinh

mong muon.

Oxy héa polysacarit

Bot Ps nang phé cdu khuén di tinh ché dugc hoa tan trong nuéce va dugc loc
& 0,45 micron. Polysacarit d4 loc dd hoa tan dugce ¢ va dugce loc mang dua trén

nude bang cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.
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Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chét dém natri axetat dé giam thiéu t6i da su giam kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat héa polysacarit dwoc bit dau bang cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Lugng natri metaperiodat dugc bd sung 1a 0,10mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat dugc mirc hoat héa
polysacarit muyc tiéu (cic mol aldehyt trong mdi mol don vi lgp polysacarit). Phan

g oxy hoa tiép dién trong 2 gid & nhiét do 22°C.

San phém da hoat hoa dugc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, do pH =
6,4 sau d6 la loc mang dya trén nudc bang cach st dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Buéc loc siéu duoc thuc hién & nhiét do tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit voi CRM197

CRM197 da tinh ché, thu duoc théng qua viée biéu hién trong Pseudomonas
Sfluorescens nhu dugc md ta tur truéec (WO 2012/173876 Al), dugc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chit dém d¢ pH = 7,2 bang cach st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va dugc loc ¢ 0,2 micron.

Cac polysacarit hoat hoa dugc phéi tron dé 1am khé lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng do6 sucroza bang 5% trong lugng/thé tich. CRM197 duge phéi trén @ 1am kho
lanh & 6mg Pr/mL v&i ndng do sucroza 14 1% trong lwong/thé tich.

Ps da phéi trdn va dung dich CRM197 dugc lam kho lanh mét cach riéng ré€.
Ps d3 duoc lam khd lanh va vat liéu CRM197 dugce hoa tan lai mot cach riéng ré
trong cac thé tich bang nhau ctia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 dugc
tron dé dat dugc ndéng do6 polysacarit béng 2,2g Ps/L va ty 1& khdi lugng polysacarit
véi CRM197 bing 1,4. Ty 18 khdi luong dugc chon loc @ kiém soat ty 1&
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu duge. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mbi mol don vi lp polysacarit) dugc bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong

15 gid ¢ nhiét do 22°C.

Khit bang natri borohydrua
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Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi lip polysacarit) dugc bd sung
sau phan ung lién hgp va duge U trong 3 gid ¢ nhiét d6 22°C. M¢é nay duoc pha
loding v&o natri clorua 150mM, vé6i khoang 0,025% (trong lwong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chat dém kali phosphat dugc bd sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay dugc c6 va dugce loc mang ¢ nhiét d¢ khoang 4°C dua trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM dé pH = 7, bang cach st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cuoi va bao quadn san phdm

Meé nay sau d6 dugc co va duoc loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, véi 0,015% (trong lwong/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bing cach sir dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé thdm tich lai dugce loc & 0,2 micron sau d6 dugc pha lodng véi thém
histidin 10mM nfta trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0 véi 0,015% (trong
lugng/thé tich) polysorbat 20, dugc phan tan thanh céc phin phan udc va duge cip
dong & nhiét d¢ <—60°C.

Bang 2. Céc thudc tinh ctia thé lién hop kiéu huyét thanh 6C d6i voi nghién ciru héa
tri mot tr lién hgp DMSO

Ps da oxy Thé lién hop |Ps:Pr| Tiéu thu lysin Pstu Protein tu
héa Mn/Mw Mn/Mw (mol/mol do/téng do/téng
CRM197) Ps protein
144/229 kD | 2038/4182 | 1,20 9,2 3,1% 5,8%
kD
Vidu6

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 6C cho nghién ctru da héa tri bang cach st
dung lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc hoat hda hoa hoc va duogc trao ddi chat dém
bing phuong phap loc siéu. Polysacarit hoat héa va CRM197 da tinh ché duoc lam

kho lanh mot cach riéng r& va dugc hoa tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit da
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hoa tan lai va dung dich CRM197 dugc két hop va dugc lién hop nhu duge mo ta
dudi day. Thé lién hop thu duge duge tinh ché bang phwong phép loc siéu truée khi
loc 14n cubi & 0,2 micron. Mét vai tham s xir 1y trong mdi budc, nhu d6 pH, nhiét
do, néng do, va thoi gian dugce kiém soat dé thu duoc céc thé lién hop c6 thude tinh

mong mudn.
Oxy hoa polysacarit

Bot Ps nang phé ciu khudn d4 tinh ché dugc hoa tan trong nuée va duge loc
& 0,45 micron. Polysacarit da lgc d& hoa tan dugc ¢6 va dugc loc mang dua trén

nu6e bing cach sir dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chit dém natri axetat dé giam thiéu t6i da su giam kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat hoéa polysacarit dwoc bit dau bang cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Luong natri metaperiodat duoc bd sung 1a 0,10mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat duoc mirc hoat hoa
polysacarit muc tiéu (cac mol aldehyt trong mbi mol don vi lip polysacarit). Phan

g oxy hoa tiép dién trong 2 gid & nhiét d6 22°C.

San phém d3 hoat hoa dugc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, d¢ pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dua trén nudc bang cach sir dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Buéc loc sidu dugc thuc hién & nhiét d6 tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 d4 tinh ché, thu dugc thong qua viée biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu duge md ta tir trude (WO 2012/173876 Al), duoc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chat dém d6 pH = 7,2 bang cach st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duoc loc & 0,2 micron.

Cac polysacarit hoat hoa dugc phéi tron ¢ 1am khd lanh & 6mg Ps/mL véi
néng d0 sucroza béng 5% trong lugng/thé tich. CRM197 duoc phéi tron dé 1am kho
lanh & 6mg Pr/mL v&i ndng do sucroza 1a 1% trong luong/thé tich.
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Ps da phéi trén va dung dich CRM197 duogc lam khd lanh mot cach riéng r€.
Ps d3 dugc lam khé lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mot cach riéng ré
trong céc thé tich bang nhau ctia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 duoc
tron dé dat duoc ndng d6 polysacarit bang 1,9g Ps/L va ty 1& khéi luong polysacarit
v6i CRM197 bing 1,4. Ty 186 khdi lugng dugc chon loc dé kiém soat ty 18
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu duge. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mdi mol don vi lap polysacarit) dugc bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong

15 gio ¢ nhiét do 22°C.
Khik bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi 1ip polysacarit) dugc bb sung
sau phan tng lién hgp va dugc U trong 3 gi¢ ¢ nhiét 4o 22°C. Mé nay duoc pha
logng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong lugng/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chat dém kali phosphat dugc bd sung dé trung
hoa do6 pH. Mé nay dugc cd va dugce loc mang & nhiét do khoang 4°C dya trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM dé pH = 7, bang cach st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cuoi va bao quan san pham

M¢ nay sau d6 dugc cb va duge loc mang dua trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, véi 0,015% (trong luqng/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bang cach st dung mang loc sidu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé thdm tich lai duoc loc & 0,2 micron sau d6 dugce pha lodng véi thém
histidin 10mM ntta trong natri clorua 150mM, d¢ pH = 7,0 véi 0,015% (trong
luong/thé tich) polysorbat 20, duge phan tan thanh cac phin phan udc va duge cap
dong & nhiét d¢ < —60°C.

Bang 3. Céc thudc tinh ctia thé 1ién hop kiéu huyét thanh 6C d6i véi nghién ctru da
hoéa tri tir lién hgp DMSO

Psdioxy | Théliénhop |Ps:Pr| Tiéu thy lysin Ps ty Protein tuy
héa Mn/Mw Mn/Mw (mol/mol do/tong do/tong
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CRM197) Ps protein

144/229kD | 2104/5006 | 1,11 8,4 4,9% 2,2%
kD

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 6A cho nghién ctru héa tri mot bing
cach st dung lién hgp DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc hoat hoa hoa hoc va duge trao ddi chit dém
bang phuong phép loc siéu. Polysacarit hoat héa va CRM197 da tinh ché duoc 1am
kho lanh mot cach riéng r& va duge hoa tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit da
hoa tan lai va dung dich CRM197 duoc két hop va dugc lién hop nhu duge mo ta
dudi dy. Thé 1ién hop thu dugc dugc tinh ché bang phuong phép loc siéu truée khi
loc 14n cudi & 0,2 micron. Mot vai tham s6 x0r ly trong mdi budc, nhur d6 pH, nhiét
d6, ndng do, va thoi gian duoc kiém soat dé thu duoc cac thé lién hop cé thude tinh

mong muon.
Giam kich cé polysacarit va oxy hoa

Bt Ps nang phé cAu khuén d tinh ché duoc hoa tan trong nudc va duge loc
& 0,45 micron. Polysacarit d& hoa tan dugc dong nhit héa dé lam giam phan tir khéi
cta Ps. Ap suit ddng nhéat hoa va s6 1an cdy chuyén thong qua méy ddng nhit hoa
duoc kiém soat dén 200 bar/5 cy chuyén. Polysacarit d3 gidm kich c& duge cb va
duoc loc mang dua trén nudc bang cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén
NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc didu chinh dén 22°C va @ pH =5 béng
chit dém natri axetat dé giam thiéu tbi da su giam kich c& polysacarit do hoat hoa.
Viéc hoat hda polysacarit dugc bat dau béng cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Luong natri metaperiodat dugc bb sung 1a 0,10 mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat duoc muc hoat hda
polysacarit muc tidu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi lap polysacarit). Phan

g oxy hoa tiép dién trong 2 gid & nhiét do 22°C.
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San phém da hoat hdéa duoc loc mang dua trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau do 1a loc mang dua trén nude béng cach st dung mang loc si€éu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Budc loc siéu duge thyc hién & nhiét d6 tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 d3 tinh ché, thu duoc thdng qua viée biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu duge md ta tir trude (WO 2012/173876 Al), duoc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chét dém d6 pH = 7,2 bang cach sit dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va dugc loc ¢ 0,2 micron.

Céc polysacarit hoat héa dugc phdi tron dé 1am kho lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng do sucroza bang 5% trong lwong/thé tich. CRM197 duoc phdi tron dé 1am kho
lanh & 6mg Pr/mL v&i ndng d6 sucroza 1a 1% trong luqng/thé tich.

Ps da phéi tron va dung dich CRM197 duoc lam kho6 lanh mdt cach riéng ré.
Ps d3 dugc 1am khd lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mot cach riéng ré
trong céc thé tich bang nhau ctia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 duoc
tron dé dat dugc ndng do polysacarit bing 1,5g Ps/L va ty 18 khéi lugng polysacarit
véi CRM197 bang 1,4. Ty 1& khdi lwong dugc chon loc dé kiém soat ty 1€
polysacarit véi CRM197 trong thé 1ién hop thu duge. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mdi mol don vi lp polysacarit) dugc bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong

15 git ¢ nhiét 46 22°C.
Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi ldp polysacarit) dugc b6 sung
sau phan tmg lién hop va dugc U trong 3 gio' ¢ nhiét d6 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong luong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chat dém kali phosphat duge bd sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay dugc cb va duge loc mang ¢ nhiét d§ khoang 4°C dya trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang céch st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cuoi va bao quan san phdm
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Mé nay sau d6 dugc cd va duge loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, v6i 0,015% (trong lugng/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bang cach st dung mang loc sidu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé thim tich lai duoc loc ¢ 0,2 micron sau d6 duoc pha lodng véi thém
histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0 véi 0,015% (trong
lwong/thé tich) polysorbat 20, dugc phan tan thanh cac phin phan udc va duge cip
dong & nhigt do < —-60°C.

Bang 3a. Céc thudc tinh cta thé lién hop kiéu huyét thanh 6A cho nghién ctru héa tri
mot tir li€n hop DMSO

Ps da oxy Thé lién hop | Ps:Pr| Tiéuthy lysin Pstu Protein tu
héa Mn/Mw Mn/Mw (mol/mol do/tbng do/tong
CRM197) Ps protein
238/278 kD | 2565/6310 | 1,021 9,2 3% 5%
kD
Vidu7

Tao ra thé 1ién hop kiéu huyét thanh 7F cho nghién ctru da héa tri bang cach sir
dung lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c¢& dén phan tir khdi muc tiéu, duge
hoat héa héa hoc va duge trao ddi chét dém bang phuong phép loc siéu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 dé tinh ché dugc 1am kho lanh mdt cach riéng ré va dugc hoa
tan lai trong DMSO. Sau dé polysacarit d3 hoa tan lai va dung dich CRM197 duoc
két hop va dugce lién hop nhu dwoc mb ta dudi ddy. Thé lién hop thu duge duge tinh
ché bing phuong phap loc siéu trude khi loc 1an cubi & 0,2 micron. M6t vai tham s6
xu ly trong mdi bude, nhu d6 pH, nhiét do, n6ng do, va thoi gian dugc kiém soat dé

thu duoc cac thé lién hop c6 thude tinh mong mudn.

Giam kich c& polysacarit va oxy hoa
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Bot Ps nang phé cau khuén d3 tinh ché dugc hoa tan trong nuée va duoc loc
& 0,45 micron. Polysacarit d& hoa tan duoc dong nhét hoa dé lam giam phan tir kho6i
ctia Ps. Ap suat ddng nhat hoéa va sb lan cdy chuyén thong qua may d6ng nhit hoa

duoc kiém soat dén 150 bar/7 cdy chuyén.

Polysacarit dd giam kich c¢& dugc cd va dugce loc mang dua trén nudc b?mg

cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d¢ pH = 5 bang
chét dém natri axetat dé giam thiéu t6i da sy giam kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat hoa polysacarit dugc bat dau bing cach b6 sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Lugng natri metaperiodat dugc bd sung 13 0,24mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lfp polysacarit dé dat duwoc muc hoat hoa
polysacarit muc tiéu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi lap polysacarit). Phan

g oxy héa tiép dién trong 4 giy & nhiét 46 4°C.

San pham di hoat héa duoc loc mang dua trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dua trén nuGe bing cach st dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Buéec loc siéu dugce thuc hién ¢ nhiét do tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 d tinh ché, thu dwoc thong qua viée biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu dugc md ta tir trudec (WO 2012/173876 Al), duge loc mang dua
trén phosphat 2mM, chét dém d6 pH = 7,2 bang cach sir dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duge loc & 0,2 micron.

Céc polysacarit hoat hoa dugc phéi tron dé lam khé lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng d6 sucroza bang 5% trong luo*ng/thé tich. CRM197 duoc phéi tron dé 1am kho

lanh & 6mg Pr/mL v&i ndng d6 sucroza 1a 1% trong luong/thé tich.

Ps da phéi tron va dung dich CRM197 dugc lam kho lanh mdt cach riéng ré.
Ps d3 duoc lam khd lanh va vat liéu CRM197 dugce hoa tan lai mot cach riéng ré
trong cac thé tich bang nhau ctia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 duoc
tron dé dat duoc ndng do polysacarit bing 2,6g Ps/L va ty 18 khdi lugng polysacarit
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v6i CRM197 bing 1,5. Ty 18 khdi luong dugc chon loc dé& kiém soat ty 18
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu duoc. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mdi mol don vi lap polysacarit) duwoc bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong

4 gid & nhiét do 22°C.
Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi lap polysacarit) dugc bd sung
sau phan ung lién hop va dugc u trong 3 gio & nhi¢t do 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong lugng/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chat dém kali phosphat dugc bo sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay dugc c6 va dugce loc mang & nhiét 46 khoang 4°C dya trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang cach st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cuoi va bao quan san pham

M¢ nay sau d6 duogc c¢6 va dugce loc mang dua trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, vdi 0,015% (trong luong/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bang cach sir dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé thim tich lai dugce loc & 0,2 micron sau d6 dugc pha loding véi thém
histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d¢ pH = 7,0 véi 0,015% (trong
luong/thé tich) polysorbat 20, dwoc phén tin thinh céc phan phan uéc va duge cép
dong & nhiét d¢ < —60°C.

Bang 4. Céc thudc tinh ctia thé lién hop kiéu huyét thanh 7F d6i v6i nghién ctru da
héa tri tr lién hop DMSO

Psdioxy | Théliénhgp |Ps:Pr| Tiéu thu lysin Ps tu Protein tu
héa Mn/Mw Mn/Mw (mol/mol do/tong do/tong
CRM197) Ps protein
76/118 kD 1817/4026 | 1,55 6,7 <1% 3,2%
kD
Viduy 8
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Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 8 cho nghién ctru da hoéa tri bang céch str
dung lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phan t khdi muc tiéu, duge
hoat héa héa hoc va duoc trao doi chat dém bang phuwong phép loc siéu. Polysacarit
hoat hdéa va CRM197 da tinh ché dugc 1am kho lanh mdt cach riéng r& va duoc hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit dd hoa tan lai va dung dich CRM197 dugc
két hop va dugce lién hop nhu duge mo ta dudi day. Thé lién hop thu duge dugc tinh
ché bang phuong phép loc sidu trude khi loc 1an cudi & 0,2 micron. Mot vai tham sd
xu ly trong mdi bude, nhu dd pH, nhiét do, néng dd, va thoi gian dugce kiém soat dé

thu duoc cac thé lién hop c6 thugc tinh mong mubn.
Giam kich c& polysacarit va oxy héa

Bt Ps nang phé cAu khuén d3 tinh ché dugc hoa tan trong nudce va duogc loc
& 0,45 micron. Polysacarit d& hoa tan dugc dong nhat hoa dé 1am giam phan tir khéi
ctia Ps. Ap sult ddng nhét hoa va sb 1an cdy chuyén thong qua méy ddng nhit héa

duoc kiém soat dén 600 bar/5 cdy chuyén.

Polysacarit d4 giam kich c& dugc cd va dugc loc mang dua trén nudce béang

cach sir dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 5kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc didu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chit dém natri axetat d& giam thiéu tdi da su giam kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat héa polysacarit dugc bat dau bang céch b6 sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Lugng natri metaperiodat dugc bb sung 13 0,18mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat duoc mirc hoat hoa
polysacarit muc tidu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi lap polysacarit). Phan

g oxy hoa tiép dién trong 4 gi®y & nhiét do 22°C.

San phém dd hoat héa duoc loc mang dua trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dya trén nudc bang cach st dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 5kDa. Budec loc siéu duge thuce hién ¢ nhiét do tr 2 dén 8°C.

Lién hop polysacarit véi CRM197
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CRM197 d4 tinh ché, thu duoc théng qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
Sfluorescens nhu duge mo ta tir trude (WO 2012/173876 Al), duge loc méuig dua
trén phosphat 2mM, chit dém do pH=17,2 béng cach sir dung mang loc si€u dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va dugc loc & 0,2 micron.

Céc polysacarit hoat héa dugc phdi tron dé 1am kho lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng d6 sucroza béng 5% trong luong/thé tich. CRM197 duogc phéi tron dé 1am kho
lanh & 6mg Pr/mL véi néng do6 sucroza la 1% trong lwong/thé tich.

Ps da phéi tron va dung dich CRM197 dugc lam kho lanh mét cach riéng ré.
Ps dd dugc lam kho lanh va vat liéu CRM197 duoc hoa tan lai mot cach riéng ré
trong cac thé tich bang nhau ctia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 duoc
tron dé dat duoc ndng dod polysacarit bang 4,0g Ps/L va ty 18 khéi lwong polysacarit
v6i CRM197 bing 1,5. Ty 18 khdi luong dugc chon loc dé kifm soat ty 18
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu dugc. Sau khi tron, phan tmg lién
hop tiép dién trong 2 gid' & nhiét d6 22°C. Natri xyanoborohydrua khong dugc bd
sung vao phan Ung lién hop nay do quan sat thiy rang viéc bd sung natri
xyanoborohydrua c6 thé din dén su két tua khong thay dbi dugc trong phan tng lién
hop d6i véi kiéu huyét thanh 8. Viéc bd natri xyanoborohydrua khoi phan Gmg s&
tranh gy két tia ma khong 1am anh hudng dang ké dén cac thuge tinh lién hop.

Khi bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi 1ip polysacarit) dugc bb sung
sau phan tmg lién hop va dugc U trong 1 gio & nhiét d6 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong lwong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chat dém kali phosphat duge bd sung dé trung
hoa dd pH. Mé nay duoc cd va duge loc mang ¢ nhiét 6 khoang 4°C dya trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang cach st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cuoi va bao quan san phdm
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Mé nay sau d6 dugc c6 va duge loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, v&i 0,015% (trong lugng/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bang cach sir dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Meé thim tich lai duoc loc & 0,2 micron (véi bd loc so bd 0,5 micron) sau d6
dugc pha lodng v&i thém histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0
v6i 0,015% (trong lwong/thé tich) polysorbat 20, dugc phan tén thanh cac phan phan

wde va duoc cp déng & nhiét d@6 < —60°C.

Bang 5. Céc thudc tinh cua thé lién hop kiéu huyét thanh 8 dbi véi nghién ctru da
hoa tri tir 1ién hop DMSO

Ps dioxy | Théliénhop | Ps:P Tiéu thu lysin Ps tu Protein ty
héa Mn/Mw Mn/Mw r (mol/mol do/tdng do/téng
CRM197) Ps protein
110/128 kD | 1479/2196 | 1,17 10,3 3,7% <1%
kD
Vidu9

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 9N cho nghién ctru da héa tri bang cach sir
dung lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phan tir khdi muc tiéu, duge
hoat hda hoa hoc va dugc trao ddi chét dém bang phuong phép loc siéu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 da tinh ché dugc lam kho lanh mot cach riéng ré va duge hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit dd hoa tan lai va dung dich CRM197 dugc
két hop va dugc lién hop nhu duge mé ta dusi ddy. Thé lién hop thu duge duge tinh
ché bang phuong phap loc siéu trude khi loc 1an cudi & 0,2 micron. Mot vai tham s
xtt Iy trong mdi budc, nhu d6 pH, nhiét do, ndng d9, va thoi gian dugce kiém soét dé

thu duge céc thé lién hop c6 thude tinh mong mudn.
Gidm kich c& polysacarit va oxy hda

Bo6t Ps nang phé ciu khudn d3 tinh ché dugc hoa tan trong nuéc va duge loc

& 0,45 micron. Polysacarit da hoa tan dugc dbng nhat hoa dé lam giam phan tir khéi
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cta Ps. Ap sudt ddng nhét héa va s6 1an cdy chuyén thong qua may ddng nhat hoéa

duoc kiém soat dén 250 bar/5 cdy chuyén.

Polysacarit d3 giam kich c¢& dugc c6 va duogc loc mang dua trén nude béng

cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dwoc diu chinh dén 22°C va 46 pH = 5 bang
cht dém natri axetat dé giam thiéu t61 da sy giam kich ¢& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat héa polysacarit dugc bit diu bang cach b sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Lugng natri metaperiodat dugc bb sung 1a 0,16mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat duoc muc hoat hda
polysacarit muc tiéu (cdc mol aldehyt trong mdi mol don vi lip polysacarit). Phan

g oxy hoa tiép dién trong 4 gi® & nhiét d6 22°C.

San phdm d3 hoat héa dugc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 13 loc mang dya trén nudc bing cach sir dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Budec loc siéu dugce thuce hién ¢ nhiét do tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRMI197

CRM197 d4 tinh ché, thu duoc thong qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu duge mod ta tir trude (WO 2012/173876 Al), duoc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chit dém d¢ pH = 7,2 bang cach sit dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duge loc & 0,2 micron.

Céc polysacarit hoat hda duoc phéi trén dé 1am kho lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng d6 sucroza bang 5% trong luong/thé tich. CRM197 duoc phéi tron dé 1am kho
lanh & 6mg Pr/mL v&i ndng d6 sucroza 13 1% trong luong/thé tich.

Ps da phéi tron va dung dich CRM197 dugc lam kho6 lanh mot cach riéng ré.
Ps d& duoc lam kho lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mot cach riéng ré&
trong cac thé tich bang nhau cia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 dugc
tron dé dat duge ndng do6 polysacarit bang 3,25g Ps/L va ty 1€ khéi lwong polysacarit
véi CRM197 bing 1,5. Ty 1& khéi luong dugc chon loc dé kiém sodt ty 18
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu dugc. Natri xyanoborohydrua (1mol
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trong m&i mol don vi lap polysacarit) dugc bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong

1 gio & nhigt do 22°C.
Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi lap polysacarit) dugc bd sung
sau phan ng lién hgp va dugc U trong 1 gio ¢ nhiét 46 22°C. Mé nay duoc pha
lodng vao natri clorua 150mM, vé1 khoang 0,025% (trong luong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chit dém kali phosphat duoc bb sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay dugc c6 va dugc loc mang ¢ nhiét d6 khoang 4°C dya trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang c4ch sir dung mang loc sidu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cudi va bao quan san pham

MEé nay sau d6 dugc cb va dugce loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, v6i 0,015% (trong lwong/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bang cach sir dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé thdm tich lai dugc loc & 0,2 micron sau d6 duoc pha lodng véi thém
histidin 10mM ntta trong natri clorua 150mM, d¢ pH = 7,0 vé6i 0,015% (trong
lwong/thé tich) polysorbat 20, dugc phan tan thanh céc phan phéan uéc va dugc clp
dong o nhiét d6 <—60°C.

Bang 6. c4c thudc tinh cta thé lién hop kiéu huyét thanh 9N d6i voi nghién ciru da
héa tri tir lién hop DMSO

Ps da oxy Thé lién hop | Ps:P Tiéu thu lysin Ps tu Protein tu
héa Mn/Mw Mn/Mw r (mol/mol do/tong do/téng
CRM197) Ps protein
195/226 kD 1407/3134 1,33 10,1 1,9% <1%
kD
Vidu 10
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Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 10A cho nghién ctru héa tri mét bang cach sir
dung lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugce tao kich c& dén phén tr khdi muc tiéu, duge
hoat hda hoa hoc va duge trao dbi chit dém bang phuong phép loc siéu. Polysacarit
hoat hdéa va CRM197 da tinh ché duge 1am kho lanh mot cach riéng 1& va dugc hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit dd hoa tan lai va dung dich CRM197 dugc
két hop va duoc lién hop nhu duge mé ta dudi day. Thé lién hop thu duge duge tinh
ché bang phuong phép loc siéu trude khi loc 1an cudi & 0,2 micron. Mot vai tham 56
xir Iy trong mdi budce, nhu d6 pH, nhiét o, ndng do, va thoi gian duoc kiém soat dé

thu duoc céc thé 1ién hop c6 thude tinh mong mudn.
Giam kich c& polysacarit va oxy héa

Bot Ps nang phé ciu khuén d3 tinh ché dugc hoa tan trong nudce va duge loc
& 0,45 micron. Polysacarit d4 hoa tan dwgc ddng nhat héa dé 1am gidm phan tir khoi
cta Ps. Ap sult ddng nhét hoa va sb 1an cdy chuyén théng qua méy ddng nhat héa
duoc kiém soat dén 200 bar/5 cdy chuyén sau d6 1a 600 bar/5 cly chuyén dé dat

dugc phan tur khéi muc tiéu.

Polysacarit d& giam kich c& duoc c6 va dugc loc mang dua trén nudc bang

cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d6 pH =5 béng
chat dém natri axetat d& giam thiéu t6i da sy giam kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat hoa polysacarit dugc bit ddu bang cach b sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Luong natri metaperiodat duoc bd sung 13 0,15mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat dugc mic hoat hoa
polysacarit myc tiéu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi lip polysacarit). Phan

g oxy hoéa tiép dién trong 2 gid & nhiét do 22°C.

San phim d3 hoat héa dugc loc mang dua trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dua trén nudc bang cach st dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Budce loc siéu dugc thuc hién & nhiét d6 tu 2 dén 8°C.
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Lién hop polysacarit voi CRM197

CRM197 d4 tinh ché, thu dugc théng qua viée biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu duge mo ta tir trudge (WO 2012/173876 Al), duoc loc mang dya
trén phosphat 2mM, chit dém d6 pH = 7,2 bang cach st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duoc loc & 0,2 micron.

Cac polysacarit hoat hoa dugc phdi tron d€ 1am kho lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng do sucroza bang 5% trong luong/thé tich. CRM197 duge phéi tron dé lam kho
lanh & 6mg Pr/mL v&i néng dd sucroza la 1% trong lu’gng/thé tich.

Ps da phéi tron va dung dich CRM197 dugc 1lam kho lanh mot cach riéng ré.
Ps da dugc lam kho lanh va véat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mdt cach riéng ré
trong céc thé tich bang nhau ctia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 dugc
tron dé dat dugc ndng do polysacarit bang 5,0g Ps/L va ty 16 khéi luong polysacarit
v6i CRM197 bing 2,0. Ty 16 khéi luong dwoc chon loc dé kiém soat ty 1&
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu dugc. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mdi mol don vi lp polysacarit) duge bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong

4 gid & nhiét 46 22°C.
Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi 1&p polysacarit) dugc bb sung
sau phan mg lién hop va dugc U trong 1 gio & nhiét d6 22°C. Mé nay duoc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong luong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chit dém kali phosphat duoc bd sung dé trung
hoa dd pH. Mé nay duoc cd va duge loc mang & nhiét 6 khoang 4°C dya trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bing céch st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cuoi va bao quan san pham

Mé nay sau d6 dugc cd va dugce loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, do pH = 7,0, véi 0,015% (trong luqng/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bing cach st dung méang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.
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M¢ tham tich lai dugc loc & 0,2 micron (véi bd loc so bd 0,5 micron) sau d6
dugc pha lodng v&i thém histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0
v6i 0,015% (trong luong/thé tich) polysorbat 20, duge phan tan thanh cac phén phan

ude va dugc cip déng & nhiét d6 < —60°C.

Bang 7. Cac thudc tinh cua thé 1ién hop kiéu huyét thanh 10A d6i v6i nghién ctru
héa tri mot tir lién hop DMSO

Psdioxy | Théliénhop |Ps:Pr| Tiéu thu lysin Pstu Protein tu
hdéa Mn/Mw Mn/Mw (mol/mol do/téng do/tong
CRM197) Ps protein
76/111 kD 5137/7061 1,13 5,1 <1% 15%
kD
Vidull

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 10A cho nghién ctru da héa tri bing céch st
dung lién hgp DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phan tu khéi muc tiéu, duoc
hoat hda héa hoc va dugc trao dbi chit dém bang phuong phép loc siéu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 d tinh ché dugc lam kho lanh mdt cach riéng ré va dugc hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit dd hoa tan lai va dung dich CRM197 dugc
két hop va dugc lién hop nhu duge mé ta dusi day. Thé lién hop thu duge duge tinh
ché bang phuong phép loc siéu trude khi loc 1an cudi & 0,2 micron. Mot vai tham sO
xir Iy trong m&i budce, nhu d6 pH, nhiét d6, ndng d9, va thoi gian duoc kiém soét dé

thu duoc céc thé lién hop co6 thudc tinh mong mudn.
Giam kich c& polysacarit va oxy héa

B6t Ps nang phé cAu khuén d3 tinh ché duoc hoa tan trong nudce va duoc loc
& 0,45 micron. Polysacarit d4 hoa tan dwoc déng nhét héa dé lam giam phan ti khéi
cua Ps. Ap sudt ddng nhét héa va sb 1an cdy chuyén thong qua méy ddng nhat héa

duoc kidm soat dén 600 bar/5 cdy chuyén.
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Polysacarit d giam kich ¢& duoc ¢ va dugc loc mang dya trén nuéc bang

céch sir dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chét dém natri axetat d& giam thiéu t6i da su giam kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat hoéa polysacarit dugc bat dau bﬁng cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Lugng natri metaperiodat duoc bd sung 13 0,16mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lap polysacarit && dat dwoc mic hoat héa
polysacarit muc tiéu (cdc mol aldehyt trong m&i mol don vi lip polysacarit). Phan

Ging oxy hoa tiép dién trong 2 gi® & nhiét d 22°C.

San phdm d3 hoat héa dugc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dua trén nudc bang cach sir dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Buéc loc siéu duoc thuc hién & nhiét do tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 d4 tinh ché, thu duoc thong qua viée biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu duge md ta tir trude (WO 2012/173876 Al), duoc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chit dém d6 pH = 7,2 béng cach sir dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va dugc loc ¢ 0,2 micron.

Cac polysacarit hoat hoa duoc phéi tron dé 1am kho lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng do sucroza béng 5% trong luqng/thé tich. CRM197 duogc phéi tron dé lam kho
lanh & 6mg Pr/mL v6i ndng d6 sucroza 1a 1% trong luong/thé tich.

Ps da phéi trén va dung dich CRM197 dugc lam kho lanh mdt céach riéng ré.
Ps d3 dugc lam kho lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mdt cach riéng ré&
trong c4c thé tich bang nhau ctia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 duoc
tron dé dat dugc néng do polysacarit bé“mg 4,0g Ps/L va ty 1€ khéi lugng polysacarit
voi CRM197 bﬁng 1,75. Ty 1€ khéi lugng duoc chon loc dé kiém soat ty 1¢
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu duge. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mdi mol don vi lap polysacarit) dugc bé sung, va viéc lién hop tiép dién trong

4 gi¢ & nhiét o 22°C.
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Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong m3i mol don vi lip polysacarit) dugc bo sung
sau phan tng lién hop va duoc U trong 1 gio ¢ nhiét d6 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong luong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chit dém kali phosphat duogc b6 sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay duogc c¢6 va duge loc mang & nhiét 4§ khoang 4°C dua trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d¢ pH = 7, bing cach st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cudi va bao quan san pham

M¢ nay sau d6 dugc ¢ va duge loc mang dua trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, v&i 0,015% (trong lwong/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét ¢ 4°C béng cach str dung mang loc si€éu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Meé tham tich lai duge loc & 0,2 micron (véi bd loc so bd 0,5 micron) sau do
duoc pha lodng véi thém histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0
v6i 0,015% (trong luong/thé tich) polysorbat 20, dugc phan tan thanh cac phan phan

wde va duogce cap dong & nhiét d6 < —60°C.

Bang 8. Cac thudc tinh cia thé lién hop kidu huyét thanh 10A cho nghién ctru da
héa tri tr lién hop DMSO

Ps da oxy Thé lién hop | Ps:P Ti€u thu lysin Ps tu Protein tu
héa Mn/Mw Mn/Mw r (mol/mol do/téng do/téng
CRM197) Ps protein
94/130 kD 1540/3000 | 1,54 7,7 8,5% <1%
kD
Vidu 12

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 11A cho nghién ctru da héa tri bang cach sir
dung lién hgp DMSO
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Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phén tu khdi muc tiéu, duge
hoat hoa héa hoc va dugce trao ddi chit dém bang phuwong phap loc siéu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 da tinh ché duge 1am kho lanh mdt cach riéng ré va duge hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit dd hoa tan lai va dung dich CRM197 dugc
két hop va dugc lién hop nhu dugc mo ta dudi day. Thé lién hop thu duoc duoc tinh
ché bing phuong phap loc sidu trudce khi loc 14n cudi & 0,2 micron. Mot vai tham sb
xtt 1y trong mdi budce, nhur d6 pH, nhiét d6, ndng do, va thoi gian duge kiém soat dé

thu duoc cac thé 1ién hop c6 thude tinh mong mudn.
Giam kich c& polysacarit va oxy héa

Bt Ps nang phé cAu khun di tinh ché duoc hoa tan trong nudc va duge loc
& 0,45 micron. Polysacarit d hoa tan duoc giam kich ¢& bang cach thity phan axit
bing cach bd sung axit axetic dén 200mM, @ & nhiét d6 92°C trong 75 phut, sau d6
trung hoa bang cach bd sung chit dém kali phosphat lanh d6 pH = 7 dén 400mM.

Polysacarit d& giam kich c¢& dugc c6 va dugce loc mang dua trén nudc bang

cach str dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 5kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit duoc didu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chét dém natri axetat d& giam thiéu tdi da su giam kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat héa polysacarit dugc bit ddu bang cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Lugng natri metaperiodat dugc b6 sung 1a 0,13mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat dwoc mirc hoat héa
polysacarit muc tiéu (cdc mol aldehyt trong mdi mol don vi lip polysacarit). Phan

mg oxy hoa tiép dién trong 2 gi® & nhiét d 22°C.

San phém da hoat hoa dugc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, do pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dya trén nuéc bing cach st dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 5kDa. Budc loc sidu dugc thuc hién ¢ nhiét do tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 da tinh ché, thu duoc thong qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu duge md ta tir truée (WO 2012/173876 Al), duge loc mang dua
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trén phosphat 2mM, chit dém d6 pH = 7,2 bang cach st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va dugce loc & 0,2 micron.

Céc polysacarit hoat hoéa dugc phdi tron dé lam kho lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng dd sucroza biang 5% trong lugng/thé tich. CRM197 duge phdi tron dé lam kho
lanh & 6mg Pr/mL véi néng dd sucroza 1a 1% trong hxc_mg/thé tich.

Ps da phéi trdn va dung dich CRM197 dugc lam kho lanh mdét cach riéng ré€.
Ps d3 dugc lam kho lanh va vat liéu CRM197 duoc hoa tan lai mot cach riéng ré&
trong cac thé tich bang nhau ctia DMSO chira natri clorua 25mM. Polysacarit va
dung dich CRM197 dugc tron dé dat dugc ndng d6 polysacarit bang 3,5g Ps/L va ty
18 khéi lugng polysacarit véi CRM197 bing 1,5. Ty 1¢ khdi lugng duge chon loc dé
kim soat ty 16 polysacarit v6i CRMI197 trong thé lién hop thu dugc. Natri
xyanoborohydrua (1mol trong mdi mol don vi l&p polysacarit) dugc bb sung, va viéc

lién hop tiép dién trong 4 gid & nhiét d6 22°C.
Khir bdng natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi 1ip polysacarit) dugc bb sung
sau phan mg lién hop va dugc U trong 1 gio & nhiét d6 22°C. Mé nay duoc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong lwong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét do khoang 4°C. Sau d6 chit dém kali phosphat dugc bb sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay dugc cb va dugce loc mang ¢ nhiét do khoang 4°C duya trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang cach st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cudi va bao quan san phdm

Mé nay sau d6 dugc c6 va dugce loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, véi 0,015% (trong luc_mg/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bing cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

M¢ tham tich lai duge loc & 0,2 micron (v6i bd loc so bd 0,5 micron) sau d6

dugc pha loang v&i thém histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, dé pH = 7,0
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v6i 0,015% (trong luong/thé tich) polysorbat 20, duge phén tan thanh cac phan phan

wée va duge cAp dong & nhiét d6 < —60°C.

Bang 9. Cac thudc tinh ctia thé lién hop kiéu huyét thanh 11A cho nghién ciru da
héa tri tir lién hop DMSO

Psdioxy | Théliénhop |Ps:Pr| Tiéu thu lysin Ps ty Protein tu
héa Mn/Mw Mn/Mw (mol/mol do/téng do/téng
CRM197) Ps protein
63/96 kD 1584/2804 | 0,89 7,4 2,2% 2,8%
kD
Vidu 13

Tao ra thé lién hop kidu huyét thanh 12F cho nghién ctru da héa tri bang céach sir
dung lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, duoc tao kich c¢& dén phan t khdi muc tiu, duge
hoat héa héa hoc va duge trao dbi chit dém bang phuong phap loc siéu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 d& tinh ché duoc lam khé lanh mot cach riéng r& va duoc hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit d& hoa tan lai va dung dich CRM197 duoc
két hop va duoc lién hop nhu duge md ta dudi déy. Thé lién hop thu duge dugc tinh
ché bang phuong phap loc siéu trude khi loc 14n cudi & 0,2 micron. Mét vai tham sb
xr Iy trong mdi bude, nhu d6 pH, nhiét do, ndng d6, va thoi gian duoc kiém soat dé

thu duoc céc thé 1ién hop ¢6 thude tinh mong mudn.
Giam kich c& polysacarit va oxy hda

Bot Ps nang phé ciu khuén d tinh ché dugc hoa tan trong nude va duoc loc
& 0,45 micron. Polysacarit d& hoa tan dugc gidm kich c& béng cach thiy phan axit
bang céch bd sung axit axetic ¢én 200mM, 1 & nhiét 4 90°C trong 45 phut, sau d6
trung hoa bang cach bb sung chat dém kali phosphat lanh d6 pH =7 dén 400mM.

Polysacarit di giam kich ¢& dugc ¢6 va duge loc mang dya trén nudc bang

cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 5kDa.
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Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chét dém natri axetat dé giam thiéu t6i da sy giam kich ¢& polysacarit do hoat hoa.
Viéc hoat hda polysacarit dugc bat dau béng cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Luong natri metaperiodat dwoc bd sung 1a 0,26mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat dugc muc hoat héa
polysacarit muc tiéu (cic mol aldehyt trong mdi mol don vi 1ip polysacarit). Phan

g oxy héa tiép dién trong 2 gid & nhiét do 22°C.

San phém d4 hoat hda duoc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dya trén nudc bang cach str dung mang loc sidu dong tiép

tuyén NMWCO 5kDa. Buéc loc siéu duge thuc hién & nhiét do tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit voi CRM197

CRM197 d tinh ché, thu dugc théng qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
Sfluorescens nhu duge mod ta tr trude (WO 2012/173876 Al), duge loc mang dua
trén phosphat 2mM, chét dém d6 pH = 7,2 bang cach st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va dugc loc ¢ 0,2 micron.

Cac polysacarit hoat hoa dugc phéi tron dé 13am kho lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng dd sucroza bing 5% trong luong/thé tich. CRM197 dugc phdi tron ¢ 1am kho
lanh & 6mg Pr/mL v6i ndng d6 sucroza 13 1% trong lugng/thé tich.

Ps da phéi trdn va dung dich CRM197 dugc lam kho lanh mdt cach riéng ré€.
Ps d3 dugc lam kho lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mot cach riéng ré&
trong cac thé tich bang nhau cia DMSO chira natri clorua 25mM. Polysacarit va
dung dich CRM197 dugc tron dé dat dugc ndng do6 polysacarit béng 3,0g Ps/L va ty
18 khéi lugng polysacarit véi CRM197 bang 1,5. Ty 18 khéi lugng duge chon loc dé
kidm so4t ty 1& polysacarit v6i CRM197 trong thé lién hop thu dugc. Natri
xyanoborohydrua (1mol trong mdi mol don vi ldp polysacarit) dugc bb sung, va viéc

lién hop tiép dién trong 4 git: & nhiét d6 22°C.

Khir bang natri borohydrua
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Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi ldp polysacarit) dugc b6 sung
sau phan tng lién hop va duoc U trong 3 gio ¢ nhiét ¢ 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong lugng/thé tich) polysorbat
20, & nhiét do khoang 4°C. Sau d6 chét dém kali phosphat duoc bd sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay dugc c6 va duge loc mang & nhiét 4o khoang 4°C dua trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang cach sit dung mang loc sidu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cudi va bao quan san pham

M¢ nay sau d6 dugce ¢d va duge loc mang dua trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, véi 0,015% (trong luong/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bing cach st dung mang loc sidu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé tham tich lai duoc loc & 0,2 micron sau d6 dugc pha lodng véi thém
histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d¢ pH = 7,0 v6i 0,015% (trong
lwong/thé tich) polysorbat 20, dugc phan tan thanh céc phan phan uéc va duge clp
dong ¢ nhiét d¢ <—-60°C.

Bang 10. Cac thudc tinh cia thé lién hop kiéu huyét thanh 12F d6i v6i nghién ctru
da hoa tri tir lién hop DMSO

Ps da oxy Thé lién hop | Ps:Pr| Tiéu thy lysin Ps tu Protein tu
héa Mn/Mw Mn/Mw (mol/mol do/téng do/tong
CRM197) Ps protein
54/73 kD 1766/3119 | 1,20 9,6 1,3% 1,5%
Kd
Vidu 14

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 15A cho nghién ctru héa tri mot bang cach st
dung lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phan tr khdi muc tiéu, duge
hoat héa héa hoc va duoc trao dbi chit dém bang phuong phép loc siéu. Polysacarit

hoat hdéa va CRM197 da tinh ché duge 1am kho lanh mot cach riéng ré va duge hoa

-118-




39330

tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit da hoa tan lai va dung dich CRM197 dugc
két hop va duoc lién hop nhu duge mo ta dudi day. Thé lién hop thu duge duge tinh
ché bing phuong phap loc sidu trudce khi loc 1an cudi & 0,2 micron. Mot vai tham s6
xi Iy trong mdi bude, nhw d6 pH, nhiét d, ndng do, va thoi gian duge kiém soat dé

thu duoc cac thé 1ién hop c6 thude tinh mong mubn.
Gidam kich co polysacarit va oxy hoa

Bot Ps nang phé cAu khuén d tinh ché dugc hoa tan trong nudc va duoc loc
& 0,45 micron. Polysacarit d& hoa tan dwoc ddng nhat héa dé 1am giam phan tir khdi
ctia Ps. Ap suit ddng nhat héa va s6 1an cAy chuyén théng qua may ddng nhit héa

duoc kiém soat dén 200 bar/5 cdy chuyén.

Polysacarit d4 giam kich c& dugc cd va dugce loc mang dya trén nudce bing

cach sir dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d6 pH =5 bing
chat dém natri axetat d& giam thiéu tdi da su giam kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat héa polysacarit dugc bat diu bang cach b sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Lugng natri metaperiodat dugc bd sung la 1,75mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi l&p polysacarit dé dat dugc mic hoat héa
polysacarit muc tiéu (cdc mol aldehyt trong mdi mol don vi lip polysacarit). Phan

{ing oxy héa tiép dién trong 20 gid & nhiét d 22°C.

San phém dd hoat hda duoc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, d¢ pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dya trén nudc bing cach st dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Budc loc siéu dugce thyc hién & nhiét d6 tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 d4 tinh ché, thu dugc thong qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu duge md ta tir truéec (WO 2012/173876 Al), duge loc mang dua
trén phosphat 2mM, chat dém d6 pH = 7,2 bang cach stir dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va dugc loc & 0,2 micron.
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Cac polysacarit hoat héa dugc phéi tron dé 1am khd lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng do6 sucroza bang 5% trong luong/thé tich. CRM197 dugc phdi tron dé 1am kho
lanh & 6mg Pr/mL véi néng dd sucroza la 1% trong lu’(_mg/thé tich.

Ps da phéi trdn va dung dich CRM197 dugc lam kho lanh mot cach riéng ré.
Ps d3 duoc lam kho lanh va vat liéu CRM197 duoc hoa tan lai mot cach riéng ré
trong céc thé tich bang nhau cia DMSO chira natri clorua 25mM. Polysacarit va
dung dich CRM197 dugc tron dé dat duogc néng do polysacarit bang 6,0g Ps/L va ty
18 khdi luong polysacarit véi CRM197 bang 2,0. Ty 1¢ khdi lugng duge chon loc dé
kiém so4t ty 1& polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu dugc. Natri
xyanoborohydrua (1mol trong mdi mol don vi ldp polysacarit) duoc b sung, va viéc

lién hop tiép dién trong 2,5 gid' & nhiét d 22°C.
Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi 13p polysacarit) duoc b6 sung
sau phan Ung lién hgp va dugc U trong 1 gio ¢ nhiét d6 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong lwong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét do khoang 4°C. Sau d6 chét dém kali phosphat dugc bb sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay duge cd va dugc loc mang ¢ nhiét d6 khodng 4°C dua trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang cach sit dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cudi va bao quan san phdm

M2 nay sau d6 dugc c6 va dugce loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, véi 0,015% (trong lwong/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bang cach sir dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Meé tham tich lai duge loc & 0,2 micron (véi bd loc so bd 0,5 micron) sau d6
duoc pha lodng véi thém histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, dé pH = 7,0
v6i 0,015% (trong lwong/thé tich) polysorbat 20, dugc phén tan thanh cac phin phan

wéc va duoce cap déng & nhiét d@6 < —60°C.
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Bang 11. C4c thudc tinh ctia thé lién hop kiéu huyét thanh 15A ddi véi nghién ctru
héa tri mot tir lién hop DMSO

Psdioxy | Théliénhgp |Ps:Pr| Tiéu thu lysin Ps tu Protein tu
héa Mn/Mw Mn/Mw (mol/mol do/téng do/téng
CRM197) Ps protein
158/200 kD | 6949/9235 | 1,05 9,7 10% 5,0%
kD
Vidu 15

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 15A cho nghién ciru bao vé chéo 15A/B/C

bang cach sir dung lién hop chira nude

Polysacarit dugc hoa tan, dugc giam kich ¢&, duoc hoat hoéa hdéa hoc va dugc
trao ddi chat dém bang phuong phép loc sidu. Sau d6 CRM197 da tinh ché dugc lién
hgp vai polysacarit hoat hoa bang cach sit dung niken clorua trong hdn hop phan
{ing chita nude, va thé lién hop thu duge dugc tinh ché bang phuong phép loc siéu
trude khi loc 1an cudi & 0,2 micron. Mot vai tham sb xur ly trong mdi buée, nhu do
pH, nhiét do, ndng do, va thai gian dugc kiém soét dé thu duge cac thé lién hop ¢6

thudc tinh mong mubn.
Gidam kich c& polysacarit va oxy hoa

Bot polysacarit nang phé cdu khuan d3 tinh ché dugc hoa tan trong nuéc va
duogc loc & 0,45 micron. Polysacarit dd hoa tan dugc déng nhét héa dé lam giam
phan tir khéi. Ap suit dong nhat héa va s6 14n cAy chuyén thong qua may ddng nhét
héa duge kiém soat dén 200 bar/5 chy chuyén dé dat dugc phén tir khdi muc tiéu.
Sau d6 polysacarit d4 giam kich ¢& duge c6 va duge loc mang dya trén nude bang

cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit duogc diéu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chét dém natri axetat dé giam thiéu t6i da su giam kich ¢& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat hoa polysacarit dugc bat d4u bang céach bd sung dung dich natri

metaperiodat 100mM. Luong natri metaperiodat dugc bd sung 14 0,45mol natri
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metaperiodat trong m&i mol don vi lip polysacarit. Phan tmg oxy héa tiép dién trong
20 gio ¢ nhiét do 22°C. San phém da hoat hda dugc loc mang dua trén kali phosphat
10mM, d6 pH = 6,4 bang cach sit dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO
10kDa. Bude loc siéu dugce thuc hién ¢ nhiét do tu 2 dén 8°C. Pat dugc sy hoat hoa
hon nita bang cch diéu chinh san phim da loc siéu dén 22°C va @6 pH = 5. Budc
hoat hoa dugc thuc hién bang cach bb sung dung dich natri metaperiodat 100mM
ddng thoi nap 2,0mol natri metaperiodat trong mdi mol don vi lap polysacarit dé dat
duoc murc hoat héa polysacarit muc tiéu (cac mol aldehyt trong mbi mol don vi lap
polysacarit). Phan tmg oxy héa tiép dién trong 20 gi& & nhiét 46 22°C. San pham
hoat héa thir hai duoc loc mang dua trén kali phosphat 10mM, d6 pH = 6,4 bang
cach st dung mang loc si€u dong tiép tuyén NMWCO 10kDa. Buéc loc siéu dugc
thuc hién & nhiét @6 tir 2 dén 8°C.

Lién hop polysacarit véi CRM197

Dung dich polysacarit d& oxy hoa dugc tron véi nuée va kali phosphat 1,5M
d6 pH = 6,0. Chit dém pH duoc chon loc dé cai thién tinh cin bang cua polysacarit
hoat héa trong qua trinh phan tng lién hop. CRM197 da tinh ché, thu dugc thong
qua viéc biéu hién trong Pseudomonas fluorescens nhu dugc mé ta tir trudc (WO
2012/173876 A1), dugc loc & 0,2 micron va két hop v6i dung dich polysacarit dugc
dém & ty 16 khéi luong polysacarit véi CRM197 bang 0,6. Ty 1¢ khdi lugng dugce
chon loc dé kiém soét ty 18 polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu dugc.
Néng d polysacarit va phosphat 1an lugt 1a 9,75g/L va 100mM. Nong do6
polysacarit dugc chon loc dé kiém soat kich thudc cta thé lién hop thu dugc. Niken
clorua duge bd sung dén khoang 2mM béng cach sir dung dung dich niken clorua
100mM. Natri xyanoborohydrua (2mol trong mdi mol don vi ldp polysacarit) duge
bd sung. Viéc lién hop tiép dién trong 148 gid' & nhiét d6 10°C d tiéu thu t6i da

polysacarit va protein.
Khir bang natri borohydrua

Sau phan ung lién hgp, mé nay dugc pha lodng dén ndng do polysacarit bang

khoang 3,0g/L, duoc lam lanh xuéng 2-8°C, va dugc loc ¢ 1,2 micron. Mé nay dugc
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loc mang dua trén kali phosphat 100mM, d6 pH = 7,0 & nhiét d6 tir 2 dén 8°C bang
cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 100kDa. Mg, dugc thu hoi
trong chat thim tich, sau d6 dugc pha lodng dén khoang 2,0g polysacarit/L va d6 pH
duge diéu chinh bing cach bd sung natri bicarbonatl,2M, d pH = 9,4. Natri
borohydrua (1mol trong mdi mol don vi lip polysacarit) dugc bd sung. Kali

phosphat 1,5M, d6 pH = 6,0 duoc b sung sau do.
Loc lén cudi va bdo quéan san phdm

M¢ nay sau d6 dugc cd va dugce loc mang dua trén 10mM L-histidin trong
natri clorua 150mM, d¢ pH = 7,0 & nhiét do 4°C béng cach st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 300kDa. Polysorbat 20 dugc bb sung vao mé tham tich lai
dén n6ng do bﬁng 0,05% (trong luqng/thé tich) sau d6 mé nay duoc loc ¢ 0,2 micron

(v6i b0 loc so bo 0,5 micron).

Mé nay duoc diéu chinh dén ndng d6 polysacarit bang 1,0g/L v6i thém L-
histidin 10mM nfita trong chit dém natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0 véi 0,03%
(trong lugng/thé tich) polysorbat 20. Mé nay dugc phén tan thanh céc phan phan

wée va duge cAp déng & nhiét do < —60°C.

Bang 12. Céc thudc tinh ctia thé 1ién hop kiéu huyét thanh 15A cho nghién cttu bao
vé chéo 15A/B/C tir lién hop chlra nude

Ps da oxy Thé lién Ps:P Tiéu thu lysin Pstu Protein tu
héa Mn/Mw | hop Mn/Mw | r (mol/mol do/tbng Ps do/tong
CRM197) protein
118/154 465/695 0,99 4,5 9,6% <1%
kDa kDa
Vidul6

Tao ra thé 1ién hop kiéu huyét thanh 15A cho nghién ctu da hoa tri bang cach st
dung lién hgp DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phén ti khdi muc tiéu, dugc

hoat hda hda hoc va dugc trao dbi chat dém béng phuong phép loc si€u. Polysacarit
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hoat héa va CRM197 di tinh ché duogc lam kho lanh mot cach riéng r& va duge hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit da hoa tan lai va dung dich CRM197 dugc
két hop va dugc lién hop nhu duge md ta dusi day. Thé lién hop thu dugc duge tinh
ché bang phuong phap loc siéu trudce khi loc 14n cubi & 0,2 micron. Mot vai tham sb
xit 1y trong mdi bude, nhu d6 pH, nhiét do, ndng d9, va thoi gian dwoc kiém soat dé

thu duogc cac thé 1ién hop c6 thude tinh mong mudn.
Giam kich cd polysacarit va oxy hoa

Bot Ps nang phé ciu khuin da tinh ché dugc hoa tan trong nude va duge loc
& 0,45 micron. Polysacarit d4 hoa tan dugc dong nhat héa dé 1am giam phan tir khdi
cua Ps. Ap sudt ddng nhét héa va s6 14n cdy chuyén thong qua may ddng nhat hoa

duoc kiém soat dén 200 bar/5 ciy chuyén.

Polysacarit da giam kich ¢& dugc cd va duogc loc mang dua trén nudc bang

cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit duge diéu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chét dém natri axetat d& giam thiu tdi da su giam kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat héa polysacarit dugc bit diu bang cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Lugng natri metaperiodat dugc bd sung 13 1,75mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat duoc muc hoat héa
polysacarit muc tiéu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi lip polysacarit). Phan

{ing oxy hoa tiép dién trong 20 gi& & nhiét d 22°C.

San phim d4 hoat hoa dugc loc mang dva trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dya trén nudc béng cach str dung mang loc si€u dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Bude loc siéu dugc thuc hién & nhiét d6 tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 d3 tinh ché, thu duoc thong qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu dugc md ta tir trude (WO 2012/173876 Al), duoc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chit dém d6 pH = 7,2 bang cach st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duge loc ¢ 0,2 micron.
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Cac polysacarit hoat hoa duoc phéi tron dé lam khé lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng d6 sucroza béng 5% trong luo’ng/thé tich. CRM197 duogc phéi tron dé 1am kho
lanh & 6mg Pr/mL v6i ndng dd sucroza 13 1% trong luong/thé tich.

Ps da phéi trdn va dung dich CRM197 dugc lam kho lanh mot cach riéng ré.
Ps d3 duoc lam kho lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mdt cach riéng ré&
trong céc thé tich bang nhau cia DMSO ma dugc gia nhiét tr trude dén 34°C. Dung
dich polysacarit dugc pha véi natri clorua dén ndng d6 bang 50mM. Polysacarit va
dung dich CRM197 dugc tron dé dat duoc ndng d6 polysacarit béng 5,0g Ps/L va ty
18 khéi lugng polysacarit véi CRM197 bang 2,0. Ty 16 khdi lugng duoc chon loc dé
kiém soat ty 18 polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu dugc. Natri
xyanoborohydrua (1mol trong m&i mol don vi lip polysacarit) dugc bd sung, va viéc

lién hop tiép dién trong 2 gid' & nhiét d6 34°C.
Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi 1dp polysacarit) dugc b6 sung
sau phan ung lién hop va duogc u trong 1 gid ¢ nhiét d6 22°C. Mé nay dugc pha
loAng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong lwong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chit dém kali phosphat dugc bd sung dé trung
hoa do pH. Mé nay duoc cb va duge loc mang ¢ nhiét do khoang 4°C dva trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang c4ch st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cuoi va bao quan san pham

Meé nay sau d6 dugc cd va duge loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, véi 0,015% (trong luc_yng/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C béng céch st dung mang loc sidu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé thidm tich lai duoc loc & 0,2 micron sau dé duge pha lodng voi thém
histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, dé pH = 7,0 véi 0,015% (trong
lugng/thd tich) polysorbat 20, dugc phén tan thanh cic phan phan udc va dugc cap
dong & nhi¢t d6 <—-60°C.
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Béang 13. Céc thudc tinh ctia thé lién hop kidu huyét thanh 15A cho nghién ciu da
hoa tri tir lién hop DMSO

Psddoxy | Théliénhgp | Ps:Pr| Tiéu thu lysin Ps tu Protein tu
héa Mn/Mw Mn/Mw (mol/mol do/tdng do/tong
CRM197) Ps protein
214/231kD | 1628/3518 | 1,57 7,3 17% 7,8%
kD
Vidu 17

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 15B cho nghién ctru bao vé chéo 15A/B/C bing
cach st dung lién hgp DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phén tr khdi muc tiéu, dugc
hoat hoa héa hoc va duge trao dbi chit dém bang phuong phép loc siéu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 d3 tinh ché dugc 1am kho lanh mdt cach riéng r& va duoc hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit d3 hoa tan lai va dung dich CRM197 dugc
két hop va duoc lién hop nhu duge m6 ta dudi day. Thé lién hop thu duge dugc tinh
ché bang phuong phép loc siéu trude khi loc 1an cudi & 0,2 micron. Mot vai tham s6
xu ly trong mdi bude, nhu d6 pH, nhiét do, néng do, va thoi gian dugce kiém soét dé

thu duoc cac thé 1ién hop ¢6 thude tinh mong mudn.
Giam kich c& polysacarit va oxy héa

Bot Ps nang phé ciu khuén d tinh ché dugc hoa tan trong nudc va duoc loc
& 0,45 micron. Polysacarit d& hoa tan dwoc ddng nhét héa dé 1am giam phan tir khoi
cta Ps. Ap sudt dong nhat héa va s6 14n cy chuyén thong qua may d6ng nhat héa

duoc kiém soat dén 300 bar/5 cdy chuyén.

Polysacarit d4 giam kich c& dugc c6 va dugce loc mang dya trén nudc bang

céch sir dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc didu chinh dén 22°C va 46 pH =5 bang
chét dém natri axetat dé giam thiéu t6i da su giam kich c¢& polysacarit do hoat héa.

Viéc hoat hoéa polysacarit dugc bt d4u bing cach bd sung dung dich natri
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metaperiodat 100mM. Luong natri metaperiodat duoc bd sung 1a 0,20mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat duoc muc hoat hoa
polysacarit myc tiéu (cdc mol aldehyt trong mdi mol don vi lip polysacarit). Phan

{mg oxy hoa tiép dién trong 4 gi® & nhiét d6 22°C.

San phim d3 hoat héa dugc loc mang dua trén kali phosphat 10mM, do pH =
6,4 sau do la loc mang dya trén nudc béng cach st dung mang loc si€u dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Buéec loc siéu dugce thuc hién & nhiét 4o tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRMI197

CRM197 d tinh ché, thu dugc thong qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu duge mé ta tir trude (WO 2012/173876 Al), dugc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chat dém d6 pH = 7,2 bang cach sit dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va dugce loc & 0,2 micron.

Cac polysacarit hoat hoa dugc phdi tron dé 1am kho lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng d6 sucroza béng 5% trong lu’qng/thé tich. CRM197 duoc phéi tron dé lam kho
lanh & 6mg Pr/mL véi néng d6 sucroza l1a 1% trong luqng/thé tich.

Ps da phéi tron va dung dich CRM197 dugc lam kho lanh mét cach riéng ré€.
Ps d3 duoc lam kh6 lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mot cach riéng ré
trong céc thé tich bang nhau ctia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 dugc
tron dé dat duoc néng do polysacarit béng 3,0g Ps/L va ty 18 khéi lugng polysacarit
voi CRM197 béng 2,0. Ty 1€ khéi lugng duge chon loc dé kiém soat ty 18
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu duge. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong m&i mol don vi lip polysacarit) dugc bd sung, va viée lién hop tiép dién trong
5 gio ¢ nhiét 6 22°C.

Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong m&i mol don vi ldp polysacarit) dugc bd sung
sau phan tng lién hop va dugc u trong 1 gio' 6 nhiét 46 22°C. Mé nay duoc pha
loAng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong lwong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chét dém kali phosphat dugc bd sung dé trung
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hoa do pH. Mé nay duogc c6 va dugce loc mang & nhiét d6 khoang 4°C dua trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang cach st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cudi va bao quan san phdm

Mé nay sau d6 dugc ¢ va duge loc mang dua trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, v6i 0,015% (trong luqng/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bang cach sir dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé tham tich lai dugc loc & 0,2 micron (véi bd loc so bd 0,5 micron) sau d6
dugc pha lodng v&i thém histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, 46 pH = 7,0
véi 0,015% (trong luong/thé tich) polysorbat 20, duge phan tan thanh céc phan phan

udce va dugc cAp déng & nhiét d§ < —60°C.

Bang 14. Cac thudc tinh cta thé lién hop kiéu huyét thanh 15B cho nghién ctru bao
vé chéo 15A/B/C tir lién hgp DMSO

Ps & ox Thé lién ho Tiéu thy lysin Ps tur Protein tu
héa Mo/l Y[W Mn/MW.p Ps:Pr (mol/mol do/tong do/tong
, CRM197) Ps protein
2035240 | P28 | 167 7,9 3,6% 4,4%
Vidu 18

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 15C cho nghién ctru héa tri mgt va nghién ctru

bao vé chéo 15A/B/C bang cach st dung lién hgp DMSO

Polysacarit thu duoc tir kiéu huyét thanh 15B Streptococcus pneumoniae
dugc hoa tan, dugce tao kich c& dén phén tir khdi muc tiéu, duge dua vao thily phan
bazo nhe dé giai phéng cac nhém O-axetyl, duoc hoat héa hoa hoc va duge trao d6i
chét dém bang phuong phap loc siéu. Polysacarit hoat héa va CRM197 di tinh ché
duoc lam khd lanh mot cach riéng r& va dugce hoa tan lai trong DMSO. Sau d6
polysacarit d hoa tan lai va dung dich CRM197 duoc két hop va duogc lién hgp nhu
duoc md ta dusi day. Thé lién hop thu dugc dugc tinh ché bang phuong phép loc
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siéu trudce khi loc 1An cudi & 0,2 micron. Mot vai tham sb xi Iy trong mdi bude, nhu
d6 pH, nhiét do, ndng do, va thoi gian dugce kiém soat dé thu duge céc thé lién hop

¢6 thude tinh mong mubn.
Gidm kich c& polysacarit, thity phdn bazo va oxy héa

Bot Ps nang phé ciu khuén kidu huyét thanh 15B d tinh ché dwoc hoa tan
trong nudc va dugce loc ¢ 0,45 micron. Polysacarit dd hoa tan duogc déng nhit héa dé
lam gidm phén tir khoi ctia Ps. Ap suét ddng nhit hoa va sb 1an cdy chuyén théng

qua may ddng nhat héa duoc kiém soat dén 300 bar/5 cdy chuyén.

Polysacarit dd giam kich c¢& dugc ¢ va dugce loc mang dua trén nude bang

cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Dung dich polysacarit dugc gia nhiét dén 60°C va chit dém natri bicarbonat
d6 pH = 9 dugc bd sung vao ndng do cudi cing 50mM. Mé nay duge G kém tron
trong 13 gid & nhiét do 60°C d& giai phong cac nhém O-axetyl. Chat dém kali
phosphat d6 pH = 6 dugc bd sung vao ndng d6 cudi ciing 13 136mM & trung hoa do
pH va dung dich nay dugc lam mét xubng nhiét d6 méi trudng. Sau d6 dung dich
nay duoc ¢d va duge loc mang dua trén nude bang cach sit dung mang loc siéu dong

tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d6 pH =5 bang chat dém
natri axetat dé giam thiéu t4i da su giam kich c& polysacarit do hoat héa. Viéc hoat
hoa polysacarit dugc bat diu bang cach bd sung dung dich natri metaperiodat
100mM. Luong natri metaperiodat dugc bd sung la 0,20mol natri metaperiodat
trong mdi mol don vi l&p polysacarit dé dat duoc muic hoat hoa polysacarit muc tiéu
(c4c mol aldehyt trong mdi mol don vi l3p polysacarit). Phan Gng oxy héa tiép dién
trong 2 gio & nhiét do 22°C.

San pham da hoat héa duogc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 la loc mang dya trén nude bang cach sir dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Budc loc siéu duge thuc hién & nhiét do tir 2 dén 8°C.

Lién hgp polysacarit véi CRM197
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CRM197 d4 tinh ché, thu duoc thong qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu dugc mo ta tur trudec (WO 2012/173876 Al), dugc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chat dém dd pH = 7,2 bang cach st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duogc loc ¢ 0,2 micron.

Céc polysacarit hoat héa dugc phéi tron dé 1am kho lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng d6 sucroza bang 5% trong lugng/thé tich. CRM197 duogc phéi tron dé lam kho
lanh & 6mg Pr/mL v&i ndng d6 sucroza 1 1% trong lugng/thé tich.

Ps da phéi trdn va dung dich CRM197 dugc 1am kho lanh mot cach riéng ré.
Ps d3 duoc lam kho lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mot cach riéng ré&
trong cac thé tich bang nhau ctia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 dugc
tron dé dat dugc ndng do polysacarit bang 3,0g Ps/L va ty 16 khdi luong polysacarit
véi CRM197 bang 2,0. Ty 16 khéi luong dugc chon loc dé kiém soat ty 18
polysacarit vi CRM197 trong thé lién hop thu dugc. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong m&i mol don vi lap polysacarit) dugc bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong
4 ity & nhiét do 22°C.

Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi ldp polysacarit) dugc b6 sung
sau phan ung lién hop va duge U trong 1 gio ¢ nhigt d6 22°C. Mé nay duoc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong luong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét do khoang 4°C. Sau d6 chat dém kali phosphat dugc bb sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay dugc cb va duge loc mang ¢ nhiét do khoang 4°C dua trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang c4ch stt dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cudi va bao quan san pham

Meé nay sau dé duge c¢d va dugce loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, v6i 0,015% (trong luong/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bang cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.
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Meé tham tich lai dugc loc & 0,2 micron (véi bd loc so bd 0,5 micron) sau d6
duoc pha lodng v6i thém histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0
v6i 0,015% (trong luong/thé tich) polysorbat 20, duge phén tan thanh cac phan phan

udc va dugce cép dong & nhiét do <—60°C.

Béng 15. Céc thudc tinh ctia thé lién hop kiéu huyét thanh 15C cho nghién ctru héa
tri mot va nghién cttu bao vé chéo 15A/B/C tir lién hgp DMSO

Psdioxy | Thé lién Tieuthy | b | Protein tu
O- . Ps:P lysin 2 2
axetyl/Ps héa hop . (mol/mol do/tong | do/tdong
Mn/Mw Mn/Mw CRM197) Ps protein
Khong
phat hién 182/246 | 1962/4019 1,31 4,8 3,8% 13%
kD kD
duoc
Vidu 19

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 15C cho nghién ctru da héa tri bang cach s
dung lién hgp DMSO

Polysacarit thu dugc tu kidu huyét thanh 15B Streptococcus pneumoniae
dugc hoa tan, duge tao kich ¢& dén phéan tir khdi muc tiéu, duge dua vao thuy phan
bazo nhe dé giai phong cac nhém O-axetyl, dugc hoat hda héa hoc va dugc trao d6i
chét dém bang phwong phép loc siéu. Polysacarit hoat hoa va CRM197 di tinh ché
duoc lam kho lanh mot cach riéng r& va dugc hoa tan lai trong DMSO. Sau do6
polysacarit d4 hoa tan lai va dung dich CRM197 duoc két hop va dugc lién hop nhu
duge mo ta dudi day. Thé lién hop thu dwoc dugc tinh ché bang phuong phap loc
siéu trude khi loc 14n cudi & 0,2 micron. Mot vai tham s6 xit 1y trong mdi bude, nhu
d6 pH, nhiét o, ndng d6, va thoi gian duge kiém so4t dé thu dugc céc the lién hop

¢6 thude tinh mong mubn.
Giam kich c& polysacarit, thiy phdn bazo va oxy héa

Bot Ps nang phé ciu khuén kiéu huyét thanh 15B dd tinh ché duoc hoa tan

trong nuée va duge loc & 0,45 micron. Polysacarit dd hoa tan duge déng nhét hoa dé
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lam giam phan tir khéi ciia Ps. Ap sudt ddng nhit hoa va sb 1an cdy chuyén thong

qua may ddng nhét hoa duge kiém soét dén 300 bar/5 cay chuyén.

Polysacarit da giam kich ¢& duoc ¢d va dugc loc mang dva trén nudc bang

cach sir dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Dung dich polysacarit dugc gia nhiét dén 60°C va chét dém natri bicarbonat
d6 pH = 9 duge bd sung vao ndéng d6 cudi cing 50mM. Mé niy dugc G kém tron
trong 13 gid & nhiét d6 60°C dé giai phéng cac nhém O-axetyl. Chat dém kali
phosphat d6 pH = 6 duoc b sung vao ndng d6 cudi cing 14 136mM dé trung hoa do
pH va dung dich nay duoc lam mat xubng nhiét d6 moi truong. Sau d6 dung dich
nay dugc cd va dugc loc mang dua trén nude bang cach st dung mang loc siéu dong

tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bing chat dém
natri axetat dé giam thiéu t6i da sw giam kich c& polysacarit do hoat héa. Viéc hoat
hoa polysacarit duoc bat diu bang cich bd sung dung dich natri metaperiodat
100mM. Luong natri metaperiodat dugc bd sung 13 0,20mol natri metaperiodat
trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat duoc mitc hoat hoa polysacarit muc tiéu
(c4c mol aldehyt trong mdi mol don vi 1&p polysacarit). Phan ung oxy hoa tiép dién

trong 2 gi¢ & nhiét do 22°C.

San phém da hoat hda dugc loc mang dua trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dya trén nudc bang cach sir dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Budc loc siéu dugc thuc hién & nhiét 46 tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 di tinh ché, thu dugc thong qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu duge mod ta tir trude (WO 2012/173876 Al), duoc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chat ¢&ém d6 pH = 7,2 bang cach str dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duge loc & 0,2 micron.
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Céc polysacarit hoat héa dugc phdi tron dé 1am khé lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng d6 sucroza bang 5% trong lugng/thé tich. CRM197 dugc phdi tron dé lam kho
lanh & 6mg Pr/mL véi néng d6 sucroza 13 1% trong lwong/thé tich.

Ps da phéi trdn va dung dich CRM197 dugc lam kho lanh mot cach riéng ré.
Ps dd dugc lam kho lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mot cach riéng r€
trong céc thé tich bang nhau ciia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 duoc
tron d& dat duoc ndng do polysacarit bang 3,0g Ps/L va ty 1é khéi luong polysacarit
voi CRM197 béng 1,75. Ty 1€ khéi luong duge chon loc dé kiém soat ty 18
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu duge. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mdi mol don vi ldp polysacarit) dugc bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong

8 gio ¢ nhiét do 22°C.
Khir bing natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi l&p polysacarit) duge bd sung
sau phan tng lién hop va dugc U trong 1 gio ¢ nhigt do 22°C. Mé nay duoc pha
lodng vao natri clorua 150mM, v6i khoang 0,025% (trong lwong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d khoang 4°C. Sau d6 chat dém kali phosphat dugc bd sung dé trung
hoa do pH. Mé nay dugc cd va duge loc mang & nhiét d¢ khoang 4°C dua trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang cach sir dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cudi va bao quan san pham

Mé nay sau d6 dugc cb va dugc loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, do pH = 7,0, vé1i 0,015% (trong luc_mg/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bing cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé thdm tich lai duoc loc & 0,2 micron (v6i bd loc so bd 0,5 micron) sau d6
duogc pha lodng v&i thém histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0
v6i 0,015% (trong luong/thé tich) polysorbat 20, dwoc phan tan thanh céc phén phan

wde va duge cip déng & nhiét d6 < —60°C.
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Béng 16. Céc thudc tinh ctia thé lién hop kiéu huyét thanh 15C cho nghién ctru da
héa tri tir lién hgp DMSO

0- Psdioxy | Thé lién Tiéuthulysin | Psty | Protein tu

axetyl/Ps héa hop Ps:Pr| (mol/mol do/tong | do/tdong
Mn/Mw Mn/Mw CRM197) Ps protein

Khéng

phét hién 182/246 | 1540/3230 1,34 6,6 9,2% 5,7%
kD kD
duoc
Vidu 20

Tao ra thé 1ién hop kiéu huyét thanh 16F cho nghién ctru héa tri mot bang cach sir

dung lién hop chira nudc

Polysacarit dugc hoa tan, dugc giam kich c&, dugce hoat héa héa hoc va duge
trao ddi chét dém bing phuong phap loc sidu. Sau &6 CRM197 da tinh ché dugc lién
hgp véi polysacarit hoat hoa bing cach st dung niken clorua trong hdén hgp phan
{tng chita nuGce, va thé lién hop thu duge duge tinh ché bang phuong phép loc siéu
trude khi loc 1an cudi & 0,2 micron. Mot vai tham s6 xu 1y trong mdi budce, nhu dd
pH, nhiét do, ndng d9, va thoi gian duge kiém so4t dé thu duoc céc thé 1ién hop ¢

thudc tinh mong mudn.
Giam kich c& polysacarit va oxy héa

Bot polysacarit nang phé ciu khuén d3 tinh ché duoc hoa tan trong nudc, va
duoc loc ¢ 0,45 micron. Polysacarit dd hoa tan dugc ddng nhit hoa dé lam giam
phén tu khéi. Ap sult ddng nhat héa va s6 14n cdy chuyén théng qua may dong nhét
héa duge kiém soat dén 200 bar/5 cdy chuyén sau d6 1a 500 bar/5 chy chuyén dé dat
dugc phén ti khéi muc tiéu. Sau d6 polysacarit da giam kich ¢& duge c6 va duge
loc méang dya trén nude bang cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO
10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chét dém natri axetat dé giam thiéu t6i da su giam kich c¢& polysacarit do hoat hoa.

Viéc hoat hoéa polysacarit duoc bat diu bang cach bd sung dung dich natri
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metaperiodat 100mM. Lugng natri metaperiodat dugc bb sung 13 0,15mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat dugc mirc hoat hoa
polysacarit muc tiu (cic mol aldehyt trong méi mol don vi ldp polysacarit). Phan

ting oxy héa tiép dién trong 2 gi® & nhiét d6 22°C.

San phém da hoat héa duogc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, do pH =
6,4 bing cach sit dung mang loc sidu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa. Buéc loc
siéu duogc thuc hién & nhiét do tir 2 dén 8°C.

Lién hop polysacarit voi CRM197

Dung dich polysacarit dd oxy hdéa dugc tron v6i nudce va kali phosphat 1,5M
do pH = 17,0. Chét dém pH duogc chon loc dé cai thién tinh cAn bang cta polysacarit
hoat hda trong qua trinh phan Ung lién hop. CRM197 da tinh ché, thu duoc thong
qua viéc biéu hién trong Pseudomonas fluorescens nhu dugc mé ta tir truéec (WO
2012/173876 Al), dugc loc & 0,2 micron va két hop véi dung dich polysacarit dugc
dém o ty 1€ khéi lugng polysacarit véi CRM197 bang 0,7. Ty 1& khdi lugng dugc
chon loc d kiém soét ty 16 polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu duge.
Nbng do polysacarit va phosphat 1an luot 14 7,5¢/L va 100mM. Nbng d6 polysacarit
duoc chon loc dé kiém soét kich thuée ctia thé lién hop thu duge. Sau d6 dung dich
nay dugc loc ¢ 0,2 micron. Niken clorua dugc bd sung dén khoang 2mM bang cach
.sfx dung dung dich niken clorua 100mM. Natri xyanoborohydrua (2mol trong mdi
mol don vi lap polysacarit) dugc bd sung. Viée lién hop tiép dién trong 122 gid &

nhiét d 22°C d tiéu thy t6i da polysacarit va protein.
Khir bang natri borohydrua

Sau phan ung lién hop, mé nay dugc pha lodng dén ndng do polysacarit bang
khoang 3,0g/L, dugc lam lanh xubng 2-8°C, va duoc loc & 1,2 micron. Mé nay dugc
loc mang dua trén kali phosphat 100mM, d¢ pH = 7,0 & nhiét do tir 2 dén 8°C bang
cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 100kDa. Mé, dugc thu hdi
trong chét thAm tich, sau d6 dugc pha lodng dén khoang 2,0g polysacarit/L va do pH
dugc diéu chinh bing cach bb sung natri bicarbonat 1,2M, d6 pH = 9,4. Natri
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borohydrua (1mol trong mdi mol don vi lip polysacarit) duge bb sung. Kali

phosphat 1,5M, d6 pH = 6,0 duoc bd sung sau do.
Loc lan cudi va bdo quan san phim

M¢ nay sau d6 dugce c6 va duge loc mang dua trén 10mM L-histidin trong
natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0 & nhiét do 4°C bang cach st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 300kDa. Polysorbat 20 dugc bd sung vao mé thdm tich lai
dén néng do béng 0,05% (trong lu’qng/thé tich) sau d6 mé nay dugc loc ¢ 0,2 micron

(v6i bd loc so bd 0,5 micron).

Mé nay dugc didu chinh dén ndng d6 polysacarit bang 1,0g/L véi thém L-
histidin 10mM nita trong chit dém natri clorua 150mM, d pH = 7,0 vé6i 0,03%
(trong luong/thé tich) polysorbat 20. Mé nay dugc phan tan thanh céc phén phan

wdce va duoc cip déng & nhiét do < —60°C.

Bang 17. Céc thudc tinh cta thé lién hop kiéu huyét thanh 16F d6i véi nghién ctru

héa tri mot tir 1i€n hop chira nuée

~ PO Tiéu thu lysin Ps ty Protein tu
Ps dd oxy | Theé lién hgp . 2 A
héa Mn/Mw Mn/Mw Ps:Pr (mol/mol do/tong do/topg
CRM197) Ps protein
o0/139kD | 1095539 1 o 33 7,0% <1%
Vidy 21

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 16F cho nghién cttu da héa tri béng cach st
dung lién hgp DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phéan tir khdi muc tiéu, dugc
hoat héa héa hoc va dugc trao dbi chat dém bang phuong phép loc siéu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 da tinh ché duoc lam kho lanh mot cach riéng 1& va dugc hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit dd hoa tan lai va dung dich CRM197 dugc
két hop va duoc lién hop nhu duge md ta duéi ddy. Thé lién hop thu dugce duge tinh

ché bang phuong phép loc siéu trude khi loc 14n cudi & 0,2 micron. Mt vai tham s6
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xtr Iy trong mdi bude, nhu 6 pH, nhiét do, néng dod, va thoi gian dugce kiém soat dé

thu duge cac thé 1ién hop c¢6 thude tinh mong mudn.

Giam kich cd polysacarit va oxy hda

Bot Ps nang phé cdu khudn d3 tinh ché dugc hoa tan trong nuée va dugce loc
& 0,45 micron. Polysacarit d4 hoa tan dugc dong nhat héa dé 1am giam phan tir khéi
cta Ps. Ap suit ddng nhit héa va s6 1an cdy chuyén théng qua may ddng nhit hoa

duoc kiém soat dén 1000 bar/5 cay chuyén.

Polysacarit d& giam kich c& duoc c6 va duge loc mang dua trén nuéc bang

cach str dung mang loc sidu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit duoc diéu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chit dém natri axetat dé giam thiéu tbi da su giam kich c& polysacarit do hoat hda.
Viéc hoat hoéa polysacarit dugc bat ddu bang cach b sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Lugng natri metaperiodat dugc bd sung 13 0,15mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat duoc mirc hoat hoéa
polysacarit muc tidu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi lgp polysacarit). Phan

g oxy hoa tiép dién trong 2 git & nhiét d 22°C.

San phém da hoat hoa dugc loc mang dua trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 la loc mang dya trén nudc bang cach st dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Bude loc siéu dugc thuc hién & nhiét d6 tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 d3 tinh ché, thu duoc thong qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu dugc md ta tir trude (WO 2012/173876 Al), duoc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chit dém d6 pH = 7,2 bang cach st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va dugc loc ¢ 0,2 micron.

-137-



39330

Céc polysacarit hoat héa duoc phdi tron dé 1am kho lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng d6 sucroza bang 5% trong luong/thé tich. CRM197 duge phdi trén dé lam kho
lanh & 6mg Pr/mL véi ndng d6 sucroza la 1% trong luqng/thé tich.

Ps da phéi tron va dung dich CRM197 duoc lam khé lanh mot cach riéng ré.
Ps d3 duogc lam khé lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mot cach riéng ré
trong céc thé tich bang nhau cia DMSO. Dung dich polysacarit dugc pha véi natri
clorua dén néng do bz"mg 50mM. Polysacarit va dung dich CRM197 duogc tron dé dat
duogc ndng d6 polysacarit bang 2,0g Ps/L va ty 18 khéi lugng polysacarit vé6i
CRM197 béng 1,5. Ty 1& khéi lugng dugce chon loc dé kiém soat ty 18 polysacarit
v6i CRM197 trong thé 1ién hop thu duge. Natri xyanoborohydrua (1mol trong mdi
mol don vi lap polysacarit) duge bd sung, va viée lién hop tiép didn trong 2 givy &
nhiét do 22°C.

Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi 1ip polysacarit) duoc bb sung
sau phan tng lién hop va duge U trong 1 gid ¢ nhiét d§ 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, v&i khoang 0,025% (trong lugng/thé tich) polysorbat
20, & nhiét do khoang 4°C. Sau dé chat dém kali phosphat duoc bb sung dé trung
hoa do pH. Mé nay duoc cb va duge loc mang ¢ nhiét do khoang 4°C duya trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang cach sit dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30 kD.

Loc lan cuoi va bao quan san pham

M¢ nay sau d6 dugc c6 va duge loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, voi 0,015% (trong hxgng/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bang cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé thdm tich lai duoc loc & 0,2 micron sau dé dugc pha lodng véi thém
histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0 véi 0,015% (trong
lugng/thé tich) polysorbat 20, duoc phén tin thanh cic phan phan uée va duge cap
dong & nhiét d¢ <—60°C.
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Bang 18. Céc thudc tinh cta thé lién hop kiéu huyét thanh 16F d6i v6i nghién ciru
da héa tri tir lién hgp DMSO

Ps da oxy Thé lién hop | Ps:Pr| Tiéu thu lysin Ps tu Protein tu
héa Mn/Mw Mn/Mw (mol/mol do/tbng do/téng
CRM197) Ps protein
91/177 kD 2075/3966 1,29 11,0 <1% <1%
kD
Vidu22

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 17F cho nghién ctru héa tri mét bang cach sir
dung lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, duge tao kich c& dén phén ti khdi muc tiéu, duge
hoat héa héa hoc va duogc trao d6i chit dém bang phwong phap loc siéu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 d3 tinh ché dugc lam kho lanh mot cich riéng r& va dugc hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit d4 hoa tan lai va dung dich CRM197 dugc
két hop va duoc lién hop nhu duge mé ta duéi day. Thé lién hop thu duge duge tinh
ché bing phuong phap loc siéu trude khi loc 14n cubi & 0,2 micron. M6t vai tham sd
xir Iy trong m&i budce, nhu d6 pH, nhiét d6, ndng d6, va thoi gian duge kiém soat dé

thu duoc cac thé 1ién hop c¢6 thude tinh mong mudn.
Giam kich ¢& polysacarit va oxy héa

Bt Ps nang phé clu khuén d3 tinh ché duoc hoa tan trong nuée va duge loc
& 0,45 micron. Polysacarit d3 hoa tan duoc ddng nhat héa dé lam gidm phan tir khoi
cta Ps. Ap sult ddng nhét héa va sb 1an cdy chuyén thong qua méy ddng nhit hoa

duoc kidm soat dén 200 bar/5 cdy chuyén.

Polysacarit d giam kich c¢& dugc c¢6 va dugce loc mang dua trén nude bang

céch st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc diu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chét dém natri axetat dé giam thiéu t6i da sy giam kich ¢& polysacarit do hoat hoa.

Viéc hoat héa polysacarit dwgc bit dau bing céch bd sung dung dich natri
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metaperiodat 100mM. Luong natri metaperiodat dugc bd sung 13 0,11mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat dwoc mic hoat héa
polysacarit muc tidu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi lap polysacarit). Phan

mg oxy hoa tiép dién trong 2 gid & nhiét d6 22°C.

San phdm d4 hoat héa dugc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 14 loc mang dya trén nudc biang cach sit dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Bude loc siéu duoe thue hién & nhiét do tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 d4 tinh ché, thu duoc théng qua viée biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu duge mé ta tir trudec (WO 2012/173876 Al), duoc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chit dém d6 pH = 7,2 bang cach sit dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duogc loc & 0,2 micron.

Cac polysacarit hoat hoa dugc phéi tron dé lam khé lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng do sucroza bang 5% trong lwong/thé tich. CRM197 duoc phéi tron dé 1am kho
lanh & 6mg Pr/mL v6i ndng d6 sucroza 1a 1% trong luong/thé tich.

Ps da phéi trén va dung dich CRM197 dugc lam kho6 lanh mot cach riéng r€.
Ps d3 duoc 1am khd lanh va vat 1liéu CRM197 dugc hoa tan lai mot cach riéng ré
trong céc thé tich bang nhau ctia DMSO. Dung dich polysacarit dugc pha v6i natri
clorua dén néng d6 bang 50mM. Polysacarit va dung dich CRM197 dugc trén dé dat
duoc ndng dd polysacarit bing 2,0g Ps/L va ty 1¢ khdi luong polysacarit véi
CRM197 bﬁng 1,5. Ty 1& khéi luong duge chon loc dé kiém soét ty 1& polysacarit
v6i CRM197 trong thé lién hop thu dugc. Natri xyanoborohydrua (1mol trong mbi
mol don vi lap polysacarit) dugc bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong 2 gio &

nhiét 46 22°C.
Khit bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi ldp polysacarit) dugc bb sung
sau phan Ung lién hop va dugce U trong 1 gio & nhiét 4o 22°C. Mé nay duge pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong luong/thé tich) polysorbat

-140-



39330

20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chit dém kali phosphat duoc bd sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay dugc c6 va dugce loc mang ¢ nhiét d¢ khoang 4°C dya trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang cach st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cuoi va bao quan san pham

Mé nay sau d6 dugc cb va duge loc mang dua trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, véi 0,015% (trong luong/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bang cach sir dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé thdm tich lai dugc loc & 0,2 micron sau d6 duogc pha lodng véi thém
histidin 10mM nfta trong natri clorua 150mM, d¢ pH = 7,0 véi 0,015% (trong
luong/thé tich) polysorbat 20, dugc phan tan thanh céc phin phan udc va dugc cap
dong & nhiét do <—60°C.

Bang 19. Céc thudc tinh cta thé lién hop kidu huyét thanh 17F dbi v6i nghién ctru
héa tri mot tu lién hop DMSO

Ps d& ox Thé lidn ho Tiéu thy lysin Ps tur Prote:m tu
hoa Mn/l\/i,w Mo/Mw P | ps:pr (mol/mol do/tong do/tong
CRM197) Ps protein
179m216kD | 2952|120 8,0 1,9% 4,5%
Vidu23

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 17F cho nghién ctru da héa tri bang cach sir
dung lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, duoc tao kich c& dén phan tu khdi muc tiéu, dugc
hoat héa héa hoc va dugce trao dbi chit dém bang phuong phap loc siéu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 da tinh ché duge 1am kho lanh mét cach riéng ré& va dugc hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit d4 hoa tan lai va dung dich CRM197 dugc
két hop va dugce lién hgp nhu duge md ta dudi day. Thé lién hop thu dugc duge tinh

ché bang phuong phap loc siéu trude khi loc 14n cudi & 0,2 micron. Mot vai tham sb
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xtr 1y trong mdi budc, nhur d6 pH, nhiét do, ndng do, va thoi gian duoc kiém soat dé

thu duge cac thé 1ién hop ¢6 thude tinh mong mudn.
Giam kich c& polysacarit va oxy hoa

Bot Ps nang phé cAu khuén d3 tinh ché duoc hoa tan trong nuée va duoc loc
& 0,45 micron. Polysacarit di hoa tan duoc ddng nhat héa dé lam giam phén tir khoi
cua Ps. Ap sudt ddng nhét héa va sb 14n cdy chuyén thong qua may ddng nhat hoa

duoc kiém soat dén 200 bar/5 ciy chuyén.

Polysacarit d& giam kich ¢& dugc c6 va dugc loc mang dya trén nuéc bang

cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit duoc diéu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chét dém natri axetat dé giam thiéu tdi da sy gidm kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat hda polysacarit duoc bat dau béng cach bbd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Lugng natri metaperiodat dugc bd sung 1a 0,11mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat duoc murc hoat héa
polysacarit muc tiéu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi lip polysacarit). Phan

g oxy hoa tiép dién trong 2 git & nhiét d 22°C.

San pham d3 hoat héa dugc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dua trén nude bang cach st dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Budc loc siéu dugc thuc hién ¢ nhiét d tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 d4 tinh ché, thu dugc thong qua viée biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu duge md ta tir trude (WO 2012/173876 Al), dugc loc mang dwa
trén phosphat 2mM, chét dém 6 pH = 7,2 bang cach st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va dugc loc ¢ 0,2 micron.

Céc polysacarit hoat héa dugc phdi tron dé 1am khé lanh & 6mg Ps/mL v6i
ndng do sucroza béng 5% trong hlc_mg/thé tich. CRM197 duogc phéi tron dé 1am kho
lanh & 6mg Pr/mL véi ndng dd sucroza 1a 1% trong luong/thé tich.
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Ps da phéi trén va dung dich CRM197 duogc lam kho lanh mot cach riéng ré.
Ps da duogc lam kho lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mdt cach riéng ré&
trong céc thé tich bang nhau cia DMSO. Dung dich polysacarit dugc pha v6i natri
clorua dén néng d6 bang 20mM. Polysacarit va dung dich CRM197 dugc tron dé dat
duoc ndng dd polysacarit bing 2,1g Ps/L va ty 1& khdi lugng polysacarit véi
CRM197 bang 1,5. Ty 18 khdi luong duoc chon loc dé kiém soat ty 18 polysacarit
v6i CRM197 trong thé 1ién hop thu duge. Natri xyanoborohydrua (1mol trong mdi
mol don vi lip polysacarit) dugc bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong 2 gio &

nhiét d¢ 22°C.
Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi 1gp polysacarit) duogc b6 sung
sau phan tng lién hop va dugc U trong 1 gio ¢ nhiét d6 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong lwong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét do khoang 4°C. Sau d6 chit dém kali phosphat dugc bd sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay dugc cd va duge loc mang & nhiét do khoang 4°C dwa trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang c4ch st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cudi va bao quan san pham

Meé nay sau d6 duge ¢ va duge loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, véi 0,015% (trong luqng/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bing céch st dung méang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé tham tich lai dugc loc & 0,2 micron (v6i bd loc so bd 0,5 micron) sau dd
duoc pha lodng voi thém histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0
v6i 0,015% (trong luong/thé tich) polysorbat 20, dwoc phén tan thanh cac phan phan

wdce va duge cip dong & nhiét d6 < —60°C.

Bang 20. Céc thudc tinh cua thé lién hop kiéu huyét thanh 17F dbi v6i nghién ciu
da hoéa trj tir lién hgp DMSO

| Psddoxy | Théliénhop [Ps:Pr| Tiéuthulysin | Pstw | Protein tu }
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héa Mn/Mw Mn/Mw (mol/mol do/tong do/tong
CRM197) Ps protein
150/212kD | 2650/4110 | 1,10 7,7 2,8% 1,5%
kD
Vidu 24

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 19A cho nghién ctru da héa tri bang cach str
dung lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc hoat hoéa héa hoc va dugc trao ddi chit dém
bang phuong phép loc siéu. Polysacarit hoat hoa va CRM197 da tinh ché duoc lam
kho lanh mot cach riéng 1& va dugc hoa tan lai trong DMSO. Sau dé polysacarit da
hoa tan lai va dung dich CRM197 duoc két hgp va dugc lién hgp nhu duge mo6 ta
duéi day. Thé 1ién hop thu duoc dugc tinh ché bang phuong phép loc siéu trude khi
loc 14n cudi & 0,2 micron. Mot vai tham s6 xtr ly trong mdi bude, nhu d6 pH, nhiét
6, ndng d6, va thoi gian dwoc kiém so4t dé thu dugce cac thé lién hop cé thudc tinh

mong mudn.
Oxy hoa polysacarit

Bt Ps nang phe ciu khuén da tinh ché dugc hoa tan trong nuée va dugce loc
& 0,45 micron. Polysacarit duge c6 va duge loc mang dua trén nudc bang cach st

dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chit dém natri axetat @& giam thiéu t6i da sy giam kich ¢& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat héa polysacarit dugc bit dau bang cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Lugng natri metaperiodat duoc bb sung la 0,26mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi ldp polysacarit dé dat duoc muc hoat héa
polysacarit myc tiéu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi lip polysacarit). Phan

g oxy hoa tiép dién trong 20 gi® & nhiét do 22°C.
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San phém da hoat hoa duogc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dua trén nudc bang cach st dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Budc loc siéu dugc thuc hién & nhiét do tur 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRMI197

CRM197 d3 tinh ché, thu duoc thong qua viée biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu dugc md ta tir truéec (WO 2012/173876 Al), duge loc mang dya
trén phosphat 2mM, chit dém d6 pH = 7,2 bang cach st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va dugce loc & 0,2 micron.

Cac polysacarit hoat héa dugc phdi tron dé 1am kho lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng d6 sucroza bang 5% trong lugng/thé tich. CRM197 duge phéi trén @ 1am kho
lanh & 6mg Pr/mL v6i néng d6 sucroza la 1% trong luqng/thé tich.

Ps da phéi tron va dung dich CRM197 duogc lam kho lanh mot cach riéng ré.
Ps d3 duoc 1am kho lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mot cach riéng ré
trong céc thé tich bang nhau ctia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 dugc
tron dé dat duge ndng do polysacarit bang 3,8g Ps/L va ty 18 khdi lugng polysacarit
v6i CRM197 bing 1,33. Ty 18 khdi luong dugc chon loc dé kiém soat ty 1&
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu duge. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mdi mol don vi lap polysacarit) dugc bo sung, va viéc lién hop tiép dién trong

1,5 gio ¢ nhiét d6 22°C.
Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi lap polysacarit) dugc b6 sung
sau phan ung lién hop va duge u trong 3 gio ¢ nhiét d§ 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong lwong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d khoang 4°C. Sau d6 chét dém kali phosphat dugc bd sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay dugc c6 va duge loc mang & nhiét d6 khoang 4°C dya trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang cich st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30kDa.

Loc lan cudi va bao quan san phdm
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Mé nay sau d6 dugc c6 va dugc loc mang dua trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d¢ pH = 7,0, véi 0,015% (trong hx(_mg/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét 6 4°C béng cach str dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé tham tich lai duoc loc & 0,2 micron sau dé6 duoc pha loding véi thém
histidin 10mM nfta trong natri clorua 150mM, d¢ pH = 7,0 véi 0,015% (trong
lugng/thé tich) polysorbat 20, dugc phan tén thanh cac phin phan udc va dugce clp
dong & nhiét d¢ <—60°C.

Béang 21. Cac thudc tinh cia thé lién hop kiéu huyét thanh 19A cho nghién ctu da
héa tri tir lién hgp DMSO

Ps di ox Thé lién ho Ti€u thy lysin Pstu Protein ty
héa Mn/l\/}]w Mi/Mw P | pg:pr (mol/mol do/tong do/tong
CRM197) Ps protein
96/186 kD 171ig585 1,22 9,1 7,0% 1,4%
Vidu25

Tao ra thé 1ién hop kiéu huyét thanh 20A cho nghién cttu héa tri mot bang céch sir
dung lién hop DMSO

Polysacarit duoc xac dinh tir trude 1a kiéu huyét thanh 20A (Calix ef al.,
Biochemical, Genetic, and Serological Characterization of Two Capsule Subtypes
among Streptococcus pneumoniae Serotype 20 Strains, J. Biol. Chem. 287(33):
27885-27894, (2012)) dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phén tr khdi muc tiéu,
duoc hoat héa hdéa hoc va dugce trao dbi chét dém béng phuong phép loc siéu.
Polysacarit hoat hoa va CRM197 da tinh ché duoc 1am kho lanh mot cach riéng ré
va duoc hoa tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit dd hoa tan lai va dung dich
CRM197 duoc két hop va duge lién hop nhur duge mod ta dudi ddy. Thé lién hop thu
duoc dugc tinh ché béng phuong phap loc siéu truée khi loc 14n cudi & 0,2 micron.
Mot vai tham sb xir 1y trong mdi bude, nhu d§ pH, nhiét do, ndng d6, va thoi gian

duoc kiém soat dé thu duogc cac thé lién hop c6 thude tinh mong mudn.

Giam kich c& polysacarit va oxy héa
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Bot Ps nang phé cAu khudn d tinh ché duoc hoa tan trong nuée va duoc loc
& 0,45 micron. Polysacarit d3 hoa tan dugc dong nhit héa dé lam giam phan tir khoi
ctia Ps. Ap suat ddng nhat héa va s6 lan cdy chuyén thong qua may dong nhat héa

duoc kiém soat dén 200 bar/5 cdy chuyén.

Polysacarit d giam kich c& dugc ¢6 va dugc loc mang dya trén nuée bang

cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d@ pH = 5 béng
chét dém natri axetat dé giam thiéu t6i da sy giam kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat héa polysacarit dugc bit dau bing cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Natri metaperiodat dugc b6 sung & 0,11mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat duoc mic hoat hoéa
polysacarit muc tiéu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi lip polysacarit). Phan

g oxy hoa tiép dién trong 2 gi® & nhiét d6 22°C.

San phém d3 hoat hoa dugc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, do pH =
6,4 sau do 12 loc mang dua trén nuéc bang cach st dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Buéc loc sidu dugc thyc hién & nhiét d6 tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 d tinh ché, thu duoc thong qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu duge md ta tir truée (WO 2012/173876 Al), dugc loc mang dya
trén phosphat 2mM, chit dém d6 pH = 7,2 bang c4ch st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duoc loc & 0,2 micron.

Cac polysacarit hoat hoa dugc phéi tron dé 1lam kho lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng do sucroza bing 5% trong luong/thé tich. CRM197 dugc phdi tron dé lam kho
lanh & 6mg Pr/mL v&i n@mg dd sucroza l1a 1% trong luqng/thé tich.

Ps da phéi tron va dung dich CRM197 dugc lam khoé lanh mot cach riéng ré.
Ps d& dugc lam kho lanh va vat liéu CRM197 duogc hoa tan lai mt cach riéng ré
trong cac thé tich bang nhau ctia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 dugc
tron dé dat duoc néng do polysacarit bﬁng 2,0g Ps/L va ty 1& khéi luong polysacarit
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v6i CRM197 béng 1,5. Ty 1€ khéi luong dugc chon loc dé kiém soat ty 18
polysacarit voi CRM197 trong thé lién hop thu dugc. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mdi mol don vi l&p polysacarit) duoc bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong

6 gio o nhiét 46 22°C.
Khik bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi 1ip polysacarit) dugc bd sung
sau phan mg lién hgp va dugc U trong 1 gio & nhiét d6 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong luong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chit dém kali phosphat dugc bb sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay dugc cb va dugc loc mang & nhiét d6 khoang 4°C dua trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang cach sit dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30 kD.

Loc lan cudi va bdo quan san phdm

M¢é ndy sau d6 duge cb va duge loc mang dua trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, do pH = 7,0, v6i 0,015% (trong luqng/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d 4°C bang cach sir dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé thdm tich lai dugc loc & 0,2 micron (v&i bd loc so bd 0,5 micron) sau d6
dugc pha lodng v6i thém histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0
v6i 0,015% (trong luong/thé tich) polysorbat 20, dwgc phan tin thanh cac phin phan

wdce va duge cip déng ¢ nhiét do < —60°C.

Bang 22. Céc thudc tinh cta thé lién hop kiéu huyét thanh 20A d6i v6i nghién ctru
héa tri mot tu lién hop DMSO

Ps da oxy Thé liénhop | Ps:Pr| Tiéu thu lysin Pstu Protein tu
héa Mn/Mw Mn/Mw (mol/mol do/tbng do/téng
CRM197) Ps protein
165/215kD | 5159/7778 1,17 6,1 <1% 6,5%
kD
Vidu 26
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Tao ra thé 1ién hop kiéu huyét thanh 20A cho nghién ctru da héa tri bang cach str
dung lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, duoc tao kich c& dén phan tu khdi muc tiéu, dugc
hoat héa héa hoc va duoc trao ddi chit dém bang phuong phap loc siéu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 d tinh ché dugc lam kho lanh mot cdch riéng r& va dugc hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit d hoa tan lai va dung dich CRM197 duoc
két hop va dugc lién hop nhur duge mé ta dudi ddy. Thé lién hop thu duge duge tinh
ché bang phuong phép loc sidu truéce khi loc 14n cudi & 0,2 micron. Mt vai tham s
xit 1y trong mdi budce, nhur d6 pH, nhiét d6, ndng d9, va thoi gian duge kiém soat dé

thu dugc cac thé lién hop ¢ thudc tinh mong mubn.
Giam kich c& polysacarit va oxy hda

Bot Ps nang phé ciu khuan d3 tinh ché dugc hoa tan trong nuée va duge loc
& 0,45 micron. Polysacarit d4 hoa tan duoc ddng nhat hoa dé 1am giam phan tir khéi
ctia Ps. Ap sut ddng nhét hoa va sb lan cly chuyén thong qua may dong nhit héa

duoc kiém soat dén 220 bar/5 cy chuyén.

Polysacarit d3 giam kich c& dugc cd va duoc loc mang dua trén nudce bang

céch str dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau dé dung dich polysacarit dugc didu chinh dén 22°C va 6 pH = 5 bang
chét dém natri axetat dé giam thiéu t6i da sw gidm kich c¢& polysacarit do hoat hoa.
Viéc hoat héa polysacarit dugc bit diu bang cach b6 sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Natri metaperiodat duoc bd sung & 0,16mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat dugc muc hoat héa
polysacarit muc tiéu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi lap polysacarit). Phan

g oxy hoa tiép dién trong 2 gid & nhiét d6 22°C.

San phim d4 hoat hoa duge loc mang dua trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dya trén nudc bing cach st dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Budc loc siéu duoc thuc hién & nhigt d6 tir 2 dén 8°C.

Lién hgp polysacarit véi CRM197
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CRM197 d tinh ché, thu duoc théng qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu dugc mo ta tir truéec (WO 2012/173876 Al), dugc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chit dém do pH=17,2 béng cach st dung mang loc si€u dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duge loc & 0,2 micron.

Cac polysacarit hoat hoa dugc phdi tron dé lam kho lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng d6 sucroza béng 5% trong luc_rng/thé tich. CRM197 duoc phéi tron dé lam kho
lanh & 6mg Pr/mL véi néng d6 sucroza la 1% trong lu’qng/thé tich.

Ps da phéi trén va dung dich CRM197 dugc lam kho lanh mét cach riéng ré.
Ps d3 duoc 1am khd lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mot cach riéng r&
trong céc thé tich bang nhau ctia DMSO. Dung dich polysacarit dugc pha v6i natri
clorua dén néng d6 bang 20mM. Polysacarit va dung dich CRM197 dugc tron dé dat
duoc ndng d6 polysacarit bang 1,4g Ps/L va ty 1€ khéi lugng polysacarit véi
CRM197 bang 1,5. Ty 1& khéi luong duge chon loc dé kiém soat ty 1& polysacarit
v6i CRM197 trong thé lién hop thu dugc. Natri xyanoborohydrua (1mol trong mbi
mol don vi lip polysacarit) dugc bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong 4 gio &

nhiét d¢ 22°C.
Khit bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi 1dp polysacarit) duge bb sung
sau phan ung lién hgp va dugc u trong 1 gid ¢ nhiét do 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong luong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chit dém kali phosphat dugc bd sung dé trung
hoa dd pH. Mé nay dugc c6 va duge loc mang & nhiét d6 khoang 4°C dua trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang cach sir dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30 kD.

Loc lan cudi va bao quan san pham

Mé nay sau d6 dugc cd va duge loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, véi 0,015% (trong luqng/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bing céch st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.
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Meé thdm tich lai duoc loc & 0,2 micron (véi bd loc so bo 0,5 micron) sau d6
duoc pha lodng v&i thém histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0
v6i 0,015% (trong lugng/thé tich) polysorbat 20, dugc phén tin thanh cc phin phan

wdc va duoc clp déng ¢ nhiét d6 < —60°C.

Béng 23. Cac thudc tinh ca thé lién hop kiéu huyét thanh 20A cho nghién ctu da
hoa tri tir 1ién hop DMSO

Ps da oxy Thé lién hop | Ps:Pr | Tiéu thu lysin Ps tyr Protein ty
hdéa Mn/Mw Mn/Mw (mol/mol do/tong do/tong
CRM197) Ps protein
178/215kD | 2478/3863 kD | 1,10 8,3 1,0% 1,0%
Vidu27

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 22F cho nghién ctru da héa tri bang cach sur
dung lién hgp DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phén t khdi muc tiéu, duge
hoat hda héa hoc va dugc trao d6i chat dém béng phuong phap loc siéu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 d3 tinh ché dugc lam khd lanh mét cach riéng r& va dugc hoa
tan lai trong DMSO. Sau dé polysacarit d4 hoa tan lai va dung dich CRM197 duoc
két hop va dugce lién hop nhu duge md ta dudi day. Thé lién hop thu duge dugc tinh
ché bang phuong phap loc sidu trude khi loc 14n cudi & 0,2 micron. Mot vai tham s&
xir Iy trong mdi budce, nhu d6 pH, nhiét do, ndng d6, va thoi gian duge kiém soat dé

thu duoc cac thé 1ién hop c6 thude tinh mong mudn.
Giam kich ¢& polysacarit va oxy héa

Bt Ps nang phé cAu khuén d3 tinh ché duoc hoa tan trong nude va duoc loc
& 0,45 micron. Polysacarit d4 hoa tan dugc dong nhat héa dé 1am giam phan tir khéi
ctia Ps. Ap suit ddng nhét héa va sb lan cdy chuyén théng qua may ddng nhat héa

duoc kidm soat dén 400 bar/5 cdy chuyén.

Polysacarit d3 giam kich c¢& dugce c¢6 va dugce loc mang dya trén nuée bang

cach str dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.
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Sau d6 dung dich polysacarit dugc didu chinh dén 22°C va @ pH = 5 bang
chét dém natri axetat dé giam thiu t6i da sy giam kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat hoa polysacarit dugc bit ddu bang cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Natri metaperiodat duoc bd sung & 0,12mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat duoc mirc hoat hoa
polysacarit muc tidu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi lip polysacarit). Phan

{mg oxy hoéa tiép dién trong 2 gi®r & nhiét d¢ 22°C.

San phém d3 hoat hoa dugc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, d¢ pH =
6,4 sau d6 la loc mang dya trén nudc bang cach st dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Bude loc siéu dugce thuc hién & nhiét do tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 da tinh ché, thu duoc théng qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu dugc md ta tir trudec (WO 2012/173876 Al), duge loc mang dya
trén phosphat 2mM, chit dém d6 pH = 7,2 bing c4ch st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duogc loc & 0,2 micron.

Cac polysacarit hoat hda dugc phéi tron dé lam kho lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng d6 sucroza béng 5% trong luqng/thé tich. CRM 197 duogc phéi tron dé lam kho
lanh & 6mg Pr/mL v&i ndng do sucroza 1a 1% trong lugng/thé tich.

Ps da phéi tron va dung dich CRM197 duoc 1lam kho lanh mét cach riéng ré.
Ps d3 dugc 1am kho lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mot cach riéng ré
trong c4c thé tich bang nhau ctia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 duoc
tron dé dat dugc ndng dd polysacarit bing 1,8g Ps/L va ty 18 khéi lugng polysacarit
véi CRM197 bing 1,5. Ty 18 khéi luong dugc chon loc dé kiém soat ty 18
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu duge. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mdi mol don vi lip polysacarit) dugc bd sung, va viée lién hop tiép dién trong

1 gid & nhigt do 22°C.

Khit bang natri borohydrua
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Natri borohydrua (2mol trong m&i mol don vi lap polysacarit) dugc bd sung
sau phan ung lién hgp va dugc u trong 1 gid ¢ nhiét do 22°C. Mé nay duogc pha
lofing vao natri clorua 150mM, vé&i khoang 0,025% (trong lwong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chit dém kali phosphat dugc bd sung dé trung
hoa dd pH. Mé nay dugc c6 va dugc loc mang & nhiét d6 khoang 4°C dya trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang cach sir dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30 kD.

Loc lan cuoi va bdo qudn san pham

Meé nay sau do dugc c6 va dugc loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, do pH = 7,0, véi 0,015% (trong lwong/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bang cach sir dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

M¢ thdm tich lai duogc loc & 0,2 micron sau dé duoc pha lodng vé6i thém
histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d¢ pH = 7,0 véi 0,015% (trong
luong/thé tich) polysorbat 20, dugc phén tan thanh cac phan phan uéc va duge cép
dong & nhiét do <—60°C.

Béng 24. Cac thudc tinh cia thé lién hop kiéu huyét thanh 22F d6i véi nghién ctru
da héa tri tir li€én hop DMSO

Ps di oxy Thé lién hop Tiéu thu lysin Ps :tu Protein tu
héa Mn/Mw Mo/Mw Ps:Pr (mol/mol do/tong do/togg
CRM197) Ps protein
170/196 kD | 1800/3970kD | 1,13 7,0 <1% 1,1%

Vidu 28

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 23A cho nghién ctru héa tri mot bang cach sit
dung lién hgp DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phén tu khdi muc tiéu, duge
hoat héa hoa hoc va dugc trao dbi chit dém bang phuong phép loc siéu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 da tinh ché duoc lam khé lanh mot cach riéng 18 va duoc hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit d4 hoa tan lai va dung dich CRM197 duoc
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két hop va dugce lién hgp nhu duge md ta dudi day. Thé lién hop thu dugc dugce tinh
ché bang phuong phép loc siéu truéce khi loc 1an cubi & 0,2 micron. M6t vai tham s6
xtr Iy trong mdi bude, nhu d6 pH, nhiét do, néng do, va thoi gian dugc kiém soat dé

thu duoc cac thé 1ién hop c6 thude tinh mong mudn.
Giam kich cé polysacarit va oxy héa

Bt Ps nang phé cAu khuén da tinh ché duoc hoa tan trong nuée va duge loc
& 0,45 micron. Polysacarit d4 hoa tan dugce gidm kich c& bang céch thiy phan axit
bing cach bd sung axit axetic dén 200mM, 1 & nhiét dd 90°C trong 1,5 gid, sau do
trung hoa bing cach bd sung chit dém kali phosphat lanh d§ pH = 7 dén 400mM.

Polysacarit d& giam kich c& duogc ¢6 va duoc loc mang dua trén nudc bang

cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 5kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chit dém natri axetat @& giam thiéu tdi da su gidm kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat héa polysacarit dwoc bit diu bang cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Natri metaperiodat dugc b6 sung 1a 0,20mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat dugc mic hoat héa
polysacarit muc tiéu (cidc mol aldehyt trong mdi mol don vi ldp polysacarit). Phan

{mg oxy hoa tiép dién trong 2 gi¢r & nhiét d6 22°C.

San phém dd hoat héa duoc loc mang dua trén kali phosphat 10mM, 46 pH =
6,4 sau d6 la loc mang dya trén nudc béng cach sir dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 5kDa. Budée loc siéu duge thuc hién ¢ nhiét do tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 da tinh ché, thu dugc thong qua viée biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu dugc mod ta tir trude (WO 2012/173876 Al), dugc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chat dém d6 pH = 7,2 bang cach str dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duge loc & 0,2 micron.
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Céc polysacarit hoat hoa duoc phéi tron dé 1am kho lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng d6 sucroza bang 5% trong lwong/thé tich. CRM197 dugc phdi tron dé lam kho
lanh & 6mg Pr/mL v&i ndng d6 sucroza 14 1% trong lugng/thé tich.

Ps da phéi trén va dung dich CRM197 dugc lam kho lanh mdt cach riéng ré.
Ps d3 dugc lam khoé lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mdt céch riéng ré&
trong céc thé tich bang nhau cia DMSO. Dung dich polysacarit dugc pha v6i natri
clorua dén ndng d6 bang 50mM. Polysacarit va dung dich CRM197 duoc tron dé dat
duge ndng dd polysacarit bang 3,0g Ps/L va ty 1& khéi luong polysacarit véi
CRM197 bing 1,5. Ty 18 khéi luong duge chon loc dé kiém soat ty 1& polysacarit
véi CRM197 trong thé lién hop thu dugc. Natri xyanoborohydrua (1mol trong mdi
mol don vi l3p polysacarit) dugc bd sung va viéc lién hop tiép dién trong 2 gid &
nhiét d§ 22°C.

Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi lgp polysacarit) duoc b6 sung
sau phan tmg lién hop va dugc u trong 3 gi¢' ¢ nhiét d6 22°C. Mé nay dugce pha
loAng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong luong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chat dém kali phosphat dugc bd sung dé trung
hoa d& pH. Mé nay duge cd va duge loc mang ¢ nhiét d6 khoang 4°C dya trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, béng cach st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30 kD.

Loc lan cudi va bao quan san phdm

M¢ nay sau d6 duoc ¢ va duge loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, véi 0,015% (trong luong/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét 4o 4°C béng cach sir dung mang loc si€u dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

M¢ thidm tich lai duoc loc & 0,2 micron sau dé dugc pha lodng véi thém
histidin 10mM nfta trong natri clorua 150mM, d¢ pH = 7,0 v6i 0,015% (trong
lwong/thé tich) polysorbat 20, dugce phén tan thanh céc phdn phén wéc va dugc cip
doéng & nhiét do <—-60°C.
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Béng 25. Céc thudc tinh cta thé lién hop kidu huyét thanh 23A d6i v6i nghién ctru
héa tri mét tir lién hop DMSO

Ps di oxy Thé lién hop Tiéu thu lysin Ps Atu’ Protein tu
héa Mn/Mw Mn/Mw Ps:Pr (mol/mol do/tong do/tong
CRM197) Ps protein
70/97kD | 2183/3837kD | 1,20 11,8 <1% <1%

Viduy29

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 23A cho nghién ctru da héa tri bing cach st
dung lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phan tir khdi muc tiéu, duge
hoat hoa héa hoc va dugc trao dbi chét dém bang phuong phap loc sidu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 d& tinh ché duoc 1am kho lanh mot cach riéng r& va duoc hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit dd hoa tan lai va dung dich CRM197 dugc
két hop va dugc lién hgp nhu duoc md ta dudi day. Thé lién hop thu dugc dugc tinh
ché bang phuong phép loc sidu truée khi loc 1an cudi & 0,2 micron. Mot vai tham sO
xir Iy trong m&i budce, nhu d pH, nhiét do, ndng d6, va thoi gian duge kiém soat dé

thu dugce cac thé lién hop c6 thudc tinh mong mudn.
Giam kich ¢ polysacarit va oxy hoa

Bt Ps nang phé cAu khuén d3 tinh ché duoc hoa tan trong nude va duoc loc
& 0,45 micron. Polysacarit d3 hoa tan dugc giam kich ¢& bang cach thiy phan axit
bing cach bd sung axit axetic &én 200mM, @ & nhiét d6 90°C trong 1,5 gid, sau d6
trung hoa bing céch bd sung chit dém kali phosphat lanh d6 pH = 7 d&én 400mM.

Polysacarit dd giam kich c& duge c¢6 va dugc loc mang dua trén nude bang

céch str dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 5kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc didu chinh dén 22°C va d6 pH =5 béng
chét dém natri axetat @& giam thiéu tdi da su giam kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat hoéa polysacarit dugc bt diu bing cach bd sung dung dich natri

metaperiodat 100mM. Natri metaperiodat dugc bd sung la 0,20mol natri
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metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat duoc mic hoat hda
polysacarit myc ti€u (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi lip polysacarit). Phan

{ing oxy héa tiép dién trong 2 gid & nhiét d 22°C.

San phim da hoat héa dugc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 la loc mang dya trén nudc bé“lng cach st dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 5kDa. Bude loc siéu duge thuc hién & nhiét d tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit voi CRM197

CRM197 d3 tinh ché, thu duoc théng qua viée biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu dugc md ta tir truéec (WO 2012/173876 Al), duge loc mang dya
trén phosphat 2mM, chat dém do pH =172 bﬁng cach sir dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duogc loc & 0,2 micron.

Cac polysacarit hoat hoa duoc phéi tron dé 1am kho lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng do sucroza bang 5% trong lugng/thé tich. CRM197 dugc phdi trén dé 1am kho
lanh & 6mg Pr/mL v6i ndng d6 sucroza la 1% trong luong/thé tich.

Ps da phéi tron va dung dich CRM197 duogc 1am kho lanh mot cach riéng r€.
Ps di dugc lam kho lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mot cach riéng ré
trong céc thé tich bang nhau cia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 dugc
tron dé dat duoc ndng d6 polysacarit bang 3,5g Ps/L va ty 1€ khéi lwong polysacarit
v6i CRM197 bang 1,5. Ty 1& khdi luong duge chon loc dé kiém soat ty 18
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu dugc. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mdi mol don vi 1&p polysacarit) duoc bd sung va viée lién hop tiép dién trong
2 gid ¢ nhigt do 22°C.
Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi l&p polysacarit) dugc b6 sung
sau phan Ung lién hop va duge u trong 1 gio ¢ nhiét d6 22°C. Mé nay dugc pha
loang vao natri clorua 150mM, véi khodng 0,025% (trong lwong/thé tich) polysorbat

20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chat dém kali phosphat dugc bd sung dé trung

hoa d6 pH. Mé nay dugc cb va dugc loc mang ¢ nhiét d¢ khoang 4°C dya trén natri
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clorua 150mM, kali phosphat 25mM 46 pH = 7, bang cach st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30 kD.

Loc lan cudi va bao quan san pham

M¢ nay sau d6 duge cd va duge loc mang dua trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, do pH = 7,0, v&i 0,015% (trong lugng/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bang cach sit dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé thdm tich lai dugc loc & 0,2 micron sau d6 dugc pha lodng véi thém
histidin 10mM nfta trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0 véi 0,015% (trong
lwong/thé tich) polysorbat 20, dugc phéan tén thanh cac phan phéan udce va dugc cap
déng & nhiét do <—60°C.

Bang 26. Céc thudc tinh ctia thé lién hop kiéu huyét thanh 23A cho nghién ctru da
héa tri tir lién hop DMSO

Ps da oxy Thé lién hop | Ps:Pr | Tiéu thy lysin Psty Protein ty
héa Mn/Mw Mn/Mw (mol/mol do/tong do/tong
CRM197) Ps protein
116/175kD | 2156/4933 kD | 1,12 6,3 3,3% 2,1%
Vidu 30

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 23B cho nghién ciru hda tri mot béng cach sir
dung li€n hgp DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, duogc tao kich c& dén phén tur khdi muc tiéu, duogc
hoat hda hda hoc va dugc trao ddi chat dém bang phuong phép loc siéu. Polysacarit
hoat hoa va CRM197 da tinh ché dugc lam kho lanh mot cach riéng ré& va duge hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit dd hoa tan lai va dung dich CRM197 dugc
két hop va dugc lién hop nhu duoc md ta dudi ddy. Thé lién hop thu dugc duge tinh
ché béng phuong phap loc siéu truge khi loc 1an cudi & 0,2 micron. Mot vai tham s6
xtt Iy trong mdi budce, nhu d6 pH, nhiét do, ndng d9, va thoi gian dugce kiém soét dé

thu duoc cac thé lién hop c6 thudc tinh mong mubn.
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Giam kich c& polysacarit va oxy hda

Bot Ps nang phé cAu khuén d4 tinh ché dugc hoa tan trong nude va duge loc
& 0,45 micron. Polysacarit d& hoa tan dwoc ddng nhit héa dé 1am giam phan tir khdi
ctia Ps. Ap sudt ddng nhét héa va sb 1an cay chuyén thong qua may d6ng nhét hoa

duoc kiém soat dén 400 bar/5 ciy chuyén.

Polysacarit d4 giam kich c¢& dugc c¢6 va duoc loc mang dua trén nude béng

cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va @6 pH =5 bz:ing
chét dém natri axetat & giam thiéu tdi da su giam kich ¢& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat héa polysacarit dugc bit diu bang cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Natri metaperiodat duoc bd sung & 0,10mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi l&p polysacarit dé dat duoc mirc hoat héa
polysacarit muyc tiéu (cadc mol aldehyt trong mdi mol don vi ldp polysacarit). Phan

g oxy hoéa tiép dién trong 2 gi & nhiét do 22°C.

San phdm da hoat hoa dugce loc mang dya trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 la loc mang dya trén nudce bang cach sit dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Buéec loc siéu dugce thuce hién ¢ nhiét do tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit voi CRM197

CRM197 d4 tinh ché, thu dugc thong qua viée biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu duge mo ta tir trudée (WO 2012/173876 Al), duge loc mang dya
trén phosphat 2mM, chit dém d6 pH = 7,2 bing cach st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va dugc loc & 0,2 micron.

Céc polysacarit hoat hoa duoc phéi tron dé lam kho lanh & 6mg Ps/mL v6i
ndng do sucroza bang 5% trong luong/thé tich. CRM197 dugc phéi tron dé 1am kho
lanh & 6mg Pr/mL v6i ndng d6 sucroza 1a 1% trong hxgng/thé tich.

Ps da phéi tron va dung dich CRM197 duogc 1lam kho lanh mét cach riéng ré€.

Ps d& duoc 1am kho lanh va vat liéu CRM197 dugce hoa tan lai mdt cach riéng ré
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trong céc thé tich bang nhau ctia DMSO. Dung dich polysacarit dugc pha véi natri
clorua dén ndng d6 cubi ciing bang 50mM. Polysacarit va dung dich CRM197 dugc
tron dé dat duoc ndng do polysacarit bang 5,0g Ps/L va ty 1& khéi lugng polysacarit
véi CRM197 bing 1,5. Ty 18 khdi lwong dwoc chon loc dé kiém sodt ty 18
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu duoc. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mdi mol don vi lap polysacarit) dugc bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong

2 gio ¢ nhigt d 22°C.
Khit bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi 13p polysacarit) duogc bd sung
sau phan ung lién hgp va duogc U trong 1 gid & nhiét 4o 22°C. Mé nay dugc pha
loAng vao natri clorua 150mM, v6i khoang 0,025% (trong lwong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chit dém kali phosphat dugc bd sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay duoc cd va duge loc mang ¢ nhiét d6 khoang 4°C dya trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang c4ch sit dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30 kD.

Loc lan cudi va bdo quan san pham

Me nay sau d6 dugc cd va duge loc mang dua trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, véi 0,015% (trong lugng/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét 46 4°C béng cach st dung mang loc si€u dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Meé thdm tich lai duoc loc & 0,2 micron sau d6 dugc pha lodng véi thém
histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d¢ pH = 7,0 v6i 0,015% (trong
luong/thé tich) polysorbat 20, dugc phan tan thanh cac phdn phan uéc va dugce cip
dong & nhiét d¢ <—-60°C.

Bang 27. Cac thudc tinh cta thé lién hop kiéu huyét thanh 23B cho nghién ctru hda

tri m6t tir lién hgp DMSO
~ P Tiéu thu lysin Pstu Protein tu
hl,): 1(\1/?n(/)1)\(/¥w Thmqup Ps:Pr (mol/mol do/tdng do/téng
© CRM197) Ps protein
155/179 kD | 1322/3299kD | 1,28 6,2 13% 5,1%
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Vidu31

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 23B cho nghién ctru da héa tri bang cach sir
dung lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phén tir khdi muc tiéu, duge
hoat héa héa hoc va duge trao d6i chit dém bang phuong phép loc siéu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 di tinh ché dugc lam kho lanh mét cch riéng r& va dugc hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit dd hoa tan lai va dung dich CRM197 duoc
két hop va dugc lién hop nhu duge mé ta dudi ddy. Thé lién hop thu duge duge tinh
ché bing phwong phép loc siéu trudc khi loc 1an cubi & 0,2 micron. Mot vai tham s6
xit Iy trong mdi budce, nhur d6 pH, nhiét do, ndng d9, va thdi gian duoc kiém soat dé

thu duoc céc thé lién hop c6 thude tinh mong mudn.
Giam kich c& polysacarit va oxy hoa

Bot Ps nang phé ciu khuan d3 tinh ché duoc hoa tan trong nuée va duge loc
& 0,45 micron. Polysacarit d hoa tan dugc dong nhit héa d& 1am giam phan tir khoi
cta Ps. Ap sudt dong nhat héa va s4 1an cAy chuyén thong qua may ddng nhat héa

duoc kiém soat dén 400 bar/5 cdy chuyén.

Polysacarit dd giam kich c¢& dugc c6 va dugc loc mang dya trén nude bang

cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc didu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chét dém natri axetat dé giam thiéu t6i da su gidm kich c& polysacarit do hoat hoa.
Viéc hoat hoa polysacarit dugc b4t diu bang céach b6 sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Natri metaperiodat dugc bd sung & 0,13mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat dugc muc hoat hda
polysacarit muyc tiéu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi lip polysacarit). Phan

g oxy hoéa tiép dién trong 2 gid & nhiét do 22°C.
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San phim d3 hoat héa duge loc mang dya trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dua trén nudc bang cach sir dung mang loc sidu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Buéc loc sidu duge thyc hién & nhiét d6 tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit voi CRM197

CRM197 d4 tinh ché, thu dugc théng qua viée biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu duge md ta tir trude (WO 2012/173876 Al), duogc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chét dém d6 pH = 7,2 bang cach st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va dugc loc & 0,2 micron.

Cac polysacarit hoat héa dugc phdi tron dé 1am kho lanh & ‘6mg Ps/mL véi
ndng d6 sucroza béng 5% trong hxo*ng/thé tich. CRM197 duoc phéi tron dé 1am kho
lanh & 6mg Pr/mL véi néng d6 sucroza la 1% trong luqng/thé tich.

Ps da phéi trén va dung dich CRM197 dugc lam kho lanh mét cach riéng ré.
Ps d3 duoc lam khod lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mdt cach riéng r€
trong céc thé tich bang nhau ctia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 duoc
tron dé dat duoc n6ng do polysacarit bang 5,0g Ps/L va ty 18 khéi luong polysacarit
véi CRM197 béng 1,5. Ty 18 khéi lwong duge chon loc dé kiém soat ty 1€
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu duge. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong m&i mol don vi lp polysacarit) dugc bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong

4 gid ¢ nhiét d6 22°C.
Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi ldp polysacarit) dugc b6 sung
sau phan tng lién hgp va dugc U trong 1 gio ¢ nhiét d6 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong luong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét do khoang 4°C. Sau d6 chit dém kali phosphat dugc bd sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay duge cd va dugc loc mang & nhiét d6 khoang 4°C dwa trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, biang céch st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30 kD.

Loc lan cudi va bao quan san phdm
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M2 nay sau d6 dugc cd va duge loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, véi 0,015% (trong luqng/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét @6 4°C béng c4ch st dung mang loc sidu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé thdm tich lai duoc loc & 0,2 micron sau d6 dugc pha lodng véi thém
histidin 10mM nfta trong natri clorua 150mM, d¢ pH = 7,0 v6i 0,015% (trong
lwong/thé tich) polysorbat 20, dugc phéan tan thanh cac phin phan uéc va dugc clp
dong & nhiét d¢ <—60°C.

Bang 28. Céc thudc tinh cta thé lién hop kiéu huyét thanh 23B cho nghién ctru da
héa tri tir lién hop DMSO

« 2 1A Tiéu thu lysin Ps ty Protein tu
Ps d& oxy The lién hop _ A 2
héa Mn/Mw Mn/Mw Ps:Pr (mol/mol do/tong do/topg
CRM197) Ps protein
172/197 kD | 1076/2514kD | 1,26 7,4 12% 3,2%

Vidu32

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 24F cho nghién ctru héa tri mot va da héa tri
bang céach sir dung lién hgp DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugce tao kich c& dén phén tr khdi muc tiéu, duge
hoat héa héa hoc va duge trao d6i chit dém bang phuong phép loc siéu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 da tinh ché dugc 1am kho lanh mét cach riéng ré va duge hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit d hoa tan lai va dung dich CRM197 duge
k&t hop va duoc lién hop nhu duge md ta dudi ddy. Thé lién hop thu duge duge tinh
ché bing phuong phép loc siéu trude khi loc 1an cudi ¢ 0,2 micron. Mot vai tham s6
xu ly trong mdi bude, nhu d6 pH, nhiét do, néng do, va thoi gian dugc kiém soat dé

thu duoc cac thé lién hop ¢ thude tinh mong mudn.
Gidam kich c& polysacarit va oxy héa

B&t Ps nang phé cAu khuln da tinh ché duoc hoa tan trong nude va duge loc

& 0,45 micron. Polysacarit d3 hoa tan dugc gidm kich c& béng céach thity phan axit

-163-




39330

bing céch bd sung axit axetic &én 200mM, 0 & nhiét d 92°C trong 50 phut, sau d6
trung hoa bang cach bb sung chit dém kali phosphat lanh d6 pH = 7 dén 400mM.

Polysacarit d4 giam kich ¢& dugc c¢6 va dugc loc mang dua trén nude béng

céch st dung mang loc sidu dong tiép tuyén NMWCO 5kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d6 pH =5 béng
chét dém natri axetat dé giam thiéu tdi da sy giam kich c& polysacarit do hoat hoa.
Viéc hoat héa polysacarit dugc bit dau bing cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Natri metaperiodat dugc bd sung 13 0,18mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat duoc mirc hoat héa
polysacarit muc tiéu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi ldp polysacarit). Phan

g oxy hoa tiép dién trong 2 gid & nhiét d 22°C.

San phdm d3 hoat héa duge loc mang dya trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dwa trén nudc bang cich st dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 5kDa. Buéc loc sidu duge thyc hién & nhiét ¢ tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 da tinh ché, thu dugc thdng qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu duge mo ta tir truée (WO 2012/173876 Al), duoc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chat d&ém d6 pH = 7,2 bang cach str dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duoc loc ¢ 0,2 micron.

Cac polysacarit hoat hoa dugc phdi tron dé 1am kho lanh & 2mg Ps/mL véi
n@)ng dd sucroza bé‘mg 10% trong luong/thé tich. CRM197 dugc phéi tron dé lam

khé lanh & 6mg Pr/mL véi nng d9 sucroza 1a 1% trong luong/thé tich.

Ps da phéi tron va dung dich CRM197 dugc lam kho lanh mdt cach riéng ré.
Ps d& dugc lam kho lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mot cach riéng ré
trong cac thé tich bang nhau ctia DMSO. Dung dich polysacarit dugc pha véi natri
clorua dén ndng d6 cudi cling bang S0mM. Polysacarit va dung dich CRM197 duoc
tron dé dat duoc ndng do polysacarit bang 1,5g Ps/L va ty 1€ khéi lwong polysacarit
véi CRM197 bang 1,5. Ty 18 khéi luong dugc chon loc dé kiém soat ty 18
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polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu duoc. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mdi mol don vi lap polysacarit) dugc bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong

2 gio & nhiét do 22°C.
Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi ldp polysacarit) dugc b6 sung
sau phéan ung lién hop va dugc u trong 1 gid ¢ nhiét do 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong luong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d khoang 4°C. Sau d6 chat dém kali phosphat dugc bd sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay duge cb va duge loc mang ¢ nhiét d§ khoang 4°C dua trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, b?lng cach st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30 kD.

Loc lan cudi va bao quan san pham

Mg nay sau d6 duge c6 va dugc loc mang dua trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, vo6i 0,015% (trong lwong/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bing cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé thdm tich lai dugc loc & 0,2 micron sau d6 dugc pha lodng véi thém
histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0 véi 0,015% (trong
lwong/thé tich) polysorbat 20, dugc phén tén thanh céc phin phén wdc va dugc cap
déng & nhiét do <—60°C.

Bang 29. Céc thudc tinh cua thé lién hop kiéu huyét thanh 24F cho nghién ctru héa
tri mot va da hoa tri tir li€én hop DMSO

Ps da oxy Thé 1ién hop Tiéu thu lysin Ps :[u Protein t
hoa Mn/Mw Mn/Mw Ps:Pr (mol/mol do/tong do/tong
CRM197) Ps protein
56/100 kD | 2233/4875kD | 0,94 7,3 4,4% 1,4%

Vidu33
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Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 31 cho nghién ctru héa tri mot bang cach st
dung lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phén ti khdi muc tiéu, duge
hoat hda hda hoc va duoc trao d6i chét dém bang phuong phép loc sidu. Polysacarit
hoat hdéa va CRM197 da tinh ché duoc 1am khd lanh mot cach riéng r& va dugc hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit d hoa tan lai va dung dich CRM197 dugc
két hop va dugce lién hop nhu duge md ta dudi day. Thé lién hop thu duge dugce tinh
ché bang phuong phép loc siéu trude khi loc 1an cudi & 0,2 micron. Mot vai tham s6
xtr 1y trong mdi buéc, nhu do pH, nhiét d6, ndng do, va thdi gian duge kiém soat dé

thu duge céc thé lién hop c6 thude tinh mong mudn.
Giam kich c& polysacarit va oxy hoa

Bot Ps nang phé ciu khuén da tinh ché dugc hoa tan trong nuée va dugce loc
& 0,45 micron. Polysacarit d8 hoa tan dugc giam kich ¢& bang cach thiy phan axit
bang cach bd sung axit axetic dén 200mM, U & nhiét dd 90°C trong 30 phut, sau d6
trung hoa bang cach bd sung chit dém kali phosphat lanh 6 pH =7 dén 400mM.

Polysacarit di giam kich c& dugc c¢6 va duoc loc mang dua trén nudce bang

céch st dung mang loc sidu dong tiép tuyén NMWCO 5kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
cht dém natri axetat dé gidm thidu t61 da sy giam kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat hoa polysacarit duoc b4t dau béng cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Natri metaperiodat duoc bd sung 12 0,16mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lap polysacarit dé dat duoc muc hoat héa
polysacarit muc tiéu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi ldp polysacarit). Phan

mg oxy hoa tiép dién trong 2 gi¢y & nhiét d 22°C.

San phém d& hoat hda dugc loc mang dua trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 la loc mang dya trén nudc b%ng cach st dung mang loc siéu dong tiép
tuyén NMWCO 5kDa. Bude loc siéu duge thuc hién & nhiét & tir 2 dén 8°C.

Lién hop polysacarit véi CRM197
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CRM197 d3 tinh ché, thu duoc théng qua viée biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu dugc md ta tir trude (WO 2012/173876 Al), duoc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chat dém d6 pH = 7,2 bang cach sir dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va dugce loc & 0,2 micron.

Céc polysacarit hoat hda dugc phéi tron dé 1am khé lanh ¢ 6mg Ps/mL véi
ndng d6 sucroza bang 5% trong luong/thé tich. CRM197 duoc phéi tron dé lam kho
lanh & 6mg Pr/mL v6i ndng d6 sucroza 1a 1% trong luong/thé tich.

Ps da phéi trén va dung dich CRM197 duogc 1am kho lanh mét cach riéng r&.
Ps d4 duoc lam kho lanh va vat liéu CRM197 dugc hoa tan lai mot cach riéng ré
trong céc thé tich bang nhau ctia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 duoc
tron dé dat duoc ndng d6 polysacarit bang 4,0g Ps/L va ty 1€ khéi luong polysacarit
voi CRM197 bé‘mg 1,5. Ty 1€ khéi luong duogc chon loc dé kiém soat ty 18
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu dugc. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mdi mol don vi lap polysacarit) duge bd sung va viée lién hop tiép dién trong

1 gio & nhiét do 22°C.
Khir bing natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi 13p polysacarit) duoc bd sung
sau phan tng lién hop va duge U trong 1 gi¢' ¢ nhiét d§ 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong luong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chit dém kali phosphat dugc bd sung d trung
hoa d pH. Mé nay duoc c6 va duge loc mang & nhiét do khoang 4°C dua trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang c4ch st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30 kD.

Loc lan cudi va bao quan san pham

Me nay sau d6 duge cd va duge loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, véi 0,015% (trong lwong/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bing cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.
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Mé thim tich lai duoc loc & 0,2 micron sau d6 dwgc pha lodng v6i thém
histidin 10mM nfta trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0 véi 0,015% (trong
luong/thé tich) polysorbat 20, dugc phan tin thanh cac phin phan udc va duge cp
déng & nhiét do <—60°C.

Bang 30. Cac thudc tinh ctia thé 1ién hop kiéu huyét thanh 31 cho nghién ctru héa tri
mot tir lién hgp DMSO

Ps di oxy Thé lién hop Tiéu thy lysin Ps Eu Protein tu
héa Mn/Mw Mn/Mw Ps:Pr (mol/mol do/tong do/tong
CRM197) Ps protein
96/119kD | 1818/2999kD | 1,15 9,5 <1% <1%

Vidu 34

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 31 cho nghién ctru da hoa tri b%mg cach sir dung
lién hop DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phén tr khdi muc tidu, duge
hoat héa héa hoc va duge trao dbi chit dém bang phwong phép loc siéu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 da tinh ché dugc 1am kho lanh mot cach riéng ré va dugc hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit dd hoa tan lai va dung dich CRM197 duoc
két hop va dugc lién hop nhu duoc mé ta dudi day. Thé lién hop thu duge duge tinh
ché bang phuong phép loc sidu trude khi loc 14n cudi & 0,2 micron. Mot vai tham s&
xir Iy trong mdi budce, nhu d6 pH, nhiét do, ndng d6, va thoi gian duge kiém soét dé

thu duoc cac thé lién hop ¢6 thude tinh mong mudn.
Giam kich ¢& polysacarit va oxy hoéa

Bot Ps nang phé cau khuan da tinh ché duoc hoa tan trong nude va duge loc
& 0,45 micron. Polysacarit da hoa tan dugc ddng nhét hoa dé lam giam phan tir kh6i
ctia Ps. Ap suit déng nhat hoa va s6 1an cdy chuyén thong qua may ddng nhat hoa

duoc kidm soat dén 400 bar/5 cdy chuyén.

Polysacarit d3 giam kich c¢& duge cd va dugce loc mang dwa trén nuée béang

cach str dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.
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Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va @6 pH = 5 béng
chét dém natri axetat d& giam thiéu tdi da sy gidm kich c& polysacarit do hoat hoa.
Viéc hoat hoa polysacarit duoc b4t ddu bang cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Natri metaperiodat duoc bd sung & 0,12mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat dwoc mirc hoat héa
polysacarit muc tiéu (cc mol aldehyt trong mdi mol don vi lap polysacarit). Phan

g oxy hoéa tiép dién trong 2 gi® & nhiét 6 22°C.

San phim d hoat hoa dugc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, do pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dya trén nudc bang cach st dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Budc loc siéu dugce thuc hién & nhiét do tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 d3 tinh ché, thu duoc théng qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu dugc md ta tir trude (WO 2012/173876 Al), duoc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chéit dém d6 pH = 7,2 béng cach st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duge loc & 0,2 micron.

Céac polysacarit hoat héa dugc phéi tron dé 1am khd lanh & 6mg Ps/mL véi
néng d6 sucroza bang 5% trong 1u’qng/thé tich. CRM197 duoc phéi tron dé 1am kho

lanh & 6mg Pr/mL véi néng dd sucroza la 1% trong hrong/thé tich.

Ps da phéi tron va dung dich CRM197 duoc 1am kho lanh mét cach riéng ré.
Ps di duoc lam kho lanh va vat liéu CRM197 duge hoa tan lai mot céch riéng ré&
trong cac thé tich bang nhau cia DMSO. Dung dich polysacarit dugc pha v6i natri
clorua dén ndng do cudi cliing bang 50mM. Polysacarit va dung dich CRM197 dugc
tron dé dat duoc ndng do polysacarit bang 3,5g Ps/L va ty 1¢ khéi lwong polysacarit
v6i CRM197 bing 1,5. Ty 18 khéi luong dugc chon loc dé kiém sodt ty 1€
polysacarit voi CRM197 trong thé lién hop thu duge. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mdi mol don vi ldp polysacarit) dugc bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong

1 gid & nhi¢t do 22°C.

Khir bang natri borohydrua
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Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi ldp polysacarit) duge bb sung
sau phan tng lién hgp va duoc U trong 1 gid ¢ nhiét d6 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong luong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chit dém kali phosphat duoc bd sung dé trung
hoa do pH. Mé nay dugc c6 va dugce loc mang ¢ nhiét 46 khoang 4°C dua trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang cach st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30 kD.

Loc lan cuoi va bao quan san pham

M¢ nay sau d6 dugc cb va dugce loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, do pH = 7,0, véi 0,015% (trong lu:cyng/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bing cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé thim tich lai dugc loc ¢ 0,2 micron sau d6 dugc pha lodng voi thém
histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d¢ pH = 7,0 véi 0,015% (trong
lugng/thé tich) polysorbat 20, dugc phan tan thanh cic phin phan ude va dugce clp
dong & nhiét d6 <—60°C.

Bang 31. Céc thudc tinh ctia thé 1ién hop kidu huyét thanh 31 dbi v6i nghién ctru da
héa tri tir lién hgp DMSO

Ps di oxy Thé lién hop Tiéu thu lysin Ps :uI Protein tu
héa Mn/Mw Mn/Mw Ps:Pr (mol/mol do/tong do/tong
CRM197) Ps protein
149/186 kD | 2354/5971 kD | 1,26 8,9 <1% 1,8%

Vidu 35

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 33F cho nghién ctru da hoa tri bang cach st
dung lién hgp DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dén phan ti khdi muc tiéu, duge
hoat héa hoa hoc va dugc trao ddi chét @ém bﬁng phuong phép loc siéu. Polysacarit
hoat héa va CRM197 da tinh ché duoc 1am kho lanh mot cach riéng r& va dugce hoa
tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit d4 hoa tan lai va dung dich CRM197 dugc
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két hop va duoc lién hop nhu duge mé ta dudi day. Thé lién hop thu duge duge tinh
ché bang phuong phap loc siu trudce khi loc 1an cudi & 0,2 micron. Mot vai tham s6
xit 1y trong mdi bude, nhu d6 pH, nhiét do, ndng do, va thoi gian duoc kiém soat dé

thu duge cac thé lién hop c6 thude tinh mong mubn.
Giam kich c& polysacarit va oxy hda

Bt Ps nang phé cAu khuén d3 tinh ché duoc hoa tan trong nude va duge loc
& 0,45 micron. Polysacarit d4 hoa tan dugc ddng nhit héa dé 1am giam phan tir khéi
cua Ps. Ap suét ddng nhét héa va sb 1an cdy chuyén thong qua may ddng nhét hoa

duoc kiém soat dén 350 bar/4 ciy chuyén.

Polysacarit d4 giam kich c& dugc c¢6 va dugc loc mang dua trén nudc bang

cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d6 pH = 5 bang
chét dém natri axetat dé giam thiéu t6i da su giam kich c¢& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat hoéa polysacarit dugc bt diu bang cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Natri metaperiodat duge bd sung & 0,12mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi l&p polysacarit dé dat duogc muc hoat hda
polysacarit muc tidu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi lip polysacarit). Phan

g oxy hoa tiép dién trong 2 gi¢y & nhiét d 22°C.

San phém da hoat hda duoc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 14 loc mang dya trén nudc biang cach st dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Buéec loc siéu dugc thuc hi€n & nhiét do tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 d tinh ché, thu dugc thong qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu dugc md ta tir trude (WO 2012/173876 Al), dugc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chit dém d6 pH = 7,2 bing c4ch st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duoc loc & 0,2 micron.
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Céc polysacarit hoat hoa duogc phéi tron dé lam kho lanh & 6mg Ps/mL voi
néng d6 sucroza bang 5% trong luc_mg/thé tich. CRM197 duoc phéi tron dé lam kho
lanh & 6mg Pr/mL véi néng d6 sucroza la 1% trong luc_mg/thé tich.

Ps da phéi tron va dung dich CRM197 dugc lam kho lanh mot cach riéng ré.
Ps d3 dugc lam kho lanh va vat liéu CRM197 duoc hoa tan lai mdt cach riéng ré
trong céc thé tich bang nhau ctia DMSO. Polysacarit va dung dich CRM197 dugc
tron dé dat duoc ndng dd polysacarit bing 1,8g Ps/L va ty 18 khdi lwong polysacarit
véi CRM197 bang 1,75. Ty 18 khéi lugng duoc chon loc dé kiém soat ty 18
polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu dugc. Natri xyanoborohydrua (1mol
trong mdi mol don vi lap polysacarit) duge bd sung, va viéc lién hop tiép dién trong

4 gid & nhigt 6 22°C.
Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi 1ip polysacarit) dugc bb sung
sau phan Umg lién hop va dugc U trong 1 gi¢ ¢ nhiét 4o 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong lugng/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chét dém kali phosphat duoc bd sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay dugc cb va duge loc mang & nhiét d§ khoang 4°C duya trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM 46 pH = 7, béng cach st dung mang loc sidu
dong tiép tuyén NMWCO 30 kD.

Loc lan cuoi va bdo quadn san phdm

Mé nay sau d6 duge cb va duge loc mang dya trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, véi 0,015% (trong lwong/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bing cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé thAm tich lai dugc loc & 0,2 micron (v6i bd loc so bd 0,5 micron) sau dd
dugce pha lodng v6i thém histidin 10mM nfta trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0
v6i 0,015% (trong lwong/thé tich) polysorbat 20, dwgc phén tan thanh céc phén phan

udc va duoc cép dong & nhiét d6 <—-60°C.
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Bang 32. Cac thudc tinh ctia thé lién hop kiéu huyét thanh 33F déi v6i nghién ciru
da hoa trj tir lién hgp DMSO

Ps di oxy Thé lién hop Tiéu thu lysin Ps :cu ProteiKn tu
héa Mn/Mw Mi/Mw Ps:Pr (mol/mol do/tong do/tong
CRM197) Ps protein
186/220 kD | 1630/2470kD | 1,28 8,4 1,3% 5,4%

Vidu 36

Tao ra thé 1ién hop kidu huyét thanh 35B cho nghién ctru héa tri mot bang cach sir
dung lién hgp DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc hoat hoa hdéa hoc va duogc trao ddi chat dém
bang phuong phap loc sidu. Polysacarit hoat héa va CRM197 da tinh ché duoc lam
kho lanh mot cach riéng 1& va dugc hoa tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit da
hoa tan lai va dung dich CRM197 duogc két hop va duogc lién hop nhu duge mo ta
duéi ddy. Thé 1ién hop thu duoc dugc tinh ché bang phuong phép loc siéu trude khi
loc 14n cubi & 0,2 micron. Mot vai tham s6 x1r ly trong mdi budc, nhu d§ pH, nhiét
6, ndng dd, va thoi gian dugc kiém so4t dé thu dugc cac thé lién hop c6 thudc tinh

mong mudn.
Oxy hoa polysacarit

Bot Ps nang phé ciu khuin d tinh ché dugc hoa tan trong nude va dugc loc
& 0,45 micron. Polysacarit ¢4 hoa tan dugc c¢6 va dugc loc mang dya trén nudce béng

cach stt dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.

Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va d6 pH =5 béang
chét dém natri axetat dé giam thiéu t61 da sy giam kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat héa polysacarit dugc bat diu bang cach b6 sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Natri metaperiodat duogc bd sung la 0,05mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat duwoc muc hoat hoéa
polysacarit muc tiéu (cac mol aldehyt trong mdi mol don vi ldp polysacarit). Phan

{ing oxy héa tiép dién trong 2 gi®y & nhiét d 22°C.
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San phém da hoat hoa dugc loc mang dya trén kali phosphat 10mM, do pH =
6,4 sau d6 la loc mang dua trén nudc bang cach sir dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 10kDa. Buéc loc sidu duge thuc hién & nhiét d6 tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 d3 tinh ché, thu duoc théng qua viée biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu dugc mo ta tir truéec (WO 2012/173876 Al), dugc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chit dém d6 pH = 7,2 bang cach st dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duoc loc ¢ 0,2 micron.

Céc polysacarit hoat héa dugc phéi tron dé lam khd lanh & 6mg Ps/mL véi
ndng d6 sucroza béng 5% trong lwong/thé tich. CRM197 duge phéi tron dé 1am kho
lanh & 6mg Pr/mL v6i ndng d6 sucroza 1a 1% trong lwong/thé tich.

Ps da phéi tron va dung dich CRM197 duogc 1am kho lanh mot cach riéng ré.
Ps d3 duogc 1am khd lanh va CRM197 dugc hoa tan lai mdt cach riéng r& trong céac
thé tich bang nhau ctia DMSO chtta natri clorua 25mM. Polysacarit va dung dich
CRM197 duge tron dé dat dugc ndng do polysacarit bang 10g Ps/L va ty 18 khéi
lugng polysacarit véi CRM197 bang 4,0. Ty 18 khoi lugng duogc chon loc dé kiém
so4t ty 1& polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu duge. Viée lién hop tiép
dién trong 2,5 gid & nhiét do 22°C. Natri borohydrua (0,025mol trong mdi mol don
vi l3p polysacarit) dugc bd sung trong hai 14n pha trong qua trinh 1 lién hop.

Khir bang natri borohydrua

Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi ldp polysacarit) dugc bd sung
sau phan tmg lién hop va dugc U trong 1,5 gio ¢ nhiét 6 22°C. Mé nay dugc pha
lodng vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong luong/thé tich) polysorbat
20, & nhiét d6 khoang 4°C. Sau d6 chat dém kali phosphat duge bd sung dé trung
hoa d6 pH. Mé nay duoc ¢d va dugce loc mang ¢ nhiét d¢ khoang 4°C dya trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, biang c4ch st dung mang loc siéu
dong tiép tuyén NMWCO 30 kD.

Loc lan cudi va bao quan san pham
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M¢ nay sau d6 dugc c6 va duge loc mang dua trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, d6 pH = 7,0, véi 0,015% (trong luong/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d 4°C bang cach sir dung mang loc sidu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Meé tham tich lai dugc loc & 0,2 micron (véi bd loc so bd 0,5 micron) sau d6
dugc pha lodng véi thém histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d6 pH = 17,0
v6i 0,015% (trong lugng/thé tich) polysorbat 20, dugc phan tén thanh céc phan phan

ude va duogce cap dong & nhiét d6 < —60°C.

Bang 33. Céc thudc tinh cta thé lién hop kiéu huyét thanh 35B cho nghién ctru héa
tri mot tir li€én hop DMSO

Ps d oxy Thé lién hop Tiéu thy lysin Ps ‘fu Protein tu
héa Mn/Mw Mr/Mw Ps:Pr (mol/mol do/tong do/tong
CRM197) Ps protein
48/82 kD | 5494/7385kD | 1,26 4,5 1,8% 11%

Vidu 37

Tao ra thé lién hop kiéu huyét thanh 35B cho nghién ctru da hoa tri bang cach sir
dung lién hgp DMSO

Polysacarit dugc hoa tan, dugc hoat hda hoéa hoc va duge trao ddi chét dém
bang phwong phap loc siéu. Polysacarit hoat héa va CRM197 di tinh ché dugc lam
kho lanh mot cach riéng r& va dugce hoa tan lai trong DMSO. Sau d6 polysacarit da
hoa tan lai va dung dich CRM197 duogc két hop va duogc lién hop nhu dugec mo ta
duéi day. Thé lién hop thu duge dugc tinh ché bang phuong phép loc siéu trude khi
loc 14n cudi & 0,2 micron. Mot vai tham s6 xtr ly trong mdi budc, nhu d6 pH, nhiét
5, ndng do, va thoi gian duoc kidm soat dé thu duge cac thé lign hop c6 thudc tinh

mong mudn.
Oxy hoa polysacarit

Bt Ps nang phé cAu khuén d3 tinh ché duoc hoa tan trong nudce va dugc loc
& 0,45 micron. Polysacarit d& hoa tan dugc c¢6 va dugc loc mang dua trén nude bing

cach str dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 10kDa.
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Sau d6 dung dich polysacarit dugc diéu chinh dén 22°C va @ pH = 5 bang
chét dém natri axetat d& giam thiéu tdi da sy giam kich c& polysacarit do hoat héa.
Viéc hoat hoéa polysacarit dugc bit dau bang cach bd sung dung dich natri
metaperiodat 100mM. Natri metaperiodat dugc bd sung 1a 0,05mol natri
metaperiodat trong mdi mol don vi lip polysacarit dé dat duoc mic hoat hoa
polysacarit myc tiéu (cdc mol aldehyt trong mdi mol don vi lip polysacarit). Phan

g oxy hoa tiép dién trong 2 gi® & nhiét d6 22°C.

San phém da hoat hoa duge loc mang dya trén kali phosphat 10mM, d6 pH =
6,4 sau d6 1a loc mang dua trén nudc bang cach sit dung mang loc siéu dong tiép

tuyén NMWCO 5kDa. Budc loc sidu duogc thuc hién & nhiét d6 tir 2 dén 8°C.
Lién hop polysacarit véi CRM197

CRM197 d3 tinh ché, thu duoc thong qua viéc biéu hién trong Pseudomonas
fluorescens nhu dugc md ta tir trude (WO 2012/173876 Al), dugc loc mang dua
trén phosphat 2mM, chat dém d§ pH = 7,2 bang cach s dung mang loc siéu dong
tiép tuyén NMWCO 5kDa va duoc loc ¢ 0,2 micron.

Cac polysacarit hoat héa dugc phdi tron dé 1am khd lanh & 6mg Ps/mL voi
ndng db sucroza bing 5% trong luong/thé tich. CRM197 duge phdi tron dé 1am kho
lanh & 6mg Pr/mL v&i néng d6 sucroza 1a 1% trong luqng/thé tich.

Ps dd phéi tron va dung dich CRM197 duogc lam kho lanh mot cach riéng ré.
Ps d3 duoc 1am khd lanh duoc hoa tan lai trong DMSO chtra natri clorua 50mM.
CRM197 d3 lam khé lanh dugc hoa tan lai trong thé tich bang thé tich ciia DMSO.
Polysacarit va dung dich CRM197 dugc tron dé dat dugc ndng do polysacarit bang
5,25¢ Ps/L va ty 18 khéi luong polysacarit véi CRM197 bang 3,5. Ty 18 khéi luong
dugc chon loc d& kiém soét ty 18 polysacarit véi CRM197 trong thé lién hop thu
duoc. Viée lién hop tiép dién trong 3 gid & nhiét do 34°C. Natri borohydrua
(0,0375mol trong mdi mol don vi lip polysacarit) duge bd sung trong ba lan pha

trong qua trinh u lién hop.

Khir bang natri borohydrua
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Natri borohydrua (2mol trong mdi mol don vi ldp polysacarit) dugc b6 sung
sau phan Ung lién hop va dugc U trong 1 gid ¢ nhigt 6 34°C. Mé nay duoc pha
loding vao natri clorua 150mM, véi khoang 0,025% (trong lugng/thé tich) polysorbat
20, & nhiét do khoang 4°C. Sau d6 chit dém kali phosphat duoc bd sung dé trung
hoa dd pH. Mé nay dugc c6 va dugce loc mang ¢ nhiét d¢ khoang 4°C dua trén natri
clorua 150mM, kali phosphat 25mM d6 pH = 7, bang cach st dung mang loc sidu
dong tiép tuyén NMWCO 30 kD.

Loc lan cudi va bao quan san pham

M¢ nay sau d6 dugc ¢ va duge loc mang dua trén histidin 10mM trong natri
clorua 150mM, do pH = 7,0, voi 0,015% (trong luqng/thé tich) polysorbat 20, &
nhiét d6 4°C bing cach st dung mang loc siéu dong tiép tuyén NMWCO 300kDa.

Mé tham tich lai duge loc & 0,2 micron (véi bd loc so bd 0,5 micron) sau d6
dugc pha lodng v6i thém histidin 10mM nita trong natri clorua 150mM, d6 pH = 7,0
v6i 0,015% (trong lwong/thé tich) polysorbat 20, duge phan tin thanh cac phin phan

wde va duoc cap dong & nhiét @6 < —60°C.

Béng 34. Cac thudc tinh cta thé lién hop kiéu huyét thanh 35B cho nghién ctru da
hoa tri tir lién hgp DMSO

Ps d oxy Thé lién hop Tiéu thu lysin Ps :ru' Protein tu
héa Mn/Mw Mn/Mw Ps:Pr (mol/mol do/tong do/tong
CRM197) Ps protein
48/82kD | 1287/2585 kD 2,1 6,9 7,8% 4,6%

Mot s6 phuong phép lién hgp chita nuée khong duge mé ta cho tat ca cac
kiéu huyét thanh trong céc vi du tir vi du 38 dén vi du 51. Dbi v6i cac phuong phép
lién hop chita nuéc khong duge md ta ¢ day, thi cac phuong phap tuong ty c6 thé
duogc tim thdy trong tai lidu WO2018/156491.

Vidu38

Phoi trén vacxin lién hop phe cau khuan
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Cac thé lién hop polysacarit-protein phé cau khuan riéng r& dugce tao ra bang
cach st dung cac phuong phap hoa hoc khac nhau nhur duge mod ta trong cac vi du,
néu trén, dugc st dung dé phéi tron vacxin lién hop phé ciu khuén héa tri 1, 7, 8,
14, 15, 16, 21 va 31 dugc d& cdp dén 1an luot 1a PCV1, PCV7, PCVS, PCV14,
PCV15,PCV16, PCV21, va PCV3L.

Dang phéi tron san pham thuc vacxin PCV1 chira kidu huyét thanh 3 duoc
lién hop bang cach st dung phan (mg amin héa khir trong dung mdi protic (chira
nuée) hodc dung méi aprotic (DMSO) va duge phdi tron trong L-histidin 20mM d6
pH = 5,8, NaCl 150mM va PS-20 0,1% (trong luc_mg/thé tich) cho néng d6 cudi
cung muc tiéu 13 84pg/mL (trong lugng/thé tich) polysacarit phé cdu khuan (PnPs)

trong vacxin nay.

Dang phéi trOn san phém thubc vacxin PCV7 chira céc kiéu huyét thanh 3, 8,
ON, 10A, 11A, 15A va 19A, duoc lién hop bing cach st dung phan g amin hda
khir trong dung moi protic (chita nudc) hodc dung mdi aprotic (vi du, DMSO) va
duoc phéi tron trong L-histidin 20mM d6 pH = 5,8, NaCl 150mM va PS-20 0,1%
(trong lwong/thé tich). Mdi thé lién hop polysacarit-protein trong PCV7 dugc phéi
tron & 12pug/mL (trong lwong/thé tich) polysacarit phé cau khuan (PnPs) cho ndng

d6 cubi cing muc tiéu 12 84pug/mL PnPs trong vacxin ndy.

San phém thudc vacxin PCV8 chira cac kiéu huyét thanh 6C, 15A, 16F, 23A,
23B, 24F, 31 va 35B duogc lién hop bang cach sir dung phan ng amin héa khir
trong dung mdi aprotic (vi dy, DMSO) va duoc phéi trdn trong L-histidin 20mM d6
pH = 5,8, NaCl 150mM va PS-20 0,2% (trong luong/thé tich). Mdi thé lién hop
polysacarit-protein trong PCV8 dugc phdi tron & 4 pug/mL (trong lwong/thé tich)
polysacarit phé cau khun (PnPs) cho ndng d6 cudi cling myc tiéu 1a 32 pg/mL PnPs

trong vacxin nay.

San phém thudc vacxin PCV14 chta céc kiéu huyét thanh 3, 7F, 8, 9N, 10A,
11A, 12F, 15A, 16F, 17F, 19A, 20A, 22F va 33F duogc lién hop bing cich st dung
phan Gng amin hda khir trong dung méi protic (chira nuéc) hodc dung mdi aprotic
(vi dy, DMSO) va duogc phéi tron trong L-histidin 20mM d¢ pH = 5,8, NaCl
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150mM va PS-20 0,1% (trong lugng/thé tich). Mdi thé lién hop polysacarit-protein
trong PCV14 dugc phdi tron & 6pg/mL (trong luong/thé tich) polysacarit phé cau
khuén (PnPs) cho ndng d6 cubi cling muc tidu 1a 84pug/mL PnPs trong vacxin.

San phém thudc vacxin PCV15 chua cac kiéu huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6A, 6B,
7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F va 33F dugc lién hop trong dung mdi protic
(chtra nudce) va duoc phbi tron trong L-histidin 20mM d6 pH = 5,8, NaCl 150mM
va PS-20 0,2% (trong luong/thé tich). Mdi thé lién hop polysacarit-protein duoc
phéi tron & 4ug/mL (trong lwong/thé tich) polysacarit phé cdu khuan (PnPs), ngoai
trir dbi v6i 6B, duoc phdi trén & 8ug/mL, cho ndng d6 cudi cing muc tidu 1a

64ug/mL PnPs trong vacxin.

San pham thudc vacxin PCV16 chira céc kiéu huyét thanh 6C, 8, 9N, 10A,
11A, 12F, 15A, 15C, 16F, 17F, 20A, 23A, 23B, 24F, 31, va 35B, dugc lién hop
béng céch sir dung phan tng amin héa khir trong dung méi aprotic (vi dy, DMSO)
va duoc phdi tron trong L-histidin 20mM d6 pH = 5,8 NaCl 150mM va PS-20 0,2%
(trong luong/thé tich). Mdi th8 lién hop polysacarit-protein dugc phdi tron &
4pg/mL (trong lugng/thé tich) hodc 8ug/mL (trong lugng/thé tich) polysacarit phé
cAu khuén (PnPs) cho ndng d6 cubi cling muc tiéu 1a 64pg/mL hodc 128pg/mL PnPs

trong vacxin.

San phém thubc vacxin PCV21 chira cac kiéu huyét thanh 3, 6C, 7F, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15A, 15C, 16F, 17F, 19A, 20A, 22F, 23A, 23B, 24F, 31, 33F va
35B, dugc lién hop bang cach sir dung phan ng amin hoa khir trong dung méi
aprotic (vi dy, DMSO) va dugc phéi trdn trong L-histidin 20mM d6 pH = 5,8, NaCl
150mM va nhiéu ndng d6 khac nhau ctia PS-20 nhu duge xac dinh trong mdi vi du.
M3i thé lién hop polysacarit-protein dugc phdi tron & 4pg/mL (trong lugng/thé tich)
hodc 8ug/mL (trong lugng/thé tich) polysacarit phé ciu khuin (PnPs) cho ndng do
cubi cling muc tiéu 12 84pg/mL hodc 168pg/mL PnPs trong vacxin. Trong mot s6 vi

du, PCV21 duoc phdi trén véi 250pug [All/mL duéi dang nhdm phosphat.

San phim thudc vacxin PCV31 chita céc kiéu huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6A, 6B,
6C, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15A, 15C, 16F, 17F, 18C, 19A, 19F, 20A,
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22F, 23A, 23B, 23F, 24F, 31, 33F va 35B duogc lién hop béng cach st dung phan
rng amin héa khir trong dung moéi protic (chira nu¢c) hodc dung méi aprotic (vi du,
DMSO) va dugc phdi tron trong L-histidin 20mM d6 pH = 5,8, NaCl 150mM va
PS-20 0,2%. M3i thé lién hop polysacarit-protein dugc phdi trén & 4pg/mL (trong
lugng/thé tich) polysacarit phé cdu khuén (PnPs), ngoai trir d6i véi 6B, dugc phéi
tron & 8ug/mL PnPs, cho ndéng d6 cubi cling muc tidu 1a 128ug/mL PnPs trong
vacxin. Trong mdt sb vi du, PCV31 dugc phdi tron véi 250pug [All/mL dudi dang
nhom phosphat.

Céc dang phéi trén san phdm thudc PCV héa tri mot bb sung duoc tao ra
bang cach st dung céc kiéu huyét thanh 6A, 6B, 6C, 10A, 15A, 15B, 15C, 16F, 17F,
20A, 23A, 23B, 24F, 31 hodc 35B cua thé lién hop polysacarit-protein phé cu
khuAn. Céc chi tiét bd sung dugc md ta trong cac vi du cu thé cho cac dang phéi tron

nay.

Dé bao ché dang phdi tron san phim thube PCV, céc thé tich ctia cac thé lién
hop khéi can phai cé dé cé duoc né)ng d6 cubi cung da dugc chi dinh (trong
lugng/thé tich) cta polysacarit phé ciu khuan (con dugc d& cap dén 1a PnPs) dugc

tinh dua trén thé tich mé va ndng d6 polysacarit khi.

Quy trinh phdi tron gdm c6 budc tao ra hdn hop lién hop khéi & 1X dén 4X
ndng d6 cudi cung ctia hén hop PnPs trong histidin 10-80mM, PS-20 0,0-0,8%
(trong lwong/thé tich), va natri clorua 150mM, d6 pH = 5,8.

Histidin d6 pH = 5,8, PS-20 (néu duoc st dung) va dung dich natri clorua
150mM duoc didu ché va duoc bd sung vao binh phdi tron. Céc thé lién hop
polysacarit-protein phé ciu khuan riéng &, dugc bao quan dong lanh, dugc rd dong
& nhiét do tir 2 dén 8°C va sau d6 duoc bd sung vao binh phéi trén. Trong qua trinh
bd sung thé lién hop polysacarit-protein vao chét dém phdi tron (hdn hop lién hop),
binh nay duogc trén dé dam bao tinh ddng nhét bang cach sir dung que khudy tir hodc
cénh khudy tir. Sau khi tit ca céc bd sung déu dugc thyc hién va dung dich duge
khudy, thi hdn hop lién hop duoc cho di qua bd loc v trung va duge gom trong

binh ¢6 hodc khong c6 chét phu trg nhom phosphat. Trong mt s6 truong hop, bd
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loc vo trung dugc theo ddi vdi natri clorua 150mM dé diéu chinh mé dén ndng do

muc tiéu.

Céc dang phéi tron duoc lam déy vao xi lanh déo, xi lanh thay tinh, hodc lo.
Vidu 39
Danh gia tinh cAn bing cta vacxin lién hop phé cdu khuan

San phdm thudc vacxin lién hop phé cau khuidn PCV16 (128ug/mL PnPs)
hodc hai san phidm thubc vacxin lién hop phé cau khudn PCV21 (84pg/mL hodc
168ug/mL PnPs) dugc lam ddy trong cic xi lanh hoic lo. Cac thé lién hop
polysacarit protein dugc tao ra thong qua phan tmg amin héa khir trong dung mdi
aprotic (vi dy, DMSO) va dugc phéi trén trong L-histidin 20mM, d¢ pH = 5,8, NaCl
150mM, va PS-20 0,2% (trong luong/thé tich). Cac san pham thudc nay dugc dit &
nhiét do 25°C hodc 37°C trong thdi gian 1én dén bdn tudn va & nhiét d6 4°C trong
thoi gian 1én dén muoi hai tudn. Trong mot sd trudng hop, cac xi lanh duge dat trén
bé xoay ngang va duoc lac trong thdi gian 1én dén 18 gid sau khi bao quan trong 1
tudn & nhiét d6 4°C, 25°C hodc 37°C. Viée ndy duogc thyc hién dé kich thich img
suét van chuyén va xtr Iy ma c6 thé di kém v6i qua trinh san xuit va phan phdi san
phim thudc. D& danh gia tinh cAn bang cta sin phdm thuéc PCV16 hodc PCV21, thi
HPSEC UV/MALS/RI dugc st dung. Phuong phap sic ky hiéu ning cao loai trir
kich ¢& (HPSEC), bing céch st dung hai c6t Shodex (803 va 806), két hop véi nhau
theo diy va phuong phap tan xa dnh sang nhiéu 16p (MALS) tia cuc tim (UV) va
phuong phap do chi s6 khtic xa (RI) dé do ndng d6 va khdi lugng mol clia céc dang
phdi trén san phim thudc PCV trong qua trinh bao quan. Nong d6 nay duoc tinh
trong ting khoang thdi gian trén pic va sau d6 duoc két hop & tat ca cac khoang
cach dé dat dugc gia tri ndng do cudi cing. Su tAn xa 4nh séng ty 1€ v&i san phim c6
phan tir khbi va nong d6 ctia chit phan tich. Cac khdi lugng mol hodc phan tir lugng
& mdi khoang cach duge tinh tir cc tin hiéu cia bd do. Phan tir khéi trung binh
trong s6 (Mw) hoic trung binh s6 (Mn) duoc tinh trén tat ca cac khoang cach dbi

véi pic va duge bdo cdo dudi dang phan tir lugng trung binh.
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Viée bao quan c6 thé din dén viéc pha huy protein va/hodc hydrat cacbon ctia
vacxin lién hop. Khang nguyén hydrat cacbon c¢ lién két chudi chinh phosphodieste
hodc cac tinh khong dn dinh khac trong don vi 1ap cta polysacarit c6 thé d& bi khu
polyme hoa théng qua thuy phén khi bao quan trong thoi gian kéo dai va nhiét do.
Ngoai ra, protein mang hodc hydrat cacbon dugc sir dung trong vacxin lién hop c6

thé d& bi tich tu khi bao quan va céc Uing suat vat ly.

Nhu duogc thé hién trén Fig.11, san phim thudc PCV16 va PCV21 6n dinh
dén 4 tudn & nhiét d6 25°C va 37°C va 1én dén 12 tudn & nhiét d6 4°C bt ké nong
do polysacarit. Hon nita, khi khudy ngang sau Ung suét nhiét, san phim thudc
PCV16 va PCV21 duge cho thdy 1a 6n dinh. Viéc khong hao hut s6 luong khang
nguyén do sy hép phu khong dac hiéu vao cac canh cua vat chiras hodc binh dugc
quan sat trong cac Ung suét nhiét va tmg suat vat ly nay. Ngoai ra, khong c6 sy tich
tu san phém thubc nao duge quan sat ma tac dong tinh chét cta n6 trén cot (vi du,
gin két khong thay doi véi cot hoic khong thé di vao/thoat ra khdi cac cot phan

giai) trong téng lidu uéc tinh ctia vacxin (Fig.12).

HPSEC UV/MALS/RI dugc sir dung dé do phan tir lugng ctia thé lién hop
polysacarit-protein. Néu thé lién hgp polysacarit-protein trong san phim thubc thoai
bién hodc khir polyme héa, thi sy giam phan tir luong s& 13 rét va néu sy tich tu san
phém thudc dién ra, thi sy phan tir lugng s& dién ra. Phép do nay dem lai dic trung
bd sung vé chét lugng ctia san phdm thudc vacxin hodc hop chét trung gian. Nhu
duoc thé hién trén Fig.13, san phdm thubc PCV16 va PCV21 chita cac duge chit ma
mdi duge chit duoc bao ché bang cach sir dung phan ng amin héa khir trong dung
moi aprotic (vi duy, DMSO) 4n dinh chéng lai sy khtr polyme hda hodc sy thoai bién
héa hoc ctia hydrat cacbon va 6n dinh chong lai sy tich tu cta protein trong dang
phdi tron san phim thudc. Piéu niy chi ra rang san pham thuéc PCV16 va PCV21
sit dung céc thé lién hop polysacarit protein dugc tao ra bang cach st dung phan
ung amin hda khir trong dung moéi aprotic, nhu DMSO, 6n dinh qua céc tmg suit
nhiét d6 va céc tng suit vat ly gia ting. C4c dang phéi tron cho thay tinh can bing
wu viét vé ca sb lugng va chat luong. Dang phdi tron khong mét téng lidu do sy hip

phu khong dic hiéu vao cac canh cta vt chira hodc cic bé mit khac va dang phdi
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tron khong thoéi bién hodc tich tu nhu duge chi ra boi phan tir lugng bn dinh cua
san phim thudc vacxin (phén tir lugng trung binh trong s6 (Mw) va phén tit lugng
trung binh s6 (Mn)).

Vidu40

Anh huéng cia héa hoc lién hop dén tinh cAn bang clia vacxin lién hop phé cau

khuan

Céc thé lién hop polysacarit-protein phé ciu khudn riéng r& dugc tao ra bing
cach st dung cac phuong phap héa hoc khac nhau nhu dugc mo ta trong cdc vi dy,
néu trén, duge st dung dé phdi tron vacxin lién hop phé cau khudn héa tri 15 va 16
duge dé cap dén 13 PCV15 va PCV16 & 64 pg/mL. San phim thudc vacxin PCV15
chura céc kiéu huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F
va 33F, duogc lién hop bang cach st dung phan tmg amin héa khir trong dung mdi
protic (t4t ca déu chira nudc) va dugc phdi tron trong L-histidin 20mM d6 pH = 5,8,
NaCl 150mM va PS-20 0,2% trong luong/thé tich (xem vi du 38). San phim thubc
PCV16 chira cac kiéu huyét thanh 6C, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15A, 15C, 16F, 17F,
20A, 23A, 23B, 24F, 31, va 35B, duoc lién hop béng cach str dung phan ing amin
hoéa khir trong dung mdi aprotic (vi du, tat ca DEU LA DMSO) va dugc phbi trén
trong L-histidin 20mM, d6 pH = 5,8, NaCl 150mM, va PS-20 0,2% (trong luqng/thé
tich) (xem vi du 38). Mdi thé lién hop polysacarit-protein dugce phdi tron & 4pg/mL
(trong luwong/thé tich) polysacarit phé cau khun (PnPs) ngoai trix d6i v6i 6B trong
PCV15, dugc phdi trén & 8pug/mL, cho ndng d6 cudi cung 1a 64pug/mL PnPs trong

moi vacxin.

Céc vat chira duge lam dﬁy vacxin dugc dit ¢ nhiét ¢ 4°C hodc 37°C trong
thoi gian 16n dén 1 tudn. Quang phé huynh quang protein ndi tai (IPFS) duoc sir
dung dé d4nh gia tinh can bang clia protein mang duge lién hop polysacarit phé cau
khudn, CRM197, trong ché phdm PCV15 hoic PCV16 khi bao quéan trong thdi gian
1&n dén 1 tudn & nhiét do 4°C va 37°C. Phd phét xa huynh quang (Em 290-400 nm)
ctia cac mau khong duge pha lodng dugc gom béng cach stir dung may do quang phd

ké Jasco FP-6500 & nhiét 6 mdi trudng trong phong trong cu-vét thach anh chiéu
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dai duong lem. Bude séng kich thich 280nm duoc st dung voi tbe d6 quét 1a

100nm/phut va bang thong kich thich va phat xa 1a 3nm.

Nhu dugc thé hién trén Fig.14, dang phéi tron san phém thubc chira cac duge
chét dugc tao ra bang cach sit dung phan tmg amin hda khtt trong dung mdi aprotic
(vi du déu 1a DMSO) din dén tinh can bing vat Iy va héa hoc t6t hon so véi vacxin
st dung cac duoc chét duge tao ra bang cach st dung dung mdi protic trong phan
Ung amin hoa khur trong quy trinh lién hop (tit ca céc lién hop déu chira nudc).
Trong khoang thoi gian ngén 13 16 gid & nhiét d6 37°C, cudng do huynh quang cua
san phadm thudc PCV15, & 64pg/mL PnPs, dugc tao ra bang cach sir dung phan tng
amin héa khir trong dung méi protic (tat ca déu chira nudc) cho quy trinh lién hop
dugc 1am giam va mic phat xa 1on nhét cua vacxin dugc chuyén dbi tir 332nm sang
338nm. San phim thudc vacxin PCV16, & 64pg/mL PnPs, sit dung cic dugc chét
duge tao ra bang hoa hoc amin héa khi trong dung mdi aprotic (vi du, tat ca déu 1a
DMSO) khong thé hién su thay d6i cudng d6 huynh quang hodc muc phat xa 16n
nhat 338nm. Nén hidu ring cuong do tin hiéu thu dugc va miic phat xa 16n nhat dat
duoc tir phép do IPFS la do tinh cén bang téng hop cla timg duge chét riéng ré
trong san phim thubc phicc hop da héa tri. Céc tac gia sang ché cho thiy ring san
phim thudc vacxin st dung tht ca cac dugc chit dugc tao ra trong dung méi aprotic
déu 6n dinh trong khi san phém thudc vacxin sir dung tAt ca cac duge chit dugc tao

ra trong dung mdi protic thi khng 6n dinh.

Khéng bi han ché & Iy thuyét cu thé bat ky, tinh can bang nay c6 thé 14 do su
lién hop trong DMSO dan dén viéc khong gap va lam bién tinh protein mang. Viéc
lién hop v6i protein mang bién tinh s& chin chu dang & trang thai bién tinh sau lién
hop. Néu nhu vay, thi nghién cttu nay cling dé xuét cdu dang cubi cing on dinh
trong nghién cru ing suat ddnh gia & ddy. Do do, t5t hon 13 str dung vacxin c6 thé
1ién hop hau hét duoc tao ra véi dung mdi aprotic d8 dem lai san phdm thudc vacxin

nhat quan va on dinh.

Néu ché phim san phdm thudc vacxin chira hdn hop ctia cac duge chét, thé
lién hop glyco hodc cac thé lién hop polysacarit protein st dung cac dung méi amin

hoéa khir khac nhau (chtra nuéc hodc DMSO) trong cac quy trinh lién hop, thi trung
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binh murc phat xa 16n nhét hodic cuong do duoc do tr dang phéi tron san phém thudc
s& dugc tinh trong s6 do sw déng gép ctia mdi sy phat xa thé lién hop polysacarit
protein chira nuée & 332nm va mdi su phét xa thé lién hop polysacarit protein khong
chira nuée & 338nm. Mong doi rang s& xuét hién thay dbi, & cudng d6 hodc muc
phat xa 16n nhat, khi nhiét d6 gia ting d6i véi hdn hop ma khong sir dung tat ca cac
thé 1ién hop polysacarit protein, dugc tao ra bang cach st dung phan tmg amin héa
khtt trong dung moi aprotic, trong dang phéi tron san phim thudc da héa tri. Do do,
t6t hon 14 stt dung vacxin c6 thé lién hop hau hét tao ra v6i dung moi aprotic dé dem

lai san phdm thudc vacxin nhat quan va 6n dinh.
Vidu4l

Céc nghién ctu sinh mién dich & tho hoa tri mot két hop déi véi cac kiéu huyét
thanh chon loc

Tho tring truong thanh New Zealand (NZWR, n=3/nhém) dugc tao mién
dich trong co (IM) bang 0,25ml hodc 0,5mL (chi dbi v6i 15C) vacxin lién hop héa
tri mdt twong Gmg vao ngay 0 va ngay 14 (d6i bén). Vacxin phé cau khuan hoa tri
mot, duogc phé»i trdn trong L-histidin 20mM, d6 pH = 5,8, NaCl 150mM, va PS-20
0,2% (trong luqng/thé tich) va quy trinh phéi tron dugc mo ta trong vi du 38, dugc
dinh liéu nhu sau: (1) 1pg PnPs (6C, 10A, 15A, 16F, 17F, 20A, 23A, 23B, 24F, 31
hodc 35B, mdi kiéu dugc lién hop véi CRM197) véi 62,5ug chat phy tr¢ nhdom
phosphat (APA) trong mdi 14n tao mién dich, hodc (2) 2pug PnPs (15C- CRM197 véi
125pg APA trong mdi 14n tao mién dich. Huyét thanh dugc gom trude khi nghién
ctu bit dAu (tién min dich) va vao ngdy 14 (sau lidu 1, PD1) va 28 (sau lidu 2,
PD2). NZWR duogc quan sat vé bat ky dau hidu 5m yéu hoc kiét sirc nio it nhat 1a
héng ngay bai doi ngll cham séc dong vat di dugce dao tao. Dang phéi tron vacxin
trong NZWR c6 v¢é 1a an toan va dugc dung nap tt, do khong c6 su kién c6 hai lién
quan dén vacxin nao dugc ghi lai. T4t ca cac thi nghiém & dong vat duge thyc hién
nghiém nggt theo cac khuyén céo trong Huéng din chdm séc va sit dung dong vat
thi nghiém cta cac Vién Y té Quéc gia. Phuong phap thi nghiém NZWR duoc phé
duyét béi Uy ban chim séc va sa dung dong vat & ca Merck & Co., Inc.

(Kenilworth, NJ) va Covance (Denver, PA).
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Huyét thanh NZWR dugc thir nghiém trong thit nghiém ELISA dé danh gia
tinh sinh mi2n dich cta IgG bing cach sir dung 1-2mg/mL ndng d6 pht PnPs tuong
Gmg. Khang thé chiic ning dugc x4c dinh thong qua thr nghiém thyc bao boi
opsonin (OPA) dua trén cic phuong phap dwoc md ta tir trudce sdn cé tryc tuyén tai
Thu vién vi khudn gdy bénh duong hd hap tham khao tai trudng dai hoc Alabama &
Birmingham bing cich st dung phin mém Opsotiter® 3 (UAB Research
Foundation, Caro-Aguilar et al. Khac biét tinh sinh mién dich cta vacxin lién hop
polysacarit phé ciu khudn héa tri 15 (PCV15) dua trén lidu vacxin, dudng tao mién
dich va chung chudt nhét. Vaccine 35(6):865-72 (2017); Burton et al. Development
and validation of a fourfold multiplexed opsonization assay (MOPA4) for
pneumococcal antibodies. Clin Vaccine Immunol 13(9):1004-9 (2006)).

T4t ca cac vacxin lién hop phé cau khudn héa tri mot duoc phat hién ra 12
sinh mién dich & tho (Fig.15) va tao ra khang thé chirc ning tiéu diét chung vi khuén

tuong ung (Fig.16).
Vi du 42
Danh gia sy bao vé chéo ctia cac kiéu huyét thanh 15A, 15B, 15C

Tho duge tao midn dich bing 15A- CRM197/APA, 15B- CRM197/APA
hosic 15C- CRM197/APA dé danh gia tinh phan tmg chéo giita mdi kidu huyét
thanh.

Thé tring trudng thanh New Zealand (NZWR, n=3/nhém) dugc tao mién
dich trong co (IM) bang 0,5ml vacxin lién hgp héa tri mdt twong tmg vao ngay 0 va
ngdy 14 (dbi bén). Vacxin lién hop phé ciu khuén héa tri mdt, duge phdi tron trong
L-histidin 20mM, d6 pH = 5,8, NaCl 150mM, va PS-20 0,2% (trong 1u'gng/thé tich)
va quy trinh phdi tron duge md ta trong vi du 38, dugc dinh liu & 2ug PnPs (mdi
kidu huyét thanh 15A, 15B hodc 15C dugc lién hop véi CRM197) véi 125ug APA
trong mdi 14n tao mién dich. Huyét thanh dugc gom trude khi nghién ciru bat ddu
(tién mién dich) va vao ngay 14 (sau lidu 1, PD1) va 28 (sau lidu 2, PD2). NZWR
duoc quan sat v& bat ky ddu hiéu ém yéu hogc kiét stc ndo it nhét 14 hing ngay boi

doi ngli chdm séc dong vat dd duoc dao tao. Dang phéi tron vacxin trong NZWR c6
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vé 14 an toan va dugc dung nap t6t, do khong c¢6 su kién c6 hai lién quan dén vacxin
nao duogc ghi lai. T4t ca cac thi nghiém & dong vat duge thuc hién nghiém ngit theo
céc khuyén cao trong Huéng din chim séc va stt dung dong vt thi nghiém cta cac
Vién Y té Quéc gia. Phuong phép thi nghiém NZWR duogc phé duyét boi Uy ban

chim séc va sir dung dong vat & ca Merck & Co., Inc va Covance (Denver, PA).

Huyét thanh NZWR dugc thir nghiém trong thir nghiém ELISA dé danh gia
tinh sinh mién dich cta IgG bing céch sir dung 1-2mg/mL ndng d phti PnPs tuong
mg. Khang thé chirc ning dugc xéac dinh thong qua OPA dua trén cac phuong phap
duoc mé ta tir trude sin co truc tuyén tai Thu vién vi khudn gay bénh dudng hd hép
tham khao tai truong dai hoc Alabama & Birmingham br?lng cach su dung phén mém
Opsotiter® 3 (UAB Research Foundation (Caro-Aguilar et al., 2017, Burton et al.,
2006).

TAt ca ba vacxin lién hop phé cAu khuén hoa tri mot cia nhém huyét thanh 15
duoc phat hién ra 13 sinh mién dich & thé (Fig.17) va tao ra khang thé chiic nang tiéu
diét ching vi khudn tuong tmg (Fig.18). Ngoai ra, thd dugc tao mién dich bing
vacxin lién hop phé cAu khuén héa tri mdt nhém huyét thanh 15 ¢6 d chudn IgG
ctia PD2 va d6 chudn OPA twong dwong lan lugt véi polysacarit ddng nhét va khong
ddng nhét va ching vi khuan. Tho duge tao mién dich bang 15A-CRM197/APA,
15B-CRM197/APA hoidc 15C-CRM197/APA, tt ca déu c6 tinh phan tmg chéo véi
m®i polysacarit phé cau khudn (15A, 15B, 15C) (Fig.17). Bang cach st dung dit lidu
IgG bién ddi logarit sau lidu 2 (PD2) dugc phan tich boi ANOVA mdt chidu véi thr
nghiém nhiéu so sanh Tukey (gié tri P=0,354), thi khong c6 chénh 1éch déng ké & do
chuén IgG trén nhém huyét thanh 15. Ngoai ra, thd dugc tao mién dich bé‘mg 15A-
CRM197/APA, 15B-CRM197/APA hodc 15C-CRM197/APA, tit c4 déu c6 tinh
phan g chéo d6i v6i mdi ching vi khuén S, pneumoniae, (15A, 15B, 15C), do tAt
c& c4c huyét thanh thd mién dich cao déu c6 khéng thé chic ning ddi véi mdi ching
duoc danh gid va tiéu diét vi khun (Fig.18). Tuong tw, bang cach st dung dit liéu
OPA bién ddi logarrit sau lidu 2 (PD2) dugc phan tich bsi ANOVA mot chidu véi
thir nghiém nhiéu so sanh Tukey (gia tri P=0,054), thi khong c¢6 chénh léch dang ké
& do chudn OPA trén nhom huyét thanh 15.
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Vidu43
Tinh sinh mién dich ctia PCV21 & tho tring New Zealand

Tho tring truong thanh New Zealand (NZWR, n=5/nhém) dugc tao mién
dich trong co (IM) bang 0,1-0,5mL vacxin lién hop phé cau khuan vio ngay 0 va
ngdy 14 (dbi bén). Vacxin phé ciu khudn PCV21, dugc phéi tron trong L-histidin
20mM, d6 pH = 5,8, NaCl 150mM, va PS-20 0,2% (trong luong/thé tich) va quy
trinh phdi tron duge mé ta trong vi du 38, dugc dinh lidu & 4, 2, 1, 0,4, 0,08 hogc
0,016ug PnPs (3, 6C, 7F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15A, 15C, 16F, 17F, 19A, 20A,
22F, 23A, 23B, 24F, 31, 33F hodc 35B, mdi kiéu duoc lién hop véi CRM197) trong
mdi 1in tao min dich. Huyét thanh dugc gom trude khi nghién ctru bat dau (tién
mién dich) va vao ngdy 14 (sau lidu 1, PD1) va 28 (sau lidu 2, PD2). NZWR dugc
quan st v& bat ky dau hiéu dm yéu hodc kiét strc nao it nhit 12 hing ngay béi doi
ngili chdm soc dong vat da dugc dao tao. Dang phéi tron vacxin trong NZWR c6 vé
la an toan va dugc dung nap t6t, do khong c6 su kién c6 hai lién quan dén vacxin
nao duoc ghi lai. T4t ca céc thi nghiém & dong vat dugc thuc hién nghiém ngit theo
céc khuyén céo trong Huéng din chim séc va st dung dong vt thi nghiém ctia céc
Vién Y t& Qudc gia. Phuong phap thi nghiém NZWR dugc phé duyét boi Uy ban

chim séc va st dung dong vét & ca Merck & Co., Inc va Covance (Denver, PA).

Huyét thanh NZWR duoc danh gia vé tinh sinh mién dich cta IgG bang cach
str dung thtr nghiém dién héa phat quang da hop (ECL). Thir nghiém nay dugc phat
trién dé stir dung véi huyét thanh thé dua trén thir nghiém & ngudi dugc mé ta trong
Marchese et al. (Clin Vaccine Immunol. 16(3): 387-96 (2009)) bang céch st dung
cong nghé dugc phat trién bai MesoScale Discovery (mét phong thudc MesoScale
Diagnostics, LLC, Gaithersburg, MD) su dung chét danh ddu SULFO-TAG™ phat
ra 4nh sang khi kich thich quang hdéa. Khang IgG tho dugc danh dau SULFO-
TAG™ duge sit dung lam khang thé thir cip dé thir nghiém cac mau huyét thanh
NZWR. Khang thé chiic ning duge x4c dinh thong qua thir nghiém thyc bao bdi
opsonin da hop (MOPA) dua trén cac phuwong phap duge mo ta tu trude san co truc

tuyén tai Thu vién vi khudn gdy bénh duong ho hép tham khao tai trudng dai hoc
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Alabama & Birmingham bang cach str dung phan mém Opsotiter® 3 (UAB Research

Foundation, Caro-Aguilar et al, 2017, néu trén, Burton et al., 2006, néu trén).

Vacxin lién hop phé cau khudn PCV21 dugc phat hién ra 13 sinh mién dich &
tho (Fig.19A, 19B, 20A, va 20B) va tao ra khang thé chirc ning tiéu diét cdc ching

vi khuén kiéu vacxin (Fig.21A va 21B) & tit ca céc lidu thir nghiém.

Tinh sinh mién dich PD1 so sanh dugc duge quan sit dbi véi PCV21 dinh
lidu 6 4, 2, 1 va 0,4ug trong mdi PnPs, ngoai trit 24F c6 tinh sinh mién dich cao hon
& 1idu 2pg so vdi lidu 4 hodc 1ug va 15A, 15B va 15C c6 tinh sinh mién dich cao
hon & lidu 0,4pg so véi lidu 2pg (Fig.19A va Fig.19B). Do d6, khong c6 nhiéu déap
tng lidu vacxin & cac lidu PnPs cao hon (0,4-4pg/PnPs). Tinh sinh mién dich thép
hon duogc quan sat & lieu vacxin PnPs 0,08 va 0,016pg, do nhiéu kiéu huyét thanh

thdp hon dang ké khi so véi lidu vacxin 2pg.

Tinh sinh mién dich PD2 so sanh dugc dugc quan sat dbi véi PCV21 dinh
lidu 6 4, 2, 1 va 0,4ug trong mdi PnPs (Fig.20A va Fig.20B).

Nhin chung, cac do chudn MOPA cuia PD2 so sanh duoc duge quan sat dbi
v&i PCV21 duge dinh lidu & 4, 2, 1 va 0,4pg trong mdi PnPs véi do chudn MOPA
¢6 xu huéng thip hon déi véi lidu vacxin PnPs 0,08 va 0,016pug, mic du nhidu d6
chudn khéng dat ¥ nghia théng k& (dit liéu khong dugc thé hién trén hinh vé).
PCV21 dugc dinh lidu & 2ug trong mdi PnPs dugc chon loc lam tap dit liéu dai dién
cho MOPA. Cu thé, thd duge tao mién dich bang PCV21 & lidu 2ug c6 do chuén
MOPA PD1 dbi véi tht ca cac kidu huyét thanh cao hon dang ké so véi huyét thanh
tho tién mién dich ngoai kiéu huyét thanh 3 (Fig.21A). Nén luu y rang huyét thanh
thd tién mién dich tir nghién ctru ndy ¢6 d6 chuin co sé cao hon dbi véi céc kiéu
huyét thanh 16F, 31 va 35B. Tho dugc tao mién dich bang PCV21 & lidu 2ug c6 do
chudn MOPA PD2 déi véi tt ca cac kiéu huyét thanh cao hon dang ké so véi huyét
thanh tho tién mién dich (Fig.21B). Dit liéu bién ddi logarit dwoc phan tich bai
ANOVA mét chidu v6i kiém dinh Dunnett dé x4c dinh y nghia.

Viduy 44

-189-



39330

Vat liéu va phuong phap
Thir nghiém polysacarit tw do

Polysacarit t do (polysacarit khong dugc lién hop véi CRM197) trong mau
lién hop dugc do bang cach két tia dau tién protein tw do va céc thé tiép hop véi
deoxycholat (DOC) va axit clohydric. Sau d6 céc chat két tia duge loc ra va dich
loc dugc phan tich vé ndng dd polysacarit tw do béi HPSEC/UV/MALS/RI.
Polysacarit tu do dugc tinh dudi dang phén tram cua téng polysacarit dugc do boi
HPSEC/UV/MALS/RI.

Thir nghiém protein ty do

Polysacarit tu do, thé lién hop polysacarit-CRM197, va CRM197 tu do trong
c4c mau lién hop duoc tach bang phuong phép dién di mao dan trong ché d6 sic ky
dién dong mixen (micellar electrokinetic chromatography-MEKC). No6i mot cach
ngén gon, cac mau duge tron véi chit dém vAn hanh MEKC chita borat 25mM, SDS
100mM, do pH= 9,3, va duoc tach trong mao dan silica dung hop trin d4 dinh trudce
tinh trang. Viéc tach dugc theo doi & 200nm va CRM197 tyr do dugce dinh luong voi
dudng cong tidu chudn CRM197. Céc két qua protein ty do dugce béo cdo dudi dang
phdn trim c@a tong ham lugng protein dugc xdc dinh bdi quy trinh
HPSEC/UV/MALS/RI.

Phdn tich phdn ti luong va nong dé cua cdc thé lién hop bdng cdch sic dung thik

nghiém HPSEC/UV/MALS/RI

Céc mAu lién hop duoc phun va duge tich bang phuong phép sac ky higu
ning cao loai trit kich c¢& (high performance size-exclusion chromatography-
HPSEC). Viéc do tim dugc thuc hién bang may do tia cuc tim (UV), tan xa anh sang
nhiéu 16p (MALS) va chi sb khuc xa (RI) theo diy. Nong do protein duge tinh tit
Uuv280 béng cach st dung hé s tat. Néng do polysacarit dugc giai chdp tir tin hiéu
RI (dugc dong gbp vai ca protein va polysacarit) béng cach sir dung hé s6 dn/dc 1a
su thay ddi & chi sb khic xa ctia dung dich v6i sy thay d6i & ndng @6 hoa tan dugc

bao cao theo mL/g. Phén tir lwong trung binh ctia cic miu duge tinh boi phin mém
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Astra (Wyatt Technology Corporation, Santa Barbara, CA) bang cach sir dung ndng
d6 do duoc va thong tin tan xa anh sang trén toan bd pic mau. C6 nhidu hinh thirc
gia tri trung binh ctia phén tir lugng ddi v6i cac phan tit phan tan nhiéu lan. Vi du,
phén tir lugng trung binh s6 Mn, phan tir lugng trung binh trong s6 Mw, va phan tir
lugng trung binh za Mz (Molecules, 2015, 20, 10313-10341). Trir khi c6 quy dinh
cu thé, cac phén tir lwong 12 phén tit lugng trung binh trong s6.

Xdc dinh sw tiéu thu lysin trong protein duoc lién hop dudi dang $6 do s6 luong gd'n

cong hoa tri giita polysacarit va protein mang

Phép phén tich axit amin Waters AccQ-Tag (AAA) dugc sir dung dé do mirc
d6 lién hop trong cic mau lién hop. Cac miu dugc thuy phan bang cach st dung
phuong phéap thuy phén axit pha hoi trong tram lam viéc Eldex, dé pha v& céc
protein mang thanh céc axit amin thanh phin ctia chiing. Cac axit amin ty do dugc
din xuft ra bang cach st dung 6-aminoquinolyl-N-hydroxysucxinimidyl carbamat
(AQC). C4c mAu da dugc din xuét sau d6 duoc phéan tich bang cach st dung UPLC
v6i do tim UV trén c6t C18. Nong do protein trung binh thu duge bang cach sir
dung c4c axit amin dai dién ngoai lysin. Mtrc tiéu thu lysin trong qua trinh lién hgp
(tc 13, hao huyt lysin) dugc xac dinh béng chénh 1éch gitta lugng trung binh do dugc

ctia lysin trong thé 1ién hop va lugng lysin duge mong doi trong protein ban dau.
Vidu45

Anh hudng cta quy trinh lién hop dén tinh can bing cla vacxin lién hop phé cau

khuan

Céc thé lién hop polysacarit-protein phé cau khuén riéng ré dugc tao ra bang
cach st dung céc dung mdi amin héa khir khac nhau (chira nuéc hodc DMSO) nhu
duoc md ta trong cac vi du, néu trén, dugc st dung dé phéi trOn san phém thube
vacxin lién hop phé cdu khudn héa tri 1, 7, 14, va 21 dugc dé cap dén 1a PCV1,
PCV7,PCV14 vaPCV21 & 84 pg/mL.

Vat chira dugce lam de‘iy vacxin san phém thudc duge dat & nhiét d6 4°C hodc

37°C trong thoi gian 1én dén 7 ngay. Quang phd huynh quang protein néi tai (IPFS)

-191-



39330

dugc st dung dé danh gia tinh can bang ctia protein mang duoc lién hop polysacarit
phé cAu khudn, CRM197, trong ché phim PCV1, PCV7, PCV14 hoic PCV21 khi
bao quan trong thoi gian 1én dén & nhiét d6 4°C va 37°C. Phd phat xa huynh quang
(Em 290-400 nm) ctia cic mau khong dugce pha lodng dugc gom bang céach str dung
méy do quang phd ké Jasco FP-6500 & nhiét d6 moi trudng trong phong trong cu-
vét thach anh chiéu dai duong lem. Budc séng kich thich 280nm duge sir dyng véi

tbc do quét 1a 100nm/phiit va bang thong kich thich va phét xa 1a 3nm.

Nhu dugce thé hién trén Fig.22A-Fig.22C, cac dang phéi trdn san phém thube
chtta tit ca cac thé lién hop polysacarit-protein dugc tao ra bang céach st dung phan
ng amin hoa khtr trong dung moi aprotic (vi du, DMSO) dan dén tinh can bang vat
1y va héa hoc tét hon so véi vacxin sit dung tAt ca cac thé lién hop polysacarit-
protein dugc tao ra bang cach st dung dung méi chita nu6c trong phan Gmg amin
hoa khtr trong quy trinh lién hop (protic). Trong khoang thoi gian ngan 13 16 gid &
nhiét d6 37°C, cudong d6 huynh quang cua san phdm thubc PCV1, PCV7 va PCV14
duoc tao ra bang cach str dung tAt ca c4c thé lién hop polysacarit-protein duge tao ra
bang cach sir dung phan Ung amin hoa khir trong dung moéi chita nude & 84pg/mL
PnPs dugc 1am giam va mtc phat xa 16n nhét ctia vacxin duge chuyén ddi tir 332nm
dén 338nm. San phim thubc vacxin PCV1, PCV7 va PCV14, & 84pg/mL PnPs, si
dung céc duoc chat dugc tao ra bang héa hoc amin héa khir trong dung méi aprotic
(vi dy, DMSO) khéng thé hién su thay dbi & cuong d6 huynh quang hodc mirc phat
xa 16n nhét & 338nm. Ngoai ra, san phim thudc PCV21 ciing dugc nghién cttu. San
phém nay dugc phéi tron trong L-histidin 20mM, d6 pH = 5,8, NaCl 150mM, va
PS-20 0,1% (trong lu:c_rng/thé tich) nhu duge mo ta trong vi du 38, chira thé lién hop
polysacarit-protein duoc tao ra béng céach st dung phan mg amin héa khir trong
dung méi aprotic (vi du, DMSO). Nghién ctru ndy cho thdy tinh cén bang vét Iy va
héa hoc t6t hon sau khi bdo quan & nhiét d6 37°C. PCV21 khong thé hién s thay
d6i & cudong d6 huynh quang hodc muc phat xa 16n nhét 338nm (Fig.22D).

Nén hiéu rang cuong dd tin hiéu thu duge va murc phat xa 16n nhét dat duogc
tir phép do IPFS (vi dy 40) 1a do tinh can bing téng hop cia timg thé lién hop

polysacarit-protein riéng r€ trong san phdm thubc phirc hop da hoéa tri. Céc tac gia

-192-



39330

sang ché cho thdy ring san phdm thudc vacxin st dung tat ca céc thé lién hop
polysacarit-protein dugc tao ra trong dung moi aprotic déu 6n dinh trong khi san
phidm thudc vacxin st dung tat ca cac duge chit duge tao ra trong dung mdi protic
khong 6n dinh trong didu kién c6 ting suit. Néu ché pham san phim thude vacxin
chira hdn hop cia cac thé lién hop polysacarit-protein sit dung ca quy trinh lién hop
protic va aprotic, thi trung binh mtrc phat xa l6n nhit hodc cuong d6 duge do tlr san
phidm thudc s& duge tinh trong sb do sy gop phin ctia mdi sy phat xa thé lién hop
polysacarit-protein protic & 332nm va mdi su phat xa thé lién hop polysacarit-
protein aprotic & 338nm. Mong doi rang su thay dbi c6 trong s6 s& dién ra, & cudng
@5 hoiic mirc phat xa 16n nhét, khi nhiét d6 gia ting di véi hdn hop nay do su c6
mit ciia céc thé lién hop polysacarit protein duoc tao ra bing cach sit dung quy trinh

lién hop protic.

Nhu duoc thé hién trén Fig.23, dé dénh gia tinh can bang cua san pham thube
PCV21 duoc tao ra & 0,084mg/mL PnPs, thi phan tich theo dau vét hat nano (NTA)
dugce st dung. K§ thuat nay thu thép cac video vé tAp hop hat nano c6 dAu vét mot
cach truc tiép khi chiing dich chuyén boi chuyén dong Brownian dé ngoai suy ¢ hat
va ndng d6. Laze nhém 1, 635nm tap trung chum laze d6 80micron thong qua mau
16ng, chiéu séng c4c hat dudi dang cc diém sang lan tda nhanh. Camema CCD ghi
lai 30 khung trong mdi video thtt hai dé 14n d4u vét dich chuyén ctia mdi hat da
chiéu sang riéng & theo thoi gian. Phdn mém hé théng nhan dién tdm cua timg hat
riéng r& tir video va tim déu vét khoang cach da di qua mot cach doc 1ap dé x4c dinh
mttc dich chuyén binh phuong trung binh. Viéc 1an dau vét nay dugc thuc hién dong
thoi véi moi hat trong tdp hop mAu trong mdi khung cho dén khi dit liéu thd duge
thu thép tir toan bd video duge phan tich. Bing cach do ddng thdi mic dich chuyén
binh phuong trung binh ctia moi hat riéng r& dugc 1an d4u vét, thi hé s6 lan toa (Dt)
ctia n6 va ban kinh thiy dong d6 cau tuong dwong (rh) duge xac dinh bang cach ap
dung déng thic Stokes-Einstein. Sau d6 phin mém nay trinh bay dit liéu da thu thap
nay dudi dang sy phan bd theo ¢& hat va néng d6. Thong tin dit liéu so bo khong
nhiing vé c& hat va n6ng do, ma con ve cudng do, hodc d0 sang cua tung hat riéng
r& duge tap hop lai. Tdng hop lai, dit liéu duoc khép va vé biéu dd mot cach riéng ré

dudi dang cudng do hat so véi ¢& hat, va nong do hat so véi ¢& hat, va sau d6 trén
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biéu do bién dang ba chiéu so sanh c& hat, nong d9, va cuong do cia tat ca cac tép

hop hat.

Vacxin lién hop gdm c6 protein mang va khang nguyén polysacarit c6 thé dé
bi tich tu cung nhau hodc tach biét trong khoang c& hat tir 10 dén 1000nm, tir d6
khién cho NTA ¢ tinh c4n bing thich hop biéu thi k§ thuit danh gi4 va dinh lugng
hién twong tich ty. Khi san phim thudc tiép xtc véi nhiét d6 4°C va 37°C trong 1
tudn, thi khong c6 su tich tu dédng ké nao cia san phém thubc duoc quan sat boi
NTA déi véi cac dang phdi tron chira PS-20 & ndng d6 ctia 0,025% trong lugng/thé
tich, 0,05% trong hxcyng/thé tich, 0,1% trong lu’ong/thé tich, 0,15% trong luong/thé
tich, va 0,2% trong lugng/thé tich PS20 (nhu dugc thé hién trén Fig.23). Tuy nhién,
sau khi dua céc dang phdi tron nay vao khudy trong 6 gid & nhiét do 4°C, thi dang
phdi tron thiéu polysorbat 20 khéng hiéu qua trong viéc giam nhe tich tu do viée
khudy ctia san phdm thudc nhu dugc chimg minh béi ¢& hat D90 ting, s phan b
theo c& hat rong, va cudng d6 hat ting nhu duoc cung cip bdi NTA. Do d6, uu tién
duy tri polysorbat 20 & ndng d6 0,025 dén 0,2% hodc cao hon (trong luong/thé tich)
dé 1am 6n dinh san phim thudc trong qué trinh san xudt, bao quan, van chuyén va

xu ly thong thuong.

Nhu duge mé ta trong vi du 39, HPSEC UV/MALS/RI dugc st dung dé do
phén tir luong ctia san phim thude lién hop polysacarit-protein hoa tri 21 (PCV21),
duoc phéi tron trong L-histidin 20mM, d¢ pH = 5,8, NaCl 150mM, va PS-20 0 dén
0,2% (trong luong/thé tich) va quy trinh phéi tron dugc mo ta trong vi du 38. Céc
dang phéi tron dwgc dit & nhiét d6 4°C hodc 37°C trong thdi gian 1én dén mot tudn.
Trong mot s6 truong hop, cac xi lanh duge dit trén bé xoay ngang va duoc l4c trong
thoi gian 1én dén 6 gid sau khi bao quan trong 1 tudn & nhiét d 4°C hodc 37°C.
Viée nay dugc thuc hién d kich thich tmg sudt van chuyén va xtr Iy ma c6 thé di
kém v&i qué trinh san xudt va phan phdi sin phdm thubc. Néu thé lién hop
polysacarit-protein trong sin pham thudc thoai bién hodc khir polyme héa, thi sy
giam phén tir lugng s& 1 rét va néu su tich tu dang phdi trén san phdm thude dién
ra, thi sy tdng phan tir luong sé dién ra. Phép do nay dem lai dic trung bd sung vé

chit lugng cua san phdm thudc vacxin hogc thé lién hop polysacarit-protein dudi
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dang chtrc nang ctia ndng d6 PS-20. Nhu duge thé hién trén Fig.24, dang phdi tron
san phdm thuc PCV21 chira tit ca cac dugc chit, trong d6 mdi duge chit duge bao
ché bing cach sir dung phan tng amin héa khir trong dung mdi aprotic (vi duy,
DMSO) 6n dinh chéng lai sy khir polyme hoa hodc sy thodi bién hoa hoc ctia hydrat
cacbon va dn dinh chbng lai su tich tu protein trong dang phdi tron san phim thubc
nay do xr ly nhiét tir 0,05% dén 0,15% PS-20. N6i tom lai, didu nay chi ra rang san
phim thuéc PCV21 én dinh qua nhiét d6 gia ting va céc tng sult vat ly khi dugc
phéi tron bang cach st dung PS-20 & ndng d6 tir 0,025% dén 0,2% hoic néng dd

cao hon.
Vi du 46
Bao v& PCV21 khoi thach thic & chudt nhét

Chuot nhét cai chua 16n Swiss Webster (6-8 tudn tudi, n=10/nhém) duogc tao
mién dich trong bung (IP) bang 0,1-0,5mL vacxin lién hop phé cau khuan héa tri 21
(PCV21) vao ngay 0, ngay 14, va ngay 28. Vacxin phé cau khuan PCV21 duge dinh
lidu & 4, 2, 0,4, 0,08 hozc 0,016pg PnPs (3, 6C, 7F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15A,
15C, 16F, 17F, 19A, 20A, 22F, 23A, 23B, 24F, 31, 33F va 35B, mdi kiéu nay duoc
lién hop véi CRM197) trong mdi 14n tao mién dich. Chudt nhit dugc quan sat vé bét
ky du hiéu ém yéu hodc kiét stc ndo it nhat 13 hing ngay bdi doi ngli chim séc
dong vat da dugc dao tao. Dang phéi tron vacxin & chudt nhét c6 vé 13 an toan va
duoc dung nap tbt, do khong cé su kién c6 hai lién quan dén vacxin nao dugc ghi
lai. Vao ngay 52, chudt nhat dugc thich thirc trong khi quan véi kiéu huyét thanh
24F Streptococcus pneumoniae. Moi truong nudi cdy pha mii cta S. pneumoniae
dugc ly tdm, dugc rira, va dugce tao hdn dich trong PBS v6 trung. Chudt nhét dugc
gdy mé bang isofluran truéce khi thach thite. 105¢fu ctia S. pneumoniae trong 0,1mL
PBS duoc dit trong ¢b hong ctia chudt nhat duoc mic thing dung béi ring cira clia
chung. Viéc hiit vi khun duge cam tng bang cach kéo nhe ludi ra ngoai va che 15
miii. Chudt nhéit duoc can héng ngay va duogc trg tir néu mure sut cAn vuot qua 20%
trong luong ban diu. Méu duge gom vao 24 gid, 48 gio, va 72 gio dé dénh gia ving
khudn huyét. Chudt nhit dugc quan sat it nhét hai 1an hing ngay boi ddi ngii chim

s6c dong vat da dugc dao tao ve bat ky dau hiéu om yeu hodc kiét sttrc nao. Tat ca
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cac thi nghiém & dong vat dugc thuc hién nghiém ngit theo cac khuyén c4o trong
Huéng dan chim séc va sit dung dong vat thi nghiém cta cac Vién Y té Quéc gia.
Phuong phap thi nghiém & chudt nhit duge phé duyét boi ny ban cham soéc va st
dung dong vat & Merck & Co., Inc.

Huyét thanh chudt nhét duoc danh gia tinh sinh mién dich ctia IgG béng cach
st dung thtr nghiém dién hoa phat quang da hop (ECL). Thir nghiém nay duoc phat
trién dé st dung véi huyét thanh chudt nhit dua trén thir nghiém & ngudi duge mo ta
trong Marchese et al., Clin Vaccine Immunol. (2009) 16(3):387-96, bang céch sir
dung cong nghé¢ duogc phat trién bdi MesoScale Discovery (mdt phong thudc
MesoScale Diagnostics, LLC, Gaithersburg, MD) stt dung chit danh ddu SULFO-
TAGT™ phat ra 4nh sang khi kich thich quang héa. Khang IgG chudt nhét duge danh
ddu SULFO-TAG™ dugc sir dung lam khang thé tha cép dé thir nghiém cac miu
huyét thanh chudt nhit. Khang thé chirc ning duge x4c dinh thong qua thir nghiém
thuc bao bsi opsonin da hop (MOPA) dua trén cac phuong phip duoc mé ta tir
truéc & www.vaccine.uab.edu va phin mém Opsotiter® 3 duoc s& hitu va cép phép
boi dai hoc Alabama (UAB) Research Foundation (xem, Caro-Aguilar I. et al.,
Vaccine (2017) 35(6):865-72 va Burton R.L. and Nahm M.H. Clin. Vaccine
Immunol. (2006) 13(9):1004-9).

Viéc tao mién dich PCV21 tao ra cac d6 chuén khang thé & chudt nhat Swiss
Webster dbi véi tit ca cac kiéu huyét thanh trong vacxin (dit liéu khong duoc thé
hién trén hinh v&). PCV21 ciing c6 tinh mién dich trong chudt nhét Balb/c va CD1
(dit liéu khong dugc thé hién trén hinh v&). Chudt nhat Swiss Webster duoc tao
mién dich bing PCV21 ciing duge bao vé tranh thach thirc bang kiéu huyét thanh S.
pneumoniae 24F (Fig.25). Kiém dinh Mantel Cox log-rank chi ra rang tat ca céc
nhém duge tao mién dich béng PCV21 dugc bao v€ mot cach dang ké khoi thach
thirc khi so véi nhdm con non (P<0,05). Tuong tw, cdc nhdm chudt nhét duoc tao
mién dich bdng PCV21 ¢6 tir it dén khong c6 ving khuén huyét, ma it hon mét cach

dang ké khi so v&i nhém con non (dit liéu khong duoc thé hién trén hinh v&).

Vidu 47
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Tinh sinh min dich PCV va khang thé chic ning & thd

Tho tring truéng thanh New Zealand (NZWR, n=5/nhém) dugc tao mién
dich trong co (IM) bing 0,1mL PCV vao ngay 0 va ngay 14 (dbi bén). PCV duoc
dinh liu & 0,4pg PnPs trong mdi kidu huyét thanh trong mdi 1an tao mién dich véi
25pg [Al] duéi dang chét phu trg nhom phosphat (APA). Trong trudng hop PCV31,
ndng d6 dinh liéu cta kiéu huyét thanh 6B dugc gip d6i 1én 0,8ug PnPs trong mdi
14n tao mién dich. PCV21 (nhu dugc md ta trong vi du 38 ) chtra polysacarit da tinh
ché tr cac kidu huyét thanh 3, 6C, 7F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15A, 15C, 16F, 17F,
19A, 20A, 22F, 23A, 23B, 24F, 31, 33F va 35B, mdi kiéu dugc lién hop véi
CRM197. Mbi thé lién hop polysacarit-protein dugc tao ra khdng duge phu tro hodc
phéi tron véi 250pg [Al)/mL duéi dang nhém phosphat hodc APA dé d4nh gia tac
dung cta chét phu trg (PCV21/APA). PCV hoa tri thép hon cling dugc phéi tron
(nhu dugc mo ta trong vi du 38) dé bao gém 8 ST mdi (PCVS: 6C, 15A, 16F, 23A,
23B, 24F, 31 va 35B, mdi kiéu nay dugc lién hop véi CRM197, khdng duge phu
trg), 16 ST khoéng dugc bao gbm trong PCV duoc clp phép bit ky (PCV16 : 6C, 8,
ON, 10A, 11A, 12F, 15A, 15C, 16F, 17F, 20, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B, mdi kiéu
duoc lién hop véi CRM197, khédng duge phu trg) hodc PCV31 (1, 3, 4, 5, 6A, 6B,
6C, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15A, 15C, 16F, 17F, 18C, 19A, 19F, 20A,
20F, 23A, 23B, 23F, 24F, 33F va 35B, mbi kiéu dugc lién hop vé6i CRM197, dugce
phéi tron véi 250pg [Al]/mL dusi dang nhom phosphat) dé danh gia sy (e ché chat
mang khi hoa tri vacxin gia ting (PCV31/APA). MBOi vacxin str dung cac thé lién
hop polysacarit protein dugc phdi tron & 4pug/mL (trong luong/thé tich) polysacarit
phé cau khudn (PnPs), ngoai trir d6i véi 6B duge phéi tron & 8ug/mL (trong
lugng/thé tich) polysacarit phé cau khuin (PnPs) tromg PCV31 hodc PCV31/APA.
Ndng d6 cudi cing cua polysacarit phé ciu khudn (PnPs) trong mdi vacxin 1a
128ug/mL PnPs trong PCV31, 84pug/mL PnPs trong PCV21, 64pg/mL trong PCV16
va 32ug/mL trong PCV8.

Huyét thanh duge gom trude khi nghién ctru bét dau (tién mién dich) va vao
ngay 14 (PD1) va 28 (PD2). NZWR dugc quan sat v& bt ky d4u hiéu dm yéu hozc

kiét sttc ndo it nhat 1 hing ngay béi ddi ngfi chim séc dong vat dd duogc dao tao.
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Dang phéi tron vacxin trong NZWR ¢6 vé 1a an toan va duge dung nap tét, do
khong ¢6 sy kién c6 hai lién quan dn vacxin ndo dugc ghi lai. T4t ca cac thi
nghiém & dong vat duoc thuc hién nghiém ngdt theo cac khuyén céo trong Hudng
dAn cham séc va sit dung dong vat thi nghiém ctia cac Vién Y € Quéc gia. Phuong
phép thi nghiém NZWR duoc phé duyét bsi Uy ban chim séc va st dung dong vat &
ca Merck & Co., Inc va Covance (Denver, PA).

Huyét thanh tho duoc danh gi4 vé tinh sinh mién dich cta IgG bang céch sit
dung thir nghiém dién héa phat quang da hop (ECL). Thir nghiém nay dugc phat
trién dé st dung voi huyét thanh thé dua trén thit nghiém & ngudi dugc mo ta trong
Marchese et al., Clin Vaccine Immunol. (2009) 16(3):387-96, bang cach st dung
cdng nghé dugc phat trién boi MesoScale Discovery (mdt phong thudc MesoScale
Diagnostics, LLC, Gaithersburg, MD) st dung chat danh dau SULFO-TAG™ phat
ra anh sang khi kich thich quang héa. Khang IgG thé dugc danh diu SULFO-
TAG™ duoc sit dung 1am khang thé thit cAp d& thir nghidm cdc mAu huyét thanh
NZWR. Khang thé chitc ning duoc xé4c dinh thong qua thir nghiém thuc bao boi
opsonin da hgp (MOPA) duwa trén cédc phuong phip dugc md ta tu trudc ¢
www.vaccine.uab.edu va phdn mém Opsotiter® 3 dugc s& hitu va cAp phép boi dai
hoc Alabama (UAB) Research Foundation (xem, Caro-Aguilar I. et al., Vaccine
(2017) 35(6):865-72 va Burton R.L. and Nahm M.H. Clin. Vaccine Immunol.
(2006) 13(9):1004-9).

Huyét thanh thé duge thir nghiém dudi dang tép hop d6i v6i tien mién dich
va PD1, va riéng r& d6i v6i PD2 trong thtr nghiém dién hoéa phat quang da hop aé
x4c dinh d6 chun khang thé. PCV tao ra d6 chudn khang thé & tho d6i véi tat ca céc
kiéu huyét thanh sau khi tao mién dich bang vacxin (dit liéu khong dugc thé hién
trén hinh v&). Polysacarit kiéu huyét thanh 15B khong duge chita trong PCV16,
PCV21 hodc PCV31, tuy nhién d6 chuin khang thé dbi véi kiéu huyét thanh 15B
duge quan sét sau khi tao mién dich véi ca PCV16, PCV21 va PCV31.

PCV21 khong chira chét phu trg c6 tinh sinh mién dich tuwong duong hozc
cao hon dang ké (cac kidu huyét thanh 3, 7F, 10A, 194, 23A va 23B) khi so v6i
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PCV21 c6 APA (Fig.26A-Fig.26B va Fig.28), d xuit ring khong c6 loi ich sinh

mién dich bo sung & thd véi APA c6 trong vacxin.

Su tc ché epitop cam tng bdi chit mang dung dé chi sy can thiép vao dap
ting khing thé d6i vé6i khang nguyén (nhu polysacarit nang) dugc két hop véi ciing
mot protein mang (nhu CRM197). Sy can thiép nay duogc cho 1a xuét phat tur sy
canh tranh s lugng han ché cua té bao tro gitp T d& mdi va dic hiéu chét mang.
Két qua 13, c6 thé c6 sy giam dép Umg v6i polysacarit nang. Pfizer quan sat sy gidm
tinh sinh mién dich cta vacxin cua cac kiu huyét thanh dung chung do héa tri cua
vacxin ting tir héa tri 7 dén héa tri 13 [So sanh GMC khang thé IgG cua Prevnar
(héa tri 7) v6i Prevnarl3. (Bang 9, trang 29 chuyén khao PCV13)]. Do d6, cac tac
gia séng ché tim toi d& nghién ctru tinh sinh mién dich ctia cac PCV hoa tri thap hon
so v&i PCV21 (Fig.27A-Fig.27C). PCV8 (8 kiéu huyét thanh m&i) ¢6 tinh sinh mién
dich twong dwong so véi PCV21 dbi v6i 8 kiéu huyét thanh dung chung (Fig.29).
PCV16 (PCV21 trir di 5 kiéu huyét thanh tring lip tir PCV15) ¢6 tinh sinh midn
dich twong duong so véi PCV21 dbi véi 15 trong s6 16 kiéu huyét thanh dung
chung (Fig.29). Kiéu huyét thanh 31 ¢6 tinh sinh min dich cao hon trong PCV16
(Fig.29). Nhin chung, khéng ¢6 xu huéng chinh trong viéc trc ché chat mang bing
PCV21 trong NZWR. PCV31/APA c¢6 tinh sinh mién dich twong dwong so v&i
PCV21/APA d6i vé6i 12 trong 21 kiéu huyét thanh ding chung. 10 kiéu huyét thanh
(6C, 7F, 9N, 12F, 15A, 15B (khong cé trong PCV21), 15C, 17F, 19A, va 23A) c6
tinh sinh mién dich cao hon trong PCV31, ndm trong khoang tir gép 2,9 14n dén 11
lan (Fig.30). Nhin chung, khong c6 xu huéng chinh trong viéc trc ché chit mang
bang PCV31 trong NZWR.

Céc PCV dugc phat hién ra 1a sinh mién dich & tho va tao ra cac khéng thé
chic ning ti€u diét céc ching vi khuin kiéu vacxin. Huyét thanh thd duoc thir
nghiém trong thir nghiém thyc bao bdi opsonin da hop (MOPA) dé x4c dinh do
chuan khang thé chiic nang. PCV21 c¢6 do chudn OPA PD2 twong duong hoac cao
hon khi so véi PCV21/APA, PCV8 va PCV16 (Fig.31). Dit liéu bién ddi logarit
dugc phén tich boi ANOVA mét chidu véi kiém dinh Dunnett d& xé4c dinh y ngha.
PCV21 c6 d6 chuan OPA cao hon déng k& ddi vé6i kiéu huyét thanh 16F so véi

1nAn
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PCV8 va dbi véi cac kidu huyét thanh 12F, 23A va 19A so véi PCV21/APA.
PCV31 c6 d chudn OPA cao hon déng ké d6i véi kiéu huyét thanh 23A so véi
PCV21.

Viduy48
Tinh sinh mién dich PCV21 & khi rezut truéng thanh

PCV21 ciing dugc danh gia v& m6 hinh sinh mién dich & khi rezut trudng
thanh. Khi rezut dugc tao mién dich trong co bang PCV21 vao ngay 0, 28 va 56.
PCV21 dugc dinh lidu & 1pg PnPs trong thé tich 0,25mL (3, 6C, 7F, 8, 9N, 10A,
11A, 12F, 15A, 15C, 16F, 17F, 19A, 20A, 22F, 23A, 23B, 24F, 31, 33F va 35B,
mdi kiéu duoc lién hop véi CRM197) trong mdi 14n tao mién dich. Huyét thanh
duoc gom trude khi nghién ctru bat dau (tién mién dich, ngay 0) va vao ngay 14

(PD1), 28, 42 (PD2), 56, 70 (PD3) va 84.

Huyét thanh khi rezut dugc dénh gia vé tinh sinh mién dich ctia IgG bang
cach sir dung thir nghiém dién hoa phat quang da hop (ECL). Thir nghiém nay duogc
phat trién dé str dung v6i huyét thanh khi rezut dua trén thir nghiém & ngudi duoc
mo ta trong Marchese et al. and Skinner et al. (Marchese R.D. et al., Clin. Vaccine
Immunol. (2009) 16(3):387-96 va Skinner, J.M. et al.,Vaccine (2011) 29(48):8870-
8876) biang cach sir dung cong nghé dugc phét trién béi MesoScale Discovery (mot
phong thudc MesoScale Diagnostics, LLC, Gaithersburg, MD) sir dung chat ddnh
dau SULFO-TAG™ phét ra anh sang khi kich thich quang héa. Khang IgG ngudi
duoc danh ddu SULFO-TAG™ duoc st dung 1am khang thé thi cAp dé thir nghiém
céc mau huyét thanh khi rezut. Khang thé chirc ning duoc xac dinh théng qua thir
nghiém thue bao bdi opsonin da hop (MOPA) dua trén céac phuong phdp duoc mo ta
tir trude & www.vaccine.uab.edu va phan mém Opsotiter® 3 dugc s& hitu va cép
phép bai dai hoc Alabama (UAB) Research Foundation (xem, Caro-Aguilar I. et al.,
Vaccine (2017) 35(6):865-72 va Burton R.L. and Nahm M.H. Clin. Vaccine
Immunol. (2006) 13(9):1004-9).

PCV21 dugc phét hién ra 13 sinh mién dich & khi truéng thanh va tao ra céc

r A r - oA A r ) . A + A . 0 LA ) r Nl A
khang thé chirc nang tiéu diét cac ching vi khuan kiéu vacxin & tat ca céc thoi diem
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thtr nghiém (Fig.32 va Fig.33). Ciing luu y ring PCV21, chira cac thé lién hop
polysacarit I15A-CRM197 va 15C-CRM197, cling dem lai tinh phan Gng chéo cho
15B, nhur dugc chimg minh trong ECL. PCV21 sinh mién dich véi mét lidu vacxin &
khi (Fig.32). Hau hét céc kiéu huyét thanh dat d6 chudn t6i da cua ching & PDI,
ngoai trir ST 6C, 12F va 24F, c6 loi tir cac 1an sinh mién dich bd sung. Khi rezut
truong thanh cé do chudn khang thé ton tai tir truée cao hon so véi cac nghién ciru
PCV cii & khi rezut méi sinh. D6 chuin khang thé tn tai tir trudc kha bién nhat khi
thtr nghiém céc mau huyét thanh trong MOPA, khién cho viéc x4c dinh d6 chudn
thuc bao bdi opsonin trd nén kho khan. T4t ca cac thoi diém nghién ctru dugc thir
nghiém trong MOPA duéi dang cac mAu dugc gom lai hodc cdc mau riéng 1¢, nhung
dé dé danh gia hon, thi chi ¢6 tién mién dich, PD1 va PD3 duoc thé hién (Fig.33),
do khong c6 nhidu chénh 1éch & cac d6 chudn OPA giita PD1 va PD3.

Huyét thanh khi rezut truéng thanh duoc tao mién dich bz‘“mg PCV21 duoc
danh gia v& sy bao vé chéo dbi véi cac vi khuan S. pneumoniae khac (Fig.34). Huyét
thanh khi dugc tao mién dich béng PCV21 c6 su bao vé chéo voi cac kiéu huyét
thanh 6A, 6B va 23F nhung khong bao vé& chéo véi 19F. Sur bao vé chéo dbi véi 6A
va 6B c6 thé 13 do viéc tao mién dich véi thé lién hop polysacarit 6C-CRM197 1a
mot ph?ln ciia PCV21 da héa tri. Tuong ty, viéc tao mién dich véi céc thé lién hop
polysacarit 23A-CRM197 va 23B-CRM197 13 mdt phan ctia PCV da héa tri din dén
su bao vé chéo dbi véi kidu huyét thanh 23F. Viée tao mién dich v6i PCV21 chira

thé 1ién hop polysacarit 19A-CRM197 khong mang lai sy bao vé chéo d6i véi 19F.
Vidu49

Tinh sinh mién dich PCV21 & khi rezut truéng thanh - danh gia chét phu trg va su

urc ché chat mang

Mot nghién ctru & khi khac bao gdbm bude danh gida PCV21 ¢6 va khong cé
APA va bude so sanh tinh sinh mién dich & kiéu huyét thanh dung chung dé danh
gi4 su e ché chit mang. Khi rezut truong thanh (n=5/nhém) dugc tao mién dich
trong co bing vacxin & mot nira lidu clia ngudi vao ngay 0 ciia nghién ctiru. PCV21

duoc dinh lidu & 1pg PnPs trong thé tich 0,25mL (3, 6C, 7F, 8, 9N, 10A, 114, 12F,

Ann
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15A, 15C, 16F, 17F, 19A, 20, 22F, 23A, 23B, 24F, 31, 33F va 35B, mdi kiéu duoc
lién hop v6i CRM197) trong moi 1an tao mién dich. M6t nhém bao gém PCV21,
duoc phu tro v6i 62,5ug [Al] dudi dang nhém phosphat. Mot nhém khac bao gdm
PCV15 duge dinh lidu & 1pg PnPs trong thé tich 0,25mL (1, 3, 4, 5, 6A, 7F, 9V, 14,
18C, 19A, 19F, 22F, 23F va 33F, mdi kiéu dugc lién hop véi CRM197 véi 6B duge
dinh lidu & 2pug) trong mdi 14n tao mién dich va duge phu tro véi 62,5ug [Al] dudi
dang nhém phosphat. Mot nhém khéc bao gdm Prevnar13® (PCV13) duoe dinh lidu
6 1,1pg PnPs trong thé tich 0,25mL (1, 3, 4, 5, 6A, TF, 9V, 14, 18C, 19A, 19F va
23F, mbi kiéu dwoc 1ién hop véi CRM197 véi 6B duoce dinh lidu & 2,2pg) trong mdi
14n tao mién dich. Huyét thanh dugc gom trudc khi nghién ctru bat dau (tién mién

dich, ngay 0) va vao ngay 28.

PCV21 dugc phét hién ra 13 sinh mién dich & khi truéng thanh va tao ra cac
khang thé chirc ning tidu diét cac ching vi khudn kiéu vacxin. PCV21 khéng c6
chét phuy tro ¢6 tinh sinh mién dich twong dwong hodc cao hon dang ké (cac kiéu
huyét thanh 15A va 15B) khi so véi PCV21 c¢6 APA (Fig.35). PCV21 khéng chia
kiéu huyét thanh 15B.

Khi duoc tao mién dich bing PCV21 duoc so sanh véi khi dugce tao mién
dich bdng PCV15 va Prevnarl3. PCV21 va PCV15 c6 5 kiéu huyét thanh ding
chung (3, 7F, 19A, 22F, 33F); khong c¢6 chénh léch & tinh sinh mién dich cta 5 kiéu
huyét thanh d6 gifta cac con khi dugc tao mién dich bang PCV21 hoic PCVI15
(Fig.36). PCV21 va Prevnarl3 c¢6 3 kiéu huyét thanh dung chung (3, 7F, 19A);
khong ¢ chénh 16ch & tinh sinh mién dich ddi véi cac kiéu huyét thanh 7F va 19A.
Khi duoc tao mién dich bing Prevnarl3 c¢6 d6 chuin khang thé thip hon dbi voi
kiéu huyét thanh 3 so v&i PCV21 (Fig.36). Két qua nay nhat quan véi dit liéu 1am
sang ctia PCV15 & nguoi, cho thay kiéu huyét thanh 3 mién dich nhiéu hon trong
vacxin PCV15 ctia Merck. Két hop lai, cac két qua nay dé xuit ring su tic ché chat
mang khong dugc quan sat thdy & khi rezut truéng thanh dugc tao mién dich bang

PCV21 khi so véi Prevnarl 3 hoac PCV15.

Vidu 50
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Tinh phan tmg chéo ctia kiéu huyét thanh 6A, 6B va 6C — nghién ciru hoa tri mot

San phém thudc hoéa tri mdt duge bao ché béng cach sir dung thé lién hop
polysacarit phé ciu khudn 6A-CRM197 hoic thé lién hop polysacarit phé cau khuén
6B-CRM197 va duogc phéi trdn trong 20mM histidin 4§ pH = 5,8 va hatri clorua
150mM va polysorbat-20 (PS-20) 0,1% trong lwong/thé tich & tong ndng do
polysacarit muc tiéu bang 4,0pg/mL cta timg kiéu huyét thanh. Céc thé lién hop
duoc tao ra bang cach lién hop riéng 1& protein CRM197 véi cac kiéu polysacarit
phé ciu khuén (PnPs) (6A hodc 6B). Thé tich ctia cc thé lién hop khéi cin phai ¢6
dé thu duoc ndng dd muc tiéu ca ting kiéu huyét thanh riéng 1é duoc tinh dua trén
thé tich mé va ndng d6 ciia timg ndng dd polysacarit khéi. Cac thé lién hop riéng 18
duge bd sung vao dung dich chira histidin, natri clorua va PS-20 dé tao ra hdn hop
lién hop 2X. Binh phdi tron chira hdn hop 1ién hop 2X nay duge tron bang cach sir
dung que khqu tlr, va duoc loc vo tring vao mot binh khac. Hon hop 2X da dugc
loc vo trung sau d6 dugc pha lodng véi nudce mubi dé dat duoc téng néng do
polysacarit va t4 dugc mong mudn muc tiéu. Sau d6, cdc dang phdi trén duge lam

day vao cac lo va duoc bao quan & nhiét d6 tir 2 dén 8°C.

Thé dugc tao mién dich béng 6A-CRM197 hodc 6B-CRM197 dé danh gia
tinh phan tmg chéo trong nhém huyét thanh 6. Thé tréng truong thinh New Zealand
(NZWR, n=3/nhém) dugc tao mién dich trong co (IM) bang 0,25mL vacxin lién hop
hoéa tri mdt twong tmg vao ngdy 0 va ngay 14 (dbi bén). Vacxin lién hop phé céu
khuén héa tri mot, dugc phéi trdn trong L-histidin 20mM d6 pH = 5,8 NaCl 150mM
va PS-20 0,1% (trong luqng/thé tich) v6i quy trinh phéi tron dugc mo ta trong vi du
38, dugc dinh lidu & 1pg PnPs (mdi 6A hoic 6B dugce lién hop véi CRM197). Huyét
thanh dugc gom trude khi nghién ctiru bét du (tién mién dich) va vao ngay 14 (sau
lidu 1, PD1) va 28 (sau lidu 2, PD2). NZWR duogc quan sat vé bét ky déu hiu m
yéu hodc kiét strc nao it nhét 1a hé“mg ngay boi doi ngli cham so6c dong vat da duoc
dao tao. Dang phéi tron vacxin trong NZWR c6 vé 1a an toan va dugc dung nap tbt,
do khong c6 su kién co6 hai lién quan dén vacxin nao duoc ghi lai. T4t ca céc thi
nghiém & dong vat dugc thuc hi¢n nghiém ngat theo cac khuyén céo trong Hudng

dan cham séc va st dung dong vat thi nghiém ctia céc Vién Y té Qudc gia. Phuong
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phép thi nghiém NZWR duoc phé duyét boi Uy ban cham séc va sir dung dong vat &
ca Merck & Co., Inc va Covance (Denver, PA).

Huyét thanh NZWR dugc thir nghiém trong thir nghiém ELISA & danh gia
tinh sinh min dich cta IgG bang cach sir dung ndng d6 phil PnPs tuong tng 2
pg/mL. Khéng thé chiic ning duoc x4c dinh thong qua thir nghiém thuc bao boi
opsonin (OPA) duya trén cdc phuong phdp duoc md ta tor trudc &
www.vaccine.uab.edu va phan mém Opsotiter® 3 s& hitu va cdp phép tir t6 chirc
nghién ciru UAB (xem, Caro-Aguilar 1. et al., Vaccine (2017) 35(6):865-72 va
Burton R.L. va Nahm M.H. Clin. Vaccine Immunol. (2006) 13(9):1004-9).

Ca 6A-CRM197 va 6B-CRM197 déu dugc phét hién ra 13 sinh mién dich &
thd (Fig.37) va tao ra khang thé chic ning tidu diét ching vi khudn tuong tng
(Fig.38). Ngoai ra, tho duoc tao mién dich bang vacxin lién hop phé cau khuan héa
tri mot nhom huyét thanh 6 c¢6 do chuin IgG cta PD2 va do chudn OPA tuong
dwong 14n luot véi polysacarit ddng nhit va khong ddng nhit va ching vi khuén.
Thé duogc tao midn dich bing 6A-CRM197 hodc 6B-CRM197 déu c6 tinh phan tng
chéo dbi véi mdi polysacarit phé cau khudn (PnPs 6A, PnPs 6B va PnPs 6C)
(Fig.37). Bing cach sir dung dit liéu IgG bién ddi logarit sau liéu 2 (PD2) dugc phan
tich bdi ANOVA mdt chiéu, thi khéng cé chénh 1éch déang ké & d6 chuén IgG trén
nhém huyét thanh 6. Ngoai ra, tho duoc tao mién dich bang 6A-CRM197 hoic 6B-
CRM197 déu c6 tinh phan tng chéo ddi v6i mdi ching vi khuan S. prneumoniae
(6A, 6B va 6C), do tit ca cac huyét thanh tho mién dich cao c¢6 khang thé chiic ning
d6i v6i mbi chung dugc danh gia va tiéu diét vi khudn (Fig.38). Tuong tu, bing
cach sit dung dit liéu OPA bién ddi logarit sau liéu 2 (PD2) duoc phan tich boi
ANOVA mot chidu, thi khéng c6 chénh léch déng ké & cac do chuan OPA trong
nhém huyét thanh 6.

Vidu 51
Tinh phan tmg chéo cta kiéu huyét thanh 20A va 20B — nghién ctru héa tri mot
San phém thudc héa tri mot duge bao ché béng céch st dung thé lién hop

polysacarit phé ciu khudn 20A-CRM197 va dugc phdi tron trong 20mM histidin do

~nna
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pH = 5,8 va natri clorua 150mM va Polysorbat-20 (PS-20) 0,2% trong lwong/thé tich
& 4,0pg/mL. Dang phdi tron ndy dugc tao ra véi 250,0ug [Al}/mL duéi dang nhom
phosphat lam chét phu tro (20A-CRM197/APA). Thé lién hop dugc tao ra béng
cach lién hop riéng r& protein CRM197 véi polysacarit phé cau khuan (PnPs) kiéu
20. Thé tich cta thé lién hop khdi cin phai cé dé thu duoc ndng d6 muc tidu coa
ting kiéu huyét thanh riéng r& duoc tinh dua trén thé tich mé va ndng d6 cua timg
ndng d6 polysacarit khdi riéng r&. Thé lién hop don 1é duoc bd sung vao dung dich
chtra histidin, natri clorua va PS-20 d tao ra hdn hop lién hop 4X owr 16,0pg/mL.
Binh phdi trén chira hdn hop lién hop ndy dugc tron bang cach sir dung que khudy
tlr va duge loc vo tring vao mot binh khac. Hon hop 4X d dugc loc v6 tring sau
d6 duge bd sung vao mot binh khac chira chét phu trg nhom phosphat dé dat duoge
tdng ndng do polysacarit, t4 duoc va chit phu tro muc tiéu mong mudn. Sau d6 cac
dang phéi trén dugc 1am dly vao céc lo thiy tinh va duge bao quan & nhiét do tir 2
den 8°C.

Tho dugc tao mién dich bing 20A-CRM197/APA hoic PCV21 dé danh gia
tinh phan tng chéo trong nhém huyét thanh 20. Thé tring trudng thanh New
Zealand (NZWR, n=3/nhém) duoc tao mién dich trong co (IM) bang vacxin lién
hop phé cdu khudn vao ngay 0 va ngay 14 (d6i bén). Vacxin lién hop phé cau khuén
hoéa tri mot, dugc phéi tron nhu dugc mé ta & trén, duoc dinh lidu & 1ug PnPs trong
0,25ml (ST20A duogc lién hop véi CRM197 va 62,5ug [Al] dudi dang nhdom
phosphat dugc st dung 1am chat phu trg), vacxin lién hgp phé cdu khuan da héa tri
PCV21 (84pg/mL PnPs), dugc phéi tron trong L-histidin 20mM d6 pH = 5,8 NaCl
150mM va PS-20 0,2% (trong luong/thé tich) véi quy trinh phéi tron dugc mé ta
trong vi du 38, dugc dinh liu & 0,4pg PnPs trong 0,1ml (cac kiéu huyét thanh 3,
6C, 7F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15A, 15C, 16F, 17F, 19A, 20, 22F, 23A, 23B, 24F,
31, 33F va 35B, mdi kiéu dugc lién hop véi CRM197). Huyét thanh duge gom trude
khi nghién ctru bat dau (tién mién dich) va vao ngay 14 (sau lidu 1, PD1) va 28 (sau
lidu 2, PD2). NZWR duoc quan sat vé bat ky ddu hiéu dm yéu hosc kiét sirc naoit
nhét 13 héng ngay bdi doi ngli cham séc dong vat dd duoc dao tao. Dang phéi trén
vacxin trong NZWR cé vé 1a an toan va dugc dung nap t6t, do khéng c6 su kién c6

hai lién quan dén vacxin nao dugc ghi lai. Tat ca cac thi nghiém & dong vat duoc
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thuc hién nghiém ngit theo cac khuyén cdo trong Huéng din chim séc va st dung
d6ng vat thi nghiém cta cac Vién Y t& Quédc gia. Phuong phép thi nghiém NZWR
dugc phé duyét boi Uy ban chiam séc va sit dung dong vat & ca Merck & Co., Inc va

Covance (Denver, PA).

Huyét thanh NZWR dugc thr nghiém trong thir nghi€ém thuc bao bdi opsonin
(OPA) d danh gia khang thé chirc ning dua trén cac phuong phép duoc md ta tir
truéc & www.vaccine.uab.edu va phdn mém Opsotiter® 3 dugc s hitu va cip phép
tir to chirc nghién ctru UAB (xem, Caro-Aguilar I. et al., Vaccine (2017) 35(6):865-
72 va Burton R.L. and Nahm M.H. Clin. Vaccine Immunol. (2006) 13(9):1004-9).

Thé duoc tao mién dich bé‘mg ca vacxin 20A-CRM197/APA héa tri mot va
vacxin PCV21 da hoa trj tao ra khang thé chirc ning tiéu diét ca kiéu huyét thanh S,
pneumoniae 20A va 20B (Fig.39). Piéu nay d& xuat rang kiéu huyét thanh 20A va
20B chia sé tinh twong tu c4u tric, din dén tinh phan Gng chéo trong nhém huyét
thanh.
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YEU CAU BAO HQ

1. Ché pham sinh mién dich da hoéa tri chtra 21 thé lién hop polysacarit protein mang
S. pneumoniae triéng biét, trong d6 mdi mot trong cic thé lién hop nay chua
polysacarit ctia kiéu huyét thanh S. preumoniae cu thé duoc lién hop vé6i protein
mang, va trong d6 cac kiéu huyét thanh S. pneumoniae dugc chon tir nhém bao

gom:

I) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A;
1) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20B;
IIT) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8§, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A; va
IV) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8§, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20B;
trong d6 ché phdm nay khong chira thé lién hop polysacarit protein mang chira céc

polysacarit ctia kiéu huyét thanh S. pneumoniae bét ky khac.

2. Ché phim sinh mién dich da hoa tri theo diém 1, trong d6 it nhit mot trong céc
thé lién hop polysacarit protein mang dugc tao ra nhd phan tng lién hop bao gém

dung moi aprotic.

3. Ché pham sinh mién dich da héa tri theo diém 1 hoic 2, trong d6 mdi mét trong
céc thé lién hop polysacarit protein mang dugc tao ra nhd phan tmg lién hop bao

gdm dung méi aprotic.

4. Ché phim sinh mién dich da hoa tri theo diém 2 hoidc 3, trong d6 dung moi

aprotic la dimetylsulfoxit (DMSO).

5. Ché ph4m sinh mién dich da héa trj theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén
4, trong d6 protein mang dwoc chon tir nhém bao gém phitc protein mang ngoai

(OMPC), toxoit ubn vén, toxoit bach hiu, protein D va CRM197.
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6. Ché pham sinh mién dich da héa tri theo diém bét ky trong sd cac diém tir 1 dén
5, trong do6 protein mang 1a CRM197.

7. Ché pham sinh mién dich da héa tri theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén

6, trong d6 ché phdm nay con chira chit phu tro.

8. Ché phim sinh mién dich da héa tri theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 d&én

6, trong d6 ché phdm nay khong chita chat phu tro.

9. Ché phdm sinh mién dich da héa tri chira 21 thé lién hop polysacarit protein mang
S. pneumoniae riéng biét, trong d6 mdi mot trong cic thé lién hop nay chua
polysacarit ctia kiéu huyét thanh S. preumoniae cu thé dugc lién hop véi protein
mang, trong dé cac kiéu huyét thanh S. pneumoniae 1a 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A,
15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A va
protein mang 14 CRM197, va trong d6 ché pham nay khéng chira thé lién hop
polysacarit protein mang chita polysacarit ctia kiéu huyét thanh S. pneumoniae bit

ky khéc.

10. Ché phim sinh mién dich da héa tri theo diém 9, trong d6 mdi mot trong céc thé
lién hop polysacarit protein mang duoc tao ra nhd phan tng lién hop bao gém dung

moi aprotic, trong d6 dung mdi aprotic nay la dimetylsulfoxit (DMSO).

11. Ché phim sinh mién dich da héa trj theo diém 9, trong d6 ché phim nay khong

chtra chét phu tro.

12. Ché pham sinh mién dich da héa tri chira 21 thé lién hop polysacarit protein
mang S. pneumoniae riéng biét, trong d6 m&i mot trong cac thé lién hop nay chira
polysacarit ctia kiéu huyét thanh S. pneumoniae cu thé duge lién hop véi protein
mang, trong d6 cac kiéu huyét thanh S. pneumoniae 13 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B, va
protein mang 13 CRM197, va trong d6 ché phidm nay khéng chia thé lién hop
polysacarit protein mang chtra cac polysacarit ctia kiéu huyét thanh S. preumoniae

bat ky khac.

-208-



39330

13. Ché phém sinh mién dich da héa tri theo diém 12, trong d6 mdi mdt trong céc
thé lién hop polysacarit protein mang dugc tao ra nhd phan tmg lién hop bao gdm

dung moi aprotic, trong d6 dung mdi aprotic nay la dimetylsulfoxit (DMSO).

14. Ché phém sinh mién dich da hoa trj theo diém 12, trong d6 ché phdm nay khéng

chtra chét phu tro.

15. Ché phim sinh mién dich da héa tri chira 20 thé lién hop polysacarit protein
mang S. pneumoniae, trong d6 mdi mot trong cac thé lién hop niy chira polysacarit
ctia kidu huyét thanh S. preumoniae cu thé duoc lién hop véi protein mang, trong dé
cac kiéu huyét thanh S. pneumoniae 1a 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8§, ON, 10A, 11A, 12F,
15B, 17F, 20A, 6C, 15A, 16F, 23F, 24F, 31 va 35B, va protein mang la CRM197,
va trong d6 ché phim nay khong chira thé lién hop polysacarit protein mang chira

céc polysacarit ctia kiéu huyét thanh S. pneumoniae bat ky khac.

16. Ché phém sinh mién dich da héa tri theo diém 15, trong d6 mdi mét trong céc
thé 1ién hop polysacarit protein mang duogc tao ra nhd phan tng lién hop bao gdbm

dung mdi aprotic, trong d6 dung moi aprotic nay la dimetylsulfoxit (DMSO).

17. Ché phim sinh mién dich da héa trj theo diém 15, trong d6 ché phdm nay khong
chtra chét phu tro.

18. Ché phdm sinh mién dich da héa tri chita cac thé lién hop polysacarit protein
mang S. pneumoniae, trong d6 mdi mot trong cac thé lién hop nay chira polysacarit
ctia kidu huyét thanh S. pneumoniae cu thé duoc lién hop véi protein mang, va trong

d6 céc kiéu huyét thanh S. pneumoniae dugce chon tir nhém bao gdm:

(1) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6C, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(2) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6C, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

(3) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6C, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,
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3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6C, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A 15A, 16F,
23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 6B,
15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A 15A, 16F,
23A,23B, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 6B,
15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A 15A, 16F,
23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 6B,
15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A 15A, 16F,
23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 6B,
15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8§, ON, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6C, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6C, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,
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3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6C, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6C, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 15A, 16F,
23F, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 6B,
15A, 16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 15A, 16F,
23F, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 6B,
15A, 16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15C, 17F, 20A, 6A, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 15A, 16F,
23F, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 6B,
15A, 16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 15A, 16F,
23F, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 8, 9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 6B,
15A, 16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F,8, 9N, 39, 11A, 12F, 15B, 17F, 20A, 6A, 15A,
16F, 23F, 24F, 31 va 35B,

3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20B,
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(34) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24B, 31, 35B, 8§, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A,

(35) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24B, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20B,

(36) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, ON,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20B,

(37) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24B, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A,

(38) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24B, 31, 35B, §, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20B,

(39) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8§, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20,

(40) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6C, 15A, 16F, 23A, 23B, 24B, 31, 35B, 8, ON,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20,

(41) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20, va

(42) 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A, 23B, 24B, 31, 35B, 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20,

trong d6 ché phdm nay khéng chira thé lién hop polysacarit protein mang chira céc

polysacarit ctia kiéu huyét thanh S. pneumoniae bat ky khéc.

19. Ché phim sinh mién dich da héa tri theo diém 18, trong d6 it nhat mét trong cac
thé 1ién hop polysacarit protein mang dugc tao ra nhd phan ting lién hop bao gdm

dung mdi aprotic.

20. Ché phém sinh mién dich da hoa trj theo diém 18, trong do mdi mot trong cac
thé lién hop polysacarit protein mang dugc tao ra nhd phan tmg lién hop bao gdbm

dung méi aprotic.

21. Ché phém sinh mién dich da héa trj theo diém 19 hozc 20, trong d6 dung méi
aprotic la dimetylsulfoxit (DMSO).
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22. Ché phim sinh mién dich da héa tri theo diém 18, trong d6 protein mang duoc
chon tir nhém bao gbém phirc protein mang ngoai (OMPC), toxoit ubn van, toxoit

bach hiu, protein D va CRM197.

23. Ché phim sinh mién dich da héa tri theo diém 22, trong d6 protein mang la
CRM197.

24. Ché pham sinh mién dich da héa tri theo diém bét ky trong s cac diém tir 18

dén 23, trong d6 ché pham nay con chira chét phu tro.

25. Ché phim sinh mién dich da héa trj theo diém bét ky trong sb cac diém tir 18

dén 23, trong d6 ché phim nay khong chira chit phu tro.

26. Ché phdm sinh mién dich da héa tri theo diém bét ky trong sd cac diém tir 18
dén 25, trong d6 polysacarit kiéu huyét thanh S. pneumoniae 15C 13 polysacarit kiéu
huyét thanh S. preumoniae 15B dugc khir O-axetyl.

27. Ché pham sinh mién dich da héa tri theo céc diém tir 1 dén 8, trong d6
polysacarit kiéu huyét thanh S. pneumoniae 15C 1a polysacarit kiéu huyét thanh S.
pneumoniae 15B dugc khir O-axetyl.

28. Ché phdm sinh mién dich da héa tri theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 9 dén
11, trong d6 polysacarit kiéu huyét thanh S. pneumoniae 15C 13 polysacarit kiéu
huyét thanh S. preumoniae 15B dugc khir O-axetyl.

29. Ché phim sinh mién dich da hoa tri theo diém 26, trong d6 polysacarit 15B

duogc khir O-axetyl ¢6 ham luong O-axetyl trong mdi don vi lip nho hon 5%.

30. Ché phdm sinh mién dich da hoa tri theo diém 27, trong d6 polysacarit 15B

duge khir O-axetyl c6 ham luong O-axetyl trong mdi don vi 1ip nho hon 5%.

31. Ché phdm sinh mién dich da hoa tri theo diém 28, trong d6 polysacarit 15B

duge khir O-axetyl ¢6 ham luong O-axetyl trong mdi don vi 13ip nho hon 5%.

32. Ché phdm sinh mién dich da hoéa tri chia 21 thé lién hop polysacarit protein

mang S. pneumoniae riéng biét, trong d6 moi mot trong cac the lién hop nay chira
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polysacarit cua kiéu huyét thanh S. pneumoniae cu thé dugc lién hop véi protein
mang, trong dé cac kiéu huyét thanh S. pneumoniae 1a 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A,
15A, 16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B dugc khir O-axetyl,
17F, va 20A, va protein mang 1a CRM197, va trong d6 ché phdm nay khéng chua
thé lién hop polysacarit protein mang chira polysacarit ctia kidu huyét thanh S,
pneumoniae bat ky khac.

33. Ché phim sinh mién dich da héa tri theo diém 32, trong d6 polysacarit 15B

duoc khir O-axetyl c6 ham luong O-axetyl trong mdi don vi lap nho hon 5%.

34. Ché phim sinh mién dich da héa tri chita cac thé lién hop polysacarit protein
mang S. pneumoniae, trong d6 mdi mét trong cac thé 1ién hop nay chira polysacarit
ctia kiéu huyét thanh S. preumoniae cu thé dugc 1ién hop véi protein mang, trong d6
kiéu huyét thanh S. pneumoniae chi yéu gdém cé 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15B dugc khu O-axetyl, 17F,
va 20A, va protein mang la CRM197.

35. Ché phdm sinh mién dich da hoa trj theo diém 34, trong d6 polysacarit 15B

duoc khir O-axetyl c6 ham luong O-axetyl trong mdi don vi 1ip nhd hon 5%.

36. Ché phdm sinh mién dich da héa tri chita cac thé lién hop polysacarit protein
mang S. pneumoniae, trong dé6 mdi mot trong cac thé lién hop nay chira polysacarit
ctia kiéu huyét thanh S. prneumoniae cu thé duogc lién hop véi protein mang, trong d6
kiéu huyét thanh S. pneumoniae chi yéu gdm c6 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A, va protein
mang la CRM197.

37. Ché phidm sinh mién dich da hoéa tri chira cac thé lién hop polysacarit protein
mang S. pneumoniae, trong d6 mdi mot trong cac thé lién hop nay chira polysacarit
ctia kiéu huyét thanh S. prneumoniae cu thé duoc lién hop véi protein mang, trong d6
kidu huyét thanh S. preumoniae chu yéu gdm c6 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, va 20A, va trong d6
protein mang la CRM197.
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38. Ché phim sinh mién dich da hoa tri chira cac thé lién hop polysacarit protein
mang S. pneumoniae, trong d6 mdi mot trong cac thé lién hop nay chita polysacarit
ctia kiéu huyét thanh S. pneumoniae cu thé dugc 1ién hop v6i protein mang, trong dé
kiéu huyét thanh S. pneumoniae gbm c6 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A,
23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B dugc khir O-axetyl, 17F, va 20A, va
protein mang 1a CRM197.

39. Ché phim sinh mién dich da héa tri theo diém 38, trong d6 polysacarit 15B

duoc khir O-axetyl ¢6 ham lwong O-axetyl trong mdi don vi lip nhé hon 5%.

40. Ché phim sinh mién dich da hoéa tri chira cic thé lién hop polysacarit protein
mang S. pneumoniae, trong d6 mdi mot trong cac thé 1ién hop nay chira polysacarit
ctia kiu huyét thanh S. preumoniae cu thé duoc lién hop véi protein mang, trong dé
kiéu huyét thanh S. pneumoniae gSm co 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A,
23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20A, va protein mang la
CRM197.

41. Ché phim sinh mién dich da héa tri chira cac thé lién hop polysacarit protein
mang S. pneumoniae, trong d6 mdi mét trong céc thé lién hop nay chira polysacarit
ctia kidu huyét thanh S. preumoniae cu thé dugc lién hop véi protein mang, trong dé
kiéu huyét thanh S. preumoniae gdm c6 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A,
23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, va 20A, va trong d6 protein
mang la CRM197.

42. Ché phim sinh mién dich da héa tri chira cac thé lién hop polysacarit protein
mang S. pneumoniae, trong d6 mdi mot trong céc thé lién hop ndy chira polysacarit
ctia kidu huyét thanh S. preumoniae cu thé dugc lién hop vé6i protein mang, trong d6
kiéu huyét thanh S. pneumoniae chu yéu gém c6 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B dugc khir O-axetyl, 17F,
va 20, va protein mang 1a CRM197.

43. Ché phim sinh mién dich da hoa tri theo diém 42, trong d6 polysacarit 15B

duoc khir O-axetyl ¢6 ham lwong O-axetyl trong mdi don vi 1iip nho hon 5%.
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44. Ché phdm sinh mién dich da héa trj chira céc thé lién hop polysacarit protein
mang S. pneumoniae, trong d6 mdi mot trong cac thé lién hop nay chira polysacarit
ctia kiéu huyét thanh S. pneumoniae cu thé dugc 1ién hop véi protein mang, trong d6
kiéu huyét thanh S. preumoniae chii yéu gdm c6 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8§, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20 va protein
mang 1la CRM197.

45. Ché phdm sinh mién dich da hoéa tri chita cac thé lién hop polysacarit protein
mang S. pneumoniae, trong d6 mdi mét trong cac thé lién hop nay chira polysacarit
ctia kiéu huyét thanh S. preumoniae cu thé duoc 1ién hop véi protein mang, trong d6
kiéu huyét thanh S. pneumoniae chi yéu gém c6 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A,
16F, 23A, 23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, va 20, va trong do6
protein mang la CRM197.

46. Ché phdm sinh mién dich da héa tri chira cic thé lién hop polysacarit protein
mang S. pneumoniae, trong d6 mdi mot trong cac thé lién hop nay chira polysacarit
ctia kiéu huyét thanh S. preumoniae cu thé duoc lién hop véi protein mang, trong dé
kiéu huyét thanh S. pneumoniae gbém c6 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A,
23B, 24F, 31, 35B, 8, ON, 10A, 11A, 12F, 15B dugc khu O-axetyl, 17F, va 20, va
protein mang la CRM197.

47. Ché phdm sinh mién dich da hoéa tri theo diém 46, trong d6 polysacarit 15B

duogc khir O-axetyl ¢6 ham lugng O-axetyl trong mdi don vi 1ip nho hon 5%.

48. Ché phdm sinh mién dich da héa tri chita cac thé lién hop polysacarit protein
mang S. pneumoniae, trong 6 mdi mot trong céc thé lién hop nay chira polysacarit
ctia kiéu huyét thanh S. prneumoniae cu thé dugc lién hop véi protein mang, trong d6
kidu huyét thanh S. pneumoniae gém c6 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A,
23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15C, 17F, va 20 va protein mang la
CRM197.

49. Ché phim sinh mién dich da héa tri chira céc thé lién hop polysacarit protein
mang S. pneumoniae, trong &6 mdi mot trong céc thé lién hop niy chira polysacarit

ctia kidu huyét thanh S. preumoniae cu thé dugc lién hop véi protein mang, trong d6
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kiéu huyét thanh S. preumoniae gdm c6 3, 7F, 19A, 22F, 33F, 6A, 15A, 16F, 23A,
23B, 24F, 31, 35B, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 17F, va 20, va trong d6 protein
mang la CRM197.
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Kiéu huyét thanh 2ug so vdi 4ug 2ug so vai 1ug 2ug so véi 0,4pg 2pg so vai 0,08ug 2ug so véi 0,016ug
3 0,78 (0,26, 2,3) 0,79 (0,27, 23) 0,62 (0,21, 1,84) | 21 0,7, 61) | 25 (0,85, 7,5)
6C 1,64 (0,3, 89 3,2 (0,6, 18) 1,44 (0,27, 7,8) 6,3 (1,15, 34) 19 (3,5 102)
7F 1,01 (0,22, 4,6) 1,76 (0,39, 8) 1,11 (0,24, 5,1) 6,9 (1,52, 32) 21 (4,5, 94)
8 1,64 (0,36, 7,5) 26 (0,57, 12) 0,81 (0,18, 3,7) 4,3 (0,94, 20) 14 (3, 63)
9N 1,46 (0,35, 6) 2,1 (0,52, 8,9) 0,94 (0,23, 3,9) 6,5 (1,58, 27) 15 (3,5 60)
10A 0,92 (0,24, 3,5) 2,9 (0,75, 11) 0,55 (0,14, 2,1) 3,5 (0,9, 13) 12 (3, 44)
11A 2,4 (0,51, 11) 29 (0,62, 14) 1,21 (0,26, 5,7) 7,5 (1,61, 35) 16 (3,5, 77)
12F 0,79 (0,18, 3,5) 1,54 (0,35, 6,7) 0,55 (0,13, 2,4) 5 (1,14, 22) 16 (3,7, 70)
15A 0,68 (0,14, 3,3) 0,67 (0,14, 3,2) 0,2 (0,041, 0,95) 1,73 (0,36, 8,3) 4,1 (0,86, 20)
15B 0,68 (0,15, 3,1) 0,7 (0,15, 3,3) 0,2 (0,043, 0,93) 1,57 (0,34,7,3) 4,2 (0,89, 19)
15C 0,81 (0,18, 3,5) 0,63 (0,14, 238) 0,21 (0,49, 0,93) | 1,77 (04, 7,7) | 54 (1,24, 24)
16F 1,42 (0,28, 7,1) 3,7 (0,73, 18) 1,43 (0,29, 7,2) 5,3 (1,05, 29) 11 (2,3, 57)
17F 1,22 (0,24, 6,2) 1,58 (0,31, 8,) 0,46 (0,09, 2,3) 4,2 (0,82, 21) 22 (4,3, 112)
19A 1,19 (0,42, 3,4) 1,45 (0,51, 4,1) 1,29 (0,45, 3,7) 3 (1,05, 8,5) 5 (1,74, 14)
20A 1,59 (0,37, 6,9) 1,82 (0,42, 7)9) 0,62 (0,14, 2,7) 6,5 (1,52, 28) 20 (4,7, 88)
22F 1,65 (0,31, 8,8) 22 (0,41, 12) 0,45 (0,084, 24) 6,2 (1,17, 33) 20 (3,7, 105)
23A 1,27 (0,27, 6) 3,1 (0,65  15) 0,22 (0,046, 1,04) 33 (0,7, 16) 51 (1,08, 25)
23B 1,09 (0,18, 6,7) 1,59 (0,26, 9,7) 0,95 (0,16, 5,8) 1,8 (0,29, 11) 7,4 (1,21, 45)
24F 4,9 (1,1, 21) 4,9 (1,11, 22) 2,6 (0,58, 11) 13 (3, 59) 21 (4,7, 92)
31 0,96 (0,23, 4,1) 1,13 (0,27, 4,8) 0,47 (0,11, 2) 2,1 (0,66, 12) 6,4 (1,51, 27)
33F 0,64 (0,18, 2,2) 092 (0,26, 3,3) 0,53 (0,15, 1,85) 3,6 (1,03, 13) 19 (5,5, 68)
35B 0,69 (0,25, 1,87) | 1,08 (0,4, 2,9) 063 (0,23, 1,69) | 21 (0,77, 56) | 51 (1,9, 14)

Fig.19B
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Kiéu huyét thanh

2ug so vGi 4pg

2ug so voi 1pg

2ug so vdi 0,4ug

2pg so vai 0,08ug

2ug so véi 0,016ug

3 0,91 (0,34, 2,5) 1,58 (0,59, 4,3) 1,86 (0,69, 5,0) 43 (1,59, 12,0)| 57 (2,1, 15,0)
6C 21 (0,39, 11,0) 1,87 (035  10) 1,6 (0,3, 8,6) 96 (1,79, 51) | 11 (1,98,56)
7F 0,8 (0,23,2,7) 1,88 (0,55 6,4) 1,03 (0,3, 3,5 36 (1,05, 12) | 6,2 (1,83,21)
8 09 (03 27 1,57 (0,53, 4,7) 11 (0,37,3,3) 55 (1,84, 17) | 83 (2,8, 25)
9N 1,31 (0,4, 4,3) 1,92 (0,58, 6,3) 1,17 (0,36, 3,8) 51 (1,56, 17) | 7,1 (2,2, 23)
10A 1,49 (0,26, 8,6) 3 (0,53, 17) 0,84 (0,15, 4,8) 41 (0,71, 23) | 13 (2,2,72)
11A 0,98 (0,2, 4,9) 21 (0,42, 10) 1,09  (0,22,5,4) 57 (1,15, 29) | 43 (0,86,22)
12F 1,28 (0,31, 5,2) 0,96 (0,24, 3,9) 0,8 (0,2, 3,3) 63 (1,53, 26) | 11 (2,7,45)
15A 1,39 (0,36, 5,3) 1,39 (0,36, 5,3) 1,12 (0,29, 4,3) 41 (1,06, 16) | 7,1 (1,85,27)
158 0,79 (0,19, 3,3) 072 (0,17, 3) 0,49 (0,12, 2,1) 1,75 (0,41, 7,4) | 2,5 (0,6 11)
15C 0,81 (0,21, 3,1) 0,74 (0,19, 2,9) 0,53 (0,14, 2) 1,92 (0,5, 74) | 3,9 (1,03,15)
16F 1,37 (0,33, 5,8) 35 (0,83, 15) 1,31 (0,31, 5,5) 31 (0,73, 13) | 52 (1,24,22)
17F 0,99 (0,31, 3,1) 1,65 (0,52, 5,2) 1,06  (0,33,3,4) 56 (1,76, 18) | 7,1 (2,3, 23)
19A 28 (0,51, 16) 36 (065  20) 1,13 (0,21, 6,2) 61 (1,0, 33) | 9,8 (1,78,54)
20A 1,59 (0,37, 6,8) 1,53 (0,36, 6,5) 0,83 (0,19, 3,5) 47 (1,1, 20) | 62 (1,45,26)
22F 1,34 (0,32, 5,7) 1,42 (0,34, 6) 0,72 (0,17, 3) 36 (0,84, 15) | 51 (1,2, 21)
23A 2,4 (0,48, 12) 25 (051, 12) 0,67 (0,14, 3,3) 36 (0,74, 18) | 9,1 (1,84,45)
238 23 (0,28, 19) 24 (0,29, 20) 1,49 (0,18, 12) 4 (0,48, 33) | 68 (0,82,56)
24F 86 (0,9, 83) 4,5 (0,46, 43) 2,9 (0,3, 28) 18 (1,85, 172) | 16 (1,61,150)
31 1,26 (0,33, 4,8) 1,17 (0,45, 6,5) 0,86 (0,23, 3,3) 25 (0,64, 9,4) | 47 (1,22,18)
33F 0,6 (0,18, 1,97) 0,77 (0,23, 2,5) 0,5 (0,15, 1,65) 2,7 (0,81, 89) | 3,4 (1,02,11)
358 0,94 (0,43, 2,1) 1,41 (0,64, 3,1) 1,24 (0,56, 2,8) 26 (1,18, 58) | 43 (1,94,9,6)
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