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khuén da tri, chit mang hon hop va phuong phép str dung chung dé phong ngira chdng lai

su nhiém hoac bénh do Streptococcus pneumoniae & doi tugng.
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THAM CHIEU CHEO PEN CAC PON LIEN QUAN

Pon nay yéu cau huéng quyén loi cua, va dua trén ngay ndp don cua, don dang ky
sang ché tam thoi My sb 62/626,482, nop ngay 5 thang 2 ndm 2018, va don dang ky sang
ché Han Quéc s6 10-2018-0045246, ndp ngay 18 thang 4 nam 2018, toan bd phan boc 19

cta chung dugc dua vao day bang cach vién dan.

Linh vwe ky thuat dwgce dé cap
Pon nay dé cap chung dén hop phan thé lién hop phé cau khuan da tri, chat mang
hén hop, vic-xin c6 chira chiing va phuong phép st dung cac hop phdn va vic-xin nay dé

phong ngtra su nhiém hodc bénh do Streptococcus pneumoniae & doi tugng.

Tinh trang ky thuat cia sang ché

Phé cau khuan (Streptococcus pneumoniae) 1a vi khuan yém khi khong bit budc
Gram duong, hinh miii méc, v6i hon 90 typ huyét thanh da biét. Hau hét cac typ huyét
thanh S. pneumoniae da dugc chimg minh la gay bénh, véi 23 typ huyét thanh pho bién
nhét chiém khoang 90% bénh xam 14n trén toan thé gidi. Typ huyét thanh dugc phén loai
dua trén dép ung huyét thanh hoc ctia cac polysacarit v, yéu td ddc luc quan trong nhat
ddi voi phé cau khuén. Polysacarit vo 1a khang nguyén doc lap té bao T gy ra su sin
xudt khang thé trong truong hgp khong co té bao T tro gitip. Cac khang nguyén doc lap té
bao T thuong gdy cam tng cac khang thé ¢6 4i luc thip va dap tmg mién dich trong thoi
gian ngén voi rat it hodc khong co6 su ghi nhé mién dich.

Vic-xin phé cau khuan ban dau bao gdm su két hogp cta cac polysacarit vo tir cac
typ huyét thanh khéc nhau. Nhitng véc-xin nay c6 thé tao ra su mién dich chéng lai S.
pneumoniae & nhiing bénh nhan c6 hé mién dich phat trién hodc khoe manh, tuy nhién,
chung khong hiéu qua o tré so sinh, ma thiéu hé thong mién dich phat trién va nguoi gia,
ma thudng c6 chirc nang mién dich suy giam. Dé cai thién dap Gng mién dich voi vac-xin
phé cau khuan, ddc biét ¢ tré so sinh va nguoi gia, nhiing nguoi ¢6 nguy co nhiém S.
pneumoniae cao hon, polysacarit vé dugc lién hop véi protein mang phil hop dé tao ra

vic-xin lién hop phé cau khuén. Su lién hop véi protein mang phu hop lam thay doi
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polysacarit vo tir khang nguyén doc 1ap té bao T thanh khang nguyén phu thudc té bao T.
Nhu véy, dap tmg mién dich chéng lai polysacarit vo lién hop bao gdm céc té bao T trg
gilip, ma giup gdy cam ung dap Ung mién dich manh hon va nhanh hon khi tiép xuc lai
vai polysacarit vo.

C6 it nhat hai cach tiép can dé phét trién vAc-xin lién hop phé cau khuén: phuong
phap chit mang don 1¢ va phuong phap chit mang hon hgp. Kha nang gay mién dich cta
cac thé lién hop polysacarit vo khac nhau c6 thé thay doi tiry thude vao typ huyét thanh
cua phé cau khuan va protein mang dugc st dung. Trong phuong phap chat mang don 1€,
cac polysacarit vo tlr cac typ huyét thanh khéc nhau dugc lién hop v6i chét mang protein
don 1¢. Loat vic-xin PREVNAR cua Pfizer 1a mot vi du vé céach tiép can chat mang don
1é trong do cac polysacarit vo khac nhau dugc lién hop v6i chat mang protein CRM o7,
mot bién thé khong doc ctia doc t5 bach hau c6 mot dot bién thé axit amin don Ié ctia axit
glutamic cho glyxin. Véc-xin PREVNAR 7 thanh phan (PREVNAR) lan déu tién duoc
phé duyét vao nam 2000 va chira cac polysacarit vo tur bay typ huyét thanh pho bién nhat:
4.6B. 9V, 14, 18C, 19F va 23F. Vic-xin 13 thanh phan, PREVNAR 13, da thém céc typ
huyét thanh 1, 5, 7F, 3, 6A va 19A vao chit mang protein CRMi97. Chat mang protein,
CRM 97, chit mang don Ié dugc si dung trong vic-xin PREVNAR chua bao gio dugc su
dung lam mot phan ctia hé théng chit mang hdn hop trong véc-xin lién hgp phé cau
khuan.

Céch tiép can véc-xin phé cau khuan tht hai 1a phuong phap chat mang hon hop.
Trong phuong phap chit mang hon hop, thay vi sir dung chit mang protein don I¢, hai
hodc hon hai chidt mang protein dugc sir dung, véi cac polysacarit vo tur cac typ huyét
thanh dic hiéu lién hop véi chit mang protein dau tién va polysacarit vo tir cac typ huyét
thanh khac nhau duoc lién hop véi it nhét chét mang protein khac, thtt hai. Vi du,
GlaxoSmithKline da phat trién SYNFLORIX, véc-xin thé lién hop phé cAu khuan, chat
mang hon hop, 10 thanh phﬁn (cac typ huyét thanh 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F va
23F) ma st dung protein D H influenzae, doc td udn van, va doc td bach hau 1am chat
mang protein. Trong SYNFLORIX, céc typ huyét thanh 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14 va 23F
duoc lién hop véi protein D; typ huyét thanh 18C duoc lién hgp véi doc td ubn van; va
(yp huyét thanh 19F dugc lién hop véi doc t6 bach hau [2]. Typ huyét thanh 3 dugc loai
bo khoi tidn chat 11 thanh phan thanh SYNFLORIX, mdt phan, boi vi n6 khong cho thiy
hiéu qua dac hiéu typ huyét thanh trong thtr nghiém viém tai gitra cap tinh [1]. Mot nhom
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khac, Aventis Pasteur, da phét trién vic-xin lién hop phé cdu khuan, chat mang hon hop.,
11 thanh phn (céc typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F va 23F), bang
cach s dung doc t6 bach hau va doc t6 ubn van lam chat mang protein [3]. Cac
polysacarit v tur cac typ huyét thanh 3, 9V, 14 va 18C c6 thé gdy ra dép tng t6t hon khi
lien hop vé6i doc td bach hdu hon 1a khi lién hop véi doc to udn véan [6]. Do do, cac typ
huyét thanh 3, 6B, 14 va 18C dugc lién hop v6i doc t bach hiu va cdc typ huyét thanh 1.
4.5,7F, 9V, 19F va 23F duoc lién hop voi doc td udn van. Sy phat trién ctia vic-xin phé
cau khudn, chét mang hon hop nay da bi chdm dut do, mot ph?m la, nguyén nhan k¥ thuat
va tiém nang déap ung giam khi dung véi véc-xin ho ga vo bao [3]. Gan day. typ huyét
thanh 5 cling nhu" la 1 da duoc bdo cao l1a ¢c6 mot trong nhiing do chuan OPA duoc quan
sat thap nhit trong tat ca cac typ huyét thanh PREVNAR 13, trong d6 ¢ moi twong quan
lién quan gitia do chuén IgG va hoat tinh OPA [4]. Ngoai ra, c6 ¥ kién cho rang ddi véi

typ huyét thanh 3, cn c6 ndng dd IgG huyét thanh cao hon nhiéu dé bao vé [3].

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Don nay d& xuit hop phan thé lién hop phé cau khuan da tri, chat mang hén hop
duoc cai thién va méi va vac-xin ¢ chtra chiing. Theo mot khia canh, don nay dé xuat
hop phan thé lién hop phé cdu khudn, da tri, chdt mang hdn hop, c6 chira 21 thé lién hop
polysacarit vo-protein phé cau khuan khac nhau, trong d6 méi thé lién hop polysacarit vo
- protein phé ciu khuén ¢6 chtra protein mang lién hop vé&i polysacarit vo tir typ huyét
thanh khéac cta Streptococcus pneumoniae, trong do cac typ huyét thanh Streptococcus
pneumoniae duge chon tir 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C,
19A, 19F, 22F, 23F va 33F, trong d6 chit mang protein 1a CRMis7 hodc doc t6 udn van,
trong do hai trong s6 cac polysacarit vé dugc lién hop voi doc td udn van va cac
polysacarit vé con lai duge lién hgp véi CRMig7, va trong do hai polysacarit vo ma dugc
lién hop vai doc td uén vén duge chon tir nhom gom ¢ céc typ huyét thanh 1,3 va 5.

Theo mét sd phuong an cua hop phan thé lién hop phé cau khuén 21 thanh phan,
chat mang hon hop, cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1 va 5 duoc lién hop voi
doc t6 ubn van, va céc polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 3, 4, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V,
10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F va 33F duoc lién hop voi CRMi7.

Theo phuong an khéc cua hop phan thé lién hop phé ciu khuan 21 thanh phan,

chit mang hén hop. cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1 va 3 dugc lién hop voi

(OS]



49417 461

doc t6 udn van, va cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V,
10A, 11A. 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F duoc lién hop vé1 CRMvs.

Theo phuong an khac cua hop phin thé lién hop phé cau khuén 21 thanh phan,
chat mang hdn hop, cac polysacarit vo tr cac typ huyét thanh 3 va 5 dugc lién hgp voi
doc td ubn van, va cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1, 4, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V,
10A. 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F duoc lién hop vo1 CRM97.

Theo mét s6 phuong an, hop phan thé lién hop phé cau khuan da tri, chat mang
hdon hop c6 chira thém chit bd tro, chéng han nhu chit bd tro dua trén nhdom, bao g6m,
nhung khong gidi han & nhdm photphat, nhom sulfat va nhom hydroxit.

Mot khia canh khdc dé cap dén viéc sir dung hop phén thé lién hop phé cau khuan
21 thanh phan, chit mang hon hop lam vac-xin. |

Tuy nhién, mot khia canh khac dé cap dén vic-xin c6 chtra hop phan thé lién hop
phé cau khuan 21 thanh phan, chit mang hon hop va ta duge dugc dung.

Tuy nhién, mot khia canh khéc dé cap dén phuong phap phong ngira su nhiém
hoac bénh do Streptococcus pneumoniae 6 déi trong, chang han nhu & ngudi, phuong
phép nay bao gdm viéc dung lugng hitu hiéu dé phong ngira ctia hop phan thé lién hop
phé ciu khuan 21 thanh phan, chat mang hén hop hodc véc-xin ¢6 chta ching cho dbi
tuong.

Theo cac phu'ong'ém nhét dinh, dbi tuong 1a nguoi it nhét 50 tudi va bénh la bénh
viém phdi hodc bénh phé ciu khuan x4m lan (invasive pneumococcal disease - IPD).

Theo phuong 4an khac, déi twong 14 nguoi it nhét 1a 6 tudn tudi va bénh 1a bénh
viém phdi, bénh phé cau khuan xam lan (IPD), hodc viém tai gilta cap tinh (AOM). Theo
mdt s6 phuong an, ddi tugng ngudi tir 6 tuan tudi dén 5 tudi. Trong cac phuong an khéc,
d6i tuong ngudi tir 2 dén 15 thang tdi hodc tir 6 dén 17 tudi.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, hop phan thé lién hop phé cdu khuan 21 thanh
phan, chit mang hon hop hodc vic-xin dugce dung bang cach tiém trong co. Theo cac
phuong an nhat dinh, hop phan thé lién hop phé cau khuan 21 thanh phan, chit mang hén
hop hoac vic-xin duge dung dudi dang mot phin ctia dot gay mién dich.

Mot khia canh khac dé cap dén thé lién hop gdy mién dich cua typ huyét thanh 9N
Streptococcus pneumoniae, ma chira: sacarit vo typ huyét thanh 9N tur Streptococcus
pneumoniae; va protein mang li€én két voi sacarit vo nay, trong do protein mang la

CRM97. Theo cac phuong an nhat dinh ciia thé lién hop typ huyét thanh 9N géy mién
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dich, hop phén thé lién hop phé cAu khuan da tri, chat mang hon hop va vac-xin (va
phuong phép/viéc st dung ching), sacarit typ huyét thanh 9N ¢6 thé duogc lién két véi
CRM97 dé tao thanh thé lién hop & trang thai dugc hoat hoa dé ¢ muc dj oxy hoa la 2-
19 hodc 5-10 va khéi luong phéan ti 12 200-700 kDa. Theo cac phuong an nhét dinh cua
thé lién hop typ huyét thanh ON gdy mién dich, hop phan thé lién hop phé cau khuan da
tri, chat mang hon hop va vac-xin (va phuong phap/viéc su dung chung), thé lién hop typ
huyét thanh 9N gy mién dich c6 thé ¢6 khdi lugng phan tr 1a 500-4.000 kDa.

Theo cac phuong an nhit dinh cta thé lién hop typ huyét thanh 9N géy mién dich,
hop phan thé lién hop phé ciu khuén da tri, chat mang hon hop va véc-xin (va phuong
phap/viéc s dung ching), ti 1 cta sacarit vo typ huyét thanh 9N véi protein mang trong
thé lién hop typ huyét thanh 9N gay mién dich la 0,1-5 (khoi luong/khdi lugng). Theo
cac phuong an nhét dinh, ty 1€ nay 1a 0,5-2,5.

Theo cic phuong an nhét dinh ciia thé lién hop typ huyét thanh N gay micn dich.
hop phén thé lién hop phé cau khudn da tri, chat mang hon hgp va véc-xin (va phuong
phéap/viéc st dung chung), 15-60% cua thé lién hop typ huyét thanh 9N gay mién dich co
thé c6 Kq bang 0,3 hodc & dudi trong cdt CL-4B.

Theo céc phuong an nhat dinh cta thé lién hop typ huyét thanh 9N gy mién dich,
hop phan thé lién hop phé cau khuin da tri, chat mang hon hop va vac-xin (va phuong
phap/viéce sit dung ching), thé lién hop typ huyét thanh 9N gdy mién dich dugc diéu ché
véi polysacarit typ huyét thanh 9N ma da dugc hoat hoa dé dat duoc muc do oxy hoa la
2-19. Theo cac phuong 4n nhét dinh, thé lién hop typ huyét thanh 9N gdy mién dich da
duoc didu ché véi polysacarit typ huyét thanh 9N ma da duoc hoat hoa dé dat duoc muc
do oxy hoa la 5-10.

Theo cac phuong an nhét dinh cta thé lién hop typ huyét thanh 9N gdy mién dich.
hop phan thé lién hop phé cau khudn da tri, chat mang hdn hop va véc-xin (va phuong
phap/viéc st dung ching), khi saccarit typ huyét thanh 9N Streprococcus pneumoniae
dugc lién hop voi CRMigr bang cach bd sung 0,02-0,19 ug periodat trong 1 pg duong,
thé lién hop 6 thé c6 khdi Iwong phan tir 500-4.000 kDa, phan b6 khéi lugng phan tir 15-
60% (Ka < 0,3) va ty 1& sacarit/protein 0,5-2,5.

Theo khia canh khac, sang ché con dé xuét phuong phap didu ché thé lién hop gy
mién dich cua typ huyét thanh 9N Streptococcus pneumoniae, phuong phap nay bao gdm

cac budc:
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(a) dung giai té bao vi khudn san xudt polysacarit vo typ huyét thanh 9N
Streptococcus pneumoniae bang cach Ién men chung;

(b) tinh ché sacarit vé typ huyét thanh 9N Streptococcus pneumoniae tu té bao da
duoc dung giai;

(c) hoat hoa polysacarit vO typ huyét thanh 9N Streptococcus pneumoniae bang
cach cho phan tng voi tac nhan oxy hoa dé dat duoc muc do oxy hoa la 2-19 hodc 5-10;
va

(d) tao thanh thé lién hop cta sacarit vo typ huyét thanh 9N Streptococcus
pneumoniae lién két voi CRM 97 bang cach tron sacarit dd dugc hoat hoa voi CRM 7.

Theo cac phuong an nhat dinh, CRMjig7 dugc trdn trong budc (d) co thé duge cho
phan ung voi chat khit dé tao thanh lién hop véi polysacarit vO typ huyét thanh 9N
Streptococcus pneumoniae da duoc hoat hoa. Theo cac phuong an nhét dinh, & budc (c),
0,02-0,19 pg periodat co thé duoc cho phan Gng véi 1 pg polysacarit vo typ huyét thanh
9N Streptococcus pneumoniae & 20-25°C trong 15-20 gio.

Theo cac phuong an nhat dinh, polysacarit vo typ huyét thanh 9N cta
Streptococcus pneumoniae dd phan mg véi tdc nhan oxy hoa & bude (c) ¢6 thé co khdi
lwong phan tir 1a 400 - 900 kDa. Theo cc phuong én nhét dinh, polysacarit v0 typ huyét
thanh 9N Streptococcus pneumoniae da duge hoat hoa da tron voi CRM 97 trong bude (d)
¢6 thé 6 khdi Iwong phan tir 1a 200-700 kDa. Theo cac phuong én nhét dinh, thé lién hop
gdy mién dich cua typ huyét thanh 9N Streptococcus pneumoniae ¢6 thé c¢6 khoi luong
phan tir 1a 500-4.000 kDa. Theo cac phuong 4n nhat dinh, ty 1¢ diu vao ban dau cua
CRM97 vOi sacarit vO typ huyét thanh 9N d& duoc hoat héa (CRMi97 mang:sacarit) O
thé 1a 0,5-2.5:1. Theo céc phuong an nhét dinh, it nhat 15-60% thé lién hop gdy micn
dich co thé co Kq béng 0,3 hodc & dudi nhu dugc do trong cot CL-4B.

Theo cac phuong an nhét dinh, khi polysacarit typ huyét thanh 9N Streptococcus
pneumoniae theo sang ché duge lién hop v6i CRMigr bang cach bd sung 0,02-0,19 pg
periodat cho mdi 1 pg duong, thé lién hop gdy mién dich c6 khéi lugng phan tir 1a 500-
4.000 kDa, phan bd khéi lugng phan tir 1a 15-60% (Ka < 0,3) nhu do dugc trong cot CL-
4B va ti 1&¢ CRMj97/polysacarit bang 0,5-2,5.

Cac doi tuong, d4u hiéu va uu diém néu trén va cac doi tuong, dau hiéu va uu
diém khac ctia hop phan thé lién hop phé ciu khudn 21 thanh phan, ch4t mang hon hop sé&

tré nén ro rang hon tir phan mo ta chi tict sau day.
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Mb ti chi tiét sang ché
DINH NGHIA

Pé hiéu ban md ta nay d2 dang hon, céc thudt ngit nhat dinh trude hét duge dinh
nghia duéi day. Cac dinh nghia khac cho cac thuat nglr sau day va cac thuat nglr khac co
thé duoc quy dinh trong toan bd ban md ta nay.

Nhu duge s dung & diy va trong cac yéu cAu bao ho kém theo, cac dang sb it ("a",
"an" va "the") bao gdbm nghia s6 nhiéu, trir khi ngit canh rd rang quy dinh khac. Vi vay,
vi du, viéc dé cap dén "phuong phap" bao gdm mdt hodc nhiéu phuong phép, va/hodc cac
bude thudc loai duge mo ta trong tai liéu nay va/hodc cac budc s& trd nén rd rang dbi vai
nhitng nguoi co trinh do trung binh trong linh vue khi doc ban mo ta nay vav.v...

Dimg: Nhu dugce su dung ¢ day, "dung" hop phén cho dbi tuong c6 nghia la cho,
ap dung hoac dua hop phan vao tiép xtc véi dbi tuong. Viéc dung c6 thé duoc thuc hién
theo dudng bt ky trong s6 nhiéu duong dung, chang han nhu tai chd, qua duong miéng,
duéi da, trong co, trong mang bung, trong tinh mach, ndi tiy mac va trong da.

Xép xi: Nhu duge st dung trong tai liéu nay, thuat ngtr "xap xi" hodc "khoang",
khi dung cho mot hoac nhiéu gia tri dugc quan tdm, dung dé chi gi tri tuong tu voi gia
trj tham chiéu da néu. Theo cac phuong an nhét dinh, thuat ngix "xdp xi" hodc "khoang"
dung dé chi khoang gié tri nam trong pham vi 25 %, 20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %,
15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, s6 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 %,
hodc it hon theo mot trong hai hudéng (16n hon hodc nho hon) cua gia tri tham chiéu da
néu trir khi ¢6 quy dinh khéc hodc cé bang chimg khac tir ngit canh (trr truong hop s6 do
vuot qua 100 % cta gia tri ¢6 thé co).

Thé lién hop: Nhu dung trong ban mo ta nay, va duoc hiéu tr ngit canh phu hop,
céc thudt ngir “(cac) thé lién hop” hodc “(céc) the lién hop glyco” dung dé chi polysacarit
Streptococcus pneumoniae lién hop véi protein mang bing cach s dung chién lugc lién
hop sinh hoc cdng hoa tri hodc khong cdng hoa tri bét ky.

Mike do oxy héa: Nhu duge stir dung trong tai li¢u nay, thuat ngt “muc do oxy hoa”
(DO) dung dé chi s6 lugng don vi 1dp lai duong trén moi nhom aldehyt duge tao ra khi
sacarit da duogc tinh ché hoidc xac dinh kich thude dugce hoat hoa béng tac nhan oxy hoa.
Muc dd oxy hoa cta sacarit co thé dugc xac dinh bang cdc phuong phép thong thuong da

biét d6i voi ngudi o trinh d trung binh trong linh vue.



49417 8/61

T4 dirge: Nhu duogc st dung trong tai liéu nay, thuat ngit “ta dugc” dung dé chi tac
nhan khoéng tri liéu co thé dugc bao gdm trong hop phé“m, vi du nhu dé cung cap hoac
dong goép cho hiéu qua nhét quan hoic 4n dinh mong muon.

Chdt mang hén hop: Nhu duge st dung & day, hop phan thé lién hop phé cau
khuén, chit mang hon hop dung @& chi hop phn thé lién hop phé cau khuén c¢6 nhiéu hon
mot loai chat mang protein.

Hop phan thé lién hop phé cau khudn 21 thanh phan, chat mang hon hop: Nhu
dung trong ban md ta nay, thuat ngit “(cac) hop phan thé lién hop phé cau khuén 21 thanh
phar. chat mang hon hop” dung dé chi hop phan co6 chira heac gbm ¢o 21 thé lién hop
polysacarit vo-protein phé cau khuén khac nhau, trong d6 mdi thé lién hop polysacarit
vo-protein phé cau khuin c6 chta chit mang protein lién hop véi polysacarit vo tu typ
huyét thanh khac cua Streptococcus pneumoniae, trong do typ huyét thanh Strepfococcus
preumoniae 13 1,3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F,
22F, 23F, va 33F, trong do chat mang protein 18 CRM 97 hodc doc td udn van, trong do
hai trong s6 cac polysacarit vo dugc lién hop voi doc t5 ubn van va polysacarit vé con lai
duoc lién hop véi CRMi97, va trong do hai polysacarit vo ma dugc iién hop véi doc td
1uén van duoc chon tir nhoém gom cé cac typ huyét thanh 1, 3, va 5. Theo mot s phuong
'Jm; cac pelysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1 va 5 duoc lién hop voi doc t6 udn van, va
cac polysacarit vo tr cac typ huyét thanh con lai dugc lién hop véi CRMig7. Theo mot s6
phuong én, cac polysacarit vo tr cac typ huyét thanh 1 va 3 duoc lién hop véi doc td udn
van va cac polysacarit vo tlr cac typ huyét thanh con lai dugc lién hop véi CRMi97. Theo
phuong an khéc, cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 3 va 5 duoc lién hop véi doc
td udn van, va cic polysacarit vo con lai dugc li€n hop v&i CRMyor.

Khéi hrong phdan tir: Trix khi duge quy dinh khac, nhu duoc sir dung trong tai li¢u
nay, thuat ngit "khéi luong phén tu" cua sacarit vo hodc thé lién hop protein mang-sacarit
vo dung dé chi khdi luong phan tir trung binh dugc tinh bang sac ky loai trir kich thudc
(size exclusion chromatography- SEC) két hop voi tan xa anh sang laze da goc (multi-
angle laser light scattering - MALLS).

Da tri: Nhu duge st dung trong tai liéu nay, thuat ngit "da tri" dung dé chi hop
phin thé lién hop phé cAu khuan c6 polysacarit vo clia phé cau khuan trr nhiéu hon mot

typ huyét thanh Streptococcus pneumoniae.
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Ta a’u*acA duoc dung: Cac ta duge duoc dung hitu dung trong sang ché nay 1a thong
thuong. Remington's Pharmaceutical Sciences, cua E. W. Martin, Mack Publishing Co.,
Easton. PA, T4i ban lan thtt 15 (1975), md ta céc hop phan va ché pham phu hop dé phan
phéi duoc phém cua mot hodc nhiéu hop phén tri liéu, bao gé)m vac-xin, va cac tac nhan
dugc bd sung. Céc ta dugc dugc dung thich hop bao g61n, vi du nhu tinh bdt, glucoza,
lactoza, sucroza, gelatin, mach nha, gao, bot, phén, silicagel, natri stearat, glyxerol
monostearat, hoat thach, natri clorua, stta tach béo kho, glyxerol, propylen, glycol, nudc,
etanol va cac chét tuong tw. Noi chung, ban chét cta ta duogc sé phu thudc vao phuong
thirc dung cu thé dugc st dung. Vi du, cac ché pham ngoai dwdng tiéu hoa thuong co
chtta dich 16ng tiém dugc bao gf“)m dich léng dugc dung va chép nhan dugc vé mat sinh
ly nhu nudce, nude mudi sinh ly, dung dich mudi can ’bﬁng, dung dich dém, dextroza trong
nuge, glyxerol hodc dang tuong tu lam ta duoc long. Péi v6i hop phan ran (vi du, cac
dang bot, vién tron, vién nén hodc vién nang), ta duoc ran khong doc thong thuong co thé
bao gém, vi du. céac loai dung cho dugc phém ctia manitol, lactoza, tinh bot hodc magie
stearat. Ngoal cac chat mang trung tinh sinh hoc, dugc pham dugc s dung co thé chira
luong nho cua cac chét phu trg khong doc, chéng han nhu tac nhan l[am w6t hodc nhi hoa,
chat hoat dong bé mat, chit bao quan va chit dém pH va dang tuong tu, vi du nhu natri
axetat hodc sorbitan monolaurat.

Lwong hitu hiéu dé phong ngira: Nhu duge dinh nghia trong tai liéu nay, thuat ngtr
"luong htru hiéu dé phong ngura" hodc "liéu luong hitu hiéu dé phong ngira” dung dé chi
lugng hodc lidu lugng can dé gay ra dap Ung mién dich d& dé tri hoan sy khoi phat
va/hoac lam giam tin suét va/hodc mirc do nghiém trong mot hodc nhiéu triéu chtimg do
nhiém Streptococcus pneumoniae.

Phong ngira: Thuat nglt "phong ngura", nhu dung trong tai lieu nay, dung dé chi
viéc tranh biéu hién bénh, tri hoan khoi phat, va/hodc gidm tan suit va/hodc mirc do
nghiém trong ctia mot hoac nhiéu triéu chtimg cta bénh, roi loan hodc tinh trang bénh cu
thé (vi du, su nhiém Streptococcus pneumoniae). Theo mot sb phuong éan, viéc phong
ngira duge danh gid trén co o quan thé sao cho tac nhan dugc coi 1a mang lai sy phong
ngua chéng lai bénh, rbi loan hodc tinh trang bénh cu thé néu su giam déang ké vé mat
théng ké trong su phat trién, tan suét, va/hodc cuong do cua mot hodc nhiéu triéu chung
cua bénh, roi loan hodc tinh trang bénh dugc quan sat théy trong quén thé d& mac bénh,

roi loan hodc tinh trang bénh nay.
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boi firong: Nhu duge str dung trong tai li€u nay, thuat ngir "dbi tuong" c6 nghia 12
bét ky dong vét c6 vl nao, bao gdm chuodt, thd va con nguoi. Theo cac phuong an nhét
dinh, dbi tuong 1a nguoi 16n, thanh thiéu nién hodc tré so sinh. Theo mot s6 phuong 4n,
cac thuat ngt "ca thé" hodc "bénh nhan" dugc str dung va dugc du dinh 1a c6 thé hoan doi
vGi "doi tuong”.

Phan mo ta sau day vé (c4c) phuong an duge boc 10 va cac Vi du chi don thuan 1a
vi du va khong duge du dinh la lam gidi han sang ché, img dung cua no6 hodc st dung.

Don nay dé xuét hop phan thé lién hop phé cau khuén da tri, chit mang hon hop
duoc cai thién va moi va vic-xin c¢6 chira chiing. Méc du chat mang protein, CRM 97, da
duoc sur dung trudce day trong véc-xin lién hop phé cAu khuan, chat mang don 1€, don nay
mo ta viéc su dung CRMi97 trong véc-xin lién hop phé cau khuan, chat mang hon hop.
Cu thé 1a, don nay mo ta viéc str dung két hop cia CRMi97 va doc td udn van lam protein
mang ddi v6i cac typ huyét thanh phé cau khuén cu thé trong céc hop phan va véc-xin
lién hop phé ciu khuan da tri.

Nhu thao luan & trén, kha ndng gay mién dich cua cac thé lién hop polysacarit vo
khac nhau c6 thé thay doi tiy thudc vao typ huyét thanh cta phé cau khudn va protein
mang dugc st dung. Don nay mo ta sy lién hop thanh cong cua typ huyét thanh 3 véi doc
t6 udn van nhu 1a mot phan cua véc-xin chdt mang hon hop, bét chap cac hudng dan
trude diy rang typ huyét thanh 3 c6 kha nang mién dich cao hon khi lién hop véi doc t6
bach hau thay vi doc t5 udn van [6]. Don nay ciing md ta su lién hop thanh cong cua cac
typ huyét thanh 1 va 5 véi doc t6 uén van nhu la mot phan cia véc-xin chat mang hon
hop. Don nay ciing boc 19 phat hién bét ngd rang dap ung khang thé voi typ huyét thanh
3 lién hop véi doc t6 ubn van trong hop phén thé lién hop phé cau khuén da tri, vi du nhu
21 thanh phan, chat mang hon hop cao hon khoang 4-5 lan so vé&i khi typ huyét thanh 3
duoc lién hop voi CRMyy7 trong hop phan thé lién hop phé cau khudn 13 thanh phan,
chit mang don 1¢ (PREVNAR 13).

Hon nita, pht hién bat ngo khong chi giéi han 6 typ huyét thanh 3 ma con duge
quan sat thdy d6i voi cac typ huyét thanh khéc lién hop véi doc t& udn van trong hop
phan thé lién hop phé cau khuan da tri, chit mang hon hop. Nhu thé hién trong cac Vi du,
su lién hop cia cac typ huyét thanh 1 va 5 hodc 3 va 5 véi doc td udn vén trong hop phan
thé lién hop phé cu khudn, cht mang hon hop véi céc typ huyét thanh con lai dugc lién

hop véi CRM o7 (vi du: PCV21(1/5)-TT va PCV21(3/5)-TT) ludn gay ra cdc dép ung
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khang thé duoc ting cuong déng ké dbi voi cac typ huyét thanh lién hop voi doc td udn
véan so vGi cac dap Ung khang thé (dap ung IgG hodc do chuidn MOPA) chéng lai cing
cac typ huyét thanh dugc lién hop véi CRM97 trong hop phan thé lién hop phé cau khuan,
chit mang don 1é (PREVNAR 13).

Hop phan thé lién hop phé cau khuén 21 thanh phan, chit mang hon hop dugc md
ta trong don nay cling bao gdm céc typ huyét thanh phé cau khuén hién khong dugc bao
gom trong ba loai vAc-xin lién hgp phé cau khuén hién c6 trén thi trudng toan cau:
PREVNAR (duoc goi 1a Prevenar & mét s quoc gia), SYNFLORIX va PREVNAR 13.
Bénh gy ra boi céac typ huyét thanh phé cu khuan hién khong dugc bao gdm dang gia
tang, mot phan 1a do su phat trién cua tinh khang khang khuén, sd lugng bénh nhan bi
thoa hiép mién dich ting va thiéu 4p luc mién dich. Vi du, khong ¢6 vic-xin lién hop phé
cau khuan hién c¢6 nao bao gom typ huyét thanh 9N. Ngoai ra, khong c6 loai véc-xin lién
hop phé cau khuén hién c6 bao gdm cdc typ huyét thanh 8, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F va
33F. Ban boc 16 nay ching t6 su bd sung thanh cong cta cac typ huyét thanh 8, 9N, 10A,
11A, 12F, 15B, 22F va 33F vao véc-xin lién hop phé cdu khuén, chat mang hon hop (doc
td udn van va CRM97), cling nhu céc dap ing khang thé gay ra bdi typ huyét thanh 9N
ma cao hon khoang 40 dén 50 1an so v6i PREVNARI3.

Typ huyét thanh 9N polysacarit phé ciu khuin

Polysacarit typ huyét thanh 9N ¢6 thé thu dugc truc tiép tir vi khuén bang cach st
dung quy trinh phan lap da biét ddi voi ngudi 6 trinh d§ trung binh trong linh vue (bao
gdm, nhung khong gidi han 6, cac phuong phap dugc bdc 1 trong cOng bd don sang ché
My s6 2006/0228380). Ngodi ra, sacarit ¢6 thé duge san xuat bang céch st dung céc quy
trinh téng hop.

Chung Streptococcus pneumoniae typ huyét thanh 9N c6 thé thu duge tir cac b
suu tdp mdi trudng nudi céy da duoc thiét lap (vi du, Phong thi nghiém Tham chiéu
Streptococcus cta Trung Tam Kiém Soat Va Phong Ngtra Dich Bénh (Atlanta, Georgia))
hodc mau bénh phém.

Té bao vi khuén thuong dugc cho sinh truéng trong mdi truong, ching han nhu
mdi truong dua trén déu nanh. Sau khi 1én men té bao vi khudn san xudt polysacarit vo
typ huyét thanh 9N Streptococcus pneumoniae, t& bao vi khuan dugc dung giai dé tao ra
dich dung giai té bao. Sau do, polysacarit typ huyét thanh 9N ¢6 thé dugc phén lap tu

dich dung giai té bao bang cac k¥ thuét tinh ché da biét trong linh vuc, bao gom ly tam,
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loc sau, két tua, siéu loc, xir ly bang than hoat tinh, loc tuan hoan c¢6 pha lodng va/hodc
sac ky cot (bao g6m, nhung khong giGi han 6, cac phwong phap duge cong bd trong cong
bé don sang ché My sé 2006/0228380). Cac polysacarit vé typ huyét thanh 9N da dugc
tinh ché co thé duoc sir dung dé diéu ché thé lién hop mién dich. Polysacarit vo typ huyét
thanh 9N thu dugc bing cach tinh ché polysacarit typ huyét thanh 9N tur dich dung giai
Streptococcus pneumoniae va tuy y bang cach dinh c& polysacarit da dugc tinh ché c6 thé
dugc dac trung bdi cac thong sé khac nhau, vi du nhu khéi lugng phan tr (MW) cua
polysacarit vo typ huyét thanh 9N.

Theo cac phuong an nhét dinh, polysacarit da duoc tinh ché dugc tinh ché tir typ
huyét thanh 9N Streptococcus pneumoniae trude khi lién hop co khéi luong phén tu la 5-
5.000 kDa. Theo cac phuong an nhét dinh, polysacarit vo typ huyét thanh 9N truéc khi
lien hop co khdi lugng phan tir 1a 50-1.000 kDa. Theo cc phuong an nhat dinh,
polysacarit vo typ huyét thanh 9N truéc khi lién hop c6 khoi lugng phan tu la 70-900
kDa. Theo cac phuong an nhét dinh, polysacarit vo typ huyét thanh 9N truge khi lién hop
c6 khdi lrong phan ti 1a 100-800 kDa. Theo cac phuong an nhét dinh, polysacarit Vo typ
huyét thanh 9N da duge tinh ché ¢6 thé duge hoat hoa trude khi lién hop dé co khéi
lugng phan tir 50-800 kDa, 80-780 kDa, 100-770 kDa, 120-760 kDa, 140-750 kDa, 150-
740 kDa, 160-730 kDa, 170-735 kDa, 180-720 kDa, 190-710 kDa. 200-700 kDa, 220-
690 kDa. 240-680 kDa, 260-670 kDa, 270-660 kDa hodc cac khoang gia tri khéi lugng
phan tu tuong tu. Bit ky s nguyén nao trong bét ky khoang gid tri nao néu trén déu duogc
du tinh 1a phuong an cta ban bdc 19 nay.

Cac polysacarit typ huyét thanh 9N da dugc hoat hoa co thé duoc dic trung béi
muc do oxy hoa va khdi luong phan t. Theo cac phuong dn nhét dinh, polysacarit typ
huyét thanh 9N da dugc hoat hoa c6 thé c6 mtrc do oxy hoa 1a 0,5-25, 0,6-23, 0.8-21, 1-
20,8, 1,1-20,5, 1,2-20,3, 1,3-2.0, 1,4-19,5, 1,5- 19,3, 1,6-19,2, 1,7-19.,1 2-19, 3-18, 4-15
hodc 5-10. |

Polysacarit ¢o thé bi giam kich thuéc mot chut trong quy trinh tinh ché binh
thuong. Ngoai ra, nhu duge md ta trong ban boc 10 nay, polysacarit ¢ thé duoc dua di
dinh ¢& trude khi lién hop. Khoang gia tri khéi luong phan tir duge dé cap ¢ trén dung de
chi polysacarit da dugc tinh ché sau budc dinh c& cudi cung (vi du, sau khi tinh ché, thuy

phan va hoat hoa) trudc khi lién hop.
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Hop ph?xn thé lién hop phé cAu khuéan da tri, chit mang hén hgp va phwong phap
tao ra ching

Sang ché dé xuat hop phan thé lién hop phé cau khuan, da tri, chat mang hon hop,
¢6 chira hodc gom c6 21 thé lién hop polysacarit vo-protein phé cau khuén khac nhau,
trong d6 moi thé lién hop polysacarit vo - protein phé cau khuén c6 chtra protein mang
lién hop véi polysacarit vo tir typ huyét thanh khac cua Streptococcus pneumoniae, trong
do céc typ huyét thanh Streptococcus pneumoniae 1a 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, ON. 9V,
10A. 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F va 33F, trong do chét mang protein la
CRM 97 hodc doc td udn van, trong d6 hai trong s6 cac polysacarit vo duoc lién hop voi
doc t6 ubn van va céc polysacarit vo con lai dugce lién hop vé1 CRMig7, va trong do hai
polysacarit vo ma duoc lién hop voi doc t6 udn van dugc chon tir nhom gbm c6 cac typ
huyét thanh 1,3 va 5.

Theo mot sd phuong an, cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1 va 5 dugc lién
hop véi doc td udn van, va cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh con lai dugc lién
hop voi CRMg7. Theo phuong an khac, cac polysacarif vo tir cac typ huyét thanh 1 va 3
dugc lién hop voi doc td ubn van, va cac polysacarit vo con lai dugc lién hop voi CRMg7.
Theo phuong an khac, cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 3 va 5 duoc lién hop véi
doc t6 udn vén, va céac polysacarit vo con lai duoc lién hop voi CRMig7.

Trong vac-xin lién hgp polysacarit-protein, protein mang dugc lién hgp voi khang
nguyén polysacarit chu yéu dé giup ting cudng dap img mién dich (vi du phan tmg khang
thé) v4i khang nguyén polysacarit. Protein mang tdt hon 1a protein khong ddc. Cac
protein mang can phai co kha nang thay ddi dé lién hop voi polysacarit phé cau khuan
bang cach st dung cac quy trinh lién hop tiéu chuan, nhu dugc théo luén chi tiét hon dudi
day. Céc protein mang dugc sur dung trong hop phan thé lién hop phé cau khuan 21 thanh
phén, chit mang hon hop 1a doc t6 udn van (TT) va CRM 97, mdi loai dugc sir dung trong
thiét ké véc-xin lién hop phé ciu khudn nhung khong bao gid trong cung mot véc-xin
chat mang hon hop.

© CRMer 12 bién thé khong doc (nghfa 1a doc t) cia doc t6 bach hau ma gi lai cac
dic tinh midn dich cta doc t6 bach hau kidu dai. CRMusy khac voi doc t6 bach hau kicu
dai & bazo don lé trong gen cAu tric, ma mang lai sy tang 1én cla su thé axit amin don 1¢
tir axit glutamic thanh glyxin. CRMi¢7 thuong duoc phan 1ap tr moi truong nudi cy

ching C7 Corynebacterium diphtheria (B197) sinh trudng trén axit casamino va moi
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truong dua trén chiét xuét nAm men. CRM 97 c6 thé dugc tinh ché thong qua siéu loc, két
" thia amoni sulfat va sic ky trao doi ion. Ngoai ra, CRMis7 ¢ thé duge diu ché tai t6 hop
theo Bang sang ché My s6 5,614,382, ma dugc két hop & day dé tham khao dén toan b
ndi dung ctia nd. CRM97 da duoc s dung trong thiét ké vic-xin lién hop phé cau khuan
nhung khong bao gio 1a mot phan cua VéC-Xil’l’ chat mang hon hop.

Doc t6 ubn van duge diéu ché va st dung trén toan thé gigi dé tiém chung trén
dién rong chéng lai un van (hodc khoa ham) do Clostridium tetani gay ra. Doc t6 udn
van ciing dugc st dung ca don 1€ va két hop véi vac-xin bach hau va/hodc ho ga. Protein
me, doc td udn van, thuong thu duoc trong dich nudi cay cta Clostridium tetani. Doc to
ubn véan la protein khoang 150 kDa va gdm c¢6 hai tiéu don vi (khoang 100 kDa va
khodng 50 kDa) duoc lién két bing lién két disulfua. Doc t0 nay thudng duge khur doc
bang formaldehyt va co thé duoc tinh ché tir dich loc nudi cdy bang cac phuong phap da
biét. nhu két tha amoni sulfat (xem, vi du, [7], [8]) hodc k¥ thuat sdc ky, nhw dugc boe 10,
vi du, trong WO 1996/025425. Ddc t6 udn vén ciing co thé bi bat hoat béi cac phuong
tién di truyén téi to hop.

DPoc td udn van ciing da duoc st dung lam protein mang trong cac vac-xin khac,
bao gém véc-xin lién hop phé cAu khuan. Nhung viéc st dung doc t6 ubn van trong vic-
xin lién hop phé cAu khuén, chit mang hon hop két hop vdi CRM 97 la mdi. Linh vuc nay
ciing huéng dan ngoai cach lién hop typ huyét thanh 3 v&i doc t& udn van trong véc-xin
lién hop phé cAu khuén, chit mang hdn hop vi typ huyét thanh 3 dugc chimg minh la c6
kha ndng mién dich cao hon khi lién hgp voi1 doc td bach hau hon la doc udn van [6].

Cac polysacarit vo phé cu dugc st dung trong cac hop phan va vac-xin duge mo
ta trong tai liéu nay, bao gdm céc polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6A, 6B,
7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F va 33F, c6 thé dugc
didu ché tir Streptococcus pneumoniae bang bat ky k¥ thuét co s&n nao, bao gdom cac k¥
thuét tiéu chuan da biét dbi voi ngudi o trinh do trung binh trong linh vue, bao gbm, vi
du nhu, cac k§ thuat dugc boc 16 trong WO 2006/110381, WO 2008/118752, WO
2006/110352, va cac cong bd don sang ché My s6 2006/0228380, 2006/0228381,
2007/0184071, 2007/0184072, 2007/0231340, 2008/0102498 va 2008/0286838, tat ca
cac tai liéu nay dugc dua toan bg vao day bﬁng cach vién dan. Vi du, moi typ huyét thanh
polysacarit vo phé cAu khudn c6 thé dugc cho sinh truéng trong mdi trudng nudi cay (vi

du, moi trudong dua trén dau nanh). Cac t¢ bao dugc dung giai, va céac polysacarit riéng 1€
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¢6 thé duoc tinh ché tir dich dung giai thong qua ly tam, két tia, siéu loc, va/hodc sic ky
cOt. Ngoai ra, polysacarit vo phé cau khuén co thé duoc san xudt bang cach sir dung cac
quy trinh tong hop.

Céc polysacarit vo cua Streptococcus pneumoniae €6 chtra cac don vi oligosacarit
lap lai, ma co thé chua toi 8 gbe duong. Khang nguyén sacarit vO ¢o thé 1a polysacarit co
chiéu dai dﬁy du, hoac noé co thé duoc lam giam kich thude (vi du, don vi oligosacarit
don 1¢, hodc chudi sacarit c6 chiéu dai tu nhién ngén hon cta cac don vi oligosacarit lap
lai). Kich thudc cta polysacarit vo ¢ thé dugc lam giam bang cic phuong phap khac
nhau trong linh vyc, nhu xt ly thuy phéan bang axit, xtt 1y hydro peroxit, dinh ¢& bing
méy dong nhit hoa ap suit cao, tiy y sau d6 la xir Iy hydro peroxit dé tao ra cac manh
oligosacarit, hodc vi long hoa.

Thé lién hop phé cau khudn cua mdi typ huyét thanh co thé duoc diéu ché bang
cach lién hop polysacarit vo cua moi typ huyét thanh véi protein mang. Céc thé lién hop
phé cau khuan khéc nhau ¢6 thé dugc didu ché thanh hop phan, bao gdm ché pham don
lidu.

Pé diéu ché thé lién hop polysacarit-protein, cac polysacarit vo dugc diéu ché tur
moi typ huyét thanh ctia phé cAu khudn co6 thé duoc hoat hoa vé mit hoa hoc sao cho cac
polysacarit vo ¢o thé phan ung voi protein mang. Sau khi dugc hoat hoa, moi polysacarit
vo ¢6 thé duoc lién hop riéng r& voi protein mang dé tao thanh thé lién hop glyco. Su
hoat hoa hoa hoc ctia cac polysacarit va sy lién hop tiép theo vé&i protein mang c6 thé dat
duoc bang cac phuong phap thong thuong.

Vi du, cac nhom hydroxyl lan can & dau cua polysacarit vo ¢ thé duoc oxy hoa
thanh cac nhom aldehyt bang cdc tac nhan oxy héa nhu periodat (bao gOm natri periodat,
kali periodat hodc axit periodic), nhu dugc bdc 19, vi du, trong cac béng sang ché M¥ sd
4,365,170, 4,673,574 va 4,902,506, ma duoc dua toan bo vao day béng cach vién dan.
Periodat oxy hoa ngau nhién nhom hydroxyl 1an can cta carbohydrat dé tao thanh nhom
aldehyt phan Gmg va gay ra sy phan cit cua lién két C-C. Thuat nglt "periodat” bao g6m
ca periodat va axit periodic. Thudt nglr nay clng bao gom ca metaperiodat (I04.) va
orthoperiodat (I0ss.). Thudt ngit "periodat” va cling bao gom cac loai mudi periodat khac
nhau bao gébm ca natri periodat va kali periodat. Theo cac phuong an nhat dinh,

polysacarit ¢ thé dugc oxy hoa trong su c6 mat cua natri metaperiodat.
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Theo cac phuong an nhét dinh, periodat c6 thé duoc st dung & luong bang khoang
0,03-0,17 pg trén 1 pg polysacarit. Theo cac phuong an nhét dinh, periodat c6 thé duoc
st dung ¢ luong bing khoang 0,025-0,18 ug hodc khoang 0,02-0,19 pg trén 1 g
polysacarit. Sacarit cé thé dugc hoat héa nhu mong muén trong khoang gia tri trén.
Ngoai khoang gia tri nay, hiéu qua c6 thé khong dat yéu cau.

Polysacarit cling ¢o thé duoc hoat hoa biang 1-xyano-4-dimetylamino pyridini
tetrafloborat (CDAP) dé tao thanh este xyanat. Polysacarit da duoc hoat hoa sau do duoc
ghép truc tiép hodc thong qua nhom dém hoac ciu ndi véi nhdm amino trén protein mang.

Vi du, chat dém c6 thé la xystamin hogc xysteamin dé tao ra polysacarit da thioat
hoa ma co thé duge ghép vai chét mang thong qua lién két thioete thu dugc sau khi phan
g v6i protein mang da dugce hoat hda maleimit (vi du nhu bang cach st dung N-[y-
maleimidobutyrloxy]sucxinimit este (GMBHS)) hodc protein mang da dugc haloaxetyl hoa
(vi du bang cach st dung iodoaxetimit, N-sucxinimidyl bromoaxetat (SBA; SIB), N-
sucxinimidyl(4-iodoaxetyl)aminobenzoat (SIAB), sulfosucxinimidyl(4-
iodoaxetyl)aminobenzoat  (sulfo-SIAB), ~N-sucxinimidyl iodoaxetat  (SIA) hodc
sucxinimidy! 3-[bromoaxetamido]proprionat (SBAP)). T6t hon 1a, este xyanat (tuy y
duoc tao ra boi hoa hoc COAP) dugc két hop vé6i hexan diamin hodc axit adipic
dihydrazit (AOH) va sacarit dugc tao din xuét amino duoc lién hop véi protein mang
bang cach st dung hoa hoc carbodiimit (vi du EDAC hoac EDC) théong qua nhém
carboxy trén chit mang protein. Cac thé lién hop nhu vay dugc mo ta vi du trong WO
93/’15760, WO 95/08348 va WO 96/129094, tat ca céc tai liéu nay dugc dua toan bo vao
day bang cach vién dan.

Su lién hop cua cac polysacarit vo da hoat héa va cac protein mang c6 thé dat
dugc, vi du, béng cach amin hoa khir, nhu duge mé ta, vi du, trong cong bd don séng ché
My s6 2006/0228380, 2007/0231340, 2007/0184071 va 2007/0184072, WO
2006/110381, WO 2008/079653, va WO 2008/143709, 14t ca céc tai liéu nay dugc dua
toan bd vao ddy biang céch vién dan. Vi du, cac polysacarit vo da hoat hoa va protein
mang co thé duoc cho phan tmg véi chit khtt dé tao thanh thé lién hop. Céac chéat khtr phu
hop bao 26m borohydrua, chang han nhu natri xyanoborohydrua, boran-pyridin, natri
triaxetoxyborohydrua, natri hodc borohydrua, hoac nhua trao ddi borohydrua. Khi két
thuc phan Umg khu, co thé c6 cac nhém aldehyt khong phan ung con lai trong cac the lién

hop. Cac nhom aldehyt khong phan (mg ¢ thé duoc gin mi bang cach st dung chat gin

16



49417 17161

mi phu hop, ching han nhu natri borohydrua (NaBHs). Theo mot phuong an, phan ng
khur duoe thuc hién trong dung méi nude. Theo phuong an khac phan ung duoc thuc hién
trong dung mdi khong proton. Theo mot phuong an, phan ung khir dugce thuc hién trong
DMSO (dimetylsulfoxit) hogc trong dung moéi DMF ( dimetylformamit). Cac chét khir co
thé duoc khac bao gom, nhung khong gidi han &, cac amin-boran nhu pyridin-boran, 2-
picolin-boran, 2,6-diboran-metanol, dimetylamin-boran, t-BuMeiPrN-BH3, benzylamin-
BH3 hoac 5-etyl-2-metylpyridin-boran (PEMB).

Cac polysacarit vo da hoat hoa co thé duoc lién hop truc tiép v6i protein mang
hodc gian tiép thong qua viéc sir dung dém hodc cAu ndi, chéng han nhu cau ndi hai chuc.
CAu ndi tuy chon 1a hai chirc khac loai hodc hai chure cung loai, vi du ¢6 nhom amin phan
mg va nhom axit cacboxylic phan tng, 2 nhom amino phan ung hodc hai nhom axit
carboxylic phan ung.

Céc ky thuéat phu hop khac dé lién hop st dung carbodiimit, hydrazit, este hoat
tinh, norboran, axit p-nitrobenzoic, N-hydroxysucxinimit, S--NHS, EDC, TSTU, nhu
dugc md ta, vi dy, trong cong bd don sang ché quéc té s6 WO 98/42721, ma dugc két
hop dé tham khao dén toan bo ndi dung cia né. Su lién hop co thé gém ¢6 cAu ndi
carbonyl ma co thé duogc tao thanh biang phan ung cua nhém hydroxyl tu do cua sacarit
v6i 1,1'-carbonyldiimidazol (CDI) (xem Béthell va dong tac gia (1979) J. Biol. Chem.
254:2572-2574; Hearn va dong tac gia (1981) J. Chromatogr. 218:509-518) tiép theo la
phan tng véi protein dé tao thanh céu ndi carbamat. Diéu nay c6 thé gom co6 su khu cua
dau tan cung anome thanh nhém hydroxyl béc mot, su bao vé/kht bao vé tuy chon cua
nhom hydroxyl bac mot, phan Gng ctia nhém hydroxyl bac mot voi CDI dé tao thanh hop
chét trung gian CDI carbamat va ghép hop chét trung gian CDI carbamat véi nhom amin
trén protein.

Ty 1é polysacarit voi protein mang d6i v6i véc-xin lién hop phé cau khuédn thuong
nim trong khoang 0,3-3.0 (khoi lwong/khdi lugng) nhung c6 thé thay doi theo typ huyét
thanh. Ty 1¢ nay co thé duoc xac dinh bang cach do doc lap lugng protein va polysacarit
¢6 mit, hodc bang cac phucmg phép dua ra s6 do truc tiép cua ty 1€ da biét trong linh vuc.
Céc phuong phap bao gbém quang ph6 "H NMR hogc SEC-HPLC-UV/RI v6i sy giam sat
kép (vi du chi s khuc xa va tia cuc tim, lan luot dbi voi téng ham luong nguyén liéu va
protein) ¢6 thé tao bién dang ty 1€ sacarit/protein trén phén bé kich thude cua cac thé lién

hop, cling nhu la béng SEC-HPLC-MALLS hoic MALDI-TOF-MS.
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Do dé, cac thé lién hop polysacarit-protein thu dugc ¢6 thé duoc tinh ché va lam
giau bang nhiéu phuong phap khac nhau. Nhimng phuong phap nay bao gdém cd/loc tuan
hoan co6 pha loang, sic ky cot, va loc sdu. Cac thé lién hop polysacarit-protein da dugc
tinh ché duoc két hop dé tao ché pham hop phan thé lién hop phé cau khuan 21 thanh
ph?m, chét mang hon hop, ma co thé duoc sir dung lam vac-xin.

Viéc tao ché phém cua hop phén véc-xin c6 thé duoc thuc hién béng cach st dung
phuong phéap da dugc cong nhén trong linh vuc. Hop phdn véc-xin dugc tao ché pham dé
twong thich véi duong dung du kién ctia n6. Cac thé lién hop polysacarit vo-protein phé
cAu khuén riéng 1¢ co thé dugc tao ché phdm cung véi ta duge long chép nhan dugc vé
mit sinh ly dé diéu ché hop phan. Vi du vé céac ta dugc 1ong nhu vay bao gOm., nhung
khong gi¢i han &, nudc, nude mudi da duge dém, ruou da chic (vi du, glyxerol, propylen
glycol, polyetylen glycol 1ong) va dung dich dextroza.

Theo mdt s6 phuong an, hop phan thé lién hop phé cau khuan 21 thanh phan, chat
mang hdn hop ¢6 chia thém chat bd trg. Nhu duoc st dung trong tai liéu nay, "chét bd
tro" dung dé chi chét hodc ta dugc 16ng ma tang cuong khong dac hiu dap Ung mién
dich d6i voi khang nguyén. Chét bd tro c6 thé bao gdm huyén phu cua chat khoang (phén,
mudi nhom, chang han nhu nhém hydroxit, nhom photphat, nhom sulfat, nhom hydroxy
photphat sulfat, v.v.) ma khang nguyén dugc hép phu trén do; hodc nhil trong nude trong
dau trong d6 dung dich khang nguyén dugc nhii hoa trong dau khoang (vi du, chét bo tro
khong hoan toan cta Freund), doi khi c6 ca vi khuén mycobacteria da chét (chit bo tro
hoan toan cua Freund) dé tang cuong thém tinh khang nguyén. Cac oligonucleotit kich
thich mién dich (ching han nhu céac oligonucleotit bao gdm mo tip CpG) cling ¢ thé
duoc st dung lam chit bd trg (vi dy, xem Béng sang ché My s 6,194,388; 6,207,646,
6.214,806; 6,218,371; 6,239,116; 6,339,068; 6,406,705; va 6,429,199). Chét b6 tro cling
bao gdm céac phén tir sinh hoc, chang han nhu lipit va cac phan tu ddng kich thich. Céc
chét bé trg sinh hoc vi du bao gdm AS04 [9], IL-2, RANTES, GM-CSF, TNF-0, IFN-y,
G-CSF, LFA-3, CD72, B7-1, B7-2, OX-40L va 41 BBL.

Theo mot s6 phuong an, chit bd tro 1a chit bd trg géc nhom. Thong thuong, liéu
vac-xin 0,5 ml don 1é dugc tao ché pham dé chua tir khoang 0,1 mg dén 2,5 mg chat bo
tro géc nhom. Theo cac phuong an khac, lidu vac-xin 0,5 ml don 1é dugc tao ché phém
dé chtra tir 0,1 mg dén 2 mg, tr 0,1 mg dén 1 mg, tr 0,1 mg dén 0,5 mg, tu 0,1 mg dén
0,2 mg, tur 0,125 mg dén 2.5 mg, tu 0,125 mg dén 0,5 mg, tr 0,125 mg dén 0,2 mg hoac
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tur 0,125 dén 0,25 mg chét bd tro géc nhom. Theo cac phuong an nhét dinh, lidu vac-xin
0.5 ml don 1& duoc tao ché pham dé chira tir khoang 0,125 mg dén khoang 0,250 mg cuia
chét b6 tro géc nhom. Theo cac phuong an nhét dinh, lidu vac-xin 0,5 ml don 1¢é dugc tao
ché pham dé chua khoang 0,125 mg cua chét bd tro gbc nhom. Theo cac phuong dn nhét
dinh. lidu vic-xin 0,5 ml don 1¢ dugc tao ché pham dé chira khoang 0,250 mg cua chét bo
trg gbc nhom.

Theo cac phuong an cu thé, chit bd trg dugc chon tir nhém bao g6m nhom
photphat, nhom sulfat va nhom hydroxit.

Theo cac phuong an cu thé, chét bd tro 1a nhom photphat.

Theo mdt s6 phwong an, hop phan nay 1a dé str dung lam vac-xin chéng lai su
nhiém Streptococcus pneumoniae.

Xéac dinh dac diém ciia thé lién hop chit mang polysacarit vé-protein phé cAu khuén

Theo cac phuong an nhat dinh, thé lién hop polysacarit-chét mang protein c6 thé
¢6 khdi lugng phén tir 1a 100-10.000 kDa. Theo cac phuong an nhat dinh, thé lién hop co
khéi lugng phan tir 1a 200-9.000 kDa. Theo cac phuong 4n nhét dinh, thé lién hop c6
khéi luong phan tir 1a 300-8.000 kDa. Theo céc phuong én nhat dinh. thé lién hop c6
khéi luong phan tir 1a 400-7.000 kDa. Theo cdc phwong an nhat dinh, thé lién hop ¢6
khdi luong phan tir 1a 500-6.000 kDa. Theo cac phuong an nhat dinh, thé lién hop co
khéi luong phan tir 1a 600-5.000 kDa. Theo céc phuong én nhat dinh, thé lién hop c6
khéi lwong phan tr 1a 500-4.000 kDa khéi lugng phan tir. Bat ky s& nguyén nao trong bat
ky khoang gia tri nao néu trén déu duogc du tinh 1a phuong an cia ban boc 16 nay.

Khi khéi luong phan tir nam trong khoang gia tri néu trén, thé lién hop co thé duge
tao thanh 6n dinh v&i ning suét cao. Ngoai ra, ty 1¢ ctia polysacarit tu do c6 thé dugc 1am
giam. Ngoai ra, kha ning gay mién dich vuot trdi co thé dat duoc trong khoang gia tri
khéi lugng phan tr néu trén.

Sau khi cac thé lién hop polysacarit-protein riéng 1¢ duoc tinh ché, chung duoc két
hop dé tao ché pham thanh hop phan gdy mién dich theo sang ché.

Cac thé lién hop sacarit-protein ctia cac typ huyét thanh theo sang ché c6 thé duoc
dic trung bdi ty 1€ ciia polysacarit voi chat mang protein (lugng polysacarit/luong chat
mang protein, khéi luong/khdi lugng).

Theo cac phuong an nhét dinh, ty 1€ (khoi lwong/khdi lugng) cta polysacarit véi

chat mang protein trong thé lién hop polysacarit-chét mang protein d6i véi mdi typ huyét
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thanh 1a 0.5-2.5, 0,4-2,3, 0,3-2,1, 0,24-2, 0,2-1,8, 0,18-1,6, 0,16-1,4, 0.14-1.2, 0.12-1
hoic 0,1-1 (vi du, khoang 0,7, khoang 0,8, khoang 0.9, khoang 1,0, khoang 1,1. khoang
1,2, khoang 1,3, khoang 1.4, khoang 1,5, khoang 1,6, khoang 1,7, khoang 1,8, khoang 1,9,
khoang 2.0, khoang 2,1, khodng 2,2, khoang 2.3, khoang 2,4 hoac khoang 2.5).

Khi ti 1é cta polysacarit voi chéat mang protein nam trong khoang gié tri néu trén,
thé lién hop co thé dugc tao thanh 6n dinh véi ning suat cao. Ngoai ra, ty 1& cua
polysacarit tu do ¢o thé duoc lam giam. Ngoai ra, kha nang gay mién dich vuot trdi co
thé dat duoc va thé lién hop c6 thé duge duy tri 6n dinh ma khong bi cén tré boi cac typ
huvét thanh khac trong khoang gia tri néu trén.

Céc thé lién hop va cac hop phan mién dich theo sang ché c6 thé chua polysacarit
tu do ma khong dugc lién hop cong hoa tri voi chat mang protein nhung van ¢ mit trong
hop phan thé lién hop polysacafit-chét mang protein. Polysacarit tw do ¢o thé dugc két
hop khong cong hoa tri voi thé lién hop polysacarit-chét mang protein (tuc la, lién két
khong cong hoa tri véi, dugc hép phu vao, hodc dugc gitt trong hoac béng thé lién hop
polysacarit-chét mang protein).

Theo cac phuong an nhét dinh, thé lién hop polysacarit-chét mang protein chua it
hon khoang 60 %, khoang 50 %. 45 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %; 20 % hodc 15 % cua
polysacarit tu do cua mdi typ huyét thanh dya trén tong lugng polysacarit cua moi typ
huyét thanh. Theo cac phuong an nhat dinh, thé lién hop polysacarit-chét mang protein
ctia mdi typ huyét thanh chira it hon khoang 60% cua polysécarit tu do cuia mdi typ huvét
thanh dua trén tong lugng polysacarit ciia moi typ huyét thanh. Theo cac phuong an nhat
dinh, thé lién hop polysacarit-chét mang protein cia mdi typ huyét thanh chta it hon
khoang 50 % cta polysacarit tu do cua moi typ huyét thanh dua trén tong lugng
polysacarit cia tung typ huyét thanh. Theo cac phuong an nhat dinh, thé lién hop
polysacarit-chét mang protein cua mdi typ huyét thanh chira it hon khoang 40 % cua
polysacarit ty do cua moi typ huyét thanh dya trén tong luong polysacarit clia moi typ
huyét thanh. Theo cac phuong dn nhét dinh, thé lién hop polysacarit-chét mang protein
ciia mdi typ huyét thanh chra it hon khoang 30 % cta polysacarit tu do cua moi typ
huyét thanh dya trén tong lugng polysacarit cua moi typ huyét thanh. Theo cac phuong
4an nhat dinh, thé lién hop polysacarit-chét mang protein cua mdi typ huyét thanh chta it
hon khoang 25 % cua polysacarit ty do cua mdi typ huyét thanh dya trén tong luong

polysacarit cua moi typ huyét thanh. Theo cdc phuong én nhét dinh, thé lién hop
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polysacarit-chét mang protein ctia mdi typ huyét thanh chtra it hon khoang 20 % cua
polysacarit tu do cua mdi typ huyét thanh dua trén téng luong polysacarit clia mdi typ
huyét thanh. Theo cac phuong an nhat dinh, thé lién hop polysacarit-chét mang protein
cia mdi typ huyét thanh chua it hon khoang 15 % cua polysacarit tu do cua mdi typ
huyét thanh dya trén tong lugng polysacarit cua moi typ huyét thanh. Theo cac phuong
an nhat dinh, thé lién hop polysacarit-chét mang protein ctia mdi typ huyét thanh chua it
hon khoang 10 % cua polysacarit tu do ctia mdi typ huyét thanh dua trén tong luong
polysacarit cua mdi typ huyét thanh.

Thé lién hop polysacarit-chét mang protein cua mdi typ huyét thanh cling c6 thé
duoc dac trung boi su phan b6 kich thudc phan t ciia né (Ka). Moi truong sac ky loai trur
kich thudc (CL-4B; hat agaroza duogc lién két chéo, 4%) co thé duoc st dung dé xac dinh
phén b6 kich thude phan tir tuong ddi cta thé lién hop. Sac ky loai trir kich thude (SEC)
duogc sur dung trong cOt cap trong luc dé tao bién dang su phan bd kich thudc phan tir cia
thé lién hop. Cac phén tir 16n da dugc loai trir khoi 16 trong moi truong dugc rua giai
nhanh hon cac phan tit nhé. B thu gom phan doan dugc st dung dé thu gom dich rua
giai cot. Cac phan doan dugc kiém tra mau sao cho bang xét nghiém sacarit. Pé xac dinh
K, ¢t dugce hiéu chuén dé thiét lap phan doan ma tai d6 cac phan tir duoc loal trir hoan
toan (Vo; K¢ = 0) va phan doan biéu thi muc luu gitr tdi da (Vi; Ka = 1). Phan doan ma
thudc tinh mau duoc chi dinh dat duoc (Ve) o lién quan dén Kq boi biéu thire Ky = (Ve -
Vo)/(Vi - Vo).

Theo cac phuong an nhit dinh, it nhat 15 % cua thé lién hop polysacarit-chét
mang protein cia moi typ huyét thanh ¢6 thé ¢6 Kq bang 0,3 hodc ¢ dudi trong cot CL-4B.

Theo cac phuong an nhat dinh, it nhat 1a 20 % cta thé lién hop polysacarit-chét
mang protein cia mdi typ huyét thanh c6 thé c6 Ka bang 0,3 hode ¢ dudi trong cot CL-4B.
Theo cac phuong an nhat dinh, it nhat 1a 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %,
50 %. 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 % hodc 90 % cta thé lién hop
polysacarit-chét mang protein cua mdi typ huyét thanh c6 thé c¢6 Kq bang 0,3 hodc ¢ dudi
trong cot CL-4B. Theo cac phuong an nhat dinh. it nhit 60 % cua thé lién hop
polysacarit-chét mang protein cua moi typ huyét thanh c6 thé c6 Kq bang 0,3 hodc ¢ dudi
trong cot CL-4B. Theo cac phuong an nhat dinh, it nhat 1a 50-80 % cua thé lién hop
polysacarit-chéit mang protein ctia moi typ huyét thanh ¢6 thé c¢6 Ky bang 0,3 hodc ¢ dudi

trong ¢t CL-4B. Theo cdc phuong an nhét dinh, it nhat la 65-80 % cta thé lién hop
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polysacarit-chét mang protein cua moi typ huyét thanh c6 thé ¢6 K bang 0,3 hodc ¢ dudi
trong cot CL-4B. Theo cac phuong an nhét dinh, it nhat 15-60 % cta thé lién hop sacarit-
protein ctia mdi typ huyét thanh c6 thé ¢6 Kq bang 0,3 hodc ¢ dudi trong cot CL-4B.
Phwong phap phong ngira va sir dung

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét vac-xin c6 chtra hop phén thé lién hop phé
cAu khudn 21 thanh phan, chét mang hdn hop va ta duoc duge dung. Theo mot s6 phuong
an, ta dugc duoc dung co6 chua it nhat 12 chit dém, chéng han nhu chat dém sucxinat,
mudi, chéng han nhu natri clorua, va/hodc chét hoat dong bé mat, chéng han nhu mot este
polyoxyetylen sorbitan (vi du, polysorbat 80). Theo mot s phuong an, hai polysacarit
duoc chon tor nhom gbm c¢6 céc typ huyét thanh 1, 3, va 5 duoc lién hop véi doc t6 udn
van, va cac polysacarit vo con lai trong sb 1, 3,4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A,
12F. 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F duoc lién hop voi CRMiy7 (21 thanh
phan).

Theo mdt phuong an, cac polysacarit vo tr cac typ huyét thanh 1 va 5 dugc lién
hop vaoi doc td udn van, va cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 3, 4, 6A, 6B, 7F, §,
ON. 9V. 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F dugc lién hop véi
CRM97 (21 thanh phan).

Theo phuong 4n khac, cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1 va 3 dugc lién
hop v6i doc td udn vén, va céc polysacarit vo tlr cac typ huyét thanh 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8.
ON, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F duogc lién hop vot
CRM,97 (21 thanh phan).

Theo phuong an khac, cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 3 va 5 dugc lién
hop véi doc td udn van, va cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1, 4, 6A, 6B, 7F, 8,
9N, 9OV, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F dugc lién hop voi
CRM 97 (21 thanh phan).

Theo mét s phuong én, vic-xin gy ra dap ung mién dich bao vé & dbi tuong
ngudi chong lai bénh gay ra boi su nhiém Streptococcus pneumoniae.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét phuong phap phong ngura su nhiém hodc
bénh do Streptococcus pneumoniae, phwong phap nay bao gdm viéc dung luong hiru hiéu
dé phong ngura cua hop phin thé lién hop phé cau khuan 21 thanh phan, chit mang hén
hop hoac vac-xin c6 chua chung cho dbi twong ngudi. Hop phan thé lién hop phé cau

khuan 21 thanh phan, chat mang hon hop hodc véc-xin ¢6 chira chung co thé duoc dung
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bang duong dung bat k¥, bao gom, vi du, bing duong dung toan than hodc qua ni€ém mac,
nhu dugc mo ta chi tiét hon dudi day.

Theo cac phuong an nhét dinh, d6i tugng nguoi la nguoi cao tudi va bénh 1a bénh
viém phdi hodc bénh phé ciu khuan x4m lan (IPD). Theo cdc phuong én nhat dinh, ngudi
cao tudi it nhat 1a 50 tudi. Theo cac phuong an khéc, nguoi cao tudi it nhét 1a 55 tudi.
Theo cac phuong an khac nita, nguoi cao tudi it nhat 1a 60 tudi.

Theo phuong an khéc, dbi twong ngudi 1a tré so sinh va bénh la bénh viém phéi,
bénh phé ciu khuin xam lan (IPD), hodc viém tai giita cap tinh (AOM). Theo céc
phuong an nhat dinh, tré so sinh 1a 0-2 tudi. Trong cdc phuong an khac, tré so sinh la tur 2
dén 15 thang tudi.

Theo phuong an khac nira, dbi twong ngudi 1a tr 6 tuin tudi dén 17 nam tudi va
bénh la bénh viém phéi, bénh phé cau khuan xam lan (IPD) hodc viém tai gitra cép tinh
(AOM). Theo cac phuong an nhét dinh, ddi tugng nguoi la tir 6 tudn tudi dén 5 tudi.
Theo phuong an khac, ddi trong nguoi 1a tir 5 dén 17 tudi.

Luong ctia thé lién hop trong mdi liéu vic-xin hodc lugng hiru hiéu dé phong ngira
cua hop phé‘m thé lién hop phé ciu khuan da tri, chét mang hon hop co thé duoc chon la
lwong mang lai su phong ngira ma khong c6 tac dung phu dang ké. Luong nhu vay co thé
thay doi tiy thudc vao typ huyét thanh phé cau khudn. Thong thuong, mdi lidu c6 thé bao
gOm tir khoang 0,1 pg dén khoang 100 pg cta polysacarit, cu thé 1a tir khoang 0,1 dén 10
ug, va cu thé hon la tir khoang 1 pg dén khoang 5 pg. Luong t6i wu cua cac thanh phan
cho véc-xin cu thé ¢6 thé duoc xac dinh bé’mg cac nghién ctu ti€u chuan bao gém viéc
quan sat cac dap ung mién dich thich hop & ddi tuong. Vi du, luong dé tiém ching cua
d6i tuong nguoi co thé dugc xac dinh béng cach ngoai suy két qua x¢t nghiém dong vat.
Ngoai ra, liéu c6 thé duge xéc dinh theo kinh nghiém.

Theo mdt s6 phuong an, vAc-xin hodc hgp phan thé lién hop phé cau khuan 21
thanh phén, chit mang hon hgp ¢6 thé 1a lidu 0,5 ml don 1é dugc tao ché phém dé chtra tu
khoang 1 pg dén khoang 5 pg cua mdi polysacarit vo; tir khoang 1 pg dén khoang 30 ug
cua TT; tir khoang 20 pg dén khoang 85 pg CRMjo7; va tuy y tir khoang 0,1 mg dén
khoang 0,5 mg chit bd trg nhom nguyén t5. Theo mot s6 phuong an, vac-xin hodc hop
phan thé lién hop phé cau khudn 21 thanh phan, ch4t mang hon hop ¢o thé 1a liéu 0,5 ml
don 1& duoc tao ché pham dé chua tir khoang 2 ug dén khoang 2,5 pg cia mdi polysacarit

vo ngoai trur typ huyét thanh 6B va tiy y typ huyét thanh 3, ma c¢6 mat ¢ lugng tir khoang
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4 pg dén khoang 5 ng; tur khoang 2 g dén khoang 25 pg cua TT; tr khodng 40 g dén
khoang 75 pg cua CRM97; va tuy y tr khoang 0,1 mg dén khoang 0,25 mg cla chét bo
tro nhom nguyén t6.

Theo mot sd phuong an, véc-xin hodc hop phan thé lién hop phé cau khuan 21
thanh phén, chét mang hon hop ¢6 thé 1a lidu 0,5 ml don 1é dugc tao ché phém dé chtra
khoang 2.2 pg cia mdi polysacarit vo ngoai trir typ huyét thanh 6B, ma c6 mat ¢ lugng
bang khoang 4.4 ng.

Theo mot 36 phuong an, vac-xin hoic hop phén thé lién hop phé ciu khuan 21
thanh phan, chat mang hon hop c6 thé 1a lidu 0,5 ml don 1€ dugc tao ché pham dé chua tur
khoang 2 pg dén khoang 2,5 pg cua mdi polysacarit vo ngoai trr déi voi 12n dén sau
polysacarit vo dugc chon tor nhom g0m ¢6 cic typ huvét thanh 1, 3, 4, 5. 6B, 9V, 19A, va
19F. mdi trong s6 ching c6 mat ¢ luong tr khoang 4 pg dén khoang 5 pg. Theo mot
phuong én, c6 tdi sau polysacarit vo, c6 mat v6i luong tu khoang 4 pg dén khoang 5 ug,
duoc chon tir nhém bao gdm cac typ huyét thanh 1, 3, 4, 6B, 9V, 19A va 19F. Theo
phuong an khac, vic-xin hodc hop phan thé lién hop phé cAu khuan 21 thanh phan, chét
mang hon hgp ¢6 thé 1a liéu 0,5 ml don 1é duoc tao ché pham dé chtra khodng 2.2 ug cua
moi polysacarit vo ngoai trir dbi voi lén dén sau polysacarit vo dugc chon tr nhom gdm
cO cac typ huyét thanh 1, 3. 4, 5, 6B, 9V, 19A, va 19F, moi trong sb chiung cé mat ¢
luong bang khoang 4,4 pg. Theo mot phuong éan, ¢o 1én dén sau polysacarit vo, c6 mat ¢
luong bang khoang 4,4 pg, duoc chon tir nhom gdm c¢6 cac typ huyét thanh 1, 3, 4, 6B,
9V, 19A, va 19F.

Theo mot s6 phuong én, vac-xin hodc hop phén thé lién hop phé cAu khuén 21
thanh phan, chat mang hon hgp ¢6 thé 1a liéu 0,5 ml don 1¢ dugc tao ché pham dé chira tix
khoang 2 pg dén khoang 2,5 pg cua polysacarit vo cua typ huyét thanh 1, 5, 6A, 7F, 8,
9N, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 22F, 23F, va 33F va tir khoang 4 g dén khoang 5 g
cua polysacarit vo clia cac typ huyét thanh 3, 4, 6B, 9V, 19A, va 19F.

Theo cac phuong an nhét dinh, vic-xin hogc hop phan thé lién hop phé cau khuan
21 thanh phan, chat mang hdn hop ¢6 thé 1a liéu 0,5 ml don 1é duoc tao ché phim dé
chira tir khoang 2 dén khoang 2,5 pg clia polysacarit vo cua cac typ huyét tharh 1, 4, 5,
6A. 7F. 8, OV, 9N, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F va tu
khoang 4 dén khoéng 5 pg cta polysacarit vo cua typ huyét thanh 3 va 6B.
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Theo mét sd phwong an, vac-xin hodc hop phan thé lién hop phé cau khuéan 21
thanh phén, chat mang hon hop ¢6 thé 1a lidu 0,5 ml don 1é dugc tao ché phém dé chua tu
khoang 2 dén khoang 2,5 pg cua polysacarit v cua cac typ huyét thanh 1, 4, 5, 6A, 7F, 8,
9V, 9N, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F va tir khoang 4 dén
khoang 5 pg cua polysacarit v cua typ huyét thanh 6B va tir khoang 8 dén khoang 9 pg
cua polysacarit vo cua typ huyét thanh 3, va tot hon nita 1a khoang 8,8 ug cta polysacarit
vo cua typ huyét thanh 3.

Theo cac phuong an nhét dinh, hop phan thé lién hop phé cau khuan 21 thanh
phan, chat mang hdn hgp hodc vac-xin ¢ chtra chung con chira chat dém natri clorua va
natri sucxinat lam ta duoc.

Theo mét s6 phuong an, hop phan thé lién hop phé cau khuan 21 thanh phan, chit
mang hon hop ¢6 thé duoc tao ché pham thanh ché pham 16ng‘ trbng d6 moi polysacarit
vo i)hé ciu khuén cua typ huyét thanh 1 va 3 duoc lién hop v6i TT va cac polysacarit vo
tir céc typ huyét thanh 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A,
19F, 22F, 23F, va 33F duge lién hop v6i CRMig7 (21 thanh phan). Mo lidu 0,5 ml o thé
duoc tao ché phdm thanh dich long chira: khoang 2.2 pg cua mdi polysacarit vo, ngoai
trir typ huyét thanh 6B & khoang 4,4 ug; tir khoang 2 ug dén khoang 25 pg protein mang
TT (chi dbi v6i céc typ huyét thanh 1 va 3) va tir khoang 40 pg dén khoang 75 ug cua
protein mang CRM o7; tir khoang 0,125 dén 0,250 mg nhom nguyén t§ (tir khoang 0.5
dén khoang 1,2 mg nhdm photphat) lam chét bd trg; va chat dém natri clorua va natri
sucxinat lam ta dugc.

Theo mot s6 phuong an, hop phan thé lién hop phé ciu khuén 21 thanh phan, chat
mang hon hop ¢6 thé duoc tao ché pham thanh ché pham léng trong do mdi polysacarit
vo phé cau khuén cua céc typ huyét thanh 1 va 5 dugc lién hop v6i TT va cac polysacarit
vo tir céc typ huyét thanh 3, 4, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A,
19F, 22F, 23F, va 33F duoc lién hop voi CRMiyr (21 thanh phé“m). Theo mot phuong an,
mdi lidu 0,5 ml c6 thé dugce tao ché pham thanh dich long chua: khoang 2,2 ug cua moi
polysacarit vo, ngoai tri d6i voi typ huyét thanh 6B ¢ khoang 4,4 pg va typ huyét thanh 3
& khoang 2,2-8,8 pg; tir khoang 2 pg dén khoang 25 pg cta protein mang TT (chi d6i voi
typ huyét thanh 1 va 5) va tir khoang 40 pg dén khoang 75 pg cua protein mang CRMi97;
tir khoang 0,125 dén 0,250 mg ciia nhom nguyén o (tu khoang 0.5 dén 1,2 mg nhom

photphat) chat bo tro; va chit dém natri clorua va natri sucxinat lam ta duoc. Theo cac
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phuong an nhit dinh, typ huyét thanh 3 c6 mat ¢ khoang 2,2 pg. Theo phuong an khac,
typ huyét thanh 3 ¢6 mat & khoang 4,4 pg. Theo phuong én khac, typ huyét thanh 3 ¢6
mit & khoang 8,8 ug. Theo phuong an khac nta, mdi lidu 0,5 ml co thé duge tao ché
pham thanh dich léng chira: khoang 2,2 pg cua mdi polysacarit vo, ngoai tru d6i véi lén
dén sau polysacarit vo duoc chon tir nhém gdm c6 c4c typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6B, 9V,
19A, va 19F ¢ khoang 4,4 ug; tu khoang 2 pg dén khoang 25 pg cta protein mang TT
(chi dbi v6i typ huyét thanh 1 va 5) va tir khoang 40 pg dén khoang 75 g cua protein
mang CRM97; tir khoang 0,125 mg dén 0,250 mg cua chét bd tro nhom nguyén td (tr 0,5
mg dén 1,2 mg nhém photphat); va chit dém natri clorua va natri sucxinat lam ta duoc.
Theo mot phuong an, c6 lén dén sau polysacarit vo ¢ khoang 4.4 ng duge chon tur nhém
odm c6 céc typ huyét thanh 1, 3, 4, 6B, 9V, 19A, va 19F. Theo phuong an khdc, moi liéu
0.5 ml c¢6 thé dugc tao ché pham thanh dich long chaa: khoang 2.2 pg ciia moi
polysacarit vo, ngoai trix dbi véi typ huyét thanh 3, 4, 6B, 9V, 19A, va 19F ¢ khoang 4,4
ug; tr khoang 2 ug dén khoang 25 pg cta protein mang TT (chi i v6i typ huyét thanh 1
va 5) va tur khoang 40 ug dén khoang 75 pg cia protein mang CRMo7; tir khoang 0,125
mg dén 0,250 mg cla chit bd trg nhdm nguyén t6 (tr 0,5 mg dén 1.2 mg nhom photphat);
va chat dém natri clorua va natri sucxinat lam ta dugc. Theo phuong an khac, moi licu
0.5 ml ¢o6 thé duoc tao ché phém thanh dich 16ng chwa: khoang 2.2 ug cua moi
polysacarit vo, ngoai trur dbi vai typ huyét thanh 3 va 4 ¢ khoang 4.4 pg; tur khoang 2 pig
dén khoang 25 pg ciia protein mang TT (chi déi voi typ huyét thanh 1 va 5) va tir khoang
40 pg dén khoang 75 pg cia protein mang CRMio7; tr khoéang 0,125 mg dén 0,250 mg
ctia chat bo tro nhdm nguyén td (tu 0,5 mg dén 1,2 mg nhom photphat); va chat dém natri
clorua va natri sucxinat lam ta duogc.

Theo mét s6 phuong én, hop phén thé lién hop phé cau khuén 21 thanh phan, chat
mang hon hgp ¢6 thé duoc tao ché phim thanh ché phdm léng trong do moi cla
polysacarit vo phé cau khudn cua typ huyét thanh 3 va 5 dugc lién hop voi TT va cac
polysacarit vo tr cac typ huyét thanh 1, 4, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14,
15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F dugc lién hop véi CRMie7 (21 thanh phan). Moi
litu 0,5 ml co thé duoc tao ché pham thanh dich long chta: khoang 2.2 ug cia moi
polysacarit vo, ngoai trur ddi véi 6B & khoang 4.4 pg; tor khoang 2 ug dén khoang 25 pg
cua protein mang TT (chi d6i véi typ huyét thanh 3 va 5) va tir khoang 40 pg dén khoang
75 ug cua protein mang CRMio7; tir khodng 0,125 dén 0,250 mg cta chat bd trg nhom
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nguyeén td (tir khoang 0,5 dén 1,2 mg nhdom photphat); va chét dém natri clorua va natri
sucxinat lam ta duogc.

Theo mét s6 phuong an, ché pham long c6 thé duge nhdi vao ong tiém don lidu
ma khong co chit bao quan. Sau khi lic, ché pham long tré thanh véc-xin ma la huyén
phu mau trdng, dong nhat sin sang dé dung trong co.

Hop phan thé lién hop phé cau khudn 21 thanh phan, chit mang hon hop co thé
dugc dung trong lan tiém don 1é hodc dudi dang mot phan cta dot gy nhiém dich. Vi dy,
hop phan thé lién hop phé cau khuén 21 thanh phan, chit mang hon hop c6 thé duoc
dung 2, 3, 4 hodc nhiéu 1an hon ¢ khoang cach thich hop, chéng han nhu, khodng cach 1,
2,3, 4, 5 hoac 6 thang hoac dang két hop cta chung. Theo mot sb phuong an, hop phén
thé lién hop phé cau khuén 21 thanh phan, chit mang hon hop dugce dung cho tré so sinh
4 1an trong 15 thang dau tién, bao g61n, vi du, vao khoang 2, 3, 4 va 12-15 thang tudi; vao
khoang 3, 4, 5 va 12-15 thang tudi; hodc vao khoang 2, 4, 6 va 12-15 thang tubi. Lidu dau
tién nay co thé duge dimg sém nhét 12 6 tudn tudi. Theo phuong an khac, hop phan thé
lién hop phé cau khuén 21 thanh phan, chat mang hon hgp duge dung cho tré so sinh 3
lan trong vong 15 thang dAu tién tur lac sinh, bao gém, vi du nhu, ¢ khoang 2, 4, va 11-12
thang.

Hop phan thé lién hop phé cAu khuan da tri, chit mang hon hop cling co thé bao
g6m mot hodc nhidu protein tir Streptococcus pneumoniae. Vi du vé cac protein
Streptococcus pneumoniae phu hop dé dua vao bao gom nhitng protein dugc xic dinh
trong cong bd don dang ky séng ché qubc té W002/083855, ciing nhu nhitng gi dugc mo
ta trong cong bé don ding ky sang ché qudc t& WO02/053761.

Hop phén thé lién hop phé cau khudn 21 thanh phan, chit mang hon hop ¢6 thé
duoc st dung cho dbi tuong thong qua mot hodc nhiéu duong dung da biét ddi véi nguoi
¢6 trinh do trung binh trong linh vuc nhu cac duong ngoai duong tiéu hoa, qua da, hodc
qua niém mac, trong mui, trong co, trong mang bung, trong da, trong tinh mach, hodc
dudi da va duoc tao ché pham theo do. Cac hop phan thé lién hop phé cau khuan 21
thanh phan, chat mang hon hop ¢6 thé dugc tao ché pham dé twong thich v&i duong dung
du kién ctia no.

Theo mdt sd phuong an, hop phan thé lién hop phé cau khuan 21 thanh phan, chat
mang hon hop ¢ thé dugc st dung dudi dang ché pham 1éng bang cach tiém trong co,

trong mang bung, dudi da, trong tinh mach, trong dong mach, hodc qua da hoac tiém qua
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niém mac duong hd hap. Cac hop phan thé lién hop phé cau khuan 21 thanh phan. chat
mang hdn hop co thé duoc diéu ché & dang long hedc ¢ dang dong kho. Theo mot 5O
phuong an, cac hop phan ¢6 thé tiém c6 thé duoc bao ché ¢ dang thong thuong, hodc ¢
dang dung dich hoac huyén phu 16ng, hodc cac dang ran thich hop dé tao dung dich hoac
huyén phu trong dich long trudc khi tiém, hodc du¢i dang nhil twong. Theo mot sb
phuong an, dung dich va huyén phu tiém dugc didu ché tir bot hodc hat vo trung. Co thé
tim thdy nhiing cén nhdc chung trong viéc tao ché phém va san xudt cac tac nhan dugc
phim dé dung bang cac dudong dung ndy, vi du, trong Remington’s Pharmaceutical
Sciences, Téai ban lan tht 19, Mack Publishing Co., Easton, PA, 1995; dugc dua vao day
béng cach vién d;fm. Hién nay, duong sol khi hodc xit mfii hodc mi¢ng (vi du, béng cach
xong) dugce st dung phé bién nhit dé dua cac tac nhan tri liéu truc tiép dén phéi va hé ho
hap. Theo mot s6 phuong 4n, mot hop phan thé lién hop phé cau khuén 21 thanh phan,
chét inang hon hop duge dung bang cach st dung dung cu ma phan phéi liéu leong da do
cua hop phan. Cac dung cu phu hop dé st dung trong viéc phan phdi cic duoc pham
trong da dugc mo ta trong tai liéu nay bao g6m cac dung cu kim ngén nhu dugc mo ta
trong Bing sang ché My sé 4,886,499, Bing sang ché My s6 5,190,521, Bang sang ché
My & 5,328,483, Bing sang ché My sb 5,527,288, Bang sang ché My sd 4,270,537,
Biing sing ché My sb 5,015,235, Bing sang ché My s6 5,141,496, Béng sing che My 56
5,417,662 (dugc dua toan bd vao day bing cach vién dan). Céac hop phén trong da cung
¢ thé duoc dung bé‘mg dung cu ma gid1 han chiéu dai thdm nhap hiéu qua cua kim vao
trong da, chéng han nhu cdc dung cu dugc md ta trong W01999/34850, dugc dua vao
day bang cach vién din, va dang tuong duong chirc nang ciia ching. Cling thich hop la
cac dung cu tiém tia ma phén phéi vic-xin 16ng cho 16p ha bi thong qua bd phun tia chét
long hodc thong qua kim ma choc thing 16p stng va tao ra tia tGi 1op ha bi. Cac dung cu
{iem tia duge mo ta vi du trong Bang sang ché My sb 5,480,381, Bang sang ché My sb
5,599,302, Bing sang ché My sé 5,334,144, Bing sang ché My s6 5,993,412, Bang sang
ché My s6 5.649.912, Bang sang ché My s6 5,569,189, Bang sang ché My s6 5,704,911,
Bing sang ché My sb 5,383,851, Bang sang ché My s6 5,893,397, Béng sang ché My s6
5.466.220, Bing sing ché My sb 5,339,163, Bang sang ché My s6 5,312,335, Béng séng
ché My S6 5,503,627, Bang sang ché My S6 5,064,413, Bing sang ché My s6 5,520,639,
RBing sang ché My sb 4,596,556, Bang sing ché My s6 4,790,824, Bing sang ché My s6
4.941.880. Bing sang ché My s6 4,940,460, Cong bd don qudc 1€ s6 WO1997/37705. va
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WO01997/13537 (dugce dua toan bd vao day bé‘mg cach vién dan). Ciing thich hop 1a dung
cu phan phoi bot/hat dan dao ma st dung khi nén dé tang toc vac-xin ¢ dang bot qua cac
I6p ngoai cha da dén 16p ha bi. Ngoai ra, éng tiém thong thuong co thé duoc su dung
trong phuong phap Mantoux c¢d dién cua viée dung trong da.

Céc hop phan dé dung ngoai duong tiéu hoa bao gom dung dich, huyén phu va
nhil tuong trong nudc hodc khong trong nude vo trung. Vi du vé dung moi khong trong
nudce la propylen glycol, polyetylen glycol, dau nhu dau oliu, va este hitu co tiém duoc
nhu etyl oleat. Vi du vé dau bao g@)m dau thuc vat hodc dong vat, dau dau phong, dau dau
nanh, dau 6 liu, ddu huéng duong, dau gan, dau tong hop nhu dau bién va lipit thu duge
tir stra hodc trimg. Cac chit mang chira nudc bao gom nudce, dung dich, nhii twong hodc
huyén phu rugu/nudc, bao g6m nude mudi va mdi truomg duge dém. Cac ta dugce long
dung ngoai duong tiéu hoa bao g6m dung dich natri clorua, dextroza Ringer, dextroza va
natri clorua, dung dich Ringer dugc lactat hoa, hodc diu da c¢d dinh. Cac ta dugc long
phan phéi trong tinh mach bao gbm céc chét bd sung dinh dudng va dich long, cac chét
b6 sung chét dién giai (nhu cac chit dua trén dextroza Ringer), va dang tuong tu. Chét
bao quan va cac chét phu gia khéc cling ¢o thé c6 mat, vi du nhu chat khang khudn, chat
chdng oxy hoa, chit tao chelat, va khi tro va cac loai tuong tu.

Hop phin thé lién hop phé cAu khudn 21 thanh phan, chat mang hon hop co thé
duogc bao ché dudi dang lo liéu don vi, lo da 1idu hodc 6ng tiém da nhoi san. Chat mang
duoc dung cho ché phém long bao gdm dung mdi, huyén phu, nhil twong trong nudc hoac
khong trong nudc, hoac diu. Hop phan ¢6 thé 1a dang truong, uu truong hoac nhugc
trvong. Tuy nhién, diéu mong muén 1a hop phan dé tiém truyén hoic tiém vé co ban la
dang truong. Do do, tinh dang truong hodc tinh uu truong co thé c6 loi cho viéc luu trir
hop phan. Khi hop phan 1a uu truong, hop phan c6 thé duoc pha loang thanh dang truong
trudc khi dung. Tac nhéan truong luc ¢o thé 1a tac nhan truong luc ion nhu mudi hodc tac
nhan truong luc khong ion nhu carbohydrat. Céc tac nhan truong lyc ion bao gobm, nhung
khong gi¢i han &, natri clorua, canxi clorua, kali clorua va magie clorua. Cac tic nhén
truong luc khong ion bao g6m, nhung khong gidi han ¢, sorbitol va glyxerol. Tét hon 14,
it nhat mot chat dém duogc dung dugc bao g61n. Vi du, khi hgp phén la dich truyén hoac
dich tiém, t6t hon la dugc tao ché pham trong chat dém c6 kha nidng dém tu do pH 4 dén
d6 pH 10, ching han nhu tir do pH 5 dén d6 pH 9, hodc tir d0 pH 6 dén do pH 8. Chat
dém c6 thé duoc chon tir cac cht dém phit hop vai Duge Dien My (USP). Vi du, chat
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dém cé thé duogc chon tir nhom bao g6m axit monobazo, chéng han nhu axit axetic, axit
benzoic, axit gluconic, axit glyxeric va axit lactic; axit dibazo, ching han nhu axit
aconitic, axit adipic, axit ascobic, axit cacbonic, axit glutamic, axit malic, axit sucxinic va
axit tartaric; axit da bazo nhu axit Xitric va axit photphoric; va bazo nhu amoniac,
dietanolamin, glyxin, trietanolamin va TRIS.

Hop phén thé lién hop phé cau khudn 21 thanh phan, chit mang hon hop ¢6 thé
chtra chét hoat dong bé mat. Cac vi du vé chét hoat dong bé mat bao gém, nhung khong
giGi han & este polyoxyetylen sorbitan (thuong dugc goi la Tween), cu thé 1a polysorbat
20 va polysorbat 80; copolyme (nhw DOWFAX) cuia etylen oxit (EO), propylen oxit (PO),
butylen oxit (BO); octoxynol v&i cac doan ldp khac nhau cua nhom etoxy (oxy-1.2-
etandiyl), dic biét 1a octoxynol-9 (Triton-100); etylphenoxypolyetoxyetanol (IGEPAL
CA-630/NP-40); phospholipit nhu lexithin; etoxylat nonylphenol nhu loat TERGITOL
NP; lauryl, xetyl, stearyl, ete béo polyoxyetylen co ngudn gbe tir rugu oleyl (chat hoat
dong bé mat Brij), cu thé 1a trietylenglycol monolauryl ete (Brij 30); ete sorbitan duoc
goi la SPAN, cu thé 1a, sorbitan trioleat (Span 85) va sorbitan monolaurat.

Hon hop cua céc chit hoat dong bé mit nhu Tween 80/Span 85 ¢o thé duogc st
dung. Dang két hop cua este polyoxyetylen sorbitan nhu Tween 80 va octoxynol nhu
Triton X-100 ctng phu hop. Dang két hop ctia Laureth 9 va Tween va/hodc octoxynol
cling ¢ loi. Tét hon 13, luong este polyoxyetylen sorbitan (nhu Tween 80) duoc bao gom
c6 thé 12 tir 0.01 % dén 1 % (khdi lugng/thé tich), tir 0,01 % dén 0,1 % (khi luong/thé
tich), tr 0,01 % dén 0,05 % (khéi lwong/thé tich), hodc khoang 0,02 %; luong
octylphenoxy polyoxyetanol hodc nonylphenoxy polyoxyetanol (nhu Triton X-100) co
thé 1a tir 0,001 % dén 0,1 % (khéi lugng/thé tich), cu thé la tir 0,005 % dén 0,02 %:; va
luong polyoxyetylen ete (nhu Laureth 9) duge bao gbm co thé 1a tir 0,1 % dén 20 % (khoi
luong/thé tich), c6 thé la tir 0.1 % dén 10 %, cu thé la tir 0,1 % dén 1 % hogc khoang
0,5 %.

Theo mot s6 phuong 4n, hop phan thé lién hop phé cau khuén 21 thanh phan, chat
mang hon hop ¢6 thé dugc phén phdi thong qua hé théng kiém soat giai phong. Vi du,
truyén tinh mach, miéng dan qua da, liposom hodc cac duong khac ¢o thé dugc st dung
dé dung. Theo mot khia canh, cac dai phén tu nhu vi cau hodc vat céy ghép co thé duoc

su dung.
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Phan boc 16 néu trén mb ta chung vé sang ché. Co thé hieu déy du hon bang cach
tham chiéu dén cac vi du cu thé sau day. Nhitng vi du nay dugc mo ta chi nham muc dich

minh hoa va khong nham muc dich gi6i han pham vi cla sang che.

Vi du thue hién sang ché

Vi du 1. Piéu ché polysacarit vé S. pneumoniae

Viéc nudi cdy S. pneumoniae va tinh ché polysacarit vo dugc tién hanh nhu d biét
d6i v6i nguoi co trinh do trung binh trong linh vye. Cac typ huyét thanh S. pneumoniae
dugc thu ldy tir Bo Suu Tap Mbi Truong Nudi Cay Kiéu My (ATCC) (typ huyét thanh 1:
ATCC sé 6301 typ huyét thanh 3: ATCC sb 6303; typ huyét thanh 4: ATCC s6 6304;
typ huyét thanh 5: ATCC sb 6305; typ huyét thanh 6A: ATCC s6 6306; typ huyét thanh
6B: ATCC s6 6326: typ huyét thanh 7F: ATCC s6 10351; typ huyét thanh 9N: ATCC 56
6309; typ huyét thanh 9V: ATCC s& 10368; typ huyét thanh 14: ATCC s6 6314; typ
huyét thanh 18C: ATCC sb 10356; typ huyét thanh 19A: ATCC s6 10357; typ huyét
thanh 19F: ATCC sb 6319; typ huyét thanh 23F: ATCC s6 6323). Céc chung ndi bd doi
VOl cac typ huyét thanh 8, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F va 33F dugc su dung, nhung 6 thé
str dung bat ky chung cong khai nao. S. pneumoniae dugc dac trung boi vo va co thé di
dong, Gram duong, song cau khuan hinh miii mac, va tan mau alpha trong moi truong
thach mau. Céc typ huyét thanh dugc xac dinh bang xét nghiém Quelling str dung khang
huyét thanh dac hiéu (Bang sang ché My s6 5,847,112).

Piéu ché ngan hang té bao

Mot s6 thé hé giéng gbe da duge tao ra dé mo rong cac chung va loai bo cac thanh
phin ¢6 ngudn ge dong vt (thé hé F1, F2 va F3). Hai thé he bd sung cia gidng goc da
duoc san xudt. Thé hé bé sung thir nhat duge nudi cdy tir 1o F3, va thé hé tiép theo duge
nuodi cdy tir lo ciia thé hé bd sung thir nhét. Lo gde duge bao quan dong lanh (dudi -70°C)
véi glyxerol tong hop dudi dang bao quan lanh. Pé didu ché ngan hang té bao, tat ca cic
dich nudi cdy duoc cho sinh trudng trong mdi truong dua trén dau nanh. Trude khi dong
lanh, céc té bao dugc co dic béng cach ly tAm, mdi trudong da ti€u thu duoc loai bd va cac
vién té bao duoc tai tao huyén phu trong mdi truong méi co chura chét bao quan lanh
(nhu glyxerol tong hop).

Nudi cdy va thu hoach
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Dich nudi cdy tir ngan hang té bao lam viéc duoc gy nhiém vao chai gidng chira
méi trrong dua trén dau nanh va nuoi céy. Sau khi dat duoc mat do quang dich (do hép
thu), chai gidng dugc st dung dé gay nhiém binh 1én men ¢6 chira méi truong dua trén
dau nanh. Viéc nuoi ciy duoc ngimng lai khi gia tri mat do quang bat dau dugc duy tri
khong doi. Sau khi ngimg nuodi céy, bd sung natri deoxycholat vao méi trudong nuoi cay
dé dung giai té bao. Lam mat cac thanh phan chira trong binh 1én men, va su két tha
protein dugc gdy ra. Sau do, ly tam hon hop dé loai bd protein két tia va manh vun té bao.

Tinh ché

Dung dich thu duge tir ly tdm dugc loc qua bd loc do sau dé loai bo cac protein va
manh vun té bao khong két tha trong qua trinh Iy tdm. Dich loc duoc ¢O didc trén mang
MW 100 kDa va dich ¢d dugc loc voi 10 thé tich dung dich dém natri photphat 25 mM
(pH 7.2) dé thu dugec mau. Mau dugce loc dé thu gom dich ndi bé mat ma polysacarit
duoc két tha va loc tur do. Di,éh loc duge cd dic trén mang 30 kDa va dich ¢o duoc loc
bf?mg cach st dung khoadng 10 thé tich nuéc da chung cAt ba lan. Sau khi thuc hién loc
tudn hoan c6 pha lodng, dung dich con lai dugc loc qua bd loc 0,2 wm. Mot thir nghiém
déi chimg trong quy frinh duoc thuc hign trén dich loc (bé ngoai, protein con lai, axit
nucleic con lai,-n{)i doc td, khéi luong phan tir va téng lugng polysacarit). Chéat ¢o duoc
loc vo trung va dugc bao quan ¢ -20°C.

Vi du 2. Diéu ché thé lién hop cia polysacarit vé S. pneumoniae va protein
mang |

Polysacarit cua cac typ huyét thanh khéc nhau dugc hoat héa theo cac con duong
khac nhau va sau do duoc lién hop véi protein mang, CRMi97 hoge TT. Cu thé, cac thé
lién hop dugce diéu ché bang cach lién hgp timg polysacarit vo cua tAt ca cac typ huyét
thanh v&i CRM 97 va bang cach lién hop timg polysacarit vo cua cac typ huyét thanh 1, 3
va 5 véi TT. Tuy thudc vao kich thuéce cua typ huyét thanh ty nhién, quy trinh hoat hoa
¢6 thé bao gom su lam giam kich thude ctia mdi polysacarit vo dén khéi lugng phéan tur
dich, su hoat hoa hoa hoc va su trao ddi chat dém thong qua siéu loc. Cac thé lién hop
duoc tinh ché béng siéu loc va cudi cung duge loc qua bd loc 0,2 um. Cac thong ) quy
trinh nhu pH, nhiét do. 116ng do va thoi gian nhu sau.

(1) Quy trinh hoat hoa

Budce 1: Thuy phéan

(O8]
)
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Amin hoéa khtr la phuong phap da biét dé két hop cac polyme trong do lién két amit
duoc tao thanh gitta nhém amin bac mot (-NH») cta protein va aldehyt cua sacarit. Cac
nhém aldehyt duoc bd sung vao polysacarit vO phé cau khuin dé thuc ddy su lién hop voi
protein mang. Chu trac diol 14n cin cia monosacarit cO thé dugc oxy hoa baoi natri
periodat (NalO4) dé tao thanh nhom aldehyt. Céac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1,
3.4,6A. 8, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 22F va 33F dugc xtt Iy trude nhu sau.

Trong truong hop cua typ huyét thanh 1, natri hydroxit (¢ ndng do bazo cudi cung la
0,05 M) duoc bd sung vao polysacarit vo, va u dung dich & 50 + 2 °C. Sau do6 dung dich
nay dugc lam ngudi xudng nhiét do nam trong khoang tix 21 °C dén khoang 25 °C va b
sung axit clohydric vao d6 dén do pH cudi cing bang 6,0 + 0,1, biang cach d6 lam dung
su thuy phan.

Trong truong hop cua cac typ huyét thanh 3, 8, 11A, va 15B, bd sung axit clohydric (6
nong do axit cudi cung bang 0,01 M) vao dung dich cua polysacarit vo, va u dung dich o
60+2 °C. Sau do lam ngudi dung dich xubng nhiét do nam trong khoéang tur khoang 21 °C
dén khoang 25 °C, va bd sung natri photphat 0,1M vao d6 dén do pH cudi ciing bang
6,0£0.1, bang cach do lam dimg su thiy phan.

Trong truong hop cua typ huyét thanh 4, bd sung axit clohydric (& nong do axit cubi
cung bang 0,1 M) vao dung dich ctia polysacarit vo, va 4 dung dich ¢ 45+2 °C. Sau d6
lam ngudi dung dich xubng nhiét do nam trong khoang tir khoang 21 °C dén khoang
25 °C, va bd sung natri photphat 1M vao do dén pH cudi cung bang 6,0+0,1, bang cach
do lam dung sy thuy phan.

Trong truong hop cua typ huyét thanh 6A, bd sung axit axetic bang (& nong do
axit cudi cung bang 0,1 M) vao dung dich cta polysacarit vé, va u dung dich ¢ 60£2 °C.
Sau do6 lam ngudi dung dich xubng nhiét do nam trong khoang tur khoang 21 °C dén
khoang 25 °C, va b6 sung natri hydroxit IM vao d6 dén pH cudi cung bang 6,0+0,1, bang
cach do lam dung sy thiy phan.

Trong truong hop cua typ huyét thanh 12F, bd sung axit clohydric (6 nong do axit
cudi cung bang 0,01 M) vao dung dich ctia polysacarit vd, va u dung dich & 70+2 °C. Sau
do lam ngudi dung dich xubng nhiét do nam trong khoang tir khoang 21 °C dén khoang
25 °C, va bo sung natri photphat 0,1M vao do dén do pH cudi cung cua dung dich bang
6.0+0,1, bang cach d6 lam dung sy thiy phan.
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Trong truong hop cua typ huyét thanh 14 va 18C, bd sung axit axetic bang (& nong
do axit cudi cung bing 0,2 M) vao dung dich cua polysacarit vo, va u dung dich ¢
9442 °C. Sau do lam ngudi dung dich xubng nhiét do ndm trong khoang tir khoang 21 °C
dén khoang 25 °C, va bd sung natri photphat 1M vao dé sao cho do pH cudi cung cta
dung dich la 6,0£0,1, bang cach d6 lam dirng su thiy phan.

Trong truong hop cua typ huyét thanh 22F va 33F, bd sung axit clohydric (& nong
do axit cudi cung béng 0,01 M) vao dung dich cta polysacarit vo, va u dung dich ¢
60+2 °C. Sau do lam nguoi dung dich xubng nhiét do nam trong khoang tur khoang 21 °C
dén khoang 25 °C, va bd sung natri photphat 0,1M vao dé dén do pH cudi cung bing
6.0+0.1. bang cach do lam dirng su thuy phan.

Pha lodng mdi polysacarit vo thu duge trong nudc dé tiém (WFI), natri axetat va
natri photphat dén ndng do cudi cung nam trong khoang tr 1,0 mg/ml dén khoang 2.0
mg/ml.

Budc 2: Phan tng periodat

Puong luong mol natri periodat d6i voi mdi 1an hoat hoa sacarit phé cau khuan
duoc xéc dinh dua trén khdi luong mol don vi lap lai. Véi sy tron k¥, phan tung oxy hoa
dugc cho phép didn ra trong thoi gian tir 16 dén 20 gio & nhiét 6 tr 21 °C dén 25 °C doi
vGi tht ca cac typ huyét thanh ngoai trr 1, 7F va 19F, dbi voi ching nhiét do la 10 °C
hoic thap hon. Dé gitip duy tri sy san xuét nhat quan va on dinh cta thé lién hop, khoang
gia tri cua muc do oxy héa (Do) dbi voi mdi typ huyét thanh dugc nham dich trong quy
trinh lién hgp. Khoang gié tri duoc nham dich, duoc uu tién d6i v6i cac mirc Do doi vai
tung typ huyét thanh dugc thé hién trong Bang 1 va Bang 2.

Bang 1. Khoang gia tri cia Do d6i v6i tt ca cac typ huyét thanh dugc lién hop vi

CRM 97

, Khoang gia tri , Khoang gia tri cia
Typ huyét thanh Typ huyét thanh

cua Do Do
, , Typ huyét thanh ,

Typ huyét thanh 1 tur 4 den 10 A tu 1 dén 15
, , Typ huyét thanh ,

Typ huyét thanh 3 tur 2 dén 8 - tu 1 dén 9

Typ huyét thanh 4 tr1dén5 |Typ huyétthanh 14|  tir6 dén 13
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, Khoang gia tri , Khodng gia tri cua
Typ huyét thanh Typ huyét thanh
cia Do Do
, , Typ huyét thanh ,
Typ huyét thanh 5 tur 2 dén 6 5B tu 1 dén 17
, , Typ huyét thanh ,
Typ huyét thanh 6A tr 5 dén 15 tur 6 dén 14
18C
, , Typ huyét thanh ,
Typ huyét thanh 6B tur 7 dén 13 tur 7 dén 13
19A
, ) Typ huyét thanh ,
Typ huyét thanh 7F tu2 dén 8 - tur 6 dén 12
. , Typ huyét thanh .
Typ huyét thanh 8 tr 1 dén 17 tr 1 dén 16
22F
, , Typ huyét thanh ,
Typ huyét thanh 9N tur 5 dén 10 .- tr 6 dén 14
, , Typ huyét thanh ,
Typ huyét thanh 9V tu 4 dén 9 .- tu 1 dén 15
Typ huyét thanh 10A | tir 1 dén 12

35/61

Bang 2. Khoang gi4 tri ctia Do ddi véi cac typ huyét thanh 1, 3, va 5 dé duoc lién hop voi

TT
) Khoang gié tri
Typ huyét thanh
cua Do
Typ huyét thanh 1 .
vhaw tv1dén 15
(1-TT)
Typ huyét thanh 3 ,
P t 2 dén 14
(3-TT)
Typ huyét thanh 5 )
yp tu 1 dén 15
(5-TT)

Budce 3: Siéu loc

Sacarit da duoc oxy hoa dugce cb dac va dugc loc tuan hoan vé1 WFI trén may siéu

loc MWCO 100 kDa (b siéu loc 30kDa doi voi typ huyét thanh 1 va bd siéu loc 5 kDa
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dbi vai typ huyét thanh 18C). Loc tuén hoan c6 pha lodng dugc thuc hién bang céach si
dung dung dich natri clorua 0,9 % d6i voi typ huyét thanh 1, chit dém natri axetat 0,01 M
(pH 4.5) d6i véi typ huyét thanh 7F va 23F, va chit dém natri photphat 0,01 M (pH 6,0)
d6i voi typ huyét thanh 19F. Chét thdm bi loai bé va chat luu lai duge loc qua bg loc 0,2
um.

Budc 4: Sy dong kho

Poi v6i cac polysacarit vo cla cac typ huyét thanh 3, 4, 5. 8. 9N, 9V, 10A, 14,
15B, 22F va 33F ma dugc lién hgp véi protein mang bfmg cach st dung dung mdi nudc,
dung dich hdn hop cta polysacarit va protein mang dugc didu ché ma khong bd sung
sucroza, duoc lam dong kho va sau d6 duge bao quan ¢ -25 °C +5 °C.

Déi vai polysacarit vo cla typ huyét thanh 1 va 18C ma dugc lién hqp vGi protein
mang bang -céch st dung dung mdi trong nudc, polysacarit va protein nrqang. duge diéu
ché doc 1ap, ma khong bd sung thém sucroza, dugc léuﬁ dong kho, va sau do duoc luu trir
¢ nhiét do -25 °C =5 °C.

D6 voi cac polysacarit vo cla cac typ huyét thanh 6A, 6B, 7F, 19A. 19F va 23F
ma duoc lién hop vdi protein mang bang cach st dung dung mdi DMSO, lugng dinh
rude cua sucroza dé dat duge nEBng dd sucroza cudi cfmg 1a5%=+3% (khéi ]u’gng/thé
tich) dugc bd sung vao sacarit dd dugc hoat héa va cac mau duoc diéu ché doc lap, duoc
lam déng kho va sau d6 duoc bao quan ¢ -25 °C +5 °C.

Doi voi polysacant vO cua typ huyét thanh 11A, lugng dinh trude cta sucroza dé
dat ndng do sucroza cubi cung bang 20 % = 5 % (khoi luong/thé tich) dugc bd sung vao
sacarit da duoc hoat hoa, va polysacarit va protein mang duoc diéu ché doc lap, dugc lam
dong kho, va sau d6 dugce luu trir & nhigt d6 -25 °C £ 5 °C.

Doi voi poly%acant vo cua typ huyét thanh 12F, luong dinh trudce cua sucroza de
dat nong do sucroza cudi cung bang 10 % + 5 % (khoi luong/thé tich) dugc bd sung vio
sacarit da duoc hoat hoa, va polysacarit va protein mang duoc diéu ché doc lap, duoc lam
dong kho, va sau do duoc luu trtt & nhiét do -25 °C £ 5 °C.

(2) Quy trinh lién hop

Su lién hop trong nudce duge tién hanh ddi véi cac typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 8, 9N,
OV, 10A, 14, 15B, 18C, 22F va 33F va su lién hop DMSO dugc tién hanh doi véi cac typ
huyét thanh 6A, 6B, 7F, 11A, 12F, 19A, 19F va 23F. Madi polysacarit vo duoc lién hop

véi protein mang theo ty 1¢ tir 0,2 dén 2:1.
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Budc 1: Hoa tan

Sw lién hop trong nudc

Déi vé6i cac typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 8, 9N, 9V, 10A, 14, 15B, 18C, 22F va 33F,
miu dong kho dugc rd dong va duge lam cén bing & nhiét do trong phong. Mau dong
kho duoc hoan nguyén vé néng do phan Ung bang cach st dung dung dich dém natri
photphat & 23+2°C theo ty 1¢ dugc dit cho mdi typ huyét thanh.

Sw lién hgp dimetyl sulfoxit (DMSO)

Déi véi cac typ huyét thanh 6A, 6B, 7F, 11A, 12F, 19A, 19F va 23F, mau dong
kho dugce rd dong, dugce lam cén bang & nhiét do trong phong va duge hoan nguyén trong
DMSO.

Budc 2: Phan ung lién hop

Sw lién hop trong nwdc

Péi voi cac typ huyét thanh 3-TT, 4, 5, 5-TT, 8, 9N, 9V, 10A, 14, 15B, 18C, 22F
va 33F, phan ung lién hop dugc bat diu bang céach bd sung dung dich natri
xyanoborohydrua (100 mg/ml) vao tir 1,0 dén 1,4 mol natri xyanoborohydrua mdi mol
sacarit. Tuy nhién, dbi véi typ huyét thanh 1, 1-TT va 3, phan ng dugc bat dau bang
cach bo sung dung dich natri xyanoborohydrua vao 0,5 mol natri xyanoborohydrua cho
mdi mol sacarit.

Han hop phan tmg dugc 0 & nhiét do tir 23 °C dén 37 °C trong tir 44 dén 106 gio.
Nhiét do va thoi gian phan tng dugc didu chinh theo typ huyét thanh. Sau do nhiét do
dugc giam xubng 23+2°C va natri clorua 0,9 % duoc bd sung vao binh phan tng. Dung
dich natri borohydrua (100 mg/ml) dugc bd sung dé dat dugc tur 1,8 dén 2.2 mol natri
borohydrua cho mdi mol sacarit. Hon hop duge 0 ¢ 23+2°C trong tur 3 dén 6 git. Quy
trinh nay kht aldehyt khong dugc phan ung bat ky co mit trén cac sacarit. Sau do, hon
hop duoc pha lodng véi natri clorua 0,9 % va hdn hop lién hgp da pha loang dugc loc
bang cach sir dung bd loc so bd 0,8 hoge 0,45 pm.

Sw lién hgp DMSO

D&i véi cac polysacarit vo cua céc typ huyét thanh 6A, 6B, 7F, T1A, 12F, 19A.
19F va 23F, phan tUng lién hop dugc b4t ddu bang cach b6 sung dung dich natri
xyanoborohydrua (100 mg/ml) vao ty 1& tir 0,8 dén 1,2 duong lugng mol cua natri
xyanoborohydrua trén mot mol sacarit da duoc hoat héa. WFI duoc bd sung vao hon hop

phan tng dén ndng do dich 1a 1 % (thé tich/thé tich), va hdn hop dugc u trong tir 12 dén
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26 gio ¢ 23+2°C. 100 mg/ml cia dung dich natri borohydrua (thuong Ia tur 1,8 dén 2,2
duong luong mol cua natri borohydrua trén mdi mol sacarit dd dugc hoat hoa) va WFI
(dich 5 % thé tich/thé tich) dugc bod sung vao phan tng va hon hop duge u trong tir 3 dén
6 gid & 23+2°C. Quy trinh nay khir aldehyt khong phéan Ung bt ky co6 mit trén cac sacarit.
Sau d6, hdn hop phan tng dugc pha lodng véi natri clorua 0,9 % va hdn hop lién hgp da
pha loang duoc loc bang cach st dung bd loc so bo 0,8 hodc 0,45 pm.

Budce 3: Siéu loc

Hon hop lién hgp dé pha loang duge ¢6 va duoc loc tuanhoafn qua bd loc siéu loc
MWCO 100 kDa hodc b loc siéu loc MWCO 300 kDa véi toi thiéu 1a 15 thé tich cua
natri clorua 0,9 % hoac chit dém. Ngoai ra, hop phén va pH cua chat dém duoc st dung
trong quy trinh nay thay d6i tuy thudc vao tung typ huyét thanh.

Buéce 4: Loc vo trung

Chat giit lai sau khi siéu loc dugc loc vo trung (0,2 um) va su kiém sodt trong quy
trinh (bé ngoai, protein tu do, sacarit ty do, phan bd kich thude phan t, vo trung, ham
luong sacarit, ham luong protein, pH, no1 doc td, xyanua du, DMSO du, nhan dién sacarit,
nhén dién TT va nhan dién CRMig7) dugc thue hién trén céc thé lién hop da duoc loc.
Chét ¢o dac cubi cung duge lam lanh va bao quan ¢ nhiét do tir 2 °C dén 8 °C.

Vi du 3. Tao ché ph‘flm vic-xin lién hop phé cAu khuén da tri

Cac thé tich mong mudn clia cac chét o dic khdi luong 16n cudi cung thu duoc tur
Vi du 2 dugc tinh toan dya trén thé tich mé va néng dd sacarit khéi 16n. Sau khi natri
clorua 0.85 % (nudc mudi sinh 1y), polysorbat 80, va chit dém sucxinat dugc bd sung
vio binh tao ché pham da duoc dan nhan trude, chat co khoi 16n duge bd sung. Sau do
ché pham dugc tron k§ va duoc loc vo trung qua mang 0,2 um. Khéi 16n da dugce tao ché
pham dugc tron nhe nhang trong va sau khi bd sung nhom photphat khéi. B0 pH da duoc
kiém tra va didu chinh néu can thiét. San phém khéi da duoc tao ché phém duoc bao
quan & nhiét do tir 2 dén 8 °C. Cac ché pham vac-xin lién hop phé cau khuan da tri,
khong lam gidi han sau ddy da dugc diéu ché va duge dat tén la PCV2I(1/5)-TT va
PCV21(3/5)-TT:

PCV21(1/5)-TT bao gdm céc thé lién hop polysacarit dugc didu ché bang cach
lién hop tirng polysacarit cua cac typ huyét thanh 1 va 5 voi TT va mdi polysacarit ctia
cac typ huyét thanh 3, 4, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F,
22F, 23F va 33F vi CRMi97; va
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PCV21(3/5)-TT bao gbm thé lién hop polysacarit dugc didu ché bang céach lién
hop mdi polysacarit cua typ huyét thanh 3 va 5 vao TT va mdi polysacarit ctia typ huyét
thanh 1, 4, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va
33F voi CRM 7.

Céc hop phan PCV21(1/5)-TT trong téng liéu 0,5 ml bao gbm 2.2 pg ctia moi
polysacarit, ngoai trir typ huyét thanh 6B & muc 4,4 pg; tir 2 ug dén 25 pg TT (ddi véi
cac typ huyét thanh 1 va 5) va tir 40 ug dén 75 ng CRM7; 0,125 mg chét bd trg nhom
nguyeén t6 (0,5 mg nhdom photphat); 4,25 mg natri clorua; khoang 295 ug dung dich dém
sucxinat; va khoang 100 pg polysorbat 80 trong téng liéu 0,5 ml. Trong cic thi nghi¢m
nhét dinh, luong polysacarit typ huyét thanh 3 dugc ting lén dén 4.4 ug hodc 8.8 ug trong
hop phin PCV21(1/5)-TT. Trong cac thi nghiém nhat dinh, luong cda polysacarit a6i vai
moi typ huyét thanh 3, 4, 6B, 9V, 19A, va 19F dugc tang lén dén 4,4 pg trong hop phan
PCV21(1/5)-TT.

Cac hop phin PCV21(3/5)-TT trong tong li¢u 0,5 ml bao gom lan lugt tir 2 pg dén
25 g TT (ddi v6i cac typ huyét thanh 3 va 5) va tir 40 pg dén 75 g CRMgr. voi cac
thanh phan khac va ham luong cua ching gidng véi ham luong ciia PCV21(1/5)-TT.
Trong cac hop phan nhat dinh, lugng nhom nguyén t6 trong liéu 0,5 ml dugc tang lén dén
0,250 mg.

Vi du 4. Kha ning gay mién dich cia vic-xin lién hop phé cAu khuan da tri

Céc vic-xin phé cau khuin da tri, chit mang hon hgp, PCV21(1/5)-TT va
PCV21(3/5)-TT duoc didu ché trong Vi du 3, duoc thi nghiém vé kha nang gay ra dap
tng mién dich & tho. Viée danh gid kha néng midn dich duoc thuc hién bang ELISA dac
hiéu khang nguyén déi v6i nong do IgG trong huyét thanh va bang xét nghiém thuc bao
bing opsonin (OPA) ddi vdi chiic ning khang thé. Tho trang Niu Di Lan dugc gdy mién
dich theo duong trong co vao tudn 0 va tudn 2 véi lidu cao hon 5% so véi liéu 1am sang &
nguoi theo ké hoach ctia mdi polysacarit (2,31 pg mdi polysacarit, ngoai trit 6B ¢ muc
4,62 ng) trong ché pham hoic liéu cho nguoi (2,2 ug cia mdi polysacarit, ngoai trir 6B ¢
4.4 ug). Huyét thanh dugc l4y mau moi 2 tudn sau khi gay mién dich. Ca hai ndng do cho
thdy két qua nhu nhau.

4-1. PCV21(3/5)-TT

Po ndng do IgG dic hiéu typ huyét thanh
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Polysacarit vo (PnP) cho moi typ huyét thanh duge trang trén dia 96 giéng & mirc
tor 0,5 ug/giéno dén 1 pg/Oiéng Luong huyét thanh trong dwong dirge ldy mau tir moi
ddi tuong va duge gom theo nhém. Nhom huyét thanh duoc pha loang 2,5 S lan voi dung
dich dém pha loang khang thé c6 chira Tween 20 va polysacarit thanh té bao phé cau
khuén (CWPS) thu duoc tir Statens Serum Institut (5 pg/ml) va sau do phan Umg ¢ nhiét
do trong phong trong 30 phut. Dia dugc rua 5 1an bang dung dich dém rira, sau do huyét
thanh da duoc hdp phu trude va da duge pha loang 50 pl duge bd sung vao dia cé giéng
da trang, sau do U ¢ nhiét do trong phong trong tr 2 gio dén 18 gio. Dia giéng dugc rua
theo cuing mdt cach va sau do cac thé lién hop phosphataza kiém khang IgG Thé dugc b
sung vao ting gig éng, sau d6 G & nhiét do trong phong trong 2 gio. Cac dia dugc rtra nhu
moé ta ¢ trén va 1 mg/ml chaf dém p-nitrophenylamin lam co chat dugc bo sung vao tung
ueng v sau do cho phan (mg & nhiét do trong phong trong 2 gio. Phan (mg dugc dap tat
bang cach bo sung 50 pl NaOH 3 M va d hép thu ¢ 405nm va 690nm dugc do. DE lam
vi du so sanh. vac-xin 13 thanh phan c6 ban trén thi truong (PREVNARI13) dugc dua vao
quy trinh twong tu. Cac két qua duoc thé hién trong Bang 3.

Bang 3. Nong do IgG (U/ml) d6i vé6i 21 typ huyét thanh loc 2 tuan sau khi gay

mién dich thu cap

hiifzt PREVNARI3 PCV21(3/5)-TT | PCV21(3/5)-TT |
danh ()v,125mg Al 0,250mg Al
1 16770,4 | 15320,6 38499,1
3 6603.4 30132.,8 32029,7
4 27969.9 510344 716383
5 5758.6 15627,5 11044,7
oA | 9493.7 14205,8 30453.5
6B | 8690,6 15023,6 11633,1
TF 60819,7 53696.7 48511,1
8 594.8 58391,9 62852,2
9N 5186.2 208401.8 2593232
oV 30043.9 381439 48677,2
10A 169.8 36437,6 55124,5
11TA 184,5 36771,1 45762.9
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th);'Zt PREVNARI3 PCV21(3/5)-TT | PCV21(3/5)-TT
thanh 0,125mg Al 0,250mg Al
12F 130,0 22278,5 14475,3

14 21906,0 37577,9 64409,8
15B 843.,5 22065,2 252488
18C 91500,7 888247 137638.5
19A 16470,7 13070,9 11387.,0
19F 13956.4 40516,9 84553.8
22F ! 139.,7 51649.,9 62072,7
23F 12089.4 57729 15565,5
33F | 143.2 35602.4 46272,8 |

Khi cdc polysacarit vo cua céac typ huyét thanh 3 va 5 duoc lién hop v6i TT, nong
do 1gG déc hi€u typ huyét thanh tdng dang ké so vai khi chung dugc lién hop véi CRMio.
Thé dugce gdy mién dich voi PCV21(3/5)-TT cling chimg to su gia tang dang ké cua nong
do IgG so véi tam typ huyét thanh bd sung khong c6 trong PREVNARI13 (tuc la 8, 9N,
10A, 11A, 12F, 15B, 22F va 33F). Typ huyét thanh 9N, cu thé 1a, khi dung voi 0,125 mg
v 0.250 mg nhom 1an lugt ¢ mic ting gp 40 1an va 50 lan bat ngd, ¢ ndng do IgG dic
hi¢u trong huyét thanh so voi PREVNARI3. Hon ntra, mot s6 polysacarit vo khac clia
cac typ huyét thanh trong PCV21(3/5)-TT cho thiy nong do IgG ddc hiéu trong huyét
thanh cao hon dang ké so véi PREVNARI13.

Xét nghiém gay mién dich chire ning (MOPA)

Chtrc nang khang thé duoc danh gid bang cach thir nghiém huyét thanh trong xét
nghiém MOPA. Chung MOPA S. pneumoniae dugc luu trit O -70 °C hoac thép hon duogc
pha loang dén do pha lodng cudi cung tuong Ung sao cho ndng do ctia mdi ching 1a
khoang 50.000 CFU/ml. Luong huyét thanh tuong duong dugc 14y mau tir mdi dbi tuong,
dugc gdp chung theo nhom va duge pha loang theo ddy 2 lan sao cho 20 pl huyét thanh
van con & trong dia co day hinh chir U. Sau khi pha loang mau, 10 pl chung da diéu ché
cho mdi typ huyét thanh duge trdn v6i mau di pha lodng va hén hop nay dugc dé cho
phan (mg ¢ nhiét do trong phong trong 30 phtt dé S. pneumoniae va khéng thé dugc tron

déu. H8n hop cia cac té bao HL-60 da biét hoa so bd va bo the duoe bd sung va cho phan
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ung trong thiét bi 0 CO, (37 °C) trong 45 phit. Nhi¢t d dugc lam giam dé ngan chan su
thuc bao va 10 pl dung dich phan ung duoc chim 1én trén dia aga da dugc sdy kho trude
tir 30 dén 60 phut, va sau d6 cho phép dugc hap thu Ién trén dia trong 20 phut cho dén
khi khd. Dung dich gbc TTC 25 mg/ml duge bd sung vao aga phu da duoc diéu ché, va
khang thé thich hop cho chung twong tng dugc b6 sung vao do. Hon hop duge tron kY,
va sau dé khoang 25 ml hdn hop duge bd sung lén trén dia va dé cho cimg lai trong
khoang 30 phut. Dia da cung lai hoan toan dugc u trong thiét bi & CO» (37 °C) trong thoi
gian tor 12 dén 18 gio va sau do céc khuin lac duoc dém. DO chudn MOPA dugc biéu
dién dudi dang ti 1¢ pha loang trong d6 su giét chét 50 % dugc quan sat thdy. Dé lam vi
du so sanh, vac-xin 13 thanh phﬁn ¢6 ban trén thi truong (PREVNARI3) duge dua vao
quy trinh tuong tu. Cac két qua dugc thé hién trong Bang 4.

Bang 4. Do chuan MOPA dbi véi 21 typ huyét thanh vao 2 tudn sau khi gdy mién

dich thir cép
Typ PCV21(3/5)-
) PCV21(3/5)-TT
huyét | PREVNARI3 TT
0,250mg Al
thanh 0,125mg Al

1 94 72 244

3 829 740 3515

4 2428 2698 2675

5 1169 4154 2735

0A 4925 4567 4761

6B 5693 4959 6629

TF 2731 2095 2103
Khong duoc

8 710 731
thir nghiém
Khong duge

9N 4660 1371
thir nghiém

ov 271 280 254
Khong dugc

10A 952 935
thir nghiém
Khong dugce

11A 743 1053
thir nghiém
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Typ PCV21(3/5)-
, PCV21(3/5)-TT
huyét | PREVNARI13 TT
0,250mg Al
thanh 0,125mg Al
Khong dugc
12F 846 737
thir nghiém
14 1917 2119 2170
Khong dugce
15B ( 713 849
thir nghiém
18C 5347 2620 4546
19A 5760 2464 2253
19F 2059 2071 2137
Khong dugce
22F 6022 7783
thu nghiém
23F 1975 1487 1566
Khong dugce
33F 824 1924
thir nghiém

Khi céc typ huyét thanh 3 va 5 duoc lién hop v6i TT, do chuan MOPA chire nang
tang lén dang ké so voi do chudn MOPA thu dugc khi chung dugc lién hop voi CRMios.
Tho da dugc gdy mién dich voi PCV21(3/5)-TT cling chimg to su tang 1én dang ké cua
do6 chudn MOPA chuc nang chéng lai mdi trong s6 tam typ huyét thanh bd sung ma
khong c6 mat trong PREVNARI3 (tirc 1a, 8, N, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F, va 33F).

4-2. PCV21(1/5)-TT

Nong do IgG dac hiéu typ huyét thanh va do chuén gay mién dich chirc nang dugc
do theo cung cach nhu trong 4-1, va két qua duoc thé hién nhu sau. Ba phuong an
PCV21(1/5)-TT khac nhau dugc thir nghi¢m: mot phuong an véi 2,2 ug polysacarit vo tir
typ huyét thanh 3 (“3-CRMi97 2.2"), mot phuong an vGi 4,4 pg clua polysacarit vo tu typ
huyét thanh 3 ("3-CRMie7 4.4") va mot phuong an vai 8,8 pg cua polysacarit vo tu typ
huyét thanh 3 ("3-CRM97 8.8").

Po ndng do IgG dic hiéu typ huyét thanh

Bang 5. Nong do IgG (U/ml) d6i véi 21 typ huyét thanh lac 2 tuan sau khi gy

mién dich thir cap
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Typ PCV21(1/5)- | PCV21(1/5)- |
huyét | PREVNARI3 TT TT PCVZIU/SITT |
thanh 3-CRM197 22 | 3-CRMio7 4.4 3-CRMr 8.8
1 5105.5 33530,6 96552,2 44714.9
3 6303.0 7827.2 14676,2 13239.6
4 467273 58893,8 54382.8 39691,0
5 6873.9 14918.4 187432 11499.5
6A 325614 114932 13053.0 12494.6
6B 253987 11856,7 10013,2 4455.6
7F 275605 25799,0 70617.5 564482
g 521.0 70060.4 866348 633379 |
ON 51982 169584,3 240858,5 187203.6 |
Y 62169.3 42445,1 640844 34876.4
10A 166.4 25682,8 44186.9 158274
A 195.3 34050,4 42558.8 33264.2
12F 154.4 276294 384597 258743
14 17765.9 237874 292624 24116.4
158 ©436.0 22060,6 217770 225731
18C 103154,7 119672,1 1418894 75549,1
19A 19191,1 4690,5 5516,9 3407.3
19F 163492 31789.8 24370,0 188462
20F 130,0 40963, 1 494755 362462
23F 15166.5 6312,7 7499.9 54315
33F 146,1 39803,9 38378,5 268372 |

Khi cdc polysacarit vo cua cac typ huyét thanh 1 va 5 dugc lién hop vo1 TT, nong

do IgG dac hicu typ huyét thanh ting dang ké so véi khi ching dugc lién hop voi CRMiosr.

Tho duge gay mién dich voi PCV21(1/5)-TT cing ching to su gia tang dang ké cua nong

do 1gG so véi tam typ huyét thanh bd sung khong c6 trong PREVNARI3 (tuc la 8, ON,

10A. 11A. 12F, 15B, 22F va 33F). Mot lan nira, typ huyét thanh 9N bét ngo cho thay su

gia tang dang ké (tang khoang tir 32 dén 46 1an) so voi PRENARI13. Hon ntra, mot sO

polysacarit vo khac cua cac typ huyét thanh trong PCV21(1/5)-TT cho thdy nong do IgG
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dac hiéu trong huyét thanh cao hon dang ké so véi PREVNARI13. Nguoi ta cling quan sat

thdy rang viéc ting gap doi lugng khang nguyén typ huyét thanh 3 tUr 2,2 pg 1én 4.4 ug

bét ngd lam tang ndng do IgG dic hiéu trong huyét thanh dbi véi cac typ huyét thanh 1, 3,

5.6A. 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 18C, 19A, 22F va 23F, véi mace tang hon 2 lan

d6i véi cac typ huyét thanh 1 va 7F.

Xét nghiém giy mién dich chirc ning (MOPA)

Bang 6. Do chuan MOPA @i v6i 21 typ huyét thanh vao 2 tun sau khi gy mién

dich thir cap

Typ
- PREVNARI | PCV21(1/5)-TT | PCV21(1/5)-TT | PCV21(1/5)-TT
huyet
3 3-CRM197 2.2 3-CRM97 4.4 3-CRMy97 8.8
thanh
1 99 198 916 241
3 479 565 1072 929
4 2560 3201 2571 2012
5 1046 3717 5430 2025
6A 5624 2708 5249 2415
6B 5451 3903 4143 2452
TF 2355 2521 2576 2125
Khong dugc
8 525 719 630
thtr nghiém
ON 54 790 1680 885
A% 282 251 307 183
Khong dugce
10A 684 1065 760
thir nghiém
Khong duge
11A 887 1751 747
th nghiém
Khong dugce
12F 856 1016 824
thtr nghiém
14 1052 1221 1929 1513
15B 59 1042 823 732
18C 6257 4440 4663 2821
19A 2962 828 1362 686
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Typ
- PREVNARI1 | PCV21(1/5)-TT | PCV21(1/5)-TT | PCV21(1/5)-TT
uyet
3 3-CRMy97 2.2 3-CRMy97 4.4 3-CRMyy7 8.8
thanh
19F 968 1971 1835 1453
Khong dugce
22F 3576 5599 7193
thtr nghiém
23F 1854 769 1358 1050
Khong dugce
33F 932 1982 808
thir nghiém

Khi cac typ huyét thanh 1 va 5 duoc lién hop voi TT, do chuan MOPA chuc nang
tang lén dang ké so voi @6 chudn MOPA thu dugc khi chung dugc lién hop voi CRMigr.
Thé di duoc gdy mién dich voi PCV21(1/5)-TT ciing chimg o su tang lén dang ké cta
do chuan MOPA chiic ning chéng lai mdi trong sb tam typ huyét thanh bd sung ma
khong c6 mat trong PREVNARI3 (tue 1a, 8, 9N, 10A, T1A, 12F, 15B, 22F, va 33F). Hon
nita, mot vai typ huyét thanh khac cho thay mirc cao hon dang ké ctia dd chuan MOPA
chue nang so voi & PREVNARI13. Ciing quan sat thdy rang viéc tdng gap doi lugng cua
khang nguyén typ huyét thanh 3 tr 2,2 pg 1én 4,4 ug bat ngd 1am tang ndng do IgG dic
hiéu trong huyét thanh d6i véi moi typ huyét thanh ngoai trir 4, 15B, va 19F, voi muc
ting hon 4,5 1an déi voi typ huyét thanh 1.

4-3. PCV21(1/5)-TT

Céac thi nghiém cua 4-2 duoc ldp lai v6i phuong an PCV21(1/5)-TT ¢6 2,2 ng
polysacarit vo tir typ huyét thanh 3 ("3-CRMis7 2.2"), phuong an PCV21(1/5)-TT co6 4,4
ug polycacarit vo tir typ huyét thanh 3 ("3-CRMig7 4.4") va phuong an PCV21(1/5)-TT
c6 4.4 ng cua polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 3, 4, 6B, 9V, 19A va 19F ("Multi-
CRM o7 4.4"). Nong do IgG dac hiéu typ huyét thanh va do chuan gay mién dich chuc
nang duoc do theo cung cach nhu trong 4-1, va két qua dugc thé hién nhu sau.

Po nong do IgG dic hiéu typ huyét thanh

Bang 7. Nong d6 IgG (U/ml) dbi véi 21 typ huyét thanh ltc 2 tuan sau khi gay

mién dich tha cap
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lIJ);II;t REVNARLS PCV21(1/5)-TT | PCV21(1/5)-TT | PCV21(1/5)-TT

. 3-CRM1s72.2 | 3-CRMis7 4.4 | Multi-CRM 97 4.4
1 14208.3 34503,1 49226,1 406844
3 6575.6 6634,1 13769.4 10841,3
4 166003 33352,0 43605.9 34387.8
5 5079.3 10847,5 208662 13405,1
6A 8965.5 2607,1 13781.5 9194.9
6B 51052 1233.5 9225.5 2428,9
7F 59993.0 27961,7 57039,5 33913.6
8 2747 567353 72822.9 65528.5
ON 38247 140424,7 1813259 142736.9
9V 395035 291393 61759.9 48711.5
10A 1300 8017,0 14061,8 15832.8
1A 163.9 33051,7 51222.1 39311.,8
12F 130.0 18160,9 22634,9 14877.6
14 12312,4 12868,7 15953,4 8538.5
15B 280.6 143397 22347,7 226920
18C 62963.5 560592 141911,5 70910.8
19A 9807.5 1185,7 4233 4 26492
19F 9838,7 9825.8 211759 10889,9
20F 130.0 20120.0 37833.7 21807.5
23F 5835.1 2084, 1 4016.2 3152.3
33F 141,4 22732.6 19748,9 19179.6

Nhu trong 4-2, khi cdc polysacarit vo cia cac typ huyét thanh 1 va 5 dugc lién hop
v6i TT. ndng do IgG dic hiéu typ huyét thanh tang dang ké so v6i khi ching dugc lién
hop voi CRMie7. Tho dugce gy mién dich v6i PCV21(1/5)-TT cling ching t6 sy gia tang
dang ké cta néong d6 IgG so véi tam typ huyét thanh bd sung khong c¢b trong
PREVNARI13 (tuc 1a 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F va 33F), va polysacarit vo cua typ
huyét thanh 4 thé hién muc cao hon dang ké cta nong do IgG dac hiéu huyét thanh hon 1a
trong PREVNAR13. Ciing quan sat thdy rang viéc ting gap doi luong cia khang nguyén

typ huyét thanh 3 tr 2,2 pg 1én 4.4 pg bt ngd lam tang ndng do IgG dac hiéu trong huyét

47



49417

48/61

thanh d6i voi tat ca chir khong phai ba typ huyét thanh. Ciing ¢6 thé st dung lidu cao hon

ctia nhiéu tvp huyét thanh, nhu da dwoc chiung minb boi phuong an PCV21(1/5)-TT

trong do luong cua typ huyét thanh 3, 4, 6B, 9V, 19A va 19F da tang tir 2.2 pg lén 4.4 pg
("Multi-CRM97 4.4").

Xét nghiém giy mién dich chirc niang (MOPA)

Bang &. DO chuidn MOPA d6i véi 21 typ huyét thanh vao 2 tudn sau khi gdy mién

dich thu cap

Typ _ PCV2I(1/5-TT) |
) PCV21(1/5-TT) | PCV21(1/5-TT)
huyét | PREVNARI3 Multi-CRM 97
3-CRMjo7 2.2 3-CRM97 4.4
thanh 4.4

I 109 236 276 255

3 740 514 836 768

4 2272 2522 2216 2376

5 3638 12393 18293 2559

N 4649 2187 3607 2401

6B | 4915 767 51906 1555

T 2414 2014 2227 1781
N Khdng dugc

8 ‘ 582 694 690

thir nghiém

ON 84 937 1252 683
oV 295 474 419 290

Khong dugc »
10A 566 737 674
th nghi€ém
Khong dugc - 4
I1A 801 1666 1878
thir nghiém : :
Khong dugc _
12F 600 1008 1298
| thu nghiém :

4 1659 1503 1200 959
158 79 902 1459 1794
18C 2933 2594 4095 2968

19A 3910 957 1244 751
| [9F 1570 908 2175 1453
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Typ | PCV21(1/5-TT)

) PCV21(1/5-TT) | PCV21(1/5-TT)
huyét | PREVNARI3 7 Muliti-CRMi97
3-CRMyy7 2.2 3-CRM97 4.4
thanh 4.4
Khong dugce ~
22F 2268 7833 3516
thur nghiém
23F 1956 677 786 709

Khong dugce
33F . 1021 1115 736
th nghiém !

Nhu trong 4-2, khi céac typ huyét thanh 1 va 5 dugc lién hop v6i TT, kha nang gay
mién dich chuc nang dugc cai thién so véi kha nang gay mién dich chtc nang thu dugc
khi ching duge lién hgp véi CRMigs. Tho da dugc gay mién dich voi PCV21(1/5)-TT
cling chiing 16 su tang lén dang ké ctia do chudn MOPA chirc nang chdng lai moi trong
s tam typ huyét thanh bd sung lién hop voi CRMig7 ma khong c6 mat trong
PREVNARI3 (tirc 1a, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 22F, va 33F). Cing ¢6 thé su dung
lidu cao hon cua nhidu typ huyét thanh, nhu ching minh bsi PCV21(1/5)-TT Multi-
CRM97 4.4, ﬁ‘ong do lugng cua typ huyét thanh 3, 4, 6B, 9V, 19A, va 19F duoc tang ien
2.2 pg dén 4.4 pg.

4-4 PCV21(1/5)-TT

Céac thi nghiém cta 4-2 duoc lap lai voi phuong an PCV21(1/5)-TT ¢o 4.4 ug cua
polysacarit vé tr cac typ huyét thanh 3 va 4 ("3,4-CRM.g7 4.4"). Noéng d6 IgG dac hiéu
typ huyét thanh va do chuin gdy mién dich chirc nang duge do theo cung cach nhu trong
4-1, va két qua dugc thé hién nhu sau.

Po ndng dd IgG dic hiéu typ huyét thanh

Bang 9. Nong do IgG (U/ml) déi véi 21 typ huyét thanh luc 2 tuan sau khi gay
mién dich thu cip dbi vai 3,4-CRMio7 4.4

Typ huyét PCV21 (1,5-TT)
Prevnari3
thanh 3,4-CRM197 4.4
1 2512.,6 11687,9
3 6160,3 16537,5
4 13018,1 23834.9
5 7738.,6 » 35815,1
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| Typ huyét

PCV21 (1,5-TT)

Prevnarl3
thanh 3,4-CRM97 4.4

6A 13701,1 6476,3
6B 2290,0 881,1
TF 22885,1 25523.,5

8 170,1 19027.5
ON 971.4 35064,1
oV 13803,2 18139,3
10A 130,0 7028,4
11A 165,6 10215,7
12F 130,0 3770,0
14 33330 49774
15B 203,2 8956.5
18C 28120,5 21748,1
19A 18587.,6 6785,8
19F 29732,6 344972
22F 130,0 21193,6
23F 39629 1791,5
33F 130,0 13194.5

50/61

Khi céc polysacarit vo cua cac typ huyét thanh 1 va 5 dugc lién hop voi TT, nong

do6 1gG dac hi€u typ huyét thanh ting dang ké so vai khi chung dugc lién hop véi CRMior.

Tho dugc gdy mién dich véi PCV21(1/5)-TT ciing chimg t6 sy gia tang dang ké ciia nong

6 1eG s0 véi tam typ huyét thanh bd sung khong co trong PREVNARIS3 (tie 1a 8. 9N,

10A, 11A, 12F, 15B, 22F va 33F). Ciing quan sét thdy rang viéc tang glp doi lugng cla

khang nguyén typ huyét thanh 3 va typ huyét thanh 4 tir 2,2 pg 1én 4,4 pg thé hién mtc

cao hon dang ké ctia ndng do IgG dic hidu huyét thanh so véi & PREVNARI3. Cling 6

thé st dung liéu cao hon cua nhiéu typ huyét thanh, nhu da dugc ching minh boi phuong

4n PCV21(1/5)-TT trong d6 luong cua typ huyét thanh 3 va 4 da tang tor 2,2 pg 1én 4.4
ng (“3,4-CRMiyo7 4.47).

Xét nghiém giy mién dich chirc ning (MOPA)
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Bang 10. DO chudn MOPA déi véi 21 typ huyét thanh vao 2 tudn sau khi gdy mién

dich thu cap

Typ huyét PCV21 (1,5-TT)
thanh Prevnarl3 3,4-CRM197 4.4
1 54 455
3 393 968
4 2072 3331
5 306 1621
6A 2355 1315
6B 1614 1410
7F 952 981
8 5 986
9N 52 2072
Y 324 479
10A 2 427
11A 4 1103
12F 2 266
14 539 969
15B 5 255
18C 1996 1392
19A 1870 774
19F 1516 1352
22F 2 1796
23F 928 496
33F 2 292 |

Khi cac typ huyét thanh 1 va 5 duoc lién hop véi TT, kha nang gay mién dich

chuc nang duoc cai thién so véi kha nang gay mién dich chirc ning thu duoc khi ching

duoc lién hop voi CRMe7. Tho da duge gay mién dich v6i PCV21(1/5)-TT cling chung

to su tang 1én dang ké ctia do chudn MOPA chirc nang chéng lai mdi trong sb tam typ

huyét thanh bé sung lién hop voi CRMig7ma khong c6 mét trong PREVNARIS3 (tie Ia, 8,

ON, 10A. 11A, 12F, 15B, 22F, va 33F). Ciing c6 thé st dung lidu cao hon cua nhiéu typ
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huyét thanh, nhu chimg minh béi PCV21(1/5)-TT 3,4-CRMi97 4.4, trong do luong cua
tvp huyét thanh 3 va 4 dugc tang lén tir 2,2 pg dén 4,4 pg.

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

Diéu ché ngan hang té bao

Typ huvét thanh 9N Streptococcus pneumoniae (ATCC 6309} dugc mua tor Bao
Tang Giong Chudn Hoa Ky (ATCC). D¢ tang sinh chiing nay va loai bo céc thanh phan
¢6 nguon goc dong vat, gidng gbe duoc nudi cdy trong mot vai thé hé. Céc lo du trit duoc
gitr trong ti ianh (< -70 °C) cung voi glyxerol tong hop lam chét bao vé lank. Dé diéu ché
ngan hang & bao, mdi truong nudi chy té bao duoc ting sinh trong moi truong dua trén
dau nanh Trude khi lam dong lanh, céc té béto. duqc‘cé dac béng cach ly tam va, sau khi
loai bo maéi trudng duge s dung, cdc vien té bao duoc tai tao huyén pht trong moi
truong moi chira chét bao vé lanh (vi du, glyxerol tong hop).

Lén men

Dich nudi ciy tir ngan hang té bao duge gdy nhiém vao chai gidng chira moi
wuong dura trén dau nanh. Cho dén khi diéu kién taing trudng dugce thda man, dich nuoi
cay dugc ¢ O nhi‘ét do ldlf)hg d6i ma khong khudy tron. Dich nuéi c'éyvdu()’c gdy nhiém
vao thiét bi 1én men giéng‘(‘:hﬁ'a moi truong géc dau nanh, Véiv nhiét do, pH va toc do
khudy tron dﬁqc kiém soat, bang cach st dung chai gidng. Qua trinh [én men bi cham dut
sau khi su tang trudng bi dung lai hodc kha nang lam viéc ctia binh 1én men da dat dugc.
Sau khi két thiic qua trinh 1én men bang cach bd sung chat khit hoat tinh, cac manh vun
cua fé bao dugc loai bo bé“tng cach su dung két hop ly tdm va loc dong lién tuc.

Tinh ché |

Quy trinh tinh ché polysacarit phé cau bao gdm loc da 16p, co/loc tuan hoan co
pha loang lap di iap lai va loc/rira giai. |

‘ - Hoat hoa |

Nong do polysacarit cudi clng duoc didu chinh dén khoang 2,0 g/l béng cach bd
sung tuan ty WFI ¢ lwong da dugc tinh. Néu can thiét, do pH phan tung duoc diéu chinh
dén khoang 6,0. Sau khi diéu chinh pH, nhiét do phan ung dugc diéu chinh dén 21-25 °C.
Khoang 0,024-0,189 mg natri periodat dugc bd sung vao mdi 1 mg duong dé bat dau qua

trinh oxy hoa. Phan tng oxy hoa dugc tién hanh trong 16-20 gio ¢ 21-25 °C.
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Polysacarit da dugc hoat héa.duqc ¢d va loc qua mang siéu loc MWCO 100 kDa.
Qué trinh loc tiAn hoan ¢6 pha loang duoc tién hanh déi véi WFI cua 10 ldn thé tich cua
thé tich foc tuan hoan. Sau do, polysacarit da dugc hoat hoa da dugc tinh ché dugc luu
trit & 2-8 °C. Sacarit hoat hoa da dugc tinh ché duoc dic trung boi (i) nf”mg do sacarit
duoc xac dinh bang xét nghiém do mau, (ii) néng do aldehyt dugc xac dinh bing xét
nghiém do mau, (iii) mic d oxy hoa va (iv) khéi hrong phan tir duoc do hang SEC-
MALLS.

SEC-MALLS duoc str dung dé xac dinh khdi luong phan (r ctia polysacarit va thé
lién hop polysacarit-protein. SEC duge st dung dé tach polysacarit dua trén thé tich thuy
dong lue hoe. BO phat hién chi s6 khie xa (RI) va bd phat hi¢n tan xa anh sang laze da
goc (MALLS) duoc stz dung dé xdc dinh khéi lugng }Jhd"l tar. Khi anh SdDO pndn ung \'01
vat liéu. Anh ﬁng bi tan xa. Lwong anh %ang tan xa co hen quan dén ndng do, binh
phuong cua dn/de (su gia tang chi s6 khac xa riéng) va khdi luong mol cta vat ligu. Khoi
luong phan ti dwoc tinh dua trén tin hiéu ctia anh sang tan xa tir b ph-ét hién MALLS va
tin hidu ndng do tir bd phat hién RI.

Muc do oxy hoa (DO) cua polysacarit da duoc hoat héa dugc xac dinh la s6 mol
cta don vi dudng 1gp lai chia cho s mol ctia aldehyt. SH mol ctia don vi lap lai duong
duoc xac dinh béng céc k¥ thuat do mau khac nhau, vi du, ban g cach st dung xét nghiém
anthrone. V&, s& mol cua aldehyt dugc xé4c dinh bang xét nghiém do mau Fark-Johnson.

Bang cach st dl_mg cac k§ thuat duge md ta & trén, ngudi ta da xac dinh ring
polysacarit vo typ huyét thanh 9N Streptococcus pneumoniae thu dugc bang phuong
phap duge md ta o trén c6 mirc do oxy héa 1a 2-19, cu thélhoh 1a 5-10 va kbhdi luong
phén t 14 khoang 200-700 kDa.

Sw lién hop |

Polysacarit dd dugc hoat hoa duge pha tron v4i protein mang CRMig7, vol ty 1€

-0, 5 2e CRMyg7 trén 1 g polybacarit da duogc hoat hoa Sau do hon hop da pha trdn duoc
lam dong kho. Hon hop dong kho cua polysacarlt da hoa‘ hoa va CRl\h 57 dugc bao quan
¢ -20 °C.

Hon hop dong kho cua polysacarit da hoat hoa va CRM¢7 dugc hoan nguyén

..trong dung dich natri photphat 0,1 M va sau d6 tron da. Nong do polysacarlt cubi cling
- trong dung dich phan tng la khoing 10-20 ¢/l. Sau khi bat ddu su lién hop bang cach bd

“sung 1.0-1,2 duong lugng mo! natri xyanoborohydrua (NaBH3;CN) vao hon hop phan ing,

o
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phan tng dugc tién hanh & 35-39 °C trong 44-52 gio. Phan ng lién hop da duoc chém
dirt bang cach bd sung dung dich natri clorua 0,9% c6 cung thé tich v6i dung dich phan
ung lién hop va sau d6 thém 1,8-2,2 duong luong mol natri borohydrua (NaBHa) dé tao
ra aldehyt khong phan tng. Phan ung gan mii duoc tién hanh & 21-25 °C trong 3-6 gio.

Dung dich lién hop dugc pha lodng véi dung dich natri clorua 0,9% dé co dac va
loc tuan hoan c6 pha loang bing mang MWCO 100 kDa. Dung dich lién hop da pha
loang duoc loc qua bd loc 0,8-0,45 pm va duogc tinh ché béng cach ¢6 va loc tuan hoan ¢6
pha loang. Qua trinh loc tudn hoan co6 pha lodng st dung mang MWCO 100 kDa duoc
tién hanh bang cach st dung dung dich natri clorua 0.9% cua 15 - 40 lan thé tich loc tudn
hoan. Sau khi hoan thanh viée loc tudn hoan c6 pha lodng, dung dich con lai duoc loc qua
bd loc 0.2 wm. Dung dich lién hop dugc pha l'oﬁng dén nong do dudi xéap xi 0.35 mg/ml,
duoc loc vo trung va sau do dugce bdo quan ¢ 2-8 °C. |

Cu thé 14, thé 1ién hop huyét thanh 9N duge dic trung bdi (i) nong dé protein duge
xac dinh bang xét nghiém do mau (Lowry). (ii) nodng do aldehyt dugc xac dinh bang xét
nghiém do mau, (iii) ty 1& sacarit voi protein, (iv) phan b6 kich thudce phén tir duge xéic
dinh bang séc ky loai trir kich thude (CL-4B) va (v) khoi lugng phén tr duge do bang
SEC-MALLS.

Su thay doi trong cac ddc tinh cua thé lién hop typ huyét thanh 9N dugc quan sat

trong khi thay ddi mire 4o oxy hoa (DO). Két qua dugc tom tit trong Bang 11.

Bang 11
Thé lién hop sb 1 2 3 4 5 6 |
Khdi luong phan tr caa polysacarit
582 | 619 | 459 | 563 | 490 | 427
da duoc hoat hoa, kDa
DO 182 | 94 | 74 | 67 | 43 | 23
Ty 1¢ dau vao (P:S) 0,8:1
Nong dd polysacarit trong dung dich 50.0
phéan tng lién hop, g/1 '
% nang suat lién hop 53 43 39 32 33 39
Ty 1€ sacarit voi protein 2,1 1.5 1.3 1,1 1,0 | 0,78
% sacarit tu do 44 28 22 20 21 31
% phan bo khdi luong phén tu 52 49 50 55 44 31 |
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Thé lién hop sb 1 2 3 5 6
Khéi luong phan tr ctia thé lién hop,
" 860 | 1.110 | 1.912 | 1.168 | 1.189 | 1.160
KLa

55/61

Su thay dbi vé dic tinh cta thé lién hop typ huyét thanh 9N da dugc quan sat trong

khi thay ddi ty 1& pha tron cua polysacarit da dugc hoat hoa va CRM 97 trong qua trinh

dong kho. Két qua duge tom tat trong Bang 12.

Bang 12
Thé lién hop sb 7 8 9 10 11
Khdi lugng phan ttr cua polysacarit
da duoc hoat hoa, kDa 287
| DO 5,6
Ti 1¢ dau vao (P:S) 2:1 1,5:1 1:1 0,67:1 0,5:1
Nong do polysacarit trong dung dich
phan tng lién hop, g/l 20.0
% nang suat lién hop 25 50 43 41 66
Ty 1¢ sacarit véi protein 0,71 0,85 1,0 1,2 1.8
% sacarit tu do 5 6 15 27 62
% phan bo khi lugng phan ti 52 58 50 40 22
Khéi lwong phan tir ctia thé lién hop,
\Da 3.720 | 3.713 | 1.327 | 1.016 545

Su thay déi vé ddc tinh ctia thé lién hop typ huyét thanh 9N da dugc quan sat trong

khi thay d6i nong do polysacarit trong dung dich phan tng lién hop. Két qua duoc tom tét

trong Bang 13.

Bang 13
Thé lién hop s6 12 13 14 15 16
Khdi luong phan tir clia polysacarit 560
da duoc hoat hda, kDa
DO 6,1
Ti 1¢ dau vao (P:S) 0,8:1
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None do polysacarit trong dung dich
g e poly . & 10,0 12.5 15.0 17,5 20,0
phan ung lién hop, g/l

% nang suat lién hop 20 31 28 40 42
Ty 1€ sacarit v§i protein 1,0 1,0 0,93 0,99 0,97
% sacarit tu do 32 30 22 21 18
% phan bo khoi lugng phén tur 17 27 40 47 54

Khdi lugng phan tir ctia thé lién hop,

kDa

560 546 845 932 1.438

Vi du 6. Phan tich khd ndng mién dich

Hop phan thé lién hop don tri c6 chira thé 1ién hop sacarit-protein typ huyét thanh
9N Streptococcus pneumoniae lién hgp véi CRMig7 dugc tao ché pham.

Khéa ning mién dich cua hop phan gdy mién dich don tri ctia Bang 11-13 dugc
phan tich bang ELISA. Nong do trong huyét thanh cua IgG dac hiéu typ huyét thanh da
dugc xac dinh.

Néam con thé tring Niu Di Lan gidng cdi nang 2,5-3,5 kg dugc gay mién dich bang
liéu lam sang ¢ nguoi dugc dé xuét (thé lién hop 2,2 pg; + 0,25 mg/ml nhom nhu AIPO4)
& 0 tuan qua duong trong co. Céc con thé dugc gay mién dich lai vao tudn 2 bang vac-Xin
lién hop c6 cing lidu lugng va miu mau duge liy vao tuan 4. ELISA déc hiéu typ huyét
thanh duoc tién hanh déi véi mau huyét thanh & tudn 0 va tuan 4.

Két qua phan tich duoc thé hién trong Bang 14. Cac con thé dugc tiém chung
bang hop phan thé lién hop don tri (thé lién hop s6 8) cho thay su gia ting dang ké cia do
chuén IgG tong s6 dbi v6i typ huyét thanh ON. Céc con tho dugc tiém chung bang cac thé
lién hop khac cling cho thdy su gia tdng déng ké ctia d chudn IgG tong s0.

Bang 14 thé hi¢n két qua do nong d9 IgG sau khi gay mién dich tho bang thé lién
hop s6 8 ctia Bang 12.

Bang 14
Nong do IgG (U/ml)
Typ huyét thanh Trude gy mién dich Sau gay mién dich
ON 130,0 656.345,3
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Mac di mot hode nhiéu phuong an vi du dd dugc mo ta trong ban mo ta nay. ngudi co
trinh dd ttung binh trong linh vuc s& hifu rang cac thay d6i khac nhau veé hinh thirc va chi
liét ¢6 thé duoe tao ra & trong d6 ma khong nam ngoai tinh than va pham vi cua y tuong

sang tao nhu duoc xac dinh boi cac yéu cau bao hd sau day.

TAI LIEU THAM KHAO
Céc 1ai lieu tham khao sau ddy dugc trich dan trong don nay va cung cap thong tin
chung vé liith vue k§ thudt va cung cip cac x4t nghiém va cac chi tiét khac dugc thao
n trong don nay. Céc tai liéu tham khao sau ddy dugce dua toan bo vao diy hang cach
vién dan. ‘
| (1] P'rvmula'va dong tac gié. The Lancet, 3'67-740-43 (2006).
[21 Vesikari va dong tac gia, PIDJ, 28(4): 566-76 (2009).

[3] Daganva dong tac gia, Infection & Iramunity, 5383-91 (2004).

[4]  Juergens va ddng tac gia, Clinical and Vaccine Immunology, 21(9):1277-
1281 (2014).

(51 Andrews va ddng téc gia, The Lancet, 14:839-846 (2014).

[6] | Nurkka va d'ﬁ")na tac gia, Vaccine, 20:194-201 (2001).

(7] Levinand Stone, . Immuanol, 67:235:242 (1951).

87  W.H.O. Manual for the Production and Control of Vaccines: Telanus

Toxoid, 1977 (BLG/UNDP/77.2 Rev.l.)
[9]  Didierlaurent va ddng tac gia, J Immunol., 183:6186-6197 (2009).
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Yéu cau bao ho

1. Hop phan thé lién hop phé cau khuin da tri, chit mang hon hop, ¢6 chia 21 the
lién hop polysacarit vo-protein phé ciu khuan khac nhau, trong d6 moi thé lién hop
polysacarit vo-protein phé cau khuén c6 chira chdt mang protein lién hop voi polysacarit
Vo tor typ huyét thanh khac cta Streptococcus pneumoniae, trong do typ huyét thanh
Streptococcus pneumoniae nay dugc chon tir 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A.
12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F,

trong do chit mang protein 1a CRM197 hodc doc t6 ubn van, va

trong do hai trong sb cac polysacarit vo dugce lién hop véi dde td udbn van va cac
polysacarit vo con lai duoc lién hop vi CRMy7, trong do hai polysacarit vo dugc lien

hop véi doe t uon van duge chon tir nhém gom cée typ huyét thanh 1, 3 va 5.

2. Hop phan thé lién hop phé cau khuén da tri, chat mang hon hop theo diém 1. trong
do cac polysacarit vo tur cac typ huyét thanh 1 va 5 duoc lién hop véi doc td uén van, va
cic polysacarit vo tir cac typ huyet thanh 3, 4, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A. 1A, E”F 14,
158, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F duqc lién hop vai CRMo7.

3. Hop phan thé lién hop phé cau khuan da tri. chat mang hdn hop theo diém 1, trong
do cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1 va 3 dugc lién hop véi doc t6 ubn van, va
cac polysacarit vo tur cac typ huyét thanh 4, 5, '6A, 6B, 7F, 8, ON, 9V, 10A, 11A, 12F, 14,
15B. 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F duoc lién hop véi CRMir.

4. Hop phan thé lién hop phé cAu khudn da tri, chat mang hdn hop theo diém 1. tfong‘
do céac polysacarit vo tir cac typ huyet thanh 3 va 5 duoc lién hop véi doc t6 udn van, va
cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1 4, 6A, 6B. 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A 12F, 14,

15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F duoc lién hop vGi CRM97.

5. Hop phén thé lién hop phé cu khuén da tri, chét mang hon hop theo diém 1, ¢o

chta thém chat bo tro.
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0. Hop phan thé lién hop phé cau khuan da tri, chit mang hon hop theo diém 5, trong

d6 chat bo tro la chat bo tro géc nhom.

7. Hop phan thé lién hop phé cau khuan da tri, chdt mang hdn hgp theo diém 6, trong
do chét bo wo duge chon tr nhom bao gdm nhdm photphat, nhom sulfat va nhom

hydroxit.

8. Hop phan thé lién hop phé cau khuén da tri, chit mang hon hop theo diém 7, trong

d6 chét bo tro 1a nhom photphat.

9. Hop phan thé lién hop phé cau khuén da tri, chdt mang hon hop theo diém 1, trong
do:

polysacarit vo tur typ huyét thanh 9N duoc lién hop voi CRMig7 ¢ trang thai trong
d6 polysacarit vo tir typ huyét thanh 9N duge hoat héa dé c6 miic do oxy héa la 2-19
hoac 5-10 va khoi lugng phan tir 1a 200-700 kDa;

thé lién hop dugc tao thanh gitra cac polysacarit vo tur typ huyét thanh 9N va
CRM97 ¢6 khoi luong phén tir 1a 500-4.000 kDa;

ty 1¢ (khoi luohg/khéi lugng) cta polysacarit vo tu typ huyét thanh 9N voi
CRM 97 trong thé lién hop dugc tao thanh gitra cac polysacarit vo tir typ huyét thanh 9N
va CRM97 12 0,5-2,5; va’hodc

15-60% cua thé lién hop dugc tao thanh gilta cac polysacarit vo tur typ huyét thanh

9N va CRM 97 c6 Kq bing 0,3 hodc & dudi trong cot CL-4B.

10.  Vacxin chira hop phan thé lién hop phé cau khudn da tri, chdt mang hdn hgp theo

diém 1 va ta duoc dugce dung.

11.  Vacxin theo diém 10, trong d6 21 thé lién hop polysacarit vo-protein phé cau
khuidn khac nhau bao gdm cac polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1 va 5, mdi
polysacarit vo nay duoc lién hop véi doc td ubn van, va cac polysacarit vo tit cac typ
huyét thanh 3. 4, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F. 14, 15B 18C, 19A, 19F, 22F,

23F. va 33F, moi polysacarit vo nay dugc lién hop véi CRMiy7.
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12.  Vacxin theo diém 11, trong d6 vacxin dugc diéu ché 1a liéu dung don 0,5 ml chira
tir 2 pug dén 2,5 pg mdi polysacarit vo ngoai trir polysacarit vo ctia typ huyét thanh 6B, va

tr 4 pug dén S pg polysacarit vo tir typ huyét thanh 6B.

13.  Vacxin theo diém 12, trong d6 vacxin dugc diéu ché 1a lidu dung don 0,5 ml chtra
2,2 ng mdi polysacarit vo ngoai trir polysacarit vo cta typ huyét thanh 6B, va 4,4 pg
polysacarit vo tu typ huyét thanh 6B.

14, Vacxin theo diém 11, trong d6 vacxin duoc diéu ché 1a liéu dung don 0,5 ml chia
fir 2 pg dén 2.5 g mdi polysacarit vo tir cdc typ huyét thanh 1, 5, 6A, 7F, 8, ON, 10A,
11A, 12F, 14. 15B, 18C, 22F, 23F, va 33F va tur 4 pg dén 5 ug moi polysacarit vo tir cac
typ huyét thanh 3, 4, 6B, 9V, 19A, va 19F.

15.  Vacxin theo diém 14, trong d6 vacxin dugc didu ché 1a liéu dung don 0,5 ml chua
2,2 ug moi polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 1, 5, 6A, 7F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 14,
15B. 18C, 22F, 23F, va 33F va 4,4 ug mdi polysacarit vo tir cac typ huyét thanh 3, 4, 6B,
9V, 19A, va I9F.

16.  Vacxin theo diém 11, trong d6 vacxin duoc didu ché 1a liéu dung don 0,5 ml chua
2.2 ug moi polysacarit vo ngoai trur 1én dén sau typ huyét thanh duge chon tir nhom bao
gém typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6B, 9V, 19A, va 19F, va 4.4 ng moi polysacarit vo tir 1én
dén sau typ huyét thanh dugc chon tir nhom bao gbm typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6B, 9V,
19A, va 19F.

17. Vacxin theo diém 11, trong d6 vacxin dugc diéu ché 1a liéu dung don 0.5 ml chira:
tir 2 ug dén 2,5 pg mdi polysacarit vo ngoai trir typ huyét thanh 6B;
tir 4 pg dén 5 pg polysacarit vo tir typ huyét thanh 6B;
tr 2 pg dén 25 pg doc t6 ubn van;
tr 40 pg dén 75 ug CRMo7;
tr 0,125 dén 0,250 mg chét bo tro nhom nguyén td;
natri clorua; va

dém sucxinat.
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8. Vacxin theo diém 17, chira thém polysorbat 0.
19.  Vacxin theo diém 17, trong d6 chét bd tro nhom nguyén t& chira nhom phosphat.

20.  Vacxin theo diém 17, chira 2,2 pug mdi polysacarit vé ngoai trir typ huyét thanh 6B

va 4,4 pg polysacarit vo tr typ huyét thanh 6B.
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