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(57) Cac phuong 4n trong ban mé ta d& cip dén ché pham va phuong phap dé lam
6n dinh flavivirus. Theo cdc phuong an nhét dinh, ché phim va phuong phap duoc
boc 16 & day lién quan dén viéc 1am 6n dinh cac flavivirus séng, da dugc giam doc luc
hodc chua dugc giam ddc luc (chéng han cac flavivirus séng nguyén ven). Cac
phuong 4n khac lién quan dén ché phidm va phuong phap lam giam su thoai bién coa
cac flavivirus séng, da dugc giam doc luc hodc chua duge gidm doc luc. Cac phuong
an khac d& cap dén cac hdn hop phdi ché cai tién dé kéo dai su 6n dinh cla céc
flavivirus sdng da duoc 1am giam doc luc hodc chua duge 1am giam doc luc trong qua
trinh san xuét, bao quan, bao quan tich cuc va van chuyén. Cac phuong 4n khéac nita
dé cap dén viéc st dung ché phém duoc boc 10 & day trong céc kit dé dung cho cac

tng dung va phuong phéap vin chuyén.
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Linh vwe k§ thuat dwoc dé cap

Céc phuong 4n trong ban mé ta nay dé cap dén ché pham va phwong phap aé
lam 6n dinh flavivirus. Theo cdc phwong an nhit dinh, ché phdm va phwong phap
dugc boc 16 & day lién quan dén viéc 1am 6n dinh cac flavivirus sdng, di duge giam
doc luc hodc chua dugc giam doc luc (chéng han céc flavivirus séng nguyén ven).
Céc phuong 4n khéc lién quan dén ché phdm va phwong phap 1am giam su thoai bién
cua cac flavivirus séng, da duoc gidm doc luc hodc chua dugc giam doc luc. Céc
phuong 4n khac dé cap dén cac hon hop phdi ché cai tién dé kéo dai su 6n dinh cla
cac flavivirus sdng da duoc 1am giam ddc luc hodc chua duge lam giam doc luc trong
qué trinh san xuét, bio quan, bao quan tich cuc, van chuyén va phan phéi. Cac phuong
an khac nita dé cap dén viéc su dung ché phém duoc boc 10 & day trong céc kit cho

cac ung dung c6 thé van chuyén dugc va cac phuong phap sir dung.
Tinh trang ki thuit ciia sang ché

Vicxin va hdn hop phéi ché vicxin duoc chi ra 1a quan trong dé bao vé ngudi
va dong vat khoi anh huong bét 1gi cia nhiéu loai bénh, nhu nhitng bénh gy ra boi
virus. Mot trong s6 nhimg k§ thudt phong bénh thanh céng nhat déi v6i vacxin tir
virut 12 gy mién dich cho dong vét hodc ngudi bang chung virut da dugc lam yéu
hodc lam giam doc luc (“virus séng da dugc lam giam doc luc™). Céc ching virut da
duoc lam giam doc Iwc mdt cach thich hgp ma 1a mot phén cia ché phém sinh mién
dich c¢6 kha nang sao chép han ché sau khi gy mién dich, va do véy, khong gy ra
bénh. Tuy nhién, sy sao chép virut han ché cua virut da dugc lam giam doc lyc 1a du
dé biéu hién toan bod kho cic khang nguyén virut va tao ra cac dap img mién dich tiém
nang va kéo dai ddi vai virut nay. Vi vay, ngay khi tiép xic sau d6 véi ching virut
gay bénh, dbi twong da duoc gay mién dich c6 kha nang phat trién bénh 1a giam. Cac
vacxin virut séng da dugc lam giam ddc luc nay la cac vacxin hiru hiéu nhét dugc st

dung trong stc khoe cong dong.
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Dé cac vacxin virut séng da dugc giam doc luc ¢ hiéu qua, ching can phai ¢
kha nang sao chép sau khi gy mién dich, va ban thin c4c virut phai dugc bao vé khoi
su thoai bién trong qua trinh bao ché ciing nhw van chuyén truée khi ding cho ddi
tuwong, vi du dé dam bao rang ndng do litu luong ding dugc vén chuyén dén dbi
tugng nay. Mot s6 vacxin nhay cam ddi vai cac thai cuc nhiét do; hodc qué nhiét hodc
lam lanh dot ngdt c6 thé 1am vo hoat vacxin. Viéc duy tri “chudi lanh” ndy trong subt
qua trinh phan phdi 14 dac biét kho khin & nhitng nuéc dang phat trién. Vi vay, van
can cai tién d6 6n dinh cta ca virut séng da duoc lam giam ddc luc hién c¢6 va moi
dugc phat trién va virut séng dé cai thién viéc san xut vicxin, cling nhu la, van

chuyén va phan phéi hdn hop phdi ché.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Céc phuong 4an trong ban md ta nay dé cip dén ché pham va phuong phap dé
]am &n dinh flavivirus séng. Theo cac phuong an nhét dinh, ché pham va phwong phap
dugc boc 10 & day lién quan dén viéc 1am 6n dinh flavivirus nguyén ven séng, da duoc
giam doc luc hodc chua duge giam doc luc. Cac phuong an khéac lién quan dén ché
pham va phuong phap 1am giam sy thodi bién cua cac flavivirus séng, da duge giam
doc luc hodc chua dugc giam ddc luc. Cac phuong an khéac nita dé cap dén cac hdn
hop phéi ché cai tién dé kéo dai sy dn dinh cua cac flavivirus séng da duge lam gidm
ddc luc hodc chua dugc lam giam doc luc trong qua trinh san Xudt (chc'ing han vacxin
hodc chét tri liéu chéng virus), bao quan, van chuyén va st dung cho dbi tugng. Cac
phwong 4an khéc nita d& cap dén viéc st dung ché phdm hodc hdn hop phdi ché dugc
bdc 10 ¢ day trong cac kit cho cac irng dung va cac phuong phap co thé van chuyén

duoc.

Céc phuong an trong ban mo ta nay dé cap dén cac ché pham dé lam 6n dinh
cac virut séng ma c6 thé bao gf“)m mot hodc nhiéu flavivirus séng, mdt hodc nhiéu tac
nhan hydrat cacbon, va mdt hodc nhiéu axit amin hodic cac mudi, este hodc din Xuét
amit ctia n6. Theo cac phuong an nay, hén hop phdi ché st dung & day gitp 6n dinh
flavivirus séng. Theo cac phuong an khac, ché phdm dé ding trong ban md ta nay lam

6n dinh flavivirus song dé dung trong thuong mai.
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Theo cac phwong 4n nhit dinh, cdc hdn hop phéi ché duge boce 16 & day co thé
bao géma nhung khong giéi han &, cac hon hop phéi ché dé 1am 6n dinh flavivirus.
Flavivirus c6 thé bao gdm, nhung khéng gidi han &, virut st xut huyét, virut West
Nile, virut gdy viém ndo do tic gdy ra, virut gy sbt vang da, virut gdy viém nio Nhat
Ban, virut Kunjin, virut gy viém ndo St. Louis, virut gdy viém ndo Murray Valley,

virut Zika, hodc virut bat ky cé lién quan cta no.

Theo mot s6 phwong an, cac hdén hop phdi ché duogc boc 16 & day c6 thé con
bao gdm chét dém. Theo cic phuong an nay, chit dém co thé bao gdm, nhung khong
gi6i han 6, dung dich mudi dém phosphat (phosphate buffered saline - PBS), dém
TRIS, d&m HEPES hodc cac dém twong tu. Theo cac phuong &n nay, chét dém co thé
bao gdm it nhit mot mubi natri clorua (NaCl), mononatri va/hodc dinatri phosphat
(Na,HPO,), kali clorua (KCI), va kali phosphat (KH2PO4). Theo mét sé phwong 4n,
chat dém cua cac hon hop phéi ché dugc boc 10 & day co thé bao gém natri clorua
(NaCl) ¢6 ndng do tir khoang 10,0 mM dén khoang 200,0 mM. Theo cic phuong 4n
khéc, cac hdn hop phdi ché dé lam bn dinh cac flavivirus séng hodc séng da duogc

giam ddc lyc khong chira magie clorua (MgCly).

Theo cac phuwong 4n nhét dinh, cac hdn hop phdi ché duge boc 16 & day c6 thé
coOn bao gém mdt hodic nhiéu tic nhan protein. Theo cic phuong an nay, mot hoac
nhiéu tdc nhan protein c6 thé bao gdm, nhung khéng giéi han o, albumin, gelatin
va/hodc dextran. Vi du, albumin c6 thé bao gf”)m, nhung khong gidi han &, albumin tai
t6 hop, albumin ty nhién, albumin huyét thanh nguoi (HSA) hodc tac nhan twong tu
albumin. Theo cac phuong an khéc, mot hodc nhiéu tac nhin protein trong ché phim
c6 thé bao gdm, nhung khong gi¢i han &, albumin huyét thanh bét ky, albumin huyét
thanh nguoi (HSA), albumin huyét thanh bo (bovine serum albumin - BSA), huyét
thanh tir dong vat c6 vu twong Gng bét k¥, gelatin, dextran, polyme polyol, hozc t6
hop ciia ching. Theo cic phuong 4n nay, mot hodc nhiéu tic nhan protein trong hdon
hop phéi ché dugc boc 16 & day c6 thé bao gdm albumin, nhu albumin huyét thanh
ngudi hodic albumin téi t& hop c¢6 ndng do tir khoang 0,01% dén khoang 2,0% (wW/v).
Theo médt phwong 4n, hdn hop phdi ché duge boc 16 & ddy c6 thé bao gdom albumin

huyét thanh ngudi (HSA) c¢6 ndng do tir khoang 0,01% dén khoang 2,0% (wW/v).
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Theo cac phwong an khac, mot hodc nhiéu tac nhan hydrat cacbon cta cac hon
hop phéi ché duge boc 16 & day c6 thé bao gdbm, nhung khong giéi han 6, trehaloza
(chéng han D-trehaloza dehydrat), galactoza, fructoza, lactoza, sucroza, chitosan,
manitol hodc tb hop cta chiing. Theo cac phuong an nay, néng do cua mdt hoac nhiéu
tdc nhan hydrat cacbon c6 thé tir khoang 0,5% dén khoang 15,0% (w/v). Theo cic
phuong 4n nhit dinh, mét hodc nhiéu tac nhan hydrat cacbon trong hon hop phéi ché
duge boc 16 & diy c6 thé bao gdm trehaloza va/hodc sucroza. Theo cic phuong 4n
khac, mot hodc nhiéu tac nhan hydrat cacbon trong hén hop phéi ché duge boc 16 &
day c6 thé bao gdm manitol két hop voi it nhat mot trong s trehaloza va sucroza.
Theo cac phuong 4n khac, mot hodc nhiu tic nhan hydrat cacbon trong ché pham co
thé bao gdm manitol két hop véi ca trehaloza va sucroza. Theo cic phuong 4n nhét
dinh, cac hdn hop phdi ché dugce boc 16 & day khong bao gom sorbitol. Theo cac
phwong 4n khac, mot s6 hon hop phéi ché duge boc 19 & diy khong chira poloxamer

407 hodc poloxamer khéc.

Theo mdt sb phuong an, vi dy, cac phuong an theo doan bét ky trong sb cac
doan [0004]-[00010], mot hodc nhiéu axit amin trong hdn hop phdi ché co thé bao
gém, nhung khong gidi han ¢, alanin, arginin, methionin, hoac to hop cta chung.
Theo cac phuong 4n nhét dinh, mot hodc nhiéu axit amin c6 thé bao gdm din xuat axit
amin hodc mudi ciia n6. Theo céc phuong 4n khéc nita, din xudt axit amin c6 thé bao
gdbm mono natri glutamat (mono natri glutamat - MSG) hoic kali glutamat. Theo cac
phuong 4n nhat dinh, mét hodc nhiéu axit amin hodc cac din xuét ctia nd c6 mit trong

hén hop phdi ché ¢ ndng do tir khoang 0,5 mM dén khoang 150,0 mM.

Theo mét s6 phuong an, nhu cac phuong 4n theo doan bét ky trong sb cac doan
[0004]-[00011], cac hdn hop phdi ché duge boc 16 & ddy co thé bao gdm mot hodc
nhiéu osmolyte. Theo cac phuong 4n nay, mot hodc nhiu osmolyte c6 thé bao gébm
ure (vi du carbamit) hodc cac chét c6 thé thay thé khac, vi du, caprolactam, PEG 400
hodc PEG 600. Theo cic phuong 4n niy, néng do ctia mot hoic nhiéu osmolyte

(chang han ure) c6 thé 1a tir khoang 0,01% dén khoang 0,5% (W/v).
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Theo cac phuong an nhét dinh, cac hon hop phéi ché duoc boc 16 & day co thé
bao gdm sucroza va/hoic trehaloza trong chit dém va ure. Theo cac phuong 4n khac,
hén hop phéi ché c6 thé con bao gdm mot hodc nhidu axit amin. Theo cac phuong 4n
nhét dinh, mot hodc nhiéu axit amin c6 thé bao gém it nhAt mot trong sb alanin va
methionin. Theo c4c phwong an nay, cic hdn hop phdi ché nay c6 thé con bao goém it
nhét mét trong s6 manitol va MSG. Theo cdc phurong 4n nhét dinh, hdn hop phdi ché
c6 thé bao gdm trehaloza va manitol trong chit dém khong chira ure hodc axit amin.
Theo céc phuong 4n nay, chit dém nay c6 thé bao gdm PBS (hoidc TRIS, HEPES hoic
chit dém thich hop khac), NaCl va albumin chéng (chéng han, HSA).

Theo mét sb phuong 4n, nhu cac phurong 4n néu trong doan bat ky trong s cac
doan [0004]-[00013], hén hop phdi ché c6 thé bao gdbm chit dém bazo, sucroza,
albumin, manitol, alanin, methionin, MSG va/hoac ure theo t hop bét ky. Theo cac
phuong 4n nay, cac hdn hop phdi ché nhat dinh c6 thé bao gdm HSA tai td hop ¢o6
‘ néng do tor khoang 0,01% dén khoang 2,0% (w/v), sucroza c6 néng do tr khoang
1,0% dén khoang 15,0% (w/v), manitol c6 nbéng d6 tir khoang 0,1% dén khoang
15,0% (w/v), alanin c6 ndng do tir khoang 0,5 mM dén khoang 100 mM, methionin c6
ndng do tr khoang 1,0 mM dén 5,0 mM, MSG c6 ndng do tir khoang 1,0 mM dén
khoang 50,0 mM, va ure c6 néng do tur khoang 0,05% dén khoang 1,0% (w/v).

Theo mot sb phuong 4n, cic hdn hop phdi ché duge du tinh & day c6 thé bao
gém albumin hoic HSA tai tb hop, trehaloza va/hodc sucroza trong chit dém bazo,

manitol, alanin, methionin, MSG va ure.

Theo mot sé phuong 4n, nhu cac phuong 4n néu & doan bét ky trong sd cac
doan [0004]-[00015], ndng do HSA tai té hop c6 thé 1a khoang 0,01% dén khoang
2,0% (w/v), ndng do trehaloza c6 thé 1a khoang 1,0% dén khoang 10,0% (w/v), nong
d6 sucroza co thé 1a khoang 1,0% dén khoang 15,0% (w/v), n6ng d6 manitol co thé 1a
khoang 0,1% dén khoang 15,0% (w/v), alanin c6 thé 1a khoang 0,5 mM dén khoang
100 mM, ndng do methionin c6 thé 1a khoang 1,0 mM dén 5,0 mM, nong d6 MSG c6
thé 1a khoang 5,0 mM dén khoang 100,0 mM, va néng d6 ure c6 thé 1a khoang 0,05%
dén khoang 1,0% (w/v).
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Theo mot sé phuong 4n, nhu cac phuong 4n néu & doan bat ky trong s6 cac
doan [0004]-[00016], cac hdn hop phéi ché co thé bao gom HSA tai t& hop, sucroza,
alanin va urea. Theo cdc phuong 4n khac, ndng do HSA tai t6 hop c6 thé 1a khoang
0,01% dén khoang 0,2%, ndng do sucroza co6 thé 1a khoang 1,0% dén khoang 15,0%
(w/v), alanin c6 thé 13 khoang 0,5 mM dén khoang 100 mM, va nodng do ure co thé 1a
khoang 0,05% dén khoang 1,0% (w/v). Theo cac phuong 4n nhat dinh néu trong doan
[00017], sucroza ¢ thé dugc thay bing trehaloza & néng do tir khoang 1,0% dén
khoang 10% (w/v).

Theo mét sb phuong an, viéc lam dn dinh mot hodc nhiéu flavivirus séng co
thé bao gdm 1am giam sy tén hai hodc lam giam su thoai bién ctia moét hodc nhiéu
flavivirus séng bang cach lam lanh dong, lam dong khd, & nhiét d lanh, & nhiét do
trong phong va & khoang 25°C, so v6i ché pham khong chira mot hodc nhiéu chit nay.
Theo mot sb phuong an, viéc lam 6n dinh mot hoac nhiéu flavivirus séng nhu dugc du
tinh & day c6 thé bao gém viéc dat duoc su giam ton hai hoic thoai bién 10%, 20%,
30%, 40% hodc 50% hodc nhiéu hon dbi véi flavivirus séng hoidc séng da duoc giam

doc luc.

Theo mot sé phuong an, phwong phap duge boc 16 & day co thé bao gébm budc
khir nuéc mot phan hodc toan bd hdn hop phdi ché ma bao gdm flavivirus séng nay.
Theo cac phuong an khéc, phuong phap nay c6 thé bao gom bude khir nude mot phan
hodc toan bd hdn hop phdi ché ma bao gdm cac flavivirus séng hodc séng da dugc
giam doc luc trude khi dung cho dbi tuong ¢ dang mot phén ctia ché phém mién dich
(chdng han ché phdm vicxin). Theo cac phuong an khac nita, phwong phap nay co thé
bao gf)m lam lanh dong ché phém chira flavivirus séng hodc séng da dugc gidam ddc

luc dugc boc 10 & day.

Céac phuong an khac dé cap dén kit dé lam On dinh cac flavivirus séng hoic
song da dugc giam doc luc. Theo cac phuong 4n nay, kit c6 thé bao gébm ché pham

hoidc hdn hop phdi ché bit ky dwoc boc 16 & ddy va it nhat mot do chira.

Céc phuong 4n nhét dinh lién quan dén ché phim chira flavivirus song da dugc

giam doc luc duge boc 16 & day va cac phuong phap nhiam san xuat ché pham mién
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dich (chang han vacxin) ¢6 kha nang lam giam hodc ngin ngira sw khdi phat cia tinh
trang bénh nhu su nhiém flavivirus hodc bénh do mot hoic nhiéu flavivirus gy ra.
Theo cac phuong 4n nhit dinh, mét hodc nhiéu flavivirus séng da duoc giam doc luc
c6 thé 1a mot phr:in cua duoc phém ma ¢6 thé bao gé)m ta duoc hoac chét mang dugc
dung. Theo cdc phuong 4n ndy, dugc phdm co thé dwgc dung cho dbi twong dé giam
su khai phat cia tinh trang bénh do su nhiém flavivirus khi dugc dung cho dbi tuong,
va/hodc dugce bao ché dé dung cho doi tugng. D6i tuong co thé 1a dong vat c6 vu, vi
du, dong vat da dugc thuan héa, vat nudi canh, vat nudi, dong vat khéc hodc dbi tugng

ngudi (ching han nguoi tredng thanh, thanh thiéu nién hodc tré em).

Theo mot s6 phuong an, ché pham c6 thé bao gb6m HSA tai t6 hop hodc HSA,
sucroza, methionin va urea. Theo cac phuong an nay, HSA tai td hop hoic HSA c6
thé c¢6 ndng d6 nim trong khoang tir khoang 0,01% dén khoang 2,0% (W/v), sucroza
c6 thé co n@)ng d6 nam trong khoang tur khoang 0,5% dén khoang 10,0% (w/v),
methionin ¢6 thé ¢6 ndng dd ndm trong khoang tir khoang 1,0 mM dén khoang 5,0
mM, va ure ¢6 thé c6 ndng d6 ndm trong khoang tir khoang 0,05% dén khoang 0,5%
(w/v). Theo cac phuong an khac, hdn hop phdi ché chira HSA tai t6 hop hodc HSA,
sucroza, methionin va ure c6 thé con bao gdm mét hodc nhiéu trong sb alanin & nong
do tir khoang 5,0 mM dén khoang 25,0 mM, manitol & nong do tir khoang 1,0% dén
khoang 15% (w/v) va mono natri glutamat (MSG) & nong d tir khoang 1,0 mM dén
khoang 20,0 mM. Theo cac phuong an nhét dinh, ché phém néu ¢ doan [00022] c6 thé
trong chit dém bazo sucroza dugc boc 10 & day. Theo cac phuong an khac nfra,

sucroza c6 thé dugc thay bing trehaloza trong cac ché pham néu & doan [00022] nay.

Theo céac phuong 4n khac, ché pham co thé bao g6m HSA téi to hop, sucroza
va/hodc trehaloza, arginin va urea. Theo cac phuong an nay, HSA tai t6 hop hoic
HSA c6 thé c6 ndng do ndm trong khoang tir khoang 0,05% dén khoang 0,5% (w/v),
sucroza va/hodc trehaloza c6 thé c6 néng d6 nam trong khoang tir khoang 0,5% dén
khoang 10,0% (w/v), arginin c¢6 thé c6 nong do nim trong khoang tir khoang 1,0 mM
dén khoang 50,0 mM, va ure c¢6 thé c6 ndng dd nam trong khoang tir khoang 0,01%

dén khoang 0,5% (W/v).
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Theo mdt s6 phwong an, ché pham c6 thé bao gom HSA tai td hop, sucroza
va/hodc trehaloza, MSG (mono natri glutamat) va ure. Theo cac phuwong an nay, HSA
tai t& hop hodc HSA c6 thé c6 ndng dd6 nim trong khoang tir khoang 0,05% dén
khoéang 2,0% (w/v), sucroza va/hoic trehaloza c6 thé c6 nong do nim trong khoang tir
khoéang 0,5% dén khoang 10,0% (w/v), MSG c6 thé c6 ndng d6 niam trong khoang tir
khoang 1,0 mM dén khoang 20,0 mM va ure c6 thé c6 néng d6 nam trong khoang tur
khoang 0,01% dén khoang 0,5% (W/v).

Theo mét s6 phuong an, ché phidm va phuong phap dugce boc 16 & day co thé
bao gém bude két hgp mot hoac nhiéu flavivirus séng hoac séng da dugc giam doc
Iuc v6i hdn hop phdi ché bao gdbm mot hodc nhiéu tac nhan hydrat cacbon va mét
hodc nhiéu axit amin hodc mudi, este hoac din xuét amit cia né. Theo céc phuong
phép nay, cac hdn hop phdi ché dwoc boc 16 & day co thé 1am 6n dinh mot hodc nhiéu
flavivirus sdng hodc séng dd dugc giam doc luc khéi bi thoai bién. Cac hdn hop phdi
ché duoc boc 16 & day c6 kha ning 1am 6n dinh vi du typ huyét thanh hodc ching
flavivirus bét ky. Theo cac phuong an nhat dinh, flavivirus bao gdm virut c6 vé boc,
vi du, virut sbt xudt huyét (ching han cac typ huyét thanh 1-4), virut gy s6t vang da,

virut West Nile va virut Zika.
M4 ta vén tit cac hinh vé

Céc hinh v& duéi day tao thanh mot phan cta ban mé ta sang ché va duogc dua
vao nham minh hoa thém vé cac khia canh nhét dinh cia mot s phuong an dugc boc
16 & ddy. Cac phuong 4n nhat dinh c6 thé dugc hiéu rd hon bing cach tham chiéu dén
mot hodc nhiéu trong sé cac hinh v& nay két hop véi phan mod ta chi tiét dugc thé hién

& day.

Fig. 1 1a biéu db tan sd dugc néu lam vi du minh hoa dir liéu thu duoc tir cac
thi nghiém duoc tién hanh trong khi phén tich do 6n dinh cua flavivirus song trong cac

hdn hop phédi ché khac nhau, theo mot s6 phuong 4n duge boc 16 & day.

Fig. 2 1a d6 thi duong duoc néu lam vi du minh hoa dit 1iéu thu dugc tir cac thi

nghiém duogc tién hanh trong khi phén tich d6 én dinh cua flavivirus séng trong cac
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hén hop phdi ché khac nhau, trude khi dong kho, sau khi dong kho, va sau khi dong
kho va bao quan & nhiét do trong phong (chdng han 25°C) trong khoang 5 tuan, theo

mot s6 phuong an duge boc 16 & day.

Fig. 3A va 3B la cac d6 thi duoc néu lam vi du thé hién dir liéu tir cac thi
nghiém béng cach sir dung cac héon hop phéi ché khac nhau dé kiém tra do 6n dinh
cta flavivirus séng sau khi phoi sdng ¢ nhiét d6 trong phong (chang han 25°C) trong 5
tuln sau khi déng kho, sy giam hiéu luc theo log (3A) va tong su giam hiéu luc theo
log (3B) & c4 lidu lugng duge chét 16m (lidu lugng BDS) 13 50% (tam giac dic) va liéu
lwong hién thoi (lidu lugng CTM) (hinh vudng dic), theo mdt phurong an duge boc 10
& day.

Fig. 4A va 4B 1a cac d thi duoc néu lam vi du biéu thi dit liéu tir cac thi
nghiém bang cach st dung cac hén hop phéi ché khac nhau dé kiém tra do 6n dinh
ctia flavivirus sdng sau khi phoi sang & nhiét do trong phong (chang han 25°C) trong 5
tudn sau khi dong kho, su giam hiéu luc theo log (4A) va tong su giam hiéu luc theo
log (4B) ¢ ca BDS 50% (tam giac dac) va CTM (hinh vudng déc), theo mot phuong

an dugc boc 16 ¢ day.

Fig. 5A va 5B 1a cac dd thi dugc néu lam vi du biéu thi dit liéu tir cac thi
nghiém bang cach st dung cac hdn hop phdi ché khac nhau dé kiém tra do 6n dinh
cta flavivirus séng sau khi phoi sang & nhiét do trong phong (chiang han 25°C) trong 5
tuan sau khi dong kho, su giam hiéu luc theo log (5A) va téng su giam hiéu lyc theo
log (5B) ¢ ca BDS 50% (tam giac dac) va CTM (hinh vudng dic), theo mdt phuong

an dugc boc 10 ¢ day.

Fig. 6A va 6B 1a cac dd thi dugc néu lam vi du biéu thi dit liéu tir cac thi
nghiém béng cach sir dung cac hon hop phéi ché khac nhau dé kiém tra do 6n dinh
ctia flavivirus séng sau khi phoi sang & nhiét do trong phong (chang han 25°C) trong 5
tudn sau khi dong kho, su giam hiéu luc theo log (6A) va téng su giam hiéu luc theo
log (6B) ¢ ca BDS 50% (tam giac dac) va CTM (hinh vudng dac), theo mot phuong

an dugc boc 10 & day.
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Fig. 7A-7D 1a dd thi duong dugce néu lam vi du minh hoa 4nh hudng cua cic ta
dugc riéng 1é (trong chit dém bazo chua trehaloza) dbi v6i hiéu luc virut cia

flavivirus & ca dang 16ng va dang dong kho, theo mot phuong an dugce boc 16 & day.

Fig. 8A-8B la dd thi dugc néu 1am vi du minh hoa anh huéng cia céc ta duoc
riéng 1& (trong chit dém bazo chira sucroza) dbi v6i hiéu luc virut cua flavivirus & ca
dang 16ng va dang déng kho, sy giam do on dinh (8A) va sy giam hiéu luc theo log

khi & dang dong kho (8B) theo mot phuong an dugce boc 10 & day.

Fig. 9A-9B la dd thi dugc néu 1am vi du minh hoa anh hudng cta cac ta dugce
riéng 1é va té hop ta dugc (trong chit dém bazo chira sucroza) déi véi hiéu luc virut
cua flavivirus & ca dang 16ng va dang dong kho, su giam hiéu luc theo log khi & dang

dong kho (9A) va su gidam do 6n dinh (9B) theo mot phuong an duge boc 16 & day.

Fig. 10A-10B 1a cac dd thi dugc néu 1am vi du biéu thi dir lidu tir viéc sang loc
dya trén anh hudéng cia cac tdc nhan, cac hydrat cacbon khic nhau (ching han
trehaloza va sucroza) va manitol (trong chit dém bazo) dén d6 on dinh flaviviral va sy

giam hiéu luc theo log, theo mdt phuong dn dugce boc 10 & day.

Fig. 11A-11B la ban tom tat duoc néu lam vi du vé cac bo dit litu sang loc ta

dugc dua trén su ton hao hiéu luc flavivirus, theo mét phuong an dugc bdc 16 & day.

Fig. 12A-12C 1a cac db thi duong dugc néu lam vi du minh hoa thiét ké
Definitive Screening Design (DSD) ctia céc thi nghiém phdi ché déi véi flavivirus
dugc bao ché dbi v6i do chuan trong dang 16ng, dong khé (dugc bao quan & -80°C) va
d6 6n dinh téng thé (12A) va chiéu hudng 6n dinh (12B) cua cac mau dé van chuyén
(hdn hop phdi ché dong khd duge bao quan & 25°C) va sy giam log trong cac diéu

kién thir nghiém khac nhau (12C), theo mot sé phwong an duoc boc 16 & day.

Fig. 13A-13C 1a dd thi dang dudng dugc néu lam vi du thé hién cac typ huyét
thanh cta flavivirus (trong ché pham mién dich tr gi4) d6i véi thiét ké hdn hop phodi
ché, vé bé ngoai ciia mau va giam do chuan virus, theo mot sé phuong 4n duge boc 16

o day.
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Fig. 14A-14D 12 d6 thi duong duoc néu 1am vi du thé hién céc flavivirus khac
nhau (ching han virut s6t xuat huyét-1, -2, -3 va -4) & dang cic hdn hop phdi ché sinh
mién dich di dugc lam dong khdé dugc bdo quan & nhiét do lanh (chéng han 4°C)

trong khoang 39 tuin, theo mot sé phuong 4n dugce boc 16 & day.

Fig. 15A-15B 14 cic db thi duong dugc néu lam vi du biéu thi dit lidu tir viéc
sang loc duva trén &nh hudéng cia céc td hop t4 dugc khac nhau dén hiéu luc cua
flavivirus, sy giam hiéu luc theo log khi & dang dong kho (15A) va su giam do on

dinh theo log (15B), theo mot s6 phuong 4n dwgc boc 16 & day.
M5 ta chi tiét sang ché
Phén dinh nghia

Nhu duogc st dung trong ban md ta nay, “mdt” c6 theé cé nghia mot hodc nhiéu

hon mot khoan muc, thanh phén hodc yéu t6.

Nhu duoc sit dung trong ban mod ta nay, “khoang” c6 thé c6 nghia lén t6i va
bao gdm cong hodc trir ndm phén tram, vi du, khoang 100 mM c6 thé c6 nghia 95 mM

va lén té1 105 mM.

Nhur duge sir dung trong ban mé ta nay “TDV” ding dé chi cac virut sot xuat
huyét duge néu lam vi du (ching han typ huyét thanh virut sét xuit huyét sdng duogc
giam doc luc, TDV-1, thé kham virut s6t xuét huyét-virus sbt xuét huyét, thé kham
virut sdt xudt huyét véi bd khung virut sét xuit huyét-2 (chiang han virut sOt xuét
huyét-2 PDK-53 hodc dang cai bién cta n6 v6i do twong dong it nhat 95% véi PDK-
53,v.v).

Nhu duge sit dung trong ban mé ta nay “DMEM” c6 thé co nghia 13 moi

truong thiét yéu téi thiéu duoc cai bién ctia Dulbecco.

Nhu duoc st dung trong ban mé ta nay “PBS” ¢6 thé c6 nghia la dung dich

nuéc mubi dém phosphat (Phosphate Buffered Saline).
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Nhu duge st dung trong ban mé ta nay “FBS” c6 thé c6 nghia 13 huyét thanh

bao thai bo (Fetal Bovine Serum).

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay “HSA” c6 thé c6 nghia albumin huyét

thanh ngudi (Human Serum Albumin).

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay “Lyo” ¢6 thé ¢ nghia duge dong kho

hodc dugce khit nude tuy thudc vao trang thai cia doi tugng am chi.

Nhu dugc st dung trong ban md td nay, mo ta “dbi tuong” hodc “céc dbi
tugng” ¢ thé bao gom, nhung khong gii han &, dong vat co vii nhu ngudi (chang
han nguoi tredng thanh, thanh thiéu nién, tré em hodc tré so sinh) hodc cac dong vat
co vu, dong vat da thuan hoa hoic hoang da, chéng han ché, méo, cac thid cung nudi
trong nha khac (chc’fng han, chudt hamster, chudt lang, chudt nhit, chuét céng), chon
suong, tho, lon, dé, ngua, gia stc, cac vat nudi khac, soc cho, loai gam nhim hoang

da, hodc cac dong vat vuon tha.

Nhu duoc st dung trong ban mé ta ndy, cac thuat ngit “thé kham virus,” “virus
kham,” “thé kham flavivirus” va “flavivirus kham” ¢6 thé c6 nghia thé kham c6 it nhét
2 virut khac nhau dugc thé hién trong mot cAu tric vi du cdu tric cua thé kham
flavivirus c6 2 flavivirus khac nhau duoc thé hién béi viéc bao ham cac yéu td khong
cAu tric va yéu td cdu tric tir mdi flavivirus. Vi du vé thé kham flavivirus c6 thé bao
gdm, nhung khong gidi han &, virut s6t xuit huyét, virut West Nile, virut gay viém
ndo Nhat Ban, virut gy viém no St. Louis, virut gy viém no do tic gy ra, virut gay
s6t vang da, virut Zika va to hop bat ky cua ching. Vi du, thé kham virut s6t xut
huyét-virus s6t xuét huyét, virut st xudt huyét-Zika, hoic thé kham virut sot vang

da/virus s6t xuét huyét duoc du tinh.

Nhu duge st dung trong ban mo td nay, thudt nglr “thé kham virut st xut
huyét-virus s6t xuat huyét” c6 thé c6 nghia it nhét hai typ huyét thanh virut sot xuat

huyét khac nhau tao thanh thé kham virut sét xuat huyét-virus sbt xuét huyét.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, “thé kham axit nucleic” co6 thé co

nghia cu truc theo sang ché bao gdm trinh ty axit nucleic tir it nhét hai virut khac
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nhau vi du, flavivirus kham hodc thé kham virut sot xuat huyét-virus sot xuat huyét

duge boc 10 & day c6 thé 1a thé kham axit nucleic.

Nhu duge sit dung trong ban mé ta nay, “flavivirus sdng” co thé co nghia
flavivirus séng kiéu dai (chdng han dé dung trong san xuét flavivirus séng da duge
giam dbc luc). “Flavivirus séng da dugc giam doc luc” ¢6 thé c6 nghia flavivirus séng
mang dot bién, thé kham flavivirus hodc céc flavivirus khac dugc chon loc céc tinh
trang ma & d6 virut nay c6 kha ning 1y nhiém giam hodc khong c6 kha nang lay
nhiém va su lan rong gidm hodc khong thé truyén nhiém tir mot vat chil sang mot vat
chii khac (ching han qua mudi) va dugc sit dung trong san xuét ché pham sinh mién
dich va trong d6 cac tinh trang khac c¢6 thé bao gém tinh doc giam, do an toan ting,

hiéu luc tdng hodc sy sinh trudng dugce cai thién, v.v..

Trong phan sau dy, vi du vé cac ché pham va phuong phap khac nhau dugc
mo ta dé cu thé hoa cac phuwong an khac nhau. Chuyén gia trong linh vuc twong Gng
hiéu rd rang viéc thuc hién cac phuong an khic nhau khong doi hoi viée sit dung tat ca
hodc tham chi 1a mot vai chi tiét cu thé duoc néu ra & day, ma thay vao do néng do,
thoi gian va cac chi tiét cu thé khac c6 thé duge cai bién nho thi nghiém thong thuong.
Theo mot s6 phwong 4n, cac phuong phéap hodc thanh phan da biét khong dugc bao

ham trong phan mé ta.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, d6 6n dinh cia flavivirus séng dé ding trong
hén hop phdi ché sinh mién dich hodc hdn hop phdi ché vicxin da dugc nghién ciru
trong cac hdn hop phdi ché khac nhau duge boc 160 & ddy. Theo cac phuong én nhét
dinh, cac hdn hop phéi ché ma gia ting do6 én dinh cua flavivirus dé 1am giam su giam
d6 chudn cua cac hdn hop phdi ché flavivirus song & dang long, di dwgc lam dong
lanh, da dugc lam dong kho, duge 1am dong khd mot phén va duoc hydrat hoa lai da

duoc dé xuat.

Theo mét s6 phuong an, cac hdn hop phdi ché dugc boc 16 & day co thé bao
gbm, nhung khéng giéi han &, cac hdn hop phdi ché dé lam 6n dinh flavivirus.
Flavivirus c6 thé bao gdm, nhung khéng gi6i han &, virut s6t xuét huyét, virut West

Nile, virut gdy viém ndo do tic gdy ra, virut gdy sot vang da, virut gdy viém ndo Nhat
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Ban, virut Kunjin, virut gy viém ndo St. Louis, virut gdy viém ndo Murray Valley,

virut Zika, hodc virut bat ky c6 lién quan cua nd.

Theo mot sb phuong an, cic hén hop phéi ché duoc boc 16 & day co thé bao
gbm chét dém. Theo cac phuong 4n nay, chit dém co thé bao gbm, nhung khong gi6i
han &, dung dich mubi dém phosphat (PBS), Histidin, TRIS, axit 2-[4-(2-hydroxyetyl)
piperazin-1-yl]etansulfonic (HEPES) hodc chit dém twong tur. Theo cac phuong 4an
nay, chit dém c6 thé bao gém mudi cia natri clorua (NaCl), mononatri va/hodc dinatri
phosphat (Na,HPO4), kali clorua (KCl), va kali phosphat (KH2PO4) hodc t6 hop cua
chung. Theo mét sb phwong 4n, chit dém cia cac hdn hop phdi ché dugc boc 16 & day
c6 thé bao gdbm NaCl, mononatri va/hodc dinatri phosphat (Na;HPO4), kali clorua
(KCI), va kali phosphat (KH,PO4) hogic t& hop cua chiing c¢6 néng do tir khoang 10,0
mM dén khoang 200,0 mM; hodc tir khoang 10 mM dén khoang 150 mM; hodc tir
khoang 15 mM dén khoang 75 mM hoic tir khoang 15mM dén khoang 50 mM. Theo
cac phuong an khéc, cac hdn hop phdi ché dé 1am 6n dinh flavivirus song khong chira

magie clorua (MgCl).

Theo cac phuong an nhét dinh, cac hdn hop phéi ché duoc boc 16 & day co thé
con bao gdm mot hodc nhiéu tac nhan protein. Theo cac phuong an nay, mot hoidc
nhiéu tac nhéan protein c6 thé bao gdm, nhung khong gidi han &, albumin, gelatin
va/hodc dextran. Vi du, albumin c6 thé bao gém, nhung khong gidi han ¢, albumin tai
t6 hop, albumin ty nhién, albumin huyét thanh nguoi (HSA) hodc tac nhan tuong tu
albumin. Theo cac phuong 4n khac, mot hodc nhiéu tac nhan protein trong ché pham
c6 thé bao gdm, nhung khong gii han &, albumin huyét thanh bat ky, albumin huyét
thanh nguoi (HSA), albumin huyét thanh bo (BSA), huyét thanh tir dong vat c¢6 vi
tuong tmg bét ky, gelatin, dextran, polyme polyol, hodc t6 hop ciia chiing.

Theo mot sb phuong an, mét hodc nhiéu tic nhan protein trong hdén hop phéi
ché duoc boc 16 & day co thé bao gém albumin, nhu albumin huyét thanh nguoi hoac
albumin tai t& hop, c6 ndng do tir khoang 0,01% dén khoang 2,0% (w/v); hodc tir
khoang 0,05% dén khoang 1,0% (w/v); hodc 0,05% dén khoang 0,5% (w/v); hoac
0,075% dén 0,2% (w/v); hoac 0,1% dén 0,3% (w/v). Theo cac phwong 4n nay, hon
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hop phéi ché bit ky duoc boc 16 & day c6 thé bao gdm albumin huyét thanh ngudi
(HSA) c6 ndng do tir khoang 0,01% dén khoang 2,0%.

Theo cac phuong an khac, mot hodc nhiéu tac nhan hydrat cacbon ctia cdc hon
hop phéi ché duge boc 16 ¢ ddy co thé bao gdm, nhung khong gidi han &, trehaloza,
galactoza, fructoza, lactoza, sucroza, chitosan, manitol hodc td hop cua ching. Theo
cac phuong an nay, ndng do cia mét hodc nhidu tic nhan hydrat cacbon c6 thé tir
khoang 0,5% dén khoang 15,0% (w/v); hodc tir khoang 1,0% dén khoang 10% hoic tir
khoang 5,0% dén khoang 8,0%. Theo cac phuong an nhét dinh, mot hodc nhiéu tac
nhan hydrat cacbon trong ché phdm c6 thé bao gom trehaloza va/hoic sucroza. Theo
cac phuong an khac, mot hodc nhiéu tic nhan hydrat cacbon trong ché pham co thé
bao gdm manitol két hop véi it nhdt mot trong sb trehaloza va sucroza. Theo cic
phuong 4n khac nira, mot hodc nhiéu tac nhan hydrat cacbon trong ché pham c6 thé
bao gdm manitol két hop vdi ca trehaloza va sucroza. Theo cic phuong 4n nhit dinh,
mot hodc nhidu tac nhan hydrat cacbon cia cac hdn hop phdi ché dugc boc 16 & day
¢6 ndng d6 hydrat cacbon bang 10% (w/v) hodc nho hon. Theo cac phwong 4n khac,
mdt hodc nhidu tac nhan hydrat cacbon ciia cac hdn hop phédi ché duge boc 16 & day
¢6 ndng d6 hydrat cacbon nh6 hon 10% (w/v). Theo céc phuong an nhét dinh, cic hon
hop phéi ché duoc boc 16 & day khong bao gém sorbitol. Theo cac phuwong 4n khéc,
cac hdn hop phdi ché duoc boc 16 & day khong chira poloxamer 407 hodc poloxamer

khéc.

Theo mét s6 phwong 4n, mot hodic nhiéu axit amin trong hdn hop phdi ché co
thé bao gém, nhung khong gi6i han &, alanin, arginin, methionin, hodc td hop cua
ching. Theo cdc phuong an nhét dinh, mot hodc nhiéu axit amin c6 thé bao gém dan
xudt axit amin hodc mudi ciia né. Theo cac phuong 4n khac nita, dan xuat axit amin c6
thé bao gdbm mono natri glutamat (mono natri glutamat - MSG) hoic kali glutamat.
Theo cac phuwong an nhit dinh, mot hoac nhiéu axit amin hodc cac dan xuét ctia né co6
mat trong hdén hop phdi ché & nong do tir khoang 0,5 mM dén khoang 150,0 mM;
hodc khoang 0,5 mM dén 100 mM; hoac khoang 1 mM dén khoang 50 mM hodc
khoang 1,0 mM dén khoang 15,0 mM hoic khoang 2,5 mM dén 10 mM.
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Theo mdt s6 phuong 4n, nhu cic phuong 4n néu & doan bat ky trong sO céc
doan [0004]-[00011] va cac doan [00056]-[00061], cac hdon hop phéi ché duoc boc 10
& day c6 thé bao gdbm mot hodc nhidu osmolyte. Theo cic phuong 4n nay, mot hodc
nhiéu osmolyte c¢6 thé bao gdm ure (vi du carbamit) hodc cac chét c6 thé thay thé
khac, vi du, caprolactam, PEG 400 hodac PEG 600. Theo cac phuong an nay, néng do
clia mot hodc nhiéu osmolyte c6 thé 1a tir khoang 0,01% dén khoang 1,0% (w/v); hodc
khoang 0,01% dén khoang 0,5% (w/v); hodc khoang 0,05% dén khoang 0,5% (w/v)
hodc khoang 0,075% dén khoang 0,4% (w/v) hodc khoang 0,125% (w/v).

Theo cac phuong an nhét dinh, cac hdén hop phéi ché duoc boc 16 & day cé thé
con bao gém, sucroza hodc trehaloza, mot hodc nhiéu axit amin va ure. Theo cac
phwong 4n nay, cac hdn hop phdi ché nay c6 thé con bao gdm it nhat mot trong s6
manitol, MSG va ure. Theo c4c phwong an nhét dinh, hdn hop phdi ché c6 thé bao
gdm trehaloza trong chat dém thich hop va manitol trong chat dém. Theo cac phuong
an ndy, chit dém c6 thé bao gdm PBS hodc TRIS hoic HEPES hodc chét dém thich
hop khac, NaCl va albumin (ching han, HSA). Theo cdc phuong an nhét dinh, chat
dém la PBS hodc HEPES. Theo cac phuong an nhét dinh, mot hoac nhiéu axit amin c6
thé bao gdm alanin va/hodc methionin. Theo cac phuong an khic, hdn hop phdi ché

c6 thé bao gdm sucroza trong chit dém thich hop va ure.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, cac hdn hop phdi ché flavivirus c6 thé bao
gém, nhung khong gigi han ¢, mot hodc nhiéu flavivirus séng, chéat dém, mot hoic
nhiéu axit amin, va mét hodc nhiéu tic nhan hydrat cacbon. Vi du, ché phém sinh
mién dich va hon hop phéi ché vacxin duge boc 16 & day co thé bao g&“)m cac dung
dich dém c6 néng dd khoang 1,0 dén 30,0 mM dung dich dém phosphat, khoang 1,0
dén 30,0 dung dich dém HEPES, khoang 1,0 dén 30,0 dung dich dém Histidin, khoang
1,0 dén 30,0 dung dich dém Tris, cung hoac khong cung voi mudi va trehaloza,
sucroza hodc td hop cua trehaloza va sucroza. Cac ché phém sinh mién dich hoic hdn
hop phdi ché vacxin duge néu lam vi du khac c¢6 thé bao géom khoang 1,0 dén 30,0
mM dung dich mudi dém phosphat (PBS) v&i khoang 10,0 dén khoang 100 mM natri
clorua ¢ do pH khoang 7,2, xem bang 1 duéi day.
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Bang 1: H6n hop phdi ché duoc néu 1am vi du ciia ché phim sinh mién dich

Sb Puong Pém NaCl
1 10 mM dung dich dém phosphat -
(pH:7.,2)
2 10 mM dung dich dém phosphat | 50mM
(pH:7.,2)
3 10 mM dung dich dém HEPES -
(pH:7,2)
4 10 mM dung dich dém HEPES | 50mM
Trehaloza (pH:7.2)
5 (10%)+0,1%HSA 10 mM dung dich dém Histidin -
(pH:7,2)
6 10 mM dung dich dém Histidin | 50mM
(pH:7,2)
7 10 mM dung dich dém Tris -
(pH:7.,2)
8 10 mM dung dich dém Tris | 50mM
(pH:7.2)
9 10 mM dung dich dém phosphat -
(pH:7,2)
10 10 mM dung dich dém phosphat | 50mM
(pH:7,2)
11 10 mM dung dich dém HEPES -
(pH:7.2)
12 10 mM dung dich dém HEPES | 50mM
sucroza (10%)+0,1% (pH:7.2)
13 HSA 10 mM dung dich dém Histidin -
(pH:7.2)
14 10 mM dung dich dém Histidin | 50mM
(pH:7.2)
15 10 mM dung dich dém Tris -
(pH:7.2)
16 10 mM dung dich dém Tris [ 50mM
(pH:7.,2)
17 | Hdn hop phdi ché dbi 10 mM dung dich dém phosphat 137mM
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chtng, tham chiéu (15% | (pH:7.4)
trehaloza +0,1%HSA+ %
Pluronic F127®)

Theo céc phuong an khac, hdn hop phéi ché c6 thé bao gom chét dém bazo,
sucroza, albumin, manitol, alanin, methionin, MSG va/hoac ure theo t hop bat ky.
Theo cac phuong an nay, cac hdn hop phdi ché nhat dinh c6 thé bao gdbm HSA tai td
hop c6 n6ng dd tr khoang 0,01% dén khoang 2,0% (w/v) hodc khoang 0,05% dén
khoang 1,0% (w/v), ndng do sucroza c6 ndng do tir khoang 1,0% dén khoang 15%
(w/v) hodc nhé hon 10% (w/v), manitol c6 ndng do tir khoang 0,5% dén khoang
15,0% (w/v), alanin ¢6 ndng d tir khoang 0,5 mM dén khoang 100 mM hoic khoang
5,0 mM dén khoang 50 mM, methionin c¢6 néng dd tir khoang 1,0 mM dén 5,0 mM
hodc khoang 1,5 mM dén khoang 3,0 mM, MSG ¢6 ndng do tir khoang 5,0 mM dén
khoang 100,0 mM hoidc khoang 5,0 mM dén khoang 25 mM, va ure c6 noéng do tir
khoang 0,05% dén khoang 1,0% (w/v) hodc khoang 0,1% dén khoang 0,5% (w/v).

Theo mot sb phuong an, cac hén hop phéi ché dugc du tinh & day co thé bao
gém albumin hoac HSA tai to hop, trehaloza, manitol, alanin, methionin, MSG va ure.
Theo cac phuong 4n nay, ndng do HSA tai to hop co thé 1a khoang 0,01% dén khoang
2,0% (w/v) hodc khoang 0,05 dén khoang 1,0%, néng d6 trehaloza c6 thé 1a khoang
1,0% dén khoang 15,0% (w/v) hodc khoang 2,5% dén nhé hon 10%, néng do manitol
c6 thé 1a khoang 0,1% dén khoang 10,0% (w/v), alanin c6 thé 1a khoang 1,0 mM dén
khoang 50 mM hodc khoang 5 mM dén khoang 25 mM, ndng d6 methionin c6 thé 1a
khoang 0,05 mM dén khoang 5,0 mM hodc khoang 0,1 mM dén khoang 4,0 mM, nong
do MSG c¢6 thé 1a khoang 1,0 mM dén khoang 50,0 mM hoic khoang 5,0 mM dén
khoang 25,0 mM, va ndng d6 ure c6 thé 1a khoang 0,05% dén khoang 0,5% (W/v)
hodc khoang 0,05 dén khoang 0,3% (w/v).

Theo cac phuong an nhét dinh, cac hdn hop phéi ché dugc boc 10 ¢ day co thé
bao gdm HSA tai t hop, sucroza, alanin va ure. Theo cac phwong 4n khac, nong do
HSA tai t6 hop c6 thé 1a khoang 0,01% dén khoang 2,0% (w/v) hodc khoang 0,05%
dén khoang 0,5% (w/v), néng dd sucroza c6 thé la khoang 1,0% dén khoang 10% hoac
khoang 5%, ndng do alanin c6 thé 1a khoang 1,0 mM dén khoang 50 mM, va ndéng do
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ure ¢6 thé 14 khoang 0,05% dén khoang 0,5% (w/v) hodc khoang 0,05 dén khoang
0,3% (W/v).

Theo mot sb phuong an, viéc lam 6n dinh mot hoic nhiéu flavivirus séng co
thé bao gém lam gidm su tdn hai hoac lam giam su thoéi bién cia mot hodc nhiéu
flavivirus séng bang cach lam lanh dong, 1am déng kho, & nhiét do lanh, & nhiét do
trong phong va & khoang 25°C, so v6i ché pham khéng chira mot hodc nhiéu chit nay.
Theo mot s6 phuong &n, viéc lam on dinh mot hoac nhiéu flavivirus séng nhu duoc du
tinh & day c6 thé bao gdém viéc dat dwoc sy giam ton hai 10% , 20%, 30%, 40% hoic
50% hoac nhiéu hon cua flavivirus séng hoac séng da duge giam doc luc khi dugc

bao ché béi cac ché phdm va phuong phap duge boc 16 & day.

Theo mdt s6 phuong 4n, phuong phap duoc boc 16 & day co thé bao gbm budc
khir nude mot phan hodc toan bd hdn hop phdi ché ma bao gom flavivirus séng nay.
Theo céc phwong an khac, phuong phép nay c6 thé bao gdm budc khir nuéc mot phan
hodc toan bd hdn hop phbi ché ma bao gdm cac flavivirus séng hodc song da duoc
giam doc lue truée khi ding cho dbi twong & dang mot phan cia ché pham mién dich
(chdng han ché phdm vicxin). Theo cac phuong an khéc nita, phuong phap niy c6 thé
bao gém lam lanh déng ché phim chira flavivirus sdng hozc séng da duoc giam doc

luc dugce boe 10 & day.

Céc phuong 4n nhit dinh dwoc boc 160 & day lién quan dén ché phim chia
flavivirus séng da dugc giam doc luc va cac phuong phap nhim san xuat ché phdm
mién dich (ching han vicxin) c6 kha nang lam giam hodc ngin ngira sw khéi phét cta
tinh trang bénh nhu su nhiém flavivirus hodc bénh do mot hoic nhiéu flavivirus duoc
du tinh & day gay ra. Theo cac phwong an nhat dinh, mot hodc nhiéu flavivirus séng
d3 duoc giam doc luc c6 thé 1a mot phan cua duoc phdm ma co thé bao gdm ta dugc
hodc chit mang dugc dung. Theo cac phuong 4n nay, duge pham c6 thé duge dung
cho dbi twong dé giam su khoi phat cia tinh trang bénh do su nhiém flavivirus khi
duoc dung cho dbi twong, va/hodc duoc bao ché dé dung cho ddi tugng. Déi twong c6

thé 1a dong vat c6 vu, vi du, dong vat da dugc thuan hoa, vat nudi canh, vat nudi, dong

19

19/94



52032

vét khac hodc d6i tuong ngudi (ching han ngudi trudng thanh, thanh thiéu nién hodc

tré em).

Theo mot sb phuong an, ché phém duoc boc 10 ¢ day co thé bao g@)m HSA tai
td hop hodc HSA, sucroza, methionin va ure. Theo cac phwong 4n nay, HSA tai td hop
¢6 thé ¢6 ndng d6 ndm trong khoang tir khoang 0,05% dén khoang 0,5% (W/v),
sucroza c¢6 thé c6 ndng dd6 nim trong khoang tir khoang 0,5% dén khoang 10,0%
(w/v), methionin c¢6 thé c¢6 ndng do nim trong khoang tir khoang 1,0 mM dén khoang
5,0 mM, va ure c6 thé c6 ndng d6 nam trong khoang tlir khoang 0,05% dén khoang
0,5% (w/v). Theo cac phuong an khac, hdn hop phdi ché chira HSA tai td hop hoac
HSA, sucroza, methionin va ure c6 thé con bao gém mot hodc nhiéu trong s6 alanin &
ndng do tir khoang 5,0 mM dén khoang 25,0 mM, manitol & ndng do tir khoang 1,0%
dén khoang 15% (w/v) va mono natri glutamat (MSG) & ndng do tir khoang 1,0 mM
dén khoang 20,0 mM. Theo cac phuong an nhét dinh, ché phdm néu & doan [00071]

6 thé trong chit dém bazo sucroza dugc boc 16 & day.

Theo céac phuong 4n khac, ché pham c6 thé bao gdm HSA tai t6 hop, sucroza
va/hodc trehaloza, arginin va ure. Theo cac phuong 4n nay, HSA hodc HSA téi t6 hop
c6 thé c6 ndéng do6 nam trong khoang tir khoang 0,05% dén khoang 1,0% (W/v),
sucroza va/hodc trehaloza c6 thé c6 néng do nam trong khoang tir khoang 0,5% dén
khoang 10,0% (w/v), arginin c6 thé c6 nong do nim trong khoang tir khoang 1,0 mM
dén khoang 50,0 mM., va ure c¢6 thé c6 nong dd nam trong khoang tir khoang 0,01%
dén khoang 0,5% (w/v) hodc khoang 0,05 dén khoang 0,3% (w/v).

Theo mot sb phuong an, ché phém c6 thé bao gém HSA tai tb hop, sucroza
va/hodc trehaloza, mono natri glutamat (MSG - monosodium glutamate) va ure. Theo
céc phuong an nay, HSA hodc HSA téi td hop c6 thé co ndng d6 nim trong khoang tir
khoang 0,05% dén khoang 0,5% (w/v), sucroza va/hodc trehaloza ¢ thé c6 ndng do
nim trong khoang tir khoang 0,5% dén khoang 15,0% (w/v) hodc nhé hon 10% (w/v),
MSG c6 thé c6 ndng do nam trong khoang tir khoang 1,0 mM dén khoang 20,0 mM
va ure ¢6 thé c6 ndng do nim trong khoang tir khoang 0,01% dén khoang 0,5% (W/v)

hodc khoang 0,05 dén khoang 0,3% (w/v).
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Theo mot sd phuong an, ché phém va phuong phap duoc boc 10 & day cod thé
bao gdm budc két hop mot hodc nhidu flavivirus sdng hodc sdng di dwgc gidm doc
lirc v6i hon hop phdi ché bao gdm mét hodc nhiéu tac nhan hydrat cacbon va mot
hodc nhiéu axit amin hodc mudi, este hoac dan xuit amit cua né. Theo céc phuong
phap nay, cac hdn hop phdi ché duoc boc 16 & day c6 thé lam dn dinh mot hodc nhiéu
flavivirus séng hodc sbng da dugc giam doc luc khoéi bi thoai bién. Cac hén hop phéi
ché duge boc 16 & ddy c6 kha nang lam 6n dinh vi du typ huyét thanh hodc ching
flavivirus bét ky. Theo cac phwong an nhit dinh, flavivirus bao gdm virut ¢6 vé boc,
vi du, virut sét xudt huyét (chang han cac typ huyét thanh 1-4), virut gay sot vang da,

virut West Nile va virut Zika.

Theo c4c phuong an khéac, ché phidm duogc boc 16 o day co thé bao gdm
flavivirus trong chit dém, ure va mot hodc nhiéu axit amin ma cé thé bao gbm, nhung
khong gidi han ¢, alanin, arginin, methionin hodc t hop cua ching, va mot hodc
nhiéu tac nhan hydrat cacbon ma c6 thé bao gdm, nhung khong gi6i han &, it nhét mot
trong sb sucroza, trehaloza va/hodc manitol. Cac ché phém nhét dinh dugc boc 16 &
day ciing ¢6 thé bao gdm mubi hodc dung dich mubdi. Theo cac phuong 4n nay, cac
hén hop phbi ché flavivirus nay c6 thé dugc sir dung dé bao quan flavivirus song hogc
flavivirus séng da dugc giam doc luc & dang 1éng, lanh dong hodc dong kho & khoang
-80°C dén khoang 40°C hodc 16n hon ma khong lam giam dang ké do chuin virut
trong ché phém. Vi du, bao quan trong thoi gian dai & 4°C va 25°C cé thé dat duogc
bang cach str dung cac hdn hop phdi ché duge boc 16 & ddy. Theo cac phuong én nhat
dinh, ché phém duoc du tinh & day co thé dugc loai nudc va/hoac hydrat hoa mot
phan hodc hoan toan. Theo cic phuong an nay, viéc bao quan cic hon hop phdi ché
chua flavivirus duoc boc 16 & day trong thoi gian dai c6 thé bao gdm bao quan ting
cudng cac hdn hop phdi ché dang dong kho va van chuyén hodc bao quan & nhiét do

trong phong trong cac khoang thoi gian dai, 16n hon 5 tuan.

Theo mot sd phuong an, flavivirus song duoc du tinh ¢ day duoc hudng loi tir
ché phdm va cac hdn hop phdi ché theo sang ché c6 thé bao gdm, nhung khong gidi
han &, virut st xuat huyét, virut West Nile, virut gdy viém ndo do tic gay ra, virut gay

sOt vang da, virut gdy viém nao Nhat Ban, virut Kunjin, virut gay viém ndo St. Louis,
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virut gdy viém ndo Murray Valley, virut Zika, hodc flavivirus bat ky c6 lién quan cua
chung. Theo cac phwong 4n nay, flavivirus séng hodc flavivirus song di duoc giam
doc luc dé dung trong vacxin c6 thé duoc bao quan & cac nhiét d¢ khac nhau trong do
cac hdn hop phdi ché duge boc 16 & day 1am ting do 6n dinh cia hdn hop phdi ché
nay béng cach, vi dy, lam gidm sy thoai bién cua flavivirus nhu 1am gidm su giam do
chuén cua flaviviruses trong hdn hop phdi ché nay. Vi vay, viéc st dung cac hon hop
phéi ché nay dé bao quan flavivirus tao ra cac giai phap d6i véi viéc san xuét hiéu
qué, van chuyén va phan phédi cac liéu luong flavivirus da biét & dang ché phdm sinh
mién dich v6i chi phi va thoi gian san xudt giam. Cac hdn hop phdi ché da néu cho
phép phan phébi ché phdm mién dich chua flavivirus séng hodc flavivirus song di duge

giam doc Iwe mot cach chinh x4c hon dén bénh nhén can hdn hop phdi ché nay.

Theo céc phuong an nhat dinh, ché phém dugc boc 10 & day cod thé duoc sir
dung trong phuong phap bao ché ché pham vicxin hitu ich dé dung cho dbi twong can
dén n6. Theo cac phuong an nhét dinh, ché phdm sinh mién dich chdng lai sy nhiém
flavivirus hodc cac bién ching ciia n6 duogc dé xuét. Vi du, ché phém duoc boc 10 &
day co6 thé dugc str dung dé san xudt vacxin hodc ché phdm sinh mién dich nham cai
thién cac diéu kién bao quan va lam giam su thoai bién cua flavivirus. Theo céc
phwong an khac, mot hodc nhidu hodc ca bén typ huyét thanh virut s6t xuat huyét cé
thé dugc san xuat thanh mot ché phém mién dich dugc boc 10 & day dé gidm sy thoai
bién cua flavivirus hodc duy tri do chuén virut dé phan phéi mot cach chinh xac hon
mot lugng da biét cua flavivirus cho ddi tuong. Theo cac phuong an nhat dinh, khi
duoc két hop, ché phdm sinh mién dich c6 thé bao gébm ché pham vicxin da gid
(chdng han, nhi gia, tam gi4 va t& gia) dé c6 duoc su bao vé dong thdi mot cach chinh
x4c hon ddi v6i sy nhiém nhiéu hon mot loai hodc chung flavivirus. Theo mot sb
phuong 4n, flaviviruses c6 thé bao gdm flavivirus séng va/hodc flavivirus séng da
dugc gidm doc luc. Theo cac phuong an khac, nhiéu hon mét typ huyét thanh hoac
ching ctia mdt flavivirus hodc cac flavivirus khac nhau hodc céac thé kham c6 thé duoc
két hop trong mot ché pham mién dich. Theo cic phuong 4n nay, ché pham dugc boc
16 & day c6 thé 1am dn dinh hdn hop phdi ché dé phan phdi mot cach chinh xac hon

ché pham sinh mién dich chong lai flavivirus ma & d6 kha ning song sot cua flavivirus
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song trong qua trinh van chuyén va bdo quan dugc cai thién.

Trong ché phém nhét dinh, flavivirus séng da duogc gidm doc luc co thé bao
g?)m cac axit nucleic ma hoa mot hodc nhiéu protein tir 2 hodc nhiéu hon 2 flavivirus
khac nhau nhu thé kham. Theo cac phuong 4n khéac, ché pham sinh mién dich va cac
hén hop phéi ché dugc boc 16 & day c6 thé bao gdm mot hodc nhidu typ huyét thanh
virut sét xudt huyét duoc ké dén nhw 1a TDV-1 (vi du virut sbt xuat huyét typ huyét
thanh 1, thé kham virut sdt xuat huyét 1/2), TDV-2 (vi du virut s6t xut huyét typ
huyét thanh 2, virut s6t xuét huyét-2 séng duoc giam doc luc dugc cai bién), TDV-3
(vi du virut sét xudt huyét typ huyét thanh 3, thé kham virut sét xuat huyét 3/2), va
TDV-4 (vi du virut sbt xudt huyét typ huyét thanh 4, thé kham virut s6t xuat huyét
4/2), va tb hop clia chiing. Dy tinh ring céu truc virut sdt xuat huyét bét ky (chang han
thé kham flavivirus bét k¥) hodc virut sét xuét huyét sng duoc giam ddc luc c6 thé
duoc 1am 6n dinh bing cac hdn hop phdi ché dwgc boc 16 ¢ day. Theo mot s6 phurong
an, thé kham virut st xuét huyét séng dugc gidm doc luc duge dé xuét & day co thé
chira cac gen protein khong ciu triic ciia mot virut sot xuat huyét (chang han virut s6t
xudt huyét-2), hoac thé trong dwong cua né, va mot hodc nhiéu gen protein cau tric
hodc phén sinh mién dich cia no cua it nhat mot flavivirus thir hai (chéng han virut sdt
vang da, typ huyét thanh virut s6t xuét huyét khac, virut Zika). Vi du, cac phuong an
nhit dinh lién quan dén virut sét xuat huyét-virus sot xuét huyét, virut s6t xuét huyét-
virus sbt vang da, virut s6t xuit huyét-Zika, virut sét xuat huyét-West Nile, virut sot
xudt huyét-JEV hodc céac thé kham flavivirus khac nhu cac hdn hop phdi ché don gia,

nhi gia, tam gia hodc t&r gia doi véi mot hoac nhiéu flavivirus.

Mot sé phuong an lién quan dén cac phuong phap lam giam sw bat hoat cta
flavivirus séng hodc flavivirus séng da dugc giam doc luc bao gdm, nhung khéng gidi
han &, két hop mdt hodc nhiéu flavivirus véi ché phém c6 kha nang lam gidm su bat
hoat cua flaviviruses duoc boc 16 & day, trong dé ché phim nay lam giam su bét hoat
ctia flavivirus nay. Theo cic phwong an nay, flavivirus séng c6 thé bao gébm céc
flavivirus cu thé, nhu céc flavivirus c6 dac tinh twong tu nhu cac flavivirus c¢6 vo boc
nhu cac typ huyét thanh virut sbt xudt huyét, cac flavivirus khac c6 thiét ké protein

thanh phan di truyén, cdu trac va khong ciu tric twong tw va/hodc cau truc bac hai

23

23/94



52032

hodc céu tric twong tw véi flavivirus nhw virut s6t xudt huyét, virut Zika va virut gay
s6t vang da. Vi du, cac hdn hop phdi ché nay c6 kha nang lam giam su thodi bién cua
flavivirus trong céc qué trinh cu thé nhu capsid hoa, san Xudt, van chuyén va sur dung
ché phém mién dich d3 dugc bao ché cho dbi tuong, v.v.. Céc flavivirus c6 mot sb dic
diém chung nhw kich ¢& chung (40—65 nm), tinh d6i xtimg (nucleocapsid hai muwoi mat
¢6 v6 boc), axit nucleic (ARN chudi don, mach dwong gdm khoang 10.000-11.000
bazo). Dy tinh rﬁng flavivirus bt ky hodc virut ¢c6 vé boc ARN c6 thé duogc 1am 6n

dinh bang ché phdm duoc boc 16 & day.

Theo céc phuong an nhét dinh, flavivirus séng duoc giam doc luc hodc thé
kham flavivirus dugc du tinh & ddy c6 thé duoc bao ché thanh duoc phim trong d6
duogc phém nay co thé duoc dung mdt minh hodc két hop véi cac chét tri lidu khac,
va/hodc ¢ thé duoc sir dung dé diéu ché ché phém vicxin dé dung cho dbi tuong.
Theo cac phuwong an nhét dinh, ché pham virut sét xuét huyét don gi4, nhi gia, tam gid
hodc tir gid c6 thé duge bao ché thanh dugc phdm bang cach st dung ché pham duoc
boc 16 ¢ day dé lam giam sy thoai bién cta hon hop phdi ché, vi du, trong qua trinh
véan chuyén. Theo cdc phuong 4n nay, flavivirus c6 thé duge lam dong kho trong hdn
hop phéi ché bat ky duoc boc 10 & ddy va dugc van chuyén & nhiét do trong phong ma
khong 1am giam dang ké d chudn (Xem phan vi du dbi v6i mot sé hdn hop phéi ché

va phuong phap dugc néu lam vi du).

Céac phwong an & ddy lién quan dén phuong phap va ché phdm dé lam giam
hodc ngédn nglra sy thoai bién va/hodc su bét hoat cia flavivirus sdng da duoc giam
doc luc. Theo cac phuong an nay, cac ché phim nhat dinh c6 thé bao gom t6 hop céc
thanh phin 1am giam su thoai bién va/hodc su bat hoat cua flavivirus séng va/hodc
flavivirus séng da dugc giam doc lwc. Cac phuong 4n khéac & ddy lién quan dén t6 hop
g0m cac tac nhan c6 kha nang tang cudong d6 6n dinh cta cac flavivirus nay. Cac ché
pham va phuong phap khac nita trong ban mé ta nay dé cap dén viéc lam giam yéu
cau dbi voi viéc bao quan & nhiét do thip hon (chdng han, bao quan lanh hodc bao
quan lanh dong) trong khi gia tang thoi han st dung cia cac flavivirus sdng hoic

flavivirus song da dugc giam doc lyc chita nude va’hoac da duge hoan nguyeén.
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Theo cac phuong 4an nay, mdt hodc nhiéu flavivirus séng hoac séng da duoc
giam doc luc c6 thé duoc két hop v61 mot hodc nhiéu axit amin va mot hoic nhiéu
hydrat cacbon. Theo c4c phwong 4n nhét dinh, cac hdn hogp phdi ché flavivirus dugc
bdc 16 & day bao g?)m it nhit ba thanh phén: chét dém trén co sé PBS hoic chit dém
khac va ure. Theo cac phuong an khac, mubi c6 thé duoc bd sung vao cac ché phim

ndy dé ting cuong kha ning dém hodc dic tinh khac cta hdn hop phdi ché.

Theo cac phuong an nhét dinh, tac nhan hydrat cacbon dugc dy tinh dé dung
trong ché phim theo sang ché c¢6 thé bao gém, nhung khong gidi han &, sucroza,
fructoza, galactoza, trehaloza, manitol hoac cac hydrat cacbon tuwong tu cta ching.
Theo céc phuong an khéc, axit amin hodc cac dan xuét cta n6 dugc du tinh aé dung
trong ché phdm va cac hdn hop phdi ché duoc boc 16 & day bao gém, nhung khong
gi¢i han ¢, alanin, arginin, methionin, glutamat, mono natri glutamat (MSG) hoéc
mudi, este hodc din xuét amit cia n6. Theo cac phuong an khéac nita, cac tdc nhéan
protein dé dung trong ché phim va cac hdn hop phéi ché duogce boc 16 & day bao gom,
nhung khong gi6i han &, albumin huyét thanh, albumin huyét thanh nguoi (HSA),
dang tai td hop cta albumin, albumin huyét thanh bo (BSA), huyét thanh bao thai bod
(fetal bovine serum - FBS), gelatin, dextran, polyme polyol, hoic t6 hop ciia chung.
Theo mét sé phuong 4n, tac nhan protein nay chta albumin véi ndng do tir khoing

0,05% dén khoang 2,0% cta ché pham mién dich cu thé.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, cac hdn hop phdi ché va ché pham duge boc 10
& ddy c6 thé bao gdm chét dém bazo 12 dung dich mudi dém phosphat (PBS), véi it
nhét mot trong so natri clorua (NaCl), mononatri va/hoic dinatri phosphat (Na;HPOs).
Theo mét s phuong 4n, chit dém bazo ciing c6 thé bao gom kali clorua (KCI)
va/hodc kali phosphat (KH>PO4). Theo cac phuwong 4n khéc, chat dém vi du, chit dém
bazo, c6 thé bao gdm natri clorua & ndng do tir khoang 10,0 mM dén khoang 200,0
mM. Du tinh ring MgCl, khong duge bao ham trong bat ky hdn hop phdi ché duge

boc 10 & day do n6 thé hién anh hudng bt loi dén d6 6n dinh cua flavivirus séng.

Theo céc phuong an nhat dinh, ché phém duogc boc 16 & day co thé duoc su

dung dé 1am déng khé va/hodc hydrat hoa lai flavivirus séng hodc song da duoc giam
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doc luc; van chuyén cac flavivirus & cac nhiét d6 khac nhau tur lanh dong dén nhiét d6
trong phong va cac dic tinh bao quan khac v6i do én dinh dugc cai thién. Ché pham
dugc du tinh ¢ day co thé 1am tang su dn dinh va/hodc 1am giam su bat hoat va/hoac
su thoai bién cua flavivirus séng hodc séng da dugc gidm doc luc & cac nhiét do bao
quéan khéac nhau, trong qué trinh xir 1y va tinh ché, trong qua trinh van chuyén va phan

phéi va trong cac chu trinh 1am lanh dong-tan gia.

Theo cic phwong 4n nhét dinh, ché phdm duoc boc 16 & day c6 thé duogc loai
nudc hodc hydrat héa mot phﬁn hodc hoan toan. Ngoai ra, ché phém duogc boc 10 o
day c6 thé duoc str dung trong va sau khi déng kho ché phim chwra flavivirus song
hoic flavivirus sdng dd duoc giam doc luc (xem vi du, bang 2 duéi day). Theo céac
phuong 4n nay, ché phim c6 thé duoc loai nudc 20% hoic nhiu hon, 30% hodc nhiéu
hon, 40% hogc nhiéu hon, 50% hodc nhidu hon, 60% hodc nhiéu hon, 70% hogc nhiéu
hon, 80% hodc nhiéu hon, 90% hodc nhiéu hon, hodc 95% hoic nhiéu hon. Ché phém
dugc mo ta & day c6 kha nang lam gia tdng thoi han st dung cua ché phdm flavivirus
chtta nuéc hodc dugc hydrat hoa lai. Theo cac phuong an nay, ché phém duoc bdc 10
& day c6 thé 1am gia tang d6 6n dinh cia flavivirus sdng hodc flavivirus song da duoc
giam doc luc ¢ khoang nhiét do rong nhu nhiét do trong phong, nhiét do dudi khong,
nhiét do cao (ching han, tir -80°C dén 40°C va cao hon) trong céc diéu kién dong kho
hoac léng/lanh déng. Theo cac phwong an khac, ché phdm duoc boc 10 & dy co thé
lam gia ting d6 6n dinh cua flavivirus séng hodc flavivirus sbng da duogc giam doc luc
1én 2 14n, 4 14n, 10 14n hodc nhiéu hon so v6i ché phém flavivirus séng duoc giam doc
lwc ma khong duge bao ché trong it nhat mot thanh phan chat dém bazo (chang han,
chét dém trén co sé PBS, TRIS, HEPES hodc Histidin v.v..), mot hodc nhiéu tac nhan

hydrat cacbon, va mdt hodc nhiéu axit amin.

Bang 2: Cac thong sb dong kho dugc néu lam vi du ctia cac hdn hop phdi ché duoc

boc 16 ¢ day

Lanh dong Lam kho so cAp/thir cp | Cudi cliing
Budc 1 2 3 1 2 1
Nhiét do trén ké -45 | 45 | -45 -37 +25 4
@)
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Tbc db tang - 1.7 | - 0.1 0,1 1,0
(°C/phut)
Thoi gian (phut) - 120 | 120 | 2400 360 GIU
Chan khéng (mT) - - |50 50 50 50

Theo cac phwong 4n nhét dinh, ché pham duoc du tinh & day c6 thé lam giam
sir bat hoat va/hodc su thoai bién cua flavivirus séng da duoc hydrat héa trong 16n hon
24 gid & cac nhiét d6 khac nhau (ching han, khoang 20°C dén khoang 25°C hodc tham
chi 1én dén 40°C) hodc & nhiét d6 lanh (ching han, khoang 0° dén khoang 10° C hodc
1én t6i 20°C). Theo mét sé phuong an, ché pham duoc boc 10 & day co thé duy tri do
6n dinh d6i v6i 90% flaviviruses hodc 16n hon trong 24 gi¢ hodc nhiéu hon. Ngoai ra,
cac hdn hop phéi ché va ché phdm dwoc du tinh & diy c6 thé lam giam su bat hoat ctia
flavivirus d& duoc hydrat hoa trong subt it nhét 2, it nhét 3, it nhét 4, it nhét 5, it nht 6
chu trinh lanh déng-tan gia va nhidu hon. Cac ché pham va phuwong phap khic lién
quan dén cac hdn hop phdi ché va ché phdm c6 kha ning 1am gidm su bét hoat cta
flavivirus séng da dugc hydrat hoa hodc flavivirus séng da duoc gidm doc luc da duogc
hydrat hoa trong khoang 24 gio dén khoang 26 tudn hodc 1au hon & nhiét do lanh
(chang han, khoang 0° dén khoang 10°C).

Cac phuong phép khac nita lién quan dén viéc sir dung cac hdn hop phéi ché va
ché phdm dé lam giam 50% hodc nhiéu hon su giam d6 chuan flavivirus, vi dy, sau
khi dong kho va/hodc sau mot khoang thoi gian nhét dinh va/hodc sau khi tiép xic véi
nhiét d6 nhét dinh. Theo cac phwong an nhét dinh, phuong phép duge boc 1§ & ddy dé
xudt cac hdn hop phdi ché va ché phim c6 kha nang 1am giam sy giam do chuan ctia
flavivirus trong mot khoang thoi gian 5, hodc 6, hoac 7 tuan hodc nhiéu hon, sau khi
dong kho va tiép xtc & nhiét dd 25°C, so v6i ché phdm hodc hdn hop phdi ché khong

chira cac hdn hop phdi ché duoc boc 10 & day.

Theo cac khia canh nhét dinh, cac hén hop phéi ché ¢6 thé bao gém gelatin
hodc dextran dugc thuy phan lam tac nhan protein thay cho albumin huyét thanh. Tuy
nhién, trong céc hdn hop phdi ché nhét dinh, gelatin c¢6 thé bi loai trir do mét s6 1y do
bao gdm thyc té 12 day 1a mot san pham tir dong vat. Céc 1y do khac 1a gelatin c6 thé
gdy ra phan ung di ung & tré em va ngudi truéng thanh duge gy mién dich va co thé

gdy ra cac trrong hop bat loi lién quan dén vacxin. Ngoai ra, gelatin c6 thé ¢6 nguon
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gbc tir xwong bod hoic lgn va nguyén lidu tir xuong séng. Cac ngudn nay cb thé bao
g@)m cac chét la va do d6 can quan tam dén do an toan. Ngoai ra, albumin c6 thé duogc
thu nhin tr ngudi, quy trinh nay cling ¢6 nguy co dua vao nhiing chét la khong an
toan. Vi vdy, cac ché phdm nhit dinh lién quan dén viéc st dung cac chét khac ngoai
cac san phim phu tir dong vit ma cling c¢6 tac dung lam 6n dinh d6i vé6i cac flavivirus
séng da dugc lam giam doc luc hodc chua dugce lam giam doc luc dugce du tinh. Theo
cic phuong 4n nhit dinh, albumin tai t6 hop c6 thé dugc st dung trong cac hon hop

phoi ché dugce boc 16 ¢ day dé lam giam cac anh hudng bat 1¢i cliia cac albumin khdc.

Ché phim dugc boc 106 & day c6 thé tao ra sy bao vé gia tang ddi véi flavivirus
séng khoi, vi du, sy lanh dong va/hodc tan gia, va/hodc nhi¢t dd cao. Theo cac phuong
4n nhét dinh, ché phdm duogc boc 16 & ddy c6 thé lam o6n dinh, 1am gidm su hu héng
va/hodc ngan ngira su bat hoat clia cac san pham virut sdng dwgc giam doc luc da
duoc khir nude & diéu kién nhiét do trong phong (chéng han, khoang 25°C). Theo cac
phwong 4n khéc, cac hdn hop phdi ché va ché phim duge dy tinh & ddy c6 thé lam 6n
dinh, 1am giam sy hu héng va/hodc ngin ngira sy bt hoat clia san phdm virut song
duoc giam doc luc chira nudc & khoang 25°C hodc 1én téi hodc khoang 40°C. Ché
phim va phwong phép duoc boc 16 & ddy c6 thé tao diéu kién thuan lgi cho viéc bao
quan, phan bd, phan phdi va sit dung vicxin chita virut & cic ving phat trién va cham

phat trién.

Chuyén gia trong linh vuc s& nhan ra rang ché phdm hodc hén hop bao ché
trong ban mé ta nay dé cap dén virut chua dugc giam doc luc hodc da dugc giam doc
luc theo phuong phép bét ky, bao gdm nhung khong gidi han &, cdy chuyén dich nuoi
cdy té bao, tai sip xép vat liéu di truyén, két hop cac thé dot bién vao cic dong lay
nhiém, ky thuat di truyén nguoc, cai xen, khuyét doan, thao tac ADN hodc ARN tai to
hop khac. Ngoai ra, chuyén gia trong linh vuc s€ nhan ra rang cac phuwong an khac dé
cap dén virut ma duoc thiét ké dé biéu hién cac protein hodc ARN flavivirus bét ky
khac bao gom, nhung khong gii han &, cac flavivirus tai t6 hop. Cac virut nhu vay c6
thé duogc dung lam vicxin cho cac bénh 1ay nhiém, vicxin dé diéu tri cc tinh trang

bénh ung thu, hoac virut dé dua vao cac protein biéu hién hoic ARN (chc“?ng han, tri
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liéu gen, tri lidu ddi nghia, tri liéu ribozym hodc tri liéu ARN tic ché nhoé) dé diéu tri

cac roi loan.
Duoc pham

Mot s phuwong an & day dé cap dén dugce pham chira flavivirus séng hodc séng
da dugc giam doc luc ¢ dang chita nudc hodc dugc dong kho. Dua trén ban mo ta,
chuyén gia trong linh vuc s& nhén ra rang cac hdn hop phéi ché cai thién do 6n dinh
cda virut (chéng han d6i véi nhiét dd) va ngan ngua su bt hoat do qué trinh lanh
dong-tan gia ctia duoc phim duoc boc 16 & day c6 thé cai thién cac san pham nhu san
phém long, bot, kho lanh hodc dong kho va co thé dugc diéu ché béng cac phuong
phap da biét trong linh virc. Sau khi hoan nguyén, cic hdn hop phdi ché vacxin va ché
pham sinh mién dich da dugc 1am 6n dinh nay c6 thé dugc dung theo cdc duong ding
khac nhau, bao gdm, nhung khong giéi han & dung trong da, ding duéi da, dung trong
co, ding trong miii, bing cach x6ng hit, ding qua phoi hoic ding qua dudng miéng.
Theo cac phuong 4n khac, dung cu phan phéi dé phan phdi dugc pham bat ky dugc
boc 10 & day duoc du tinh. Theo cdc phuong an nay, nhidu dung cu dé phan phbi
vacxin 13 da biét trong linh vuc, bao gdm, nhung khong giéi han &, xyranh va kim
tiém, ding kim tiém hai nhanh, dung miéng dén hodc bom trong da, phan phdi qua voi
phun khong kim tiém trong da (trong da, v.v.), phan phdi dang hat trong da, hodc phan
phéi dang bot nhd sol khi.

Theo cac phuong an nhét dinh, ché phdm c6 thé duge mo ta dién hinh bao gdm
chét dém sinh 1y dung. Chuyén gia trong linh vuc nhéan ra ring cht dém trén co sé
PBS, chit dém trén co s& TRIS, chit dém trén co sé HEPES, chit dém trén co so
Histindin va hé chat dém dugc nhan thiy 1a c6 tic dung lam 6n dinh bat ngo dbi véi
céc hdn hop phdi ché va ché pham Flavivirus dugc bdc 1§ & day. Ngoai ra, chuyén gia
trong linh vuc nhan ra rang viéc diéu chinh néng do mudi dén gin voi muc sinh ly
(chdng han, dung dich mudi dang treong hodc ham lrong mudi tong 0,15 M) c6 thé 1a
t6i wu dé st dung ché phidm ngoai duong tiéu hoa dé ngan ngira sy ton hai té bao
va/hodc dau tai vi tri tiém. Chuyén gia trong linh vuc cling s€ nhén ra réng khi néng

d6 cacbon hydrat gia ting, ndong d6 mudi c6 thé dwgc giam dé duy tri d6 tham thau
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tuong duong va tinh thdm thiu cua hén hop phédi ché. Theo cic phwong 4n nhét dinh,
moi truong dém va6i do pH 16n hon 6,0 dén do pH khoang 10 dugc du tinh. Theo céc
phuong &n khéc, moi truong dém véi do pH 16n hon 6,8 dén do pH khoang 8,0 dugc
du tinh. Theo cac phuong an khac nita, moi truong dém véi do pH 16n hon 7,0 dén

khoang 7,5 dugc dy tinh.

Céc phuong 4n trong ban mé ta nay dé xuat viéc sir dung ché phdm sinh mién
dich va hén hop phdi ché vacxin dé dung cho cac dbi twong & dang tuong thich vé mit
sinh hoc thich hop dé dung dugc phim in vivo. “Dang tuwong thich vé mit sinh hoc
thich hop dé dung in vivo” ding d& chi dang hoat chat (chdng han, ché phim chira
flavivirus séng da duoc giam doc lyc) dé dung trong d6 tac dung tri lidu ctia hoat chét
16n hon tac dung gy doc bét ky cta hoat chat nay. Viéc ding mot hrong hitu hidu ¢
tac dung tri li€u cua ché phém tri liéu dugc dinh nghia 1a luong hitu hi€u, & cac liéu
dung va trong cdc khoang thoi gian can thiét dé dat duoc két qua mong mudn. Chéang
han, luong hitu hiéu c6 tac dung tri liéu cia mot hop chit c6 thé thay dbi theo cac yéu
t6 nhu tinh trang bénh, tudi, gidi tinh, va thé trong cua ca thé, va kha ndng cua hén
hop phdi ché gay ra dap tmg mong mubn & c4 thé. Phac 6 liéu c6 thé dugc diéu chinh

dé tao ra dap Ung tri liéu i wu.

Hoat chét, nhu vicxin, c6 thé duge dung cho dbi twong trong chit mang hoic
chét pha loang thich hop, ma n6 duogc dung dong thoi véi hoat chét nay. Thuat ngir
“cht mang dugc dung” nhu dugce st dung trong ban md ta nay dugce du dinh bao gém
cac chat pha loang nhu nuée mudi va cac dung dich dém chira nudc. Cac hoat chét
cling c6 thé duge dung theo dudng ngoai tiéu hoéa hoic theo duong trong mang bung.
Duoc pham thich hop dé tiém c6 thé duoc dung theo cac phuong phap da biét trong
linh vuc. Chang han, dung dich nuéc vo tring (c6 thé hoa tan trong nuéc) hodc thé
phén tan va bot vo trung dé diéu ché ngay 14p tirc dung dich tiém vo trung hodc thé
phan tan c6 thé duoc sir dung. Trong tit ci cac truong hop, ché pham va cac hdn hop
phéi ché c6 thé 1a vo trung va c6 thé duoc long hoa dén mirc ma c6 thé duoc dudi ra

mdt cach dé dang tir xyranh.
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Trong cac diéu kién bao quan va st dung théng thudong, cac ché phim nay cé
thé chtra chét bao quan dé ngan chan su sinh truéng cia céc vi sinh vat. Ché pham va
cac hdn hop phéi ché c6 thé con duge xir Iy dé ngan ngira khoi su 14y nhiém ciia céc
vi sinh vt nhu vi khuin va ndm méc. Dung dich tiém vo6 khuén c6 thé duoc bao ché
bang cach cho mot lwong hop chét c6 hoat tinh két hgp véi dung méi thich hop hoic

v6i mot hodc to hgp clia cac thanh phan dugc liét ké & trén, néu can, sau d6 khir trung.

Theo cac phuong an nhit dinh, ché phidm va cac hdn hop phéi ché & cac dang
1ong (dung dich) c6 thé duoc ding theo cach tuong thich véi hdn hop phdi ché dang
lidu va vé6i luong sao cho ¢6 hiéu qua tri liéu. Theo cac phuong 4n nay, cac hon hop
phéi ché duge ding mét cach d& dang & cac dang lidu khac nhau, nhu c4c loai dung
dich tiém duoc mé ta & trén. Dy tinh ring cic vién nang giai phong chim, cac vi hat
giai phong theo thoi gian, va cac dang tuong tu cling c6 thé duge st dung dé phan
phéi ché phim trong ban mé ta nay. Cac dung dich nudc cu thé nay co ban thich hop
dé ding theo dudmg tinh mach, trong co, duéi da va trong phic mac. Theo mot sd
phuong an, céc hén hop phéi ché duoc boc 16 & day c6 thé duogc dung trudce, trong

va/hoic sau khi tiép xuc véi flavivirus trong ban mé ta.
Phuong phap phan tich

Theo céc phwong 4n nhét dinh, phuong phap xac dinh ta dwoc gitp cai thién do 6n
dinh ctia mét hodc nhiéu virut séng 6 thé bao gém budc tao ra bd dir liéu do 6n dinh
virut theo thir nghiém; x4y dung mé hinh théng ké tham do bing cach thuc hién hoi
quy don bién va phuong phap phén tich dit liéu da bién ddi véi bo dit lidu vé do 6n
dinh nay; xac dinh it nhat mot ta duoc, trong do it nhat mot ta duoc lam tang do on
dinh cia mdt hodc nhiéu virut séng. Theo céac phuong phap nay, cac ta dugce xac dinh
duoc va lugng cua it nhit mot ta duoc c6 thé duge két hop vao mo hinh sang loc cudi
cung (definitive screening designs — SDS). Theo cdc phuong phéap khéc, noéng do ta
duoc t81 wu c6 thé duoc xac dinh dbi vé6i it nhat mot ta dugc, trong do néng do ta duoc
t61 wru nay lam giam marc giam hiéu luc virut so véi cac virut khong chia it nhat mot
ta dugc nay. Theo cac phuong an khac, b dit ligu do én dinh theo thir nghiém c6 thé

duoc 14p mo hinh bang cach st dung cong cu hdi quy timg budc sin c6 trong JPM
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11.2.0 dy dinh dé ding cho cac phwong phap bé mit dép ting (response surface
methos - RSM). Theo cac phuong an nay, mot hodc nhiéu virut song c6 thé bao gébm

flavivirus.

Céc phuong phap khac dé xac dinh cac diéu kién t6i uu dé lam 6n dinh flavivirus c6
thé bao gébm danh gia cac ta dugc ma bao gdm, nhung khong giéi han &, trehaloza,
galactoza, fructoza, sucroza, chitosan, sorbitol, mannitol, albumin huyét thanh,
albumin huyét thanh nguoi (HAS), albumin huyét thanh bo (BSA), huyét thanh bao
thai bo (FBS), gelatin, dextran, polyme polyol, alanine, arginin, methionin, MSG, va
ure. Cac phuong phap nay duoc du dinh sir dung dé nhan biét cac hdn hop phéi ché 6n

dinh d6i v6i virut bat ky hodc hdn hop phdi ché virut séng dugc gidm doc lyc.
Cdc bo kit

Céc phuong 4n khac duge boc 16 ¢ day lién quan dén bo kit dé str dung véi ché
phim va phuong phap nhu dugce boc 16 ¢ diy. Ché pham va cac hdn hop phdi ché
virut séng da dwoc lam giam doc luc c6 thé duoc dé xuét trong kit dé dung trong
nghién ctru khoa hoc hodc dé phan phéi va/hodc st dung dé phéan phéi cho ddi tuong.
Theo cdc phwong 4n nay, bd kit ¢ thé bao gdm, nhung khéng gidi han &, dd chira
thich hop, ché phdm chira flavivirus song hodc sdng di duge giam doc luc, bao gbm
flavivirus séng da dugc giam doc luc, va mot hoac nhiéu chét b6 tro nhu cac tac nhan

chong virut khac, cac tac nhan chong nam hoac chong vi khuan.

Theo cac phuong an khac, kit ¢6 thé con bao gdbm ché pham da duge chia nho
mdt cach thich hop dé ding cho dbi twong cin chiing ngira hodc diéu tri, khi thich
hop. Ngoai ra, ché phém va cac hon hop phéi ché dugc boc 16 & day c6 thé duoc khir
nudc mot phﬁn hodc hoan toan hoac co thé chira nuée. Kit duoce du tinh & day c6 thé
dugc bao quan ¢ nhiét do trong phong hodc ¢ nhiét do lanh nhu dugce bdc 10 ¢ day, tuy

thudc vao hon hop phéi ché cu thé.

Theo c4c phuong an khac, kit ¢6 thé thuong bao gdm it nhat mot lo nho, 6ng
nghiém, binh thét ¢d, chai, xyranh hodc dd chta khac, ma trong d6 ché pham c6 thé

dugc dua vao, va dugce chia thanh cac phén nhé mot cach thich hop. Khi mot hop
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phén bd tro duge dé xuét, kit cling co thé thuong chira mdt hodc nhiéu d6 chira bd tro
ma tac nhan hodc hop phan nay c6 thé duoc chua trong dé. Kit theo sang ché ciing ¢o6
thé chira mot ché phim va (cac) chit phan tng khac bt ky trong cac do chira dé ban o
quy mo thwong mai. Cac do chua nay c6 thé bao gdm céc d6 chtra bang nhua duoc
dac phun hodc dac thdi ma cac lo nhé mong mubn duogc gitt trong d6 (chang han, ché

pham sinh mién dich hodc ché pham vacxin).
Vi du thwe hién siang ché

Cac vi du sau day dugc bao ham dé biéu thi cac phuong an nhét dinh duoc dua
ra trong sang ché. Nguoi co k§ nang trong linh vuc hiéu rd ring, cac k¥ thuat duoc
boc 16 trong phan vi du tiép theo dudi ddy dai dién cho cac k¥ thuat dugc phat hién dé
thuc hién tot trong thuc tién dugc boc 10 & day, va vi vay co thé dugc xem nhu tao
thanh cac phuong thirc duoc wu tién dé thuc hién sang ché. Tuy nhién, v6i su boc 19
nay, ngudi c¢6 k§ nang trong linh vuc s& hiu rang, nhidu thay doi co thé duoc thuc
hién trong cac phuong an cu thé ma ching dugc bde 16 va van thu duoc két quéa tuong

tu hodc giéng hét ma khong di tréch ra khoi tinh than va pham vi dugc néu ¢ day.
Vidul
Sang loc chat déem

Theo cac phuong phap nhéat dinh dwoc néu lam vi du, ché pham long va ché
phdm dong kho thich hop dé thir nghiém tién 1dm sang va 1am sang va st dung ché
pham sinh mién dich hodc vicxin chira flavivirus digc nhan biét. Cac thi nghiém nhat
dinh dugc thuc hién dé nhén biét ban dau céc chat dém va ta dugc duge coi la thich
hop dé dung trong cac nghién ciru tiép theo vé dd on dinh. Céc chat dém duoc thir
nghiém bao gém chit dém trén co sé HEPES, PBS va TRIS. Céc ta dugce duge thir
nghiém bao g@)m cac hydrat cacbon khac nhau, nhu trehaloza, galactoza, fructoza,
sorbitol, lactoza, sucroza, chitosan hoac t hop cia chung. Cac td dugc dugce thu
nghiém khac bao gdm cac tac nhan protein khac nhau, albumin huyét thanh, albumin
huyét thanh ngudi (HSA), HSA tai td hop, albumin huyét thanh bo (BSA), huyét
thanh bao thai bo (FBS), gelatin, dextran, polyme polyol, hodc t6 hop cuia chiing. Cac
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ta dugc khac nita duge sang loc bao gém céc axit amin khac nhau hodc mudi, este
hodc dan xuét amit cua n6, nhu alanin, arginin, glutamat (chéng han mono natri
glutamat (MSG)) methionin, hodic t6 hop cta chung. Cac thanh phén khac duogc st
dung trong céc thir nghiém ban diu nay bao gdm céc polyol/polyme khac nhau (chdng
han, manitol, gelatin, dextran), osmolyte (chcfng han, ure), mudi (chéng han, magie

clorua, natri clorua), va cac tac nhan tao chelat (chc’ing han, EDTA).

Theo mot sé phuong phap duge néu lam vi dy, virut sét xuat huyét song dugc
giam ddc luc dugce st dung lam cac flavivirus dugc néu lam vi du trong cac ché phém
khac nhau dé thtr nghiém tién 14m sang va lam sang. Ché pham dé dung cho céac
phwong phép nay dugc dé xuét trong ban mé ta. Theo mot thi nghiém duge néu lam vi
du, lugng dinh trudce cia ché phém sinh mién dich chira virut sdt xuét huyét séng duogc
giam doc luc dugc sir dung. Theo mot thi nghiém khac duge néu lam vi du, ché phém
mién dich chua typ huyét thanh 3 cta virut sdt xuat huyét séng duge giam doc luc
duogc st dung. Luu ¥ ring typ huyét thanh nay c6 thé duoc xem 1a kém 6n dinh nhat
va kha nang sinh mién dich kém nhét va do d6 duoc sir dung dé phat trién cic ché
phdm 6n dinh ma c6 thé duoc sir dung véi cac typ huyét thanh khac cta virut sdt xut
huyét ngoai typ huyét thanh ma kém 4n dinh. Du tinh rang flavivirus da duoc giam
ddc luc hodc chua dugc giam doc luc bét ky ¢cé thé dugc sir dung trong cac ché phém
dwoc néu 1am vi du nay dé gia ting d6 On dinh ctia flaviviruses va lam giam su thoai

bién.
Vidu2
Sang loc cdce hén hop phéi ché on dinh

Trong mét sé hdn hop phdi ché flavivirus duoc boc 1§ & ddy, gelatin da thiy
phan c6 thé duoc sir dung dé 1am ngudn protein thay cho albumin huyét thanh. Tuy
nhién, gelatin, mdc du lam 6n dinh virut séng da duogc lam giam doc luc, co thé gay ra
cac phan ng di tmg khi duge ding cho déi tugng va doi khi co thé gy ra cac truong
hop bét loi lién quan dén vacxin. Ché phdm duoc boc 16 & day co thé bao gdm to hop
cdc thanh phan ma tao ra két qua twong dwong trong viéc lam giam gid tri cla

flavivirus song da dugc giam doc luc trong khi tao ra cac hon hop phoi ché cé cac
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phan tGng di tng gidm khi duoc dung cho ddi tuong. Vi du, polyol c6 thé dugc st
dung 1am ngudn tic nhan protein bd tro hodc thay thé trong cac hén hop phéi ché
chira flavivirus dugc boc 10 ¢ day. Trong mot sb vi du, cac hdn hop phéi ché khoéng
chira albumin hodic gelatin ma c6 thé c6 do 6n dinh bang hoic c6 thé tao ra do 6n dinh
flavivirus séng da duoc giam doc luc gia ting duoc tao ra. Cac hdn hop phéi ché nay
bao gbm, nhung khong gidi han &, cac dich c¢6 dic ciia cac chit khac nhau nhu chét
dém trén co sé PBS, mot hodc nhiéu tac nhan hydrat cacbon, mdt hodc nhiéu axit

amin, mot hodc nhi€u tac nhan protein, va’/hodc mdt hoac nhicu muoi.

Do 6n dinh ctia ché pham sinh mién dich flavivirus song dugce gidm doc luc

dugc kiém tra dudi dang ham sb ctia mirc giam hiéu luc khi st dung cac hon hop phéi
ché 1am 6n dinh khéac nhau (chdng han, giam do chuin hodc Logio PFU/liéu). Cac
mau virut sét xuat huyét typ huyét thanh 3 (TDV-3) dugc lam dong kho va sau dé
duoc tiép xuc v6i 25°C trong khoang thoi gian nam tudn. Su giam hiéu luc, hodc su
giam vé muc giam d6 chuén trong khoang thoi gian nay, duge danh gia ddi véi cac
hén hop phéi ché khac nhau, nhu dugc minh hoa trén Fig. 1. Mot chit dém bazo duogc
st dung 1a PBS vgi 50mM NacCl, 0,1% HSA, va 10% hydrat cacbon. Alanin c¢6 mat ¢
n6ng dd 10mM, methionin ¢6 mit & 2,5mM, MSG c¢6 mat & 10mM, manitol c6 mét &
5%, va ure c6 mit & 0,25%. Hon hop phdi ché da duge phat trién trude diy bao gbm
F-127, trehaloza, va albumin (FTA, hdn hop phdi ché dbi chimg dwong tinh) dugc
ding 1am mAu tham chiéu. Nhu da chimg minh, cac hdn hop phdi ché khic nhau dugc
minh hoa trén Fig. 2 1am giam su giam hiéu lyc nhiéu hon ci mau tham chiéu (ma da
duoc chirng minh trudc day 1a cai thién do 6n dinh cua flavivirus), va vi vay, tao ra

cac phuong phép cai thién d¢ lam on dinh vacxin flavivirus.

Viéc quan sat hiéu luc virut trude/sau khi dong kho va trong qua trinh bao quan
ting cudong do dn dinh cua cac méu flavivirus da duoc lam dong khé (chiang han virut
sOt xuét huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) dugc minh hoa trong bang 3 duéi day. DPoi
v6i mdi hdn hop phéi ché, su giam hiéu luc virut theo logio do dong kho duoc tinh
baing cach léy d6 chuén ban diu trr di d6 chudn cta mu virut da duogc 1am dong kho
duoc bao quan & -80°C (mau dbi chimg long da lanh dong duge bao quan & -80°C).

Ngoai ra, d6i v6i mdi hon hop phdi ché, sw giam hiéu Iuc theo logio trong khoang thoi
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gian dn dinh tang cuong duogc tinh bang cach 1iy do chudn ciia hdn hop phéi ché duge

bao quan & -80°C & 5 tudn trir di d6 chuén sau bao quan ciia hdn hop phdi ché & 25°C.

Hau hét cac hdn hop phdi ché thé hién hidu suit dong kho cai thién trong quéa
trinh dong kho so v&i mau déi chimg tham chiéu dwong tinh, FTA. Nghién ctru d§ 6n
dinh sau 5 tuan & 25°C, quan sat théy xu huéng sau dbi v6i @6 dn dinh cia virus. Theo
mot vi du, cac hdn hop phdi ché chua flavivirus (chang han virut s6t xuét huyét typ
huyét thanh-3, TDV-3) chua trehaloza/sucroza riéng r& & nong do cao (10%), su giam
hiéu luc virut theo thir tu sau: 10% duong + 0,1% HSA > 10% duong + 0,1% HSA +
Met + MSG + Ala > 10% duong + 0,1% HSA + Ure. Theo mot vi du khac, cac hén
hop phdi ché flavivirus (ching han virut sét xuat huyét typ huyét thanh-3, TDV-3)
chira tb hop gdm trehaloza/sucroza & ndng do thap (1%) va manitol (4%), su giam
hiéu luc virut theo thir tu sau: 1% duong + 4% manitol + 0,1% HSA > 1% duong +
4% manitol + 0,1% HSA + ure > 1% duong + 4% manitol + 0,1% HSA + Met + MSG
+ Ala. O cac hdn hop phéi ché flavivirus (ching han virut sdt xudt huyét typ huyét
thanh-3, TDV-3) chi chira manitol, su giam hiéu lyc virut theo thir tu sau: 5% manitol
+ 0,1% HSA > 5% manitol + 0,1% HSA + ure > 5% manitol + 0,1% HSA + Met +
MSG + Ala.

Bang 3: Hiéu luc flavivirus (ching han virut sdt xudt huyét typ huyét thanh-3, TDV-3)

trrde dong kho, sau dong kho va sau khi [am on dinh

p Mirc gidm |Mc giam | On8
50 - dan theo log & |6 én dinh | ™
(Twong (ng Mau a8 | 5 |-80°C| SD |25°C| SD 6 0160 O SN o am
v6i bang 14) 16ng dang dAong theo log theo
kho (5W) :
0og
1% trehaloza+0,1%
1 HSA+4%manitol+ Met| 4,54 10,07| 4,31 10,10]4,2510,05 0,23 0,06 0,29
+MSG+Ala
10% sucroza+0,1%
5 HSA+Urea 5,06 10,121 4,82 0,03{ 4,38 (0,09 0,24 0,44 0,68
1% sucroza+0,1%
3 HSA+4%manitol+ Met| 4,63 10,05] 4,48 10,07] 3,99 10,10 0,15 0,49 0,64
+ MSG+Ala
10% trehaloza+0,1%
2 HSA+Urea 4,71 10,08 4,68 10,08 4,17 (0,07 0,03 0,51 0,54
5%manitol+0,1%
10 HSA+Met+MSG-+Ala 4,57 10,11} 4,12 {0,01] 3,42 10,07 0,45 0,70 1,15
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1% sucroza+0,1%
6 HSA-+ 4% manitol 4,66 10,131 4,58 10,15(3,8710,12 0,08 0,71 0,79
1% trehaloza+0,1%
4 HS A s ot 0] 42211005 432 10,10]3,57 0,07 -0,1 0,75 0,65
) 0
13 10”’“‘31%‘:“0’1/" 5,04 10,08| 4,53 10,06|3,78{0,10] 0,51 0,75 |1,26
1% sucroza+0,1%
9 HS Ao 7 e | 477 0.04] 4,56 10,07| 3,78 ]0,10] 0,21 0,78 0,99
0 0
8 IMS“IC{rgZaJFOM’ 5,02 0,06 4,84 |0,084,05[0,11| 0,18 0,79 0,97
14 [Honhopphoichetham| s o1\ 041 4 57 10.04]3.76 |0.04| 0,56 0,81 |137
chiéu doi ching
10% sucroza+0,1%
12 HSA+Met-MSG-+Ala 5,20 10,23 4,85 10,11{4,000,08 0,35 0,85 1,2
1% trehaloza+0,1%
7 HSA+ 4%manitol 4,55 10,121 4,52 10,14] 3,65 10,15 0,03 0,87 0,9
10% trehaloza+0,1%
11 HSA+Met+MSG+Ala 4,90 10,04| 4,60 [0,04]3,7210,03 0,30 0,88 1,18
5% manitol+0,1%
15 HSA+Ure 3,62 10,13] 3,84 10,02/ 0,00 | n/a -0,22 3,84 3,62
16 5% manitol+0,1% HSA| 4,01 10,14 4,08 10,08] 0,00 | n/a -0,07 4,08 4,01
Vidu3
Dinh hinh du dodn

Vi tu cach 1a mot phuong phap bo sung dé danh gia hiéu qua ciia cdc hdn hop
phdi ché khéc nhau 1én su On dinh cia vicxin flavivirus, phuwong phéap dinh hinh du
doan c6 thé duoc st dung nhu 1a mot phuong thire dé lya chon ra céc té duge khic
nhau trong hdn hop phéi ché va/hodc nhén biét cac ta duoc ma hiéu qua hon cic ta
dugc khac. Anh huéng cta cac ta duoc khac nhau dugc kiém tra bang cach st dung
phuong phap dinh hinh, (dr liéu khong chi ra) sau khi dong kho, nam tuan sau khi
dong khd, va nam tudn sau khi dong kho va tiép xtc & 25°C. Dit liéu thu duge tr du
do4n dinh hinh duoc so sanh véi gia tri mong muén, duge str dung lam nguyén tic dé
x4c dinh sy duy tri tot nhat hiéu luc virut sau khi déng kho va sau khi tiép xic & 25°C
trong 5 tudn. Sucroza va trehaloza dugc nhan thay 13 c¢6 thé thay thé cho nhau bang
cach st dung cac phuong phap dinh hinh dy doan nay. Tuong tac tich cuc dugc quan
sat gifta cac ta4 duge ma co thé tao ra profile do 6n dinh flavivirus gia tang sau khi

dong khé va u ¢ 25°C trong 5 tuan (dir liéu khong duge chi ra).
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Vidu4
Nghién ciru @6 on dinh dong khé

Dé danh gia anh huéng cua cac ta duoc khac nhau dén do on dinh ctia vacxin
virut s6t xuat huyét typ huyét thanh 3, cac hdn hop phdi ché ciia vacxin flavivirus mau
(ching han virut st xuit huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) dugc lam dong kho va
duoc tiép xtic & 25°C trong 5 tuan, nhu dwgc minh hoa trén Fig. 2 (cling xem béang 4
du6i ddy). P chuén thu duoc trude khi dong khd hodc trude dong khod (cot mau den
dic trong mdi bd ba, cdt & bén trai ctia moi thir nghiém), sau khi dong kho hodc sau
dong kho (cdt mau xam nhat dac trong mdi bd ba, cot & gifra mdi thir nghiém), va sau
khi dong khé va tiép xiic & 25°C trong 5 tudn (cdt mau xam trung binh va dic & bén
phai ctia mdi thir nghiém; hai lo riéng biét dugc chuin do theo bo ba). Hon hop phdi
ché tham chiéu d6i chimmg ma bao gém F-127, trehaloza, va albumin (FTA) dugc s

dung dé danh gi4 cac dac tinh ctia hdn hop phdi ché cai tién tiém nang.

Quan sat théy sy cai thién dang ké vé mit théng ké d6i voi su duy tri hiéu luc
virut sau khi 0 & 25°C trong 5 tudn. T hop gdm cac td dugc nay thé hién kha nang
chiu dung t6t hon dbi v6i didu kién stress do nhiét d6 & trang thai ran theo thoi gian so

v6i hon hop phdi ché tham chiéu/déi chimg.

Béang 4: Ché phim duoc néu lam vi du chta cac hdn hop phdi ché flavivirus
dong kho khac nhau (chang han virut sot xuét huyét typ huyét thanh-3, TDV-3). Tt
ca cac hdn hop phdi ché trong bang nay duge diéu ché trong 10mM dung dich dém
natri phosphat véi 30 mM NaCl, pH 7,2.

Hén hop phdi Thanh phén

lffg ngi(;‘f?% trehaloza % | manitol (%) | Ala (mM) |HSA (%)| ure (%)
1 10 1 20 0,3 0
2 10 1 10 0 0,250
3 1 1 0 0,3 0,125
4 1 1 20 0,1 0,250
5 10 5 0 0.1 0,000
6 10 3 0 0.3 0,250
7 5.5 3 10 0,1 0,125
8 1 5 0 0 0,250
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9 55 5 20 0,3 0,250

10 1 3 20 0 0,000

11 10 5 20 0 0,125

12 55 1 0 0 0,000

13 1 5 10 0,3 0,000

14 Mau d6i chimg, tham chiéu (15% trehaloza+0,1% HSA+1%
Pluronic F127®)

Vidu5
Nghién cvru do on dinh mé hinh véi trehaloza va HSA

Anh huéng tiém nang cua hai t4 dugc, trehaloza va HSA, dugc danh gia vé kha
nang lam 6n dinh cac hdn hop phdi ché dé dung tiép theo trong sang loc cudi clng.
Anh huéng cia ndng do 0,3% (w/v) HSA va 5% (w/v) trehaloza dén do 6n dinh clia
flavivirus sdng da duoc giam doc luc duge néu lam vi du sau khi dong kho trang thai
ran duoc dénh gia (dir liéu khong duoc chi ra). Céc thi nghiém nay chimg t6 ring cac
hdn hop phdi ché én dinh hiru hiéu c6 thé bao gdbm ndng do trehaloza thip hon, 5%
(w/v) va HSA ¢ 0,3% (w/v), nhu dugc chi ra trong bang 5 dudi day. Ngoai ra, luu y
ring manitol va ure ciing duoc phén tich vé kha nang lam 6n dinh cac virut song da
dugc lam giam doc luc nhur flavivirus va dd dugce chiing minh 1a ¢6 anh hudng c6 loi

doi voi su On dinh flavivirus.

Bang 5: Thanh phan dugc néu 1am vi du ctia cac hdn hop phdi ché flavivirus dong kho

khac nhau (chdng han virut s6t xuat huyét typ huyét thanh-3, TDV-3)

Mong muén tdi da
Thanh phan Nong d6 hoa tan
Manitol 3,0% (w/v)
Trehaloza 5,0% (w/v)
Ure 0,125% (w/v)
HSA 0,3% (w/v)

Vidu6

Sang loc cdc hén hop phéi ché én dinh tam gid dwoc néu lam vi du
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Dit liéu thu dugc dbi v6i cac hdn hop phéi ché 1am 6n dinh ding cho flavivirus
(chdng han virut st xuét huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) (trén day) c6 thé duoc ap
dung cho céc typ huyét thanh virut sét xuat huyét khac, bao gdm nhu mét phan cia
céc hdn hop phdi ché virut sét xuit huyét tir gia. Hai liéu muc tiéu khac nhau dugc
danh gia dbi voi mdi typ huyét thanh virut sét xuat huyét (TDV-1, TDV-2, TDV-3 va
TDV-4) duoc minh hoa trén Fig. 3 dén Fig. 6, 50% BDS (hinh tam giic) va CTM
(hinh vudng). Hon hop phéi ché dich v6i liéu 16n chtra khoang 50% dugc chét véi liéu
16n (bulk drug substance - BDS) déi voi mdi typ huyét thanh virut sot xudt huyét, va
hén hop phdi ché dich lidu lugng hién thoi bao gdm khoang 2,5% duge chét lidu 16n
d6i v6i mdi typ huyét thanh virut s6t xut huyét (con dugc dé cap dén nhu 1a lidu hién
thoi (Current Dose hoac CD). Ca hdn hop phdi ché liéu 16n va liéu hién thoi ciing bao
gbém manitol (3,0% (w/v)), trehaloza (5% (w/v)), va ure (0,125% (w/v)). Bang 6 duci
day liét ké cac hdn hop phdi ché duoc sir dung dé danh gia do on dinh virut & dang tir
gia.

Bang 6: Hon hop phéi ché vicxin virut sét xuat huyét tir gia dwge néu lam vi du

40/94

Nong d6 ta duoc cudi cung sau khi phéi ché véi BDS

Hon
HSA tu
phéi [Thanh phan nhién
ché CD
S6TT

(%)

PF 127 rHSA |Trehaloza|Manitol| Ure | Dextran
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Manitol(3%)+Trehaloza
CD (5%)+Ure(0,125%)+
dang 1 |[Dextran (1%) (dextran]
thip)

0,02 0,002 5 3 0,125 1

Manitol(3%)+Trehaloza
CD (5%)+Ure(0,125%)+

dang 2 |[Dextran (5%) (dextran
cao)

0,02 | 0,002 5 3 0,125 5

Manitol(3%)+Trehaloza
(5%)+Ure(0,125%)+ 0,02 | 0,002 0,3 5 3 0,125
HSA tai t6 hop(0,3%)

CD
dang 3

CD Manitol(3%)+Trehaloza

0,02 0,3 5 3 0,125
dang 4 |(5%)+  Ure(0,125%)+ ’
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HSA tu nhién(0,3%)

FTA C

FTA

0,1

15

Dang 5

50%BD

Manitol(3%)+Trehaloza
(7,5%)+Ure(0,125%)+D
extran. (1%) (dextran|
thap)

0,5

0,05

7,5 3 0,125

Dang 6

S

50%BD

Manitol(3%)+Trehaloza
(7,5%)+Ure(0,125%)+D
extran (5%) (dextran
cao)

0,5

0,05

7,5 3 0,125

Dang 7

S

50%BD|(7,5%)+Ure(0,125%)+

Manitol(3%)+Trehaloza

HSA tai t6 hop(0,3%)

0,5

0,05

0,3 7,5 3 0,125

Dang 8

S

50%BD|(7,5%)+Ure(0,125%)+

Manitol(3%)+Trehaloza

HSA tu nhién(0,3%)

0,5

0,3

7,5 3 0,125

CON_5

0%BDS

Tham chiéu/déi ching

0,1

15

dugce minh hoa dudi day trong bang 7.

huyét

Do chudn virut dich déi véi cac hdn hop phdi ché virut sét xuit huyét tir gia

Bang 7: D6 chuan virut dich d6i véi hon hgp phoi ché vécxin virut sdt xuat

tr gid

Do chuan dich ¢ liéu luong

Do chuén dich & 50% BDS

N (50%BDS)
hién thoi (CD) PFU/liéu lugng >
PFU/liéu luong
TDV-1 2,00E+04 5,09E+05
TDV-2 5,00E+03 1,27E+05
TDV-3 1,00E+05 2,54E+06
TDV-4 3,00E+05 8,03E+06
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Nhu duge minh hoa trén Cac Fig. tir 3A dén 3B dén céac Fig. tir 6A dén 6B, cac
ta dugc dugce thir nghiém 1a dextran & 1% (w/v) va 5% (w/v) (nhu la ta dugc thay thé
cho HSA), HSA tai to hop & 0,3% (w/v), va HSA tu nhién & 0,3% (w/v), cing v6i hon
hop phéi ché tham chiéu dwong tinh FTA. Anh huéng cia mdi ta dugc dugc danh gia
sau khi tiép xtic & 25°C trong 5 tudn sau khi dong kho (cac Fig. 3A, 4A, 5A va 6A) va
sau khi giam téng thé (cac Fig. 3B, 4B, 5B va 6B), ma la tong mirc giam hiéu luc sau
khi déng kho (16ng thanh rin) va muc giam hiéu luc sau khi tiép xic & 25°C trong 5
tuan. Thong thudong, muc giam d6 chudn cang thip va murc chong lap gilta cac lidu

cang 16n, tac dung 1am 6n dinh cua t4 dugc cang 16n.
Vidu7
Nghién citu do on dinh mé hinh véi trehaloza va HSA

Dua trén dit liéu néu trén c6 lién quan dén néng dd cua trehaloza va HSA, cac
nghién ctru md hinh dugc st dung dé danh gia lai khong gian thiét ké ddi v6i cac hon
hop phéi ché én dinh Flavivirus (dit liéu khoéng dugc chi ra). Dir liéu mé hinh kiém tra
anh huéng cia cac néng do 0,2% HSA va 5% trehaloza dén do 6n dinh cua flavivirus
séng da dugce giam doc luc sau khi dong khd duge néu lam vi dy, theo mot phuong an
duoc boc 16 & day, chi ra rang cac hdn hop phdi ché on dinh c6 thé bao gdm trehaloza

& 5% va HSA ¢ 0,2% (dit liéu khong duge chi ra).
Vidu 8

Anh hwéng ciia cde tde nhdn khdc nhau dén tinh nguyén ven ctia banh hén hop phéi

che va do on dinh cua virus

Céac hdn hop phdi ché khac nhau duge danh giad & cac ndng d6 khac nhau va
trong t6 hop v6i cac hdn hop phdi ché da duoc 1am dong kho vé kha ning cuia chiing
dbi voi viéc cai thién do én dinh virut sdt xuat huyét (ching han virut s6t xut huyét
typ huyét thanh 3) ciing nhu 13 tao banh kho lanh véi vé bé ngoai thich hop va tinh
nguyén ven vat Iy thich hop dé ding cho nhidu muc dich du dinh. Nhu dugc mé ta &
day, banh da dugc 1am dong kho duoc danh gia theo thang diém chi quan tir 1 dén 3,
& d6 1 = tdi, 2 = binh thuong, va 3 = t6t. Banh v6i diém danh gi4 1a 1 dugc biéu 16 1a
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c6 sy gy vun vé mit cdu tric & pham vi rong, tan chay & ddy va cdc mat bén, co dang
ké va rat vao tir tit ca céc phia, va/hodc c6 su xuét hién cua nhitng hat nho6. Banh véi
diém bang 2 ¢6 sy co mot phan va su rut vao tir cac phia, sw tan chiy vira phai & day,
va/hodc cac vét ran hodc nat 16n chay sudt chiéu doc va chiéu ngang banh. Banh véi
diém bang 3 1a dep dé 1am dwoc phim, t6 ra 1a chic, cu tric banh (hau hét 1a c6 mau
trang, tiy thudc vao ta duoc két hop) voi bé mit thuong nhin va khong hodc co rat it
su co hodc rut ciia banh tir dinh ctia banh hoac céc phia cuia lo. Anh hudng cta cac ty
16 hydrat cacbon khac nhau nhu dwdng va manitol ddi voi tinh nguyén ven ctia banh
duoc kiém tra bing cach sir dung cac hdn hop phéi ché gia duge. Ty 1é duong/manitol
t6i wu duoc lwa chon dé nghién ctru anh huéng cta dudng/manitol (ching han cia
trehaloza hodc sucroza dbi v6i manitol) dén do én dinh cia virut dbi véi su dong kho
va do 6n dinh cia virut da dugce lam dong kho. Trong vi du nay, thi nghiém nay duoc
thuc hién v6i duge chét lidu 16n da duge bao ché voi virut sét xuét huyét typ huyét

thanh 3 (chdng han TDV3).

Danh sach cac hdn hop phéi ché gia dugc dugce néu lam vi du duge danh gia
duoc chi ra trong bang & dudi ddy. Dua trén két qua cla viéc sang loc cac hdn hop
phéi ché gia dugc, ba ty 1¢ duong/manitol khac nhau dugc lya chon dé sang loc do on
dinh cuaa virus: duong (10% (w/v)) dung mot minh; ty 1¢ dudng/manitol bang 1:4; va
manitol dung mot minh (5% (w/v)). Cac t4 duge lam 6n dinh (ure va axit amin) gidng
v6i cac nghién ciu truée diy cling duoc danh gia trong to hop véi céc ty 1é

dudng/manitol khéac nhau.

Bang 8: Céac hdn hop phbi ché dudong/manitol duge danh gia trong nghién ctu do 6n
dinh khi dong kho va nghién ctru déng banh

Hdn hop phdi ché DPuong Dudng (w/v) Manitol (w/v)
dudng/manitol sb (%) (%)

1 Trehaloza 1,0 4.0

2 Trehaloza 2,0 4,0

3 Trehaloza 2,0 3,0

4 Trehaloza 10,0 0

5 Sacaroza 1,0 4.0
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6 Sacaroza 2,0 4.0
7 Sacaroza 2,0 3,0
8 Sacaroza 10,0 0

9 Khoéng duong 0 5,0

Tat ca cac hdn hop phdi ché duge bao ché trong 10 mM dung dich dém natri
phosphat v6i 30 mM NaCl, pH 7,2 va 0,1% (w/v) HSA. Danh sach cac hon hop phéi

ché chira virut ma dugc danh gia nhu mot phan cua nghién ctru nay duoc dua ra trong

bang 9.

Bang 9: Cac hdn hop phdi ché duoc danh gid vé& sy dong khd virut sot xudt huyét

(virus sdt xuat huyét typ huyét thanh 3) va cac nghién ciru gia ting do 6n dinh

44/94

Hbn hop phdi
ché sb .
(Tuong tmg Thanh phan
v6i1 bang 3)
1 10% Trehaloza +0,1%HSA
2 10% Trehaloza +0,1%HSA+0,25% Ure
3 10% Trehaloza +0,1%HSA+ 10mM MSG+10mM Alanint 2,5mM Methionin
4 10% Sucroza+0,1%HSA
5 10% Sucroza+0,1%HSA+0,25% Ure
6 10% Sucroza+0,1%HSA+10mM MSG+10mM Alanin+ 2,5mM Methionin
7 1% Trehaloza+ 4% Manitol +0,1%HSA
8 1% Trehaloza+ 4% Manitol +0,1%HSA+0,25% Ure
9 1%Trehaloza+4%Manitol+0,1%HSA+10mMMSG+10mM Alanint+ 2,5mM
Methionin
10 1% Sucroza+ 4% Manitol +0,1%HSA
11 1% Sucroza+ 4% Manitol +0,1%HSA+0,25% Ure
12 1% Sucroza+4%Manitol+0,1%HSA+ 10mM MSG+10mM Alanin+ 2,5mM
Methionin
13 5% Manitol +0,1%HSA
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14 5% Manitol +0,1%HSA+0,25% Ure
15 5% Manitol +0,1%HSA+ 10mM MSG+10mM Alanin+ 2,5mM Methionin
16 FTA(15%Trehaloza+0,1%HSA+1%PF127)

Theo cac phuong phap nhét dinh, anh huéng cia viéc thay doi ty 1¢ gifta duong
(chc’;ng han, trehaloza va/hodc sucroza) va manitol dén vé bé ngoai cua banh cia céac
mAu dong kho va sau d6 1a anh huéng dén do 6n dinh cia flavivirus (chang han virut
sét xuét huyét) dugc danh gid. Theo mét phwong phéap, dé danh gia anh hudng cla ty
1é gitta duong va manitol dén tinh nguyén ven va vé bé ngoai clia banh, cac hdn hop
phéi ché gia dugc duoc diéu ché va duge lam dong kho. Sau khi dong kho, tinh
nguyén ven vat Iy va vé bé ngoai clia san phdm dang banh dwgc danh gia (dit liéu
khong dugc chi ra). Tinh nguyén ven cia banh to6 ra la t6t khi ding mdt minh manitol,
ty 1€ gitta duwong va manitol 1a 1:4 va 2:4, tuy nhién, quan sat thdy su vun mét phan
d6i v6i cac hdn hop phdi ché dugc diéu ché véi ty 1¢ gitta duong va manitol bang
khoang 2:3. Khong quan sat thiy su khéc biét dang ké vé tinh nguyén ven cia banh
gitta cac hdn hop phdi ché trehaloza va sucroza. Khi duong duge ding mot minh, tinh
nguyén ven ciia banh khong xuit hién va diéu nay ciing dugc quan sat khi st dung
manitol mdt minh. Dua trén cac nhan xét vé tinh nguyén ven cia banh trong nghién
ctru duoc néu lam vi du nay, cac tb hop sau day dugc lya chon dé nghién ctru do 6n

dinh cua virus: duong riéng ré, duong va manitol & ty I¢ 1:4, va manitol riéng ré&.

Theo mdt vi du, ché phdm flavivirus (virus sét xuat huyét typ huyét thanh 3)
v6i ty 16 lwa chon gitta dudng va manitol duge diéu ché két hop v6i hdn hop axit amin
hodc ure 1am cac ta duge bd sung (xem bang 8). Sau khi dong kho, tinh nguyén ven
vét Iy ctia banh dugc danh gia (dit liéu khong dugce chi ra). O cac vi du vé cac hon hop
phdi ché chi chira duong, tinh ddng nhit cua banh tuong tw v6i cac hdn hop phéi ché
FTA dbi chimg. Cac hdn hop phdi ché chira manitol riéng ré va duong va manitol véi
ty 18 1:4 tao thanh banh v6i vé bé ngoai chép nhan dugc va tinh dong nhat vat 1y tét.
Viéc b6 sung ure hodc hdn hop axit amin khong anh hudéng déng ké dén tinh dong
nhét cua banh. Cac hdn hop phdi ché nay da duoc chimg minh 1a hitu hidu dé dung
1am hén hop dugc dé dung trong cac hdn hop phbi ché sinh mién dich.
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Vidu9

Két hop sang loc bdn thwe nghiém va thiét ké thi nghiém (design of experiments -
DoE)

Dé tiép can thuc nghiém sy phat trién hdn hop phdi ché clia vacxin virut séng
tiém nang voi d6 6n dinh duge cai thién, 1y tuéng 1a x4c dinh dwoc nguyén nhan va co
ché thoai bién virut va sau do thiét ké cac hdn hop phdi ché dé giam thiéu su cb. Mic
du cach tiép can nay da duoc biéu thi v6i mot s6 vacxin virus, nd tap trung chu yéu
vao c4c hon hop phédi ché 16ng va khong phai 1a cac hdn hop phdi ché dong kho. Cach
tiép can thuc t& hon thudng dugc doi hoi bao gdbm céc nghién ciru sang loc t4 dugc
truyén thong, tiép cén chit lwong bang thiét ké (QbD) (bao gbm tich hop hé théng
kiém so4t nguy co va kién thirc khoa hoc truéc d6 vai thiét ké thi nghiém, DoE), hoic
t6 hop clia c4 hai cach tiép can nay. Trong nghién ctru nay, cach tiép can két hop duge
thé hién theo kiéu timg buéc bing cach sir dung vicxin virut sbt xuét huyét sbng da
dugc giam doc luc tiém nang lam vacxin virut séng kiéu mau. Dé nhan biét cac hdn
hop phéi ché dat dwoc san phdm dich, profile cia vicxin virut song da gid dugc dong
khd dugce dung ngoai dudng ti€u hda duge thir nghiém véi viée bao quan trong thoi
gian du dai ¢ 2-8°C. Trudc tién, viéc sang loc ban thuc nghiém dugce thuc hién dé
nhén biét cac chit én dinh virus, sau d6 danh gia cu thé hon “nhém” céc ta dugc lam
6n dinh dimg dau bang cach st dung va thim do cac phuong phip phan tich dit liéu
ma déng vai trdo hudng dan thiét ké mo hinh thdng ké du bao boi DoE. Stt dung timng
budc cach tiép can két hop tao ra co sé cho cach tiép can hé thong theo giai doan dé
phat trién hdn hop phdi ché vacxin virut sdng trong qué trinh phat trién san pham &

giai doan sém.

Sang loc so bo td duwoc dua trén do é6n dinh Flavivirus (chcfng han virut s6t xudt huyét

typ huyét thanh-3, TDV-3)

Sang loc so bd nhan biét sb ta duoc lam 4n dinh tiém nang, ddi vai viée duy tri
hiéu luc virut trong qua trinh dong kho va do 6n dinh gia tang, d?)ng thoi ¢6 duoc tinh
nguyén ven vat 1y ctia banh da kho sau khi lam lanh. (Xem cac Fig. 7 va 8). Dé sang

loc ta dwoc ban dau, cac hdn hop phdi ché flavivirus (chdng han virut sot xuat huyét
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typ huyét thanh-3, TDV-3) dugc diéu ché trong chit dém bazo chita trehaloza hodc
sucroza trong 10 mM dung dich dém phosphat véi 30 mM NaCl, pH 7,2. Nhu da chi
ra trén day, céc chat dém khac cling dugc danh gia, bao gém HEPES, Tris, va histidin
(cing va khong cung voi NaCl). Khéng quan sat thay su khac biét ndo vé d6 6n dinh
khi bdo quan cua céc chat dém néu trén; Tuy nhién, flavivirus (chéng han virut sbt
xuét huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) duong nhu c6 do 6n dinh cong hop khi NaCl
duoc bao ham (dit liéu khong duogc chi ra). Cac hdn hop phdi ché flavivirus di dong
kho (ching han virut sét xuit huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) duoc diéu ché bang
cach str dung céc ta duoc khac nhau tir cac loai chat phu gia duoc dung da biét khac.
Céc hdn hop phéi ché flavivirus da déng kho (ching han virut sdt xuat huyét typ huyét
thanh-3, TDV-3) duoc diéu ché bang cach sir dung cac t4 duoc khic nhau (xem béng
12). Cac chét phu gia nay dugc chon loc dua trén su phéi hop gitta kinh nghiém, tim
toi tai liéu vé thanh phan hdn hop phéi ché chira vicxin virut séng (d duge ban trén
thi truong va nghién ciru) va co so khoa hoc. Hinh dang bén ngoai banh cia mau da
dong khé duoc danh gia (Bang 10 va 11) dua trén hé thong phan loai (1-3, trong d6 1
1a profile banh t0i nhét va 3 13 profile banh tét nhit theo quan sat va cac dic tinh vat
1y).

Céc Fig. 7A-7D va Bang 10 mé ta cac hdn hop phbi ché Flavivirus di dong
kho (ching han virut s6t xudt huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) va d6 chuan virut
truge va sau dong khd ddi véi cac chit én dinh khac nhau trong chit dém bazo
trehaloza. Sy giam d6 chuédn virut dugc tinh sau khi dong kho (cac Fig. 7A-7D) va
hinh dang bén ngoai banh cua cac mau d3 dong kho cling duge danh gia (Bang 10)
dua trén hé théng phén loai bing mét thuong (nhu di mé ta & trén). Cac két qua nay
chimg t6 ring nhiéu ta duoc c6 kha nang lam 6n dinh flavivirus (chang han virut st
xuét huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) trong qu4 trinh déng khé (trong chat dém bazo)
bao gf)m ure, EDTA, polyol, protein, polyme va axit amin, ma dan dén su giam do
chuin <0,2 log. Cac t4 dugc nhat dinh khong bao vé vi khuin trong qué trinh déng
kho khi ding mot cach riéng r& (chdng han MgCla va poloxamer 407) trong khi céc ta
duge khac (sorbitol) ¢6 thé 1am 6n dinh virut trong qué trinh déng kho, nhung khong

tao ra ciu tric banh dep va bi loai ra khoi phén tich tiép theo. Vi vay, cac tic nhan nay
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khéng duogc st dung trong cac hdn hop phdi ché da duogc boc 16 & day. Quan sat thay
xu huéng twong tu ddi v6i ta duoc khi sucroza thay cho trehaloza trong chat dém bazo

(cac Fig. 8A-8B).

Trong vi du nay, Fig. 7A minh hoa d6 chudn virut cia flavivirus (chang han
virut sbt xuat huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) trong cac miu truéc va sau dong kho
va Fig. 7B minh hoa sy giam d6 chuén flavivirus (chang han virut sOt xuét huyét typ
huyét thanh-3, TDV-3) sau khi déng kho. Dit liéu duoc thé hién dudi dang gia tri
trung binh + d¢ léch chuén. Po chuin virut dugc dua ra dudi dang logiopfu/0,5ml. *
thé hién d6 chuan dudi LOD. Chéit dém bazo cia cac vi du nay chira 10% trehaloza
trong 10 mM dung dich dém phosphat véi 30 mM NaCl, pH 7,2. Déi v6i cac thi
nghiém dugc néu lam vi du nay, trong d6 trehaloza dugc thay bé‘mg sucroza, Fig. 8A
minh hoa su giam do chudn virut cua flavivirus (ching han virut sOt xult huyét typ
huyét thanh-3, TDV-3) sau khi déng kho. Dit lidu duoc thé hién dudi dang gid tri

trung binh + d6 1éch chudn. D6 chuén virut dugc dua ra dudi dang logl0 pfu/ml.

Céc ta duoc tiém nidng cu thé tir cac thi nghiém duoc néu lam vi du duge minh
hoa trén Fig. 7A & 8A duogc danh gia tiép kha nang lam 6n dinh flavivirus ctia ching
(ching han virut sét xuat huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) théng qua d¢ 6n dinh tich
cuc trong thoi gian ngin ¢ 25 °C trong 2 tuan. Hiéu luc virus, nhu duge xac dinh béi
d6 chudn virut trong thir nghiém vét tan, va su giam do chuan virut theo thoi gian
(dugc biéu hién & dang sy giam do chuin theo logio), duge minh hoa trén Fig. 7C va
7D va Fig. 8B d6i v6i cac hdn hop phdi ché chit dém bazo chira trehaloza va sucroza,
tuong Gng. Fig. 7C minh hoa d6 chudn virut cta flavivirus (ching han virut sot Xuét
huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) trong cac mau da dong kho sau khi nghién ctru do on
dinh tich cuc, va Fig. 7D minh hoa sy giam do chuan flavivirus (ching han virut sét
xuit huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) sau 2 tun & nhiét d6 trong phong (~25°C). Fig.
8B minh hoa su giam d6 chudn virut cua flavivirus (chang han virut s6t xuét huyét typ
huyét thanh-3, TDV-3) sau khi cac mAu di déng kho dwoc bao quan trong 5 tuan &
nhiét do trong phong (~25°C). Céc két qua nay mé ta rang cac hon hop phdi ché chira
HSA, ure, alanin, methionin, MSG, manitol, hodc gelatin thé hién xu huéng twong tu

ddi v6i ca cac hdn hop phoi ché bazo va thé hién su 6n dinh virut dugc cai thién trong
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qué trinh bao quéan & 25 °C. Cac két qua nay chi ra raing HSA, ure, alanin, methionin,
MSG, va manitol 1a c4c chit én dinh flavivirus (ching han virut s6t xuét huyét typ
huyét thanh-3, TDV-3) va duoc chon dé sang loc tiép bing cich sir dung cing mot

hén hop phdi ché chat dém bazo trehaloza/- sucroza.

Bang 10: Phén loai tinh nguyén ven ctia banh bang mat thuong dbi v6i cac hdn hop
phéi ché dong khé trén co sé hinh dang bén ngoai khi quan st bing mit thuong dbi
v6i cac hdn hop phdi ché flavivirus dong kho (chang han virut sbt xuat huyét typ
huyét thanh-3, TDV-3) chira trehaloza (nhu durge minh hoa trén Fig. 7A-7D) (nhu

duoc mo ta cu thé & trén, 1-3, trong d6 1 12 loai tdi nhit va 3 1 loai t6t nhét).

Hdn hop phoi ché dong kho Hinh dang bén ngoai thong thudng cia banh
MgClh 1
Sorbitol

Manitol
Polysorbat 80

Lactoza

Sacaroza
HSA
Ure

Alanin

EDTA

Methionin

Gelatin
MSG
Dextran 40

W W] W| W] W| Wl W W W W Wl N NN

Chat tham chiéu, poloxamer 407

Bang 11: Phan loai tinh nguyén ven ctia banh bang mat thuong dbi vai cac hon hop
phéi ché dong kho trén co sé hinh dang bén ngoai khi nhin bang mét thudng dbi voi

cac hdn hop phéi ché flavivirus (ching han virut sét xuat huyét typ huyét thanh-3,
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TDV-3) dong kho chira sucroza (nhu dugce minh hoa trén Fig. 8A-8B) (nhu duge md
ta cu thé & trén, 1-3, trong d6 1 ¢6 hinh dang bén ngoai banh va cac thudc tinh vat ly

t61 nhat va 3 c6 hinh dang bén ngoai banh va céc thudc tinh vat 1y tot nhét).

Hbn hop phdi ché déng khé | Hinh dang bén ngoai thong thuong ciia banh
Manitol 1
Sorbitol 1
MgCl2

et

Alanin
Ure
HSA

Lactoza

Trehaloza
MSG
Methionin
EDTA
PS80
Gelatin

Dextran 40
PF127

W] W] W] W] W| W W W W W | N

Céc két qua nay chung t6 rang nhiéu ta dugce dwgce liét ké trong bang 12 c6 kha
nang lam 6n dinh flavivirus (ching han virut sét xut huyét typ huyét thanh-3, TDV-
3) trong qué trinh doéng kho (trong chét dém bazo) bao gdm ure, EDTA, polyol,
protein, polyme va axit amin, ma din dén sy giam do chuin <0,2 log. Cac phu gia
MgCL va poloxamer 407 ¢6 kha ning lam én dinh virut riéng r& & mic thip nhat
trong qué trinh dong kho véi mac giam riéng r€ >2 log (tuy nhién, poloxamer 407 ¢
tac dung lam on dinh theo cach hiép déng vO1 su ¢6 mat cua cac ta dugc khac; xem cu
thé hon dudi diy). Cac ta4 duoc nhit dinh (chdng han, MgCly va poloxamer 407)
khong bao vé riéng 1€ trong qua trinh dong kho trong khi nhiing t4 dugc khac (ching
han, sorbitol) c6 thé 1am 6n dinh virut trong qué trinh dong kho. Xu huéng ta duge

twong tu dugc quan sat khi sucroza thay thé trehaloza trong chat dém bazo (Fig. 8).
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Bang 12: Danh sach tém tat cc ta duge dugc sang loc dua trén kha ndng lam 6n dinh
virut Flavivirus (ching han virut sét xuat huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) trong qua
trinh déng kho6 va bao quan tich cuc ciing nhu kha nang tao thanh banh dong kho phu
hop dé lam duogc phém. Cac ta dugc dugce danh gia véi sy c6 méat cua cic chit dém

bazo khac nhau chira cac chat phu gia bo sung nhu dwoc mo ta trong phan vin ban.

Loai Ta duoc

Albumin huyét thanh nguoi va rHSA
(0,1, 0,3, va 2%)

Protein/Polyme Gelatin (3.0%)
Dextran 40 (1-10%)
Sucroza (1-10%)
DBuong D-trehaloza dihydrat (1-15%)
Lactoza (4%)
Cée polyol Sorbitol (3,0%)

Manitol (1, 3, 5%)
Polysorbate80 (0,05%) PF127
| (1,0%)
Mononatri 1-glutamat (10 mM)
Methionin (2,5 mM)

Céc chét hoat dién

Cac axit amin

Alanin (10 mM)
Arginin (10 mM)
Osmolyte Ure (0,125 va 0,25%)
Mubi Magie clorua (100mM)
Téac nhan tao chelat EDTA (1ImM)

Mot sd ta duoc tiém ning duoc néu lam vi du duoc dénh gia tiép kha nang clia
chung trong viéc 1am én dinh flavivirus (chang han virut s6t xuat huyét typ huyét
thanh-3, TDV-3) thong qua do 6n dinh bao quan tich cuc trong thdi gian ngéan & 25°C
trong 2 tuan. Hiéu lyc virut nhu dugce xc dinh béi do chuan virut trong thir nghiém
vét tan, va su gidm do chuan virut theo thoi gian (dugc biéu thi & dang su giam do on

dinh theo logio), dugc chi ra trén cac Fig 7C va 7D dbi vai cac hdn hop phéi ché chét
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dém bazo chira trehaloza, va trén cac Fig 8A va 8B dbi véi cac hdn hop phdi ché chat
dém bazo chtra sucroza. Cac hon hop phéi ché chira, vi du, HSA, ure, alanin,
methionin, MSG, manitol, va/hodc gelatin thé hién xu huéng tuong tu ¢ tat ca hon
hop phéi ché bazo nay va thé hién do 6n dinh virut duogc cai thién trong qua trinh bao
quan & 25°C. Bét ngo 1a, dextran thé hién do 6n dinh cuc tot véi chit dém bazo
trehaloza nhung khong thé hién do 6n dinh cuc tot voi chit dém bazo sucroza. Mac du
polysorbate 80 va lactoza thé hién kha ning bao vé dong kho t6t, cac ta duoc nay
khong c6 kha nang 1am 6n dinh flavivirus (chdng han virut sot xuét huyét typ huyét
thanh-3, TDV-3) trong qua trinh bao quan & trang thai khd ¢ 25°C. Tom lai, HSA, ure,
alanin, methionin, MSG, va manitol duoc xac dinh 1a cac chét 6n dinh flavivirus tiém
nang (chéng han virut st xuat huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) va duge chon dé sang

loc tiép bang cach st dung ciing hdn hop phéi ché chat dém bazo trehaloza/sucroza.

Sang loc 16 hop td dwoc dwa trén dé on dinh Flavivirus (chdng han virut SOt xudt

huyét typ huyét thanh-3, TDV-3)

Anh huéng cua viée két hop céc ta duoc dimg dau & cac néng d6 khac nhau
dén do chudn flavivirus (chdng han virut s6t xuit huyét typ huyét thanh-3, TDV-3)
truée va sau khi dong khé va do on dinh tich cuc duoc danh gia. Tham khio Fig. 9 va
Fig. 15, chit dém bazo chira 10% trehaloza trong 10 mM dung dich dém phosphat véi
30 mM NaCl, pH 7.2, va 0,1% HSA. Fig. 9A va 15A minh hoa sy gidm do chuin
flavivirus (chdng han virut sét xuét huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) sau khi dong
kho; va Fig. 9B va Fig. 15B minh hoa sy giam d6 chuan virut cta flavivirus (ching
han virut sbt xuét huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) sau khi cc mau di dong kho duoc
bao quan trong 5 tudn ¢ nhiét do trong phong (~25°C). Trén cac hinh nay, dit lidu
duoc thé hién du6i dang gid tri trung binh + do 1éch chuén. P chuin virut duge dwa

ra dudi dang logio pfu/ml.

Dbi v6i cac nghién ctru nay, HSA (6 0,1 va 0,2% w/v) dugc b sung vio cic
hén hop phéi ché bazo do trong cac phuong phap nhit dinh lién quan dén sang loc ban
dau chi ra rang HSA c6 chirc nang nhu chéat bao vé dong khd hitu hidu (cc Fig. 9 va

15). Quan sat thay su giam (su giam <0,2 log) do chuén flavivirus (ching han virut sbt
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xuét huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) sau dong kho & ca hai nong do HSA trong cic
hdn hop phbi ché bazo chira 10% sucroza hodc trehaloza, twong tng (cac Fig. 9A va
15A). Vi véy, cac hdn hop phdi ché chit dém bazo sau d6 duge diéu ché chira dung
dich dém phosphat, NaCl, 10% duong (trehaloza hodc sucroza) véi 0,1% HSA va céac
t4 duge bd sung da chi ra. Hau hét cac td hop ta duoc trong cac hdn hop phdi ché bazo
nay thé hién do 6n dinh virut duoc cai thién & ca mau sau dong kho va mau 6n dinh
tich cuc (cac Fig. 9 va 15). Bao vé dong kho tdi da dugc chitng minh bing cach sir
dung t6 hop gdm axit amin va ure dugc bd sung trong cac hén hop phbi ché bazo. Sau
5 tudn & 25°C, mot trong cac hdn hop phdi ché bazo ndy véi manitol va ure duoc bd
sung, cung hodc khong cling véi axit amin nhu alanin, arginin, MSG va methionin thé
hién d6 én dinh virut dwoc cai thién (cac Fig. 9 va 15). Viée gia tang nong do duong
trong cac hdn hop phéi ché bazo dén 15% duong nhu khong tao ra lgi ich b6 sung bt

ky do6i véi viée bdo vé do chuan virus.

Bang 13: Phén loai tinh nguyén ven cua banh bing mit thudng d6i v6i cac hdn hop
phéi ché dong khé trén co s¢ hinh dang bén ngoai khi nhin bang mit thuong d6i véi
cac hdn hop phéi ché Flavivirus (ching han virut sét xut huyét typ huyét thanh-3,
TDV-3) dong kho (nhu duge thiy trén Fig. 9A-9B) (nhur duge mo ta cu thé & trén, 1—
3, trong d6 1 c6 hinh dang bén ngoai banh va cac thudc tinh vat 1y tbi nhit va 3 ¢co
hinh dang bén ngoai banh va cac thudc tinh vat 1y t6t nhat).

Hdn hop phdi ché dong kho Hinh dang bén ngoai thong thudng clia banh
Met + MSG + Ala + ure + Mann 2

15% Tre + 0,1% HSA
Met

Mann

10% Tre + 2% HSA

10% Tre + 0,1% HSA
Met + MSG + Ala + Urea
MSG

Ala

Ure

W W] W] W] W] W W[ | N
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Met + MSG + Ala
Met + MSG

Met + Ala

MSG + Ala

Met + Urea

MSG + Urea

Ala + Urea

Arg

Arg + Urea

W W] W W W W W| W| W

Céc thi nghiém sang loc cudi cing nghién ctru anh hwéng ctia viéc thay doi ty
16 gitra duong va manitol dén hiéu lyc flavivirus (chang han virut s6t xudt huyét typ
huyét thanh-3, TDV-3) va tinh nguyén ven ctia banh di déng khd. Xem céc hon hop
phdi ché véi thanh phan cu thé trong bang 9 va trén céc Fig 10 A dén 10B. Fig. 10A
minh hoa su giam d6 chuan flavivirus (ching han virut s6t xuat huyét typ huyét thanh-
3, TDV-3) sau khi dong kho, va Fig. 10B minh hoa sy giam do chuén flavivirus
(ching han virut s6t xuit huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) sau khi cdc mau da dong
kho duoc bao quan trong 5 tudn & nhiét do trong phong (~25°C). Chét dém bazo chta
10 mM dung dich dém phosphat vsi 30 mM NaCl, pH 7,2, va 0,1% HSA. Dit li¢u
duoc thé hién dudi dang gia tri trung binh + do léch chuén. Do chuén virut duge dua

ra dudi dang log10 pfu/ml. * N/A dudéi LOD.

Céac hdn hop phdi ché Flavivirus (chang han virut s6t xudt huyét typ huyét
thanh-3, TDV-3) véi ty 18 chon loc giita duong va manitol duge bao ché két hop véi
hén hop axit amin hodc ure 1am cac ta dugc bd sung trong chat dém bazo (Bang 9).
Hau hét cac hon hop phdi ché (duoc tim thdy trong cic bang 3 & 9) biéu hién hiéu
sudt do chudn virut duoc cai thién sau khi déng kho (Bang 3). Viéc bo sung ure cho
thay kha nang 1am 6n dinh virut duge cai thién, so véi hdn hgp axit amin, trong chat
dém bazo chira sucroza hodc trehaloza sau khi bdo quan & 25°C trong 5 tudn (cac bang
3 & 9, hdn hop phbi ché 5 va 6; Fig. 10A). Thii vi 13, khi manitol dugc bd sung vao

cac hon hop phoi ché bazo, hdn hop axit amin biéu hién tiém ning lam 6n dinh virut
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gia tang so voi ure (Bang 3 & 9, hdn hop phdi ché 9 va 10; Fig. 10A). Tuy nhién, cic
hén hop phdi ché nhét dinh (chdng han, 13, 14, va 15) chi chira manitol ¢6 dnh huéng
dén do 6n dinh virut bat ké 12 b6 sung ure hay hdn hop axit amin. Nhitng nhan xét nay
ching t6 anh hudng quan trong cua dudng vo dinh hinh dén do 6n dinh virus, va cac
thi nghiém nay ciing chimg t6 tuong tac gitta duong va manitol 1a nhiing t4 duoc quan
trong d6i v6i viée 1am 6n dinh flavivirus. Dé nghién ciu tiép anh huong cia nhitng ta
duoc lam 6n dinh déy htra hen nay dbi voi cac flavivirus (chéng han virut s6t xuét
huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) trong qua trinh lanh kho va bao quan tich cuc, viéc
thiét ké mot cach hop ly phuong phap thi nghiém duoc sir dung nhu dd mo ta duéi
day.

Thiét ké thi nghiém

Tham khao Fig 11, minh hoa bd dit liéu vé su giam hi¢u lyc virut toan dién dbi
v6i mdi hdn hop phdi ché duge phan tich trong cac nghién ctru sang loc. Dit liéu duoc
phan theo nhém thanh 3 giai doan sang loc duoc biéu thi boi cac nhém sang loc 1, 2,
va 3 trung khép véi dir liu dugce thé hién trén céc Fig 8-10, va Fig 15. Dit liéu nay
minh hoa d6 chudn tinh biang logio pfu/0,5 mL ddi véi cac mau léng (trude dong kho),
sau déng kho, va 6n dinh 5 tudn & 25°C. Fig. 11A va 11B minh hoa viéc nhan biét cac
gia tri c6 nghia théng ké ma tao ra su bao vé khoi thir thach séy thang hoa va nhiét (su
giam hiéu lyc khi dong kho tinh theo Logio (Fig. 11A) va su gidm theo logio khi bao
quéan 5 tudn ¢ 25°C (Fig. 11B)). Dit liéu dugc 14p mo hinh bang cach st dung phuong
phap hdi quy timg buéc dé xac dinh gia tri nao c6 tiém ning anh huong c6 nghia khi
quan sat thong ké. Ngoai viéc st dung Bayesian Information stopping Criterion dé
ddng quy vé md hinh thich hop nhat, cic gia tri twong tic va anh huong chinh dugc
xem la ¢6 nghia néu gia tri x4c sudt cta chung < 0,05. Mirc d6 phu hop ctia md hinh

thich hop ciing dugc danh gia bang cach sir dung cac gia tri R

Viéc sang loc ban thuc nghiém ta4 dugce va cac hdn hop phéi ché tao ra bo dir
lidu 16n vé cac gia tri hiéu luc virut ¢ trang thai 16ng duge lam lanh (trudce khi dong
kho), sau khi déng kho, va 6n dinh tich cuc (5 tuan & 25°C) trong 85 hdn hop phéi ché

flavivirus dugc bao ché riéng r& (ching han virut s6t xuat huyét typ huyét thanh-3,
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TDV-3) (dit liéu khong dugc chi ra). Phén tich bd dit 1i€u toan dién béng méat thuong
nhén thiy, v6i mbi thi nghiém sang loc lién tiép, ngoai hinh dang bén ngoai banh dugc
cai thién, con c6 su gia ting vé kha nang duy tri hiéu luc flaviviruses (chéng han virut
sot xudt huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) déi v6i mdi diéu kién. Viéc thay doi ndng
d6 t4 duoc va td hop ctia chiing trong sudt qua trinh sang loc gitip thu thap dugc bo dit
liéu xuét phat tir kinh nghiém ma c6 thé duoc sir dung bang cach ding md hinh hoi

quy nham x4y dung mo hinh thong ké tham do.

Dé x4c dinh t4 dugc (hodc gia tri) nao gop phan hoic tuong tic riéng ré c6 anh
huéng dén su giam hiéu luc flavivirus (ching han virut sbt xudt huyét typ huyét
thanh-3, TDV-3), b dit liéu dugc 14p mé hinh bing cach sir dung cong cu hdi quy
tirng bude sin ¢ trong IMP 11.2,0 du dinh dé dung cho phuong phap bé mat dap Gmg
(RSM). Phan tich hdi quy st dung Bayesian Information Stopping Criterion t6i thiéu
dé dat dugc moé hinh tot nhit va cac gia tri va tuong tac ma khong thé hién y nghia
(thdng ké x4c sudt < 0,05) duoc loai trir. M6 hinh phit hop véi cac gia tri R? bang 0,44
va 0,73 duoc xac dinh su giam hi€u luc dong kho theo logio va su gidm hiéu luc theo
logio sau khi bao quan trong 5 tudn & 25°C, twong tmg (cac Fig. 11A va 11B). Cac ta
duoc bao gém HSA, ure, manitol, va duong sucroza va trehaloza dugc xac dinh 1a c6
nghia théng ké dbi voi viée han ché su giam hiéu luc flavivirus (chéng han virut st
xuat huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) sau khi dong kho (dit liéu khong dugc chi ra).
Cac b ta dugc twong tu dugc chirng minh 1a bao vé khoi sy gidm hi¢u luc flavivirus
(ching han virut s6t xuit huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) trong qué trinh 6n dinh nho
bao quan tich cuc. Cac chét phu gia nhét dinh: ure, manitol, va HSA thé hién y nghia
ctia mdi chit phu gia don 1¢ trong khi to hop gém trehaloza hodc sucroza véi ure, va
trehaloza v&i manitol duge xac dinh 1a c¢6 sy tuong tdc c6 nghia gitta hai chat nay.
Axit amin, alanin, methionin, va MSG dugc bao ham trong mé hinh do chiing duong
nhu tao ra tac dung 6n dinh trong subt giai doan sang loc, nhung trong phan tich nay
thé hién 12 khong c6 nghia théng ké. Bing cach str dung cac md hinh thim do nay nhu
hudng dan, cac chét phu gia HSA, ure, manitol va trehaloza hoac sucroza dugc chon

lam c4c chét phu gia tiém nang diy hira hen cho nghién ctru tiép theo.
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Bang 14: Thiét k& hdn hop phdi ché DOE

Hdn hop phdi ché DOE S6 Thanh phan
trehaloza % | manitol (%) | Ala (mM) | HSA (%) | ure (%)

1 10 1 20 0,3 0

2 10 1 10 0 0,250
3 1 1 0 0,3 0,125
4 1 1 20 0,1 0,250
5 10 5 0 0,1 0,000
6 10 3 0 0,3 0,250
7 5,5 3 10 0,1 0,125
8 1 5 0 0 0,250
9 5,5 5 20 0,3 0,250
10 1 3 20 0 0,000
11 10 5 20 0 0,125
12 5,5 1 0 0 0,000
13 1 5 10 0,3 0,000

Tham khao bang 14 va Fig. 12, bang va cac Fig dé xuét nhu sau: Bang 14:
Thiét ké hdn hop phdi ché DOE Fig. 12A: Do chuén Flavivirus (ching han virut sot
xuét huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) trong mau 1éng, dong kho (dugc bao quan & -
80°C) va cac mau 6n dinh (cac hdn hop phdi ché dong kho duogc bao quan & 25°C, 5
tudn), Fig. 12B: Sy giam do chuin Flavivirus (chang han virut s6t xudt huyét typ
huyét thanh-3, TDV-3) trong qu4 trinh déng kho va én dinh 5 tudn & 25°C. Tét ca cac
hén hop phéi ché chira 10 mM natri phosphat, 30 mM NaCl, pH 7,2 lam chit dém
duogc néu lam vi du. Fig. 12C la dd thi udc lugng theo nhom duge tao ra béng cach
phan tich dit liéu DSD ¢6 st dung phuong phap hdi quy xuéi timg bude va bd quy tic
dimg dé giam thiéu Akaike's Information Criterion (AICc) da hiéu chinh bang cach st
dung JMP 11.2,0. Anh huéng chi yéu va cac thong sb tuong tac dugce coi la c6 nghia
néu gia tri xac suit cua ching < 0,05. Mirc d6 phii hop ctia md hinh thich hop ciing

dwoc danh gia bang cach str dung céc gid tri R2.
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Nhém t4 dugc ding dau thu dugc va ham luong ctia né duge xac dinh béng
phwong phéap hdi quy don bién tham do va phan tich dir liéu da bién dugc tich hop vao
thiét ké sang loc cudi cung (definitive screening design - DSD) (Bang 14) dé xac nhan
tdm quan trong cta viéc thiét ké anh huéng dén do 6n dinh va anh hudng dén viéc
tham do khoang ndng do toi wu di v6i mdi ta duoc. Mic di biéu hién tic dong théng
ké tuong tu, trehaloza dugc chon thay vi sucroza do twong tac bd sung ctia n6 dugc
xac dinh bang phan tich md hinh thim do. Mic du alanin khong dugc nhan thay 1a co
vy nghia, n6 dugc bao ham trong DSD nhu mot axit amin dién hinh, ma c6 mat trong
hau hét cic hdn hop phdi ché trién vong trong qui trinh sang loc. Viée lwa chon
khoang ndng d6 ta duge dugc dua ra boi profile dy bdo mé hinh bé mit dap Gng (dit
liéu khong duge chi ra) va DSD duge x4y dung bang cach sir dung nén tang Design of
Experiments trong JMP 11.2.0 va tao ra 13 hdn hop phdi ché riéng r& dé danh gia.
Flavivirus (ching han virut s6t xuit huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) dugc bd sung
vao mdi hén hop phéi ché dugc chira trong bang 14, dugc lam dong kho, va duoc thi
thach ¢ 25°C trong 5 tudn. Thiét ké Definitive Screening Design (DSD) cuia cic thi
nghiém cac hdn hop phdi ché dbi véi mdi flavivirus (chiang han virut sdt xudt huyét
typ huyét thanh-3, TDV-3) va do chuin trong mau 1éng, duge dong kho (duge bao
quéan & 80°C) va cac miu 6n dinh (cac hdn hop phdi ché dong kho duge bdo quan &
25°C) duoc minh hoa. Anh huéng chii yéu va cac thong sb tuong tic duge coi 1a ¢6
nghia néu gia tri x4c suét ctia chung <0,05. Pudng mau xanh da troi thé hién nguong
gid tri p va cOt cit ngang qua dudng nay thé hién anh hudng ddng ké. Mirc do phi hop
ctia mo hinh thich hop ciing duoc danh gia bang cach sir dung céc gia tri R2. * N/A
du6i LOD. Chi tiét vé hon hop phéi ché 1a nhu sau: F1: 10%Tre + 1%Mann + Ala(20
mM) + 0,3% HSA;F2:10%Tre + 1%Mann + Ala(10 mM) + 0,25%U;F3:1%Tre +
1%Mann + 0,3%HSA + 0,125%U;F4:1%Tre + 1%Mann + Ala(20 mM) + 0,1%HSA
+ 0,25%U;F5:10%Tre + 5%Mann + 0,1%HSA;F6:10%Tre + 3%Mann + 0,3%HSA +
0,25%U;F7:5,5%Tre + 3%Mann + Ala(10 mM) + 0,1%HSA + 0,125%U;F8:1%Tre +
5%Mann + 0,250%U;F9:5,5%Tre + 5%Mann + Ala (20 mM) + 0,3%HSA +
0,25%U;F10:1%Tre + 3%Mann + Ala(20 mM);F11:10%Tre + 5%Mann + Ala(20
mM) + 0,125%U; F12: 5,5%Tre + 1%Mann; F13: 1%Tre + 5%Mann + Ala (10 mM)
+ 0,3%HSA. Mann, manitol; Tre, trehaloza dihydrat; HSA, albumin huyét thanh
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nguoi; Ala, alanin; va U, ure.

Cac mau 16ng da 1am lanh (truéc dong kho), sau dong kho (thoi diém 0), va cac
mau 6n dinh trong 5 tudn duoc xac dinh hiéu luc virut b:?mg thir nghiém vét tan (cac
Fig. 12A va 12B). B0 dit liéu duoc tao ra béi DSD dugce phén tich béng cach sir dung
phwong phap hdi quy xudi timg budc va bd quy tic dimg dé giam thiéu Akaike's
Information Criterion (AICc) d3 hiéu chinh trong JMP 11.2.0. Phuong phép héi quy
timg budc nay xac dinh gia tri ¢6 nghia nhit va cling gii thich khong gian thiét ké ddi
v6i mdi t4 duge duge thir nghiém (Fig. 12C). Md hinh khép v6i cac gia tri R? bing
0,79, 0,89, va 0,99 dbi v6i mdi dap tmg, bao gdm giam hiéu luc toan bo theo logl10.
Phan tich muc gidm hiéu luc virut da nhin manh réng néng do trehaloza va HSA tu
trung binh dén cao 1am én dinh dang ké sw giam hiéu lyc khi phdi hop v6i manitol &
cac nong do tir thap dén trung binh va ure & cac ndng dd tir trung binh dén cao. Luu y
rang alanin khong thé hién anh hudng c6 nghia théng ké (khong dugc nhén biét bai
mo hinh).

Profile duong muc thé hién khong gian thiét ké t6i wu d6i v6i mé hinh bé mit
dap tng Definitive Screen Design d6i vai ca 2 yéu t6, trehaloza va HSA, véi manitol
va ure c6 cac gia tri két hop ¢d dinh 13 3% va 0,125%, twong ung, dugc tao ra béng
cach str dung JMP 11.2.0. Sir dung profile du bao cua JMP (dir liéu khong dugc chi
ra). Profile duong muc duogc tao ra tir cac md hinh DSD du bao dbi véi mdi dap timg
xac dinh néng do ta dugc téi wvu ma bao vé khoi su giam hic¢u lyc virut 1a: 5%

trehaloza, 3% manitol, 0,3% HSA, va 0,125% ure.
Bdnh gid 16 hop té dwoc dimg cho dang liéu vicxin virut SOt xudt huyét tam gid

Bang 15: Thiét ké hdn hop phdi ché bang cach st dung DOE

59/94

Hon hop phoi Thanh phan
ché DOE sb

Hén hop phdi | Manitol (3%) + Trehaloza (5%) + Ure (0,125%) + Dextran (1% (dextran thap)
ché 1

Hon hop phéi | Manitol (3%) + Trehaloza (5%) + Ure (0,125%) + Dextran (5%) (dextran cao)
ché 2

59



52032

60/94

Hdn hop phdi | Manitol (3%) + Trehaloza (5%) + Ure (0,125%) + HSA tai t6 hop (0,3%)
ché 3

Hén hop phéi | Manitol (3%) + Trehaloza (5%) + Ure (0,125%) + HSA tw nhién (0,3%)
ché 4

Tham khao bang 15 va Fig. 13, cdc 6 dé xuét nhu sau: Bang 15: Thiét ké hon
hop phdi ché bang cach sir dung DOE, (Fig. 13A: Su giam d6 chuan ctia hon hop phdi
ché ttr gia: TDV typ huyét thanh 1-4 (hdn hop phdi ché sinh mién dich) sau khi dong
kho, Fig. 13B: Mitc giam d6 chuin ciia TDV typ huyét thanh 1-4 (trong hon hop phéi
ché vacxin tur gid) sau khi cac mAu da dong kho dwoc bao quan & 25°C trong 5 tuan,
Fig. 13C: Téng muc giam d6 chuin virut cia TDV typ huyét thanh 1-4 sau khi dong
khé va bao quan & 25°C trong 5 tudn. T4t ca cac hdn hop phdi ché DOE ciing chira 10
mM natri phosphat, 30 mM NaCl, pH 7,2 * khong dugc tinh (dusi LLOD).

Cac hdn hop phdi ché DOE ti gia (TDV-1, -2, -3, -4) dugc didu ché bang cach
thay déi ndng do cta dextran (cac hdn hop phdi ché DOE 1 & 2), tHSA (hdn hop phdi
ché DOE 3), va nHSA (hén hop phdi ché DOE 4) trong hdn hop phdi ché bazo chira
trehaloza, manitol, dung dich dém phosphat va NaCl (bang 15). C4c hdn hop phéi ché
DOE dugc danh gia va phan loai theo tinh nguyén ven banh da dong kho (dit liéu
khong duoc chi ra) va su giam do chudn virut phdi hop theo logio (Fig. 13B) sau khi
dong kho va dn dinh tich cuc. Cac hdn hop phébi ché DOE chira tHSA hodc nHSA thé
hién hiéu luc virut duoc cai thién so véi cac hdn hop phdi ché chtra dextran. Cac hon
hop phéi ché DOE chtra rHSA thé hién kha nang phuc hdi hiéu lyc virut cao nhit ddi
v6i tht ca cac typ huyét thanh c6 muc giam <0,3 log dbi véi TDV-2 dén TDV-4 va
mure giam 0,5 log ddi voi TDV-1 (Fig. 13B). Tuy nhién, quan sét thiy su v& vun banh
mot phan dbi véi cac hdn hop phéi ché chira HSA (dit liéu khong duoc chi ra). Tha vi
1a, cac hdn hop phdi ché DOE chira dextran dep hon nhiéu vé hinh dang vt Iy bén
ngoai cia banh, nhung khong c¢6 kha nang duy tri hi¢u luyc virut sau khi dong kho (Fig.
13B).

Nghién cibu do on dinh thoi gian thwe ciia hén hop phéi ché vicxin s6t xudt huyét tie

gid
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Ngoai nghién ctru d6 6n dinh tich cue véi TDV tir gid & 25°C, nghién ctru do
6n dinh ¢ 4°C duogc dé xudng dé tao ra do 6n dinh theo thoi gian thue & nhiét do bao
quan dich trong thoi gian dai. Mdi hon hop phbi ché DOE dugc bao quan & 4°C trong
thoi gian 1én t6i 39 tudn kém theo x4c dinh hiéu lyc virut & thoi diém 0, 5, 13, va 39
tudn. Tham khao Fig. 14, cac hdn hop phdi ché DOE 1-4, chita 5% trehaloza, 3%
manitol, 0,125% ure, trong 10 mM natri phosphat véi 30 mM NaCl pH 7,2 va cac chét
phu gia sau: 1% dextran (Fig. 14A), 5% dextran (Fig. 14B), 0,3% HSA tai t6 hop (Fig.
14C), hoac 0,3% HSA tu nhién (Fig. 14D). Cac miu da dong kho dugc bao quéan &
4°C va dugc hoan nguyén dé x4ac dinh hiéu luc virut 6 0, 5, 13, va 39 tudn. Viung danh
déu 12 khoang tin cy trén va dudi 95% duogc xac dinh trén JMP 11.2.0. Bang tich hop
& mdi dd thi chira dir 1iéu do chudn tinh theo Logio pfu/0,5 mL dbi voi mbi typ huyét
thanh dbi voi do chuin miu léng (trudc dong kho), tai thoi diém 0 (sau dong kho
(T0)), va do chuin du bao & 78 tuin (Pred. 78 wks). (Luu y: do chuén du bao duogc
xac dinh bang cach sit dung cong cu Adapt2 Version 3.4.1 duoc phat trién bdi PRISM
Training and Consultancy Limited, UK).

T4t ca cac hdn hop phdi ché TDV ti gia tiém ning déu thé hién su giam hiéu
lwc virut tir tdi thidu dén khong giam ddi véi tht ca cac typ huyét thanh sau 39 tuan &
4°C (cac Fig. 14A-14D). Su gia tang ro rét vé hiéu lyc virut theo thoi gian c6 thé duoc
gidi thich 1a khong c6 sy giam hiéu luc sai s6 thi nghiém (dya trén nhan xét ndi bo).
Do chuan virut theo thoi gian dugc thé hién theo truc doc dugc du doan béng cach
ngoai suy tir duong thich hop nhét ¢ 78 tudn (2x diém dir lidu thoi gian thuc cudi
cung) (cac Fig. 14A-14D) va chung t6 su giam toi thiéu hiéu luc virut duoc du doan
theo thdi gian. Tuy nhién, cac hdn hop phdi ché chia dextran dudng nhu lam gidm
dang ké do chuan virut sau khi dong khé, so v6i cac hdn hop phéi ché chira HSA,
khién cho téng mirc giam thuc vé& hiéu luc ctia cac hdn hop phbi ché chira dextran cao
hon HSA. Dit liéu thoi gian thue goi ¥ ring cac hdn hop phdi ché tiém nang da dugce
xac dinh va tdi uu c6 profile do on dinh & trang thai rén mong muén ¢ nhiét do bao

quén dich.
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Bang 16: Hinh dang bén ngoai banh ctia miu da dong khé dugc dénh gia (Fig.
15A-15B) dua trén hé théng phan loai bang mét thuong (1-3, trong dé 1 1 toi nhét va
3 1a t6t nhét).

Hon hop phdi ché dong kho Hinh dang bén ngoai thong thuong cua banh
Met + MSG + Ala + ure + Mann 3
Met + MSG + Ala + Ure
MSG + Ala
Met + Ure
MSG + Ure
Ala + Ure
15% Suc + 0,1% HSA
10% Suc + 2,0% HSA
10% Suc + 0,1% HSA
Met
MSG
Ala
Ure

Mann

Met + MSG + Ala
Met + MSG

Met + Ala

Arg

Arg + Ure

W W W W] W] W W[ W| Wl W] W| Wl W W Wl W W W

Trong céc thi nghiém nhat dinh, anh hudng cua viéc phéi hop cac té duge dung
diu & cac ndng d6 khac nhau déi v6i do chuén flavivirus (ching han virut s6t xuét
huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) truéc va sau khi déng kho va lam on dinh tich cuc
dugc danh gia. Trong cac nghién ciru nay, HSA (6 0,1 va 0,2% w/v) duoc bd sung vao
cac hon hop phdi ché bazo duge mo ta trén ddy do két qua sang loc ban dau chi ra
HSA déng vai tro nhu chét bao vé dong kho hiru hiéu (Fig. 15). Fig. 15 biéu 16 két qua
tr qué trinh sang loc dua trén anh hudéng cta cac td hop ta dugce khéac nhau (trong chét

dém bazo chira trehaloza) dén hiéu luc virut cua flavivirus (chang han virut sot xuat
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huyét typ huyét thanh-3, TDV-3). Chét dém bazo chita 10% trehaloza trong 10 mM
dung dich dém phosphat v41 30 mM NaCl, pH 7,2. Két qué chi ra sy gidm do chuén
flavivirus (Fig 15A) (ching han virut s6t xuit huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) sau
khi dong khd, (Fig. 15B) su giam d6 chuén flavivirus (ching han virut sot xuat huyét
typ huyét thanh-3, TDV-3) sau khi cac mau di dong kho duge bao quéin trong 5 tudn &
nhiét do trong phong (~25°C). Dit liéu dugc thé hién dudi dang gia tri trung binh + do

léch chuan. Do chuén virut dugc dua ra duéi dang log10 pfu/ml.

Nhu duge minh hoa trén Fig. 15, quan séat théy su giam do chuan flavivirus
(chang han virut sét xuét huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) <0,2 log sau khi déng kho
& ca hai ndng do HSA trong cic hdn hop phdi ché bazo chita 10% sucroza hodc
trehaloza, twong tmg (Fig. 15A). Vi vdy, cic hdn hop phdi ché chit dém bazo sau d6
duoc diéu ché chua dung dich dém phosphat, NaCl, 10% duong (trehaloza hodc
sucroza) v6i 0,1% HSA va cac ta duogc bd sung da chi ra. Hau hét cac td hop t&4 dugc
trong cac hdn hop phdi ché bazo nay thé hién d6 6n dinh virut dugce cai thién & ca mau
sau déng kho va mau on dinh tich cuc (cac Fig. 15A-15B). Bao vé déng kho ti da
duoc chimg minh bing cach st dung t& hop gdm axit amin va ure duge bd sung trong
cac hdn hop phdi ché bazo. Sau 5 tudn ¢ 25°C, cac hdn hop phdi ché bazo véi manitol
va ure duoc bd sung, cung hodc khong clng véi axit amin nhw alanin, arginin, MSG
va methionin c¢6 d6 6n dinh virut dugc cai thién & muc d6 16n (cac Fig. 15A-15B).
Viéc gia tang ndéng do dudng trong cac hdn hop phdi ché bazo dén 15% duong nhu

khong tao ra lgi ich bo sung bat ky doi véi viéc bao vé dd chuan virus.

Viéc duy tri hi€u luc virut trong vacxin chira virut séng da dugc giam doc luc
1a can thiét dé gdy ching ngira thanh cong trong sudt thoi han st dung ctia san pham,
ma diéu nay, phu thudc phﬁn I6n vao thanh phén cta hon hop phéi ché va loai cua
dang liéu duoc phim cudi cung (chdng han., chit 1éng hay déng kho). Do qué trinh
dong kho lién quan dén cac (mg suat dong bang va hiit 4m, cac ta dugc riéng 1é thuong
khong du dé 1am én dinh virut va vi vay t6 hop céc chét phu gia thuong duge doi hoi
dé bao vé khoi cac co ché phan hiiy khac. Cac dudng nhu sucroza hodc trehaloza,
dudng nhu rat quan trong trong cac hdn hop phdi ché dong kho nay dé bao vé dong

kh6é d6 chuan flavivirus va doi véi vacxin virut song khac. Vi du, trehaloza két hop
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v6i gelatin da chimg t6 13 gitp cho vicxin quai bi séng dwoc giam doc lwe ¢6 do on
dinh t6t hon so véi t6 hgp gdm sucroza va sorbitol. Nguoe lai, sucroza va lactalbumin
tao ra su bao vé nhiét ddi voi vacxin bénh dich ta loai nhai lai nhé (peste des petits

ruminants - PPR) séng dugc gidm doc luc t5t hon so v&i chi mét minh trehaloza.

Trong cac phuong phap nhit dinh duge néu lam vi du, anh hudng cia cd
sucroza va trehaloza dugc nghién ctru mot cach hé thong két hop véi cac ta duge khac
d6i v6i do én dinh cua flaviviruses (ching han virut s6t xuat huyét typ huyét thanh-3,
TDV-3). Cac hdn hop phdi ché chira ure, EDTA, polyol, protein, polyme va axit amin
thé hién kha nang phuc hdi virut & mic cao sau déng khd véi mic gidm do chuin
flavivirus (ching han virut sét xudt huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) <0,2 log khong
phu thudc vao loai dudng (trehaloza hay sucroza). Trong sb céac ta duge nghién ciru,
quan sét thiy su giam hiéu luc virut dang ké sau khi dong kho véi cac hdn hop phdi
ché chira MgCl, va poloxamer 407 so v6i cac hdn hop phéi ché khac. MgCl, da duge
biét rd vé kha nang lam on dinh poliovirus cia n6; Tuy nhién, phuong phép nay c6
nhitng anh hudng bat loi dbi voi su 6n dinh flavivirus. Tac dung lam 6n dinh cua

MgCl, c6 thé phu thudc virus.

Khi cac ta duge ding dau cua cac phuong phap niy duge nhin biét, to hop ta
duoc chon loc duoc kiém tra kha nang duy tri hiéu lyc flavivirus (chéng han virut sbt
xuit huyét typ huyét thanh-3, TDV-3). Cac hdn hop phdi ché chira céc t6 hop axit
amin nhit dinh cing nhu 13 ure thé hién sy bao vé dong kho flavivirus mot cach déng
ké va co thé quan sat dugc, va khi két hop tiép v6i manitol, tao ra do 4n dinh hiéu luc
virut cao nhat sau khi bao quan & 25°C trong 5 tudn. Mic du khong mong mubn bi
gi6i han ¢ hdn hop phdi ché chinh xac bét ky, ure duong nhur ¢6 vai tro quan trong
trong viéc bao vé tinh nguyén ven/dd on dinh flavivirus trong qua trinh khwr nuée.
Viée bd sung axit amin lam cdi thién do dn dinh cta cac protein khéac nhau trong céc
hdn hop phéi ché chira sucroza trong qua trinh bao quan va cé thé dong vai trd tiém
ning trong viéc 1am 6n dinh nho su hydrat hoa wu tién va/hodc ste cing bé mat dung
mdi gia ting. Manitol ciing thé hién tac dung lam 6n dinh duogc cii thién ddi véi

flavivirus.
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Mot cach tiép can dugc ap dung dé thiét ké hdn hop phéi ché cua cac vicxin
thir nghiém flavivirus séng da dwoc lam dong kho 1a két hop thi nghiém ban thuc
nghiém va phan tich dit liéu tham do nang cao. Danh sich ban dau cla cac ta dugc
ding trong dugc pham dé kiém tra trong phuong phéap ndy duoc gidm xubng 18 chét
phu gia béng cach str dung co s& khoa hoc dya trén xem xét cac tai liéu, kinh nghiém
trong linh vire dugc phdm va xem xét profile san pham dich cudi cing (xem bang 9).
Viéc sang loc theo kinh nghiém to hop ta dugce tao ra bo dir li¢u lich sir ma dugc thdm
tra boi phuong phap phan tich da bién va truc quan hoa dé tao ra cac biéu @ tham do
tlr cac mo hinh ban dau huéng dan chon loc céc t4 duoc chi chét, khoang hiéu luc cua
chung, ciing nhu cac twong tac ta duoc ddi véi tac dung lam 6n dinh virut cia ching.
Viéc xay dung mot bo dit liéu thir nghiém ngay tu dau thay cho thiét ké cac thu
nghiém sang loc da bién tranh cho viéc bd sung cac ta dugc ma khong co tac dung
va/hodc tranh cho viée st dung cac khoang ndéng do ta dugc khong thich hop trong

nghién ciru da duoc thiét ké.

Viéc xay dung bo dit liéu 6n dinh virut thi nghiém, thuc hién phan tich dir liéu
tham do va khép dit liéu theo cach hdi t6 vao mo hinh hdi quy ‘ban dau’ khong phai 1a
khong c¢6 nhitng han ché cia n6. Pay 1a 1y do tai sao cdc md hinh dugc tao ra & giai
doan nay dugc mé ta nhu 1a tham do (cac Fig. 11A va 11B) trong d6 ching giup
hwéng dan thi nghiém duoc thiét ké theo cach théng ké duong nhur tao ra cdc md hinh
du doén tin cdy hon (DSD; bang 15). Bo dif liéu lich sir khong dugc thiét ké thong ké
do viéc 1ap md hinh du bao r6 rang c6 thé chua cac diém dir lidu khong thiét yéu, cac
s6 do dap ung khong nhéat quan, va/hodc dit lidu s6 do dbi v6i cac thong sb dap ung 1a
chua hoan thién. Céc loai két qua bd dit liéu phu thudc vao phwong phap nay khong
chéc chin gop phén tao ra mé hinh théng ké chinh xac va dang tin cay. Diéu nay dugc
minh hoa béi gia tri R? thip déi v6i mo hinh phi hop su giam do chuén theo logio sau
khi dong kho (Fig. 11A). Piéu nady mot phan c6 thé 1a do kho khan trong viéc 1ap mo
hinh khoang cach giita hai ndong 46 HSA dugc thir nghiém (0,1% va 2%), didu nay
khién cho ¥ nghia cia tuong tic HSA*HSA ting vot mot cach khong tw nhién (Fig.
12A), vi vy viéc nhan biét cac didu kién duong cong co thé bi sai. Viéc hiéu & hon

vé mit khoa hoc vé viéc b dit liu c6 kha nang st dung hop 1y phuong phap phan

65

65/94



52032

tich dit liéu tham do va cac mé hinh théng ké ban dau lam huéng dan dé lua chon ta

duoc va cac nong do cua chung.

Viéc lya chon cac ta4 dugc ding dau va néng dd hoat dong tiém nang cda ching
1 thiét yéu dé tao ra va tdi da hoa hiu qua mé hinh dy doan bit ngudn tir thi nghiém
da thiét ké. Vi du vé dir liéu dap tng trong cic md hinh sang loc DSD (Fig.12C), va
nhan biét viéc bd tri va khoang mong mubn nhit nhey profile du doan trong JMP tao ra
biéu dd duong nét (dir liéu khong duoc chi ra) c6 kha nang minh hoa va 1ap so dd
khoang thiét ké ctia hdn hop phdi ché tity chon dé 1am 6n dinh Flavivirus da dong kho
(ching han virut sét xuit huyét typ huyét thanh-3, TDV-3). DSD nhan biét twong tac
c6 nghia gitra trehaloza va HSA, phéat hién cidc dic tinh lam 6n dinh nay doc lap véi
alanin, va c6 kha nang xac nhin céc néng d6 t6i wu ciia manitol va ure. Mo hinh DSD
cuc ky ph hop véi cac gia tri R? cao mang lai su tin twéng vé do tin cdy ctia md hinh

cho phép lua chon 14n cudi cing cac hdn hop phéi ché ding dau.

Céc mo hinh duogc giai thich 12 dy doan va thay dbi khi hdn hop phdi ché dong
kho dimg du duoc didu ché chira flavivirus (chdng han hdn hop tir gia gdbm TDV-1, -
2, -3, va -4) va duogc thir thach & cac nghién ctru 6n dinh tich cuc (25°C trong 5 tuan)
va nghién ctru d6 6n dinh thoi gian thuc (4°C trong 39 tuan). Nhu duoc du doan boi
mo hinh DSD, nhan théy sy giam han ché vé& hiéu luc virut sau khi dong kho va bao
quan & 25°C & cac hdn hop phdi ché 3 va 4. Mic du s giam hiéu luc ting 1én sau khi
dong kho dbi véi cac hdn hop phdi ché chira dextran, ca bon hdn hop phdi ché duge
du doan duy tri muc giam hiéu luc tir t6i thiéu dén khong giam trong qué trinh bao
quan ¢ trang thai ran dbi véi tat ca cac typ huyét thanh & 4°C trong thoi gian 1én dén
78 tudn (2x thoi diém 6n dinh cubi cung), vi vay, chung to réng cac hdn hop phéi ché
dong kho thtr nghiém dugc nhan biét kha ning 1am 6n dinh flavivirus don gia (ching
han virut sét xuat huyét typ huyét thanh-3, TDV-3) & 25°C 1a 6n dinh dbi v6i ca bon
typ huyét thanh virut sét xuat huyét. Gan day, nhiéu nha san xuét vicxin mong mudn
thay thé HSA ¢6 ngudn goc tir nguoi bang rHSA dé tranh cac nguy co tiém nang co
lién quan dén cac san pham c6 ngudn gdc tir ngudi. Viée thay thé dextran va rHSA

cho HSA tu nhién nhim dat dwgc mong mudn nay.
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Nghién ciru nay dua ra mot truong hop nghién ctru vé tinh hiéu qua bang cach
sir dung két hop viéc sang loc thuc nghiém véi phuong phap phan tich md hinh théng
ké dé nhan biét va xac nhan cac nhan t6 cha yéu (va ndng do téi wu ciia chiing) dé 6n
dinh va phat trién hdn hop phdi ché cia viacxin virut séng dong kho tham gia thir
nghiém. Phuong thtc két hop dé phat trién hdn hop phéi ché ciia vacxin virut séng
dong kho khong nhimg c6 thé gitp tiét kiém ca tién bac va thoi gian, ma con cho phép
x4y dung g6i dir liéu 6n dinh virut gia ting ma co thé trg giup cho qua trinh twrong tu
va nhitng nd luc nham phat trién hdn hop phdi ché ciing nhur dé trinh dén cac co quan
quan 1y ma dé xuit cach tiép can chét lwong theo thiét ké dé phat trién san pham

vacxin.
Nguyén liéu va phuong phép

Theo mot phwong phap dugc néu lam vi du, gidng gbe virut sot xudt huyét da
lanh déng (ching han gibng gbc TDV-3: ~7.30 X 107 pfu/mL) (vi du, trong 16 phuong
phap sb: DMV013-3 duoc st dung) trong chit dém FTA (1% Pluronic F127® (F)
poloxamer 407, 15% trehaloza (T), va 0,1% HSA (A) trong chit dém PBS, pH 7.4)
duge bao quan ¢ -80°C. Gibng gdc duoc lam tan gia trong chau nude 37°C va duoc
chia thanh céc phin phan u6c (100 pL trong cac dng 1,5 mL). Céc phan phan udc
duge bao quan & -80°C cho dén khi st dung. Theo cic phuong phap nhit dinh, cac
phﬁn phan uéce céd thé duoc lam lanh dong va tan gia nhiéu hon mot 1an. Vi du, lich st
nhiét ctia cac phan phan uéc ndy bang hai chu trinh lanh déng tan gia. Gidng gbe virut
sdt xuét huyét da duoc 1am lanh déng duge 1am tan gia va dugc tron bang cach xody
nhe. Cac mau duoc diéu ché trong cac chat dém sau day: 10 mM Tris (pH 7,2), 10
mM histidin (pH 7,2), 10 mM HEPES (pH 7.2), 10 mM natri phosphat (pH 7,2), tat ca
déu cung va khong cung v6i 50 mM NaCl, ciing nhu 12 10 mM phosphat v6i 137 mM
NaCl (PBS). Tét ca cac dung dich gbc cua ta duoc duge didu ché trong cic chit dém
tuong ing cia ching va do pH duoc didu chinh dén 7,2 hodc 7,4. Dé diéu ché cac hdn
hop phdi ché virut nhét dinh, giéng gbc virut dugc tron véi chat dém phdi ché dé dat
dugc ndng do virut cudi bang khoang 2x10° pfu/mL.
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Theo mot vi du, sau tram nam muoi microlit (650 pL) mdi hén hop phéi ché
virut s6t xuét huyét (ching han hdn hop phdi ché virut sdt xuét huyét to gia) sau do
duge phan thanh cac phan phan udc vao cac lo 2 mL, va céac lo nay dugce lam dong
kho hodc duoc bao quan ¢ -80°C dé dung lam mau ddi ching truée dong kho. Chu
trinh déng khé vira phai duoc sit dung dé dam bao rang cac hdn hop phéi ché can
danh gid dugc lam lanh kho mot cach thich hop. TAt ca cac mau duge nap vao thiét bi
lam lanh so bd dén -45°C. Céc cap nhiét dién dugc dat trong céc lo dbi ching/gia
duoc tham chiéu (chéng han FTA). Céc cap nhiét dién dugc dat trong ké theo cach sau
day: mot cap ¢ gitta, mot cap & trudce, hai cap & sau. Khi chu trinh hoan tat, khoang
duoc nap lai véi nito cho dén khi ap suét khoang dat 77, 33 kPa (580 Torr) va céc lo
dwoc nut chat. Khoang dugc dé dat dén ap suét khi quyén (101,32 kPa (760 Torr)).
Luc nay, van xa dugc md va khay chira cac lo dong kho da duge nut dugce liy ra. Sau
do, tat ca cac lo nay duoc bit kin. Sau d6, cac lo da lanh kho duge danh gia béng mat
thuong va dugce chup anh v6i may anh k§ thuat s6 (8-megapixel) dé ghi lai hinh dang
bén ngoai va cdu tric cua banh. Sau dé, cac hdn hop phdi ché chia virut dong kho

duoc bao quan ¢ -80°C.

T4t ca cac mau gia duge va mau virut duoc didu ché trong chit dém bazo chua
10 mM natri phosphat (pH 7,2) véi 30 mM NacCl va 0,1% HSA. FTA duoc diéu ché
trong 10 mM PBS (dung dich mudi dém phosphat v6i 137 mM NaCl (pH 7,4). Tat ca
cac dung dich gbc chira ta duoc duge diéu ché trong cac chat dém twong mg cia
ching va do pH dugc diéu chinh dén tir khoang 7,0 dén khoang 8,0 hodc khoang 7,2
dén khoang 7.4. Ca hai mau virut truéc va sau dong khd déu duge danh gia hiéu luc
bang cach str dung phuong phap vi chuén do IFA. Nghién ctru do 6n dinh déi véi virut
di lua chon va céac hon hop phéi ché doéng kho dugc thuc hién ¢ khoang nhiét do trong
phong (chang han 25°C) (bdn lo) trong nim tudn. Cac miu dugc bao quan & -80°C

(bén 1o) trong nam tudn duoc sir dung lam mau ddi ching.

Theo mét vi du khac, giéng gbc virut sdt xuat huyét di lanh dong (chdng han
virut TDV-1, TDV-2, va TDV-4) trong dung dich dém phosphat, 15% trehaloza, 1%
poloxamer 407 (F127®) va 0,1% HSA- dugc cung cap va bao quan lanh dong ¢ -80°C

cho dén khi st dung tiép theo. Sucroza va trehaloza dugc mua tir Pfanstiehl
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Laboratories (Waukegan, Illinois). L-arginin, 1hethionin, natri L-glutamat, EDTA,
dextran 40, magie clorua, manitol, sorbitol, gelatin dugc mua tir Sigma Aldrich (St.
Louis, Missouri). Mau poloxamer 407 (F127®) nhan dugc tir BASF. Cac mubi dé diéu
ché chat dém, polysorbate 80, ure dugc mua tir Fisher Scientific and Acros. Albumin
huyét thanh ngudi duoc mua tir Octapharma va HSA téi to hop (rHSA) nhan dugc tir

Novazymes.

Theo cac vi du khac, d6 chuén virut dugc x4c dinh béng thtr nghiém vét tan st
dung phuong phap vi chudn d6 96 15. Tém lai, 16p don té bao Vero bam dinh dugc
gay nhiém v6i dich pha lodng chtra virut don gia hodc tir gid, sau do6 bd sung mot 16p
phu nhét. Tiép theo, cac dia dugc it & 37°C trong 2 hodc 3 ngay tuy thudc vao typ
huyét thanh, sau dé duoc rira va ¢b dinh dé nhudém. Viéc nhuém duge thuc hién béng
cach sir dung khang thé don dong dac hiéu typ huyét thanh. Thir nghiém nay ¢6 pham
vi bién 1am viéc + 0,34, 0,17, 0,19, va 0,19 log10 pfu/0,5 mL (liéu lwgng) ddi véi cac
typ huyét thanh tir 1 dén 4, twong Gng nhu duge xac dinh boi phuong phap kiém soat
xu huéng. Mbi miu dugc do lam ba l4n va két qua duoc béo cdo dudi dang gia tri

trung binh cua céc gié tri.

Phéi ché va déng khé virus. Cac dung dich cia mdi ta dugc vé6i lugng 16m dugce
didu ché trong dung dich dém phosphat chira 30 mM NaCl va d6 pH duoc diéu chinh
dén 7,2. Nhitng luong mong mubn cia ta dugc duge tron véi dung dich dém phosphat
v6i 30 mM NaCl dé thu duoc ndng d6 cudi va sau d6 hrong thich hop gidng gbc virut
duogc bd sung vao dé dat duoc 2x10° pfu/ml. T4t ca cac buéc bao ché virut duge thuc

hién trong tu an toan sinh hoc loai II (Labconco, Kansas City, MO).

Theo cic phuong phap nhit dinh, khoang 650 pl hon hop phdi ché vicxin virut
dugc phan phdi trong cac lo vo tring 2mL va duge day kin mot phan bang nut cao su
v0 trung. Chu trinh dong kho vira phai véi viée tang nhiét do dén tir —45 dén 25°C ¢
ap suat 0,667 Pa (50 mTorr) trong sudt chu trinh 2 ngay duge st dung dé tao ra cac
hdn hop phdi ché dong kho. Cac mau dwoc nap vao FTS Lyo Star II (SP Scientific)
ma c6 vo duoc lam lanh so bd & -45°C. Sau buée lanh dong & —45°C trong 2 h va

giam dan dén ap suit 0,667 Pa (50 mTorr) (khoang 2 gidy), nhiét do dugc ting dén -
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37°C vé6i tbe do tang nhiét 13 0,1°C /phit. O cubi ciia bude lam khd so bo, nhiét do
dugc ting dan dén 25°C véi tée d6 tang nhiét 12 0,1°C /phut va tiép tuc lam kho trong
6 gid. Sau khi hoan tit bu6e 1am khé thir hai, vé dwoc 1am lanh dén 4°C va giit & 4°C
cho dén khi chu trinh hoan tit (xem bang 2 dé biét cu thé hon). Ngay khi chu trinh
hoan tat, cac lo dugc nap lai véi nito va dugc ddy nut trong didu kién chan khong
(77,33 kPa (580,000 Torr)) trudc khi dugce léy ra khoi khoang, va sau d6 dugc bit kin
chit bang nip nhém. Chu trinh déng kho duge giam sat bang cach dit cac cip nhiét
dién & gifra day cua it nhit ba 6ng gia duoc mdi mé va st dung phép do ap suit so

sanh (pirani so v6i ap ké dién dung).

Thir nghiém dé én dinh nhiét cia cde hén hop phéi ché virut dong khé. Hon
hop phdi ché vicxin dong kho da duge lya chon duge bao quan & 4°C trong ti lanh va
& 25°C trong khoang 6n dinh. Sau mot khoang thdi gian duoc chi ra, cac lo duge lay
mAu va hydrat hoa lai v6i 0,5 ml nu6e v6 trung dung dé tiém. Kha ning nhiém virut
clia vacxin da hoan nguyén dugc danh gia bang cach sir dung thit nghiém vi chuén do.
Dé danh gia do on dinh cua virut sau dong khd, hidu qua lay nhiém cuia vicxin da
duoc hydrat hoa lai dugc xac dinh béng phuong phép vi chun dd. Muc giam do
chuén virut sau dong khé duogc tinh bang cach 1iy do chuén ban dau (mau dbi chimg
long da lanh dong dugc bao quan ¢ -80°C) trir di do chuédn cia mau virut da dong kho
dugc bao quan ¢ -80°C. Tuong tu, mirc giam hi¢u luc virut trong qud trinh bao quan
thoi gian thuc va bao quan tich cuc duge xac dinh béng cach so sanh kha ndng lay
nhiém virut ciia cac mau da G v6i kha ning 1y nhiém ciia cac mau sau dong kho ma

dugc bao quan ¢ -80°C. Sai s6 doi vdi mirc gidam duogc tinh todn bang cach sir dung

JSE(A)"2 + SE(B)*

< SEV«Y — a7 A - re Re 3°A [N r X
phuong trinh sau SE(C) = <. Po6i véi moi dicu kién, cac mau duogc

chuin d6 1am ba 14n va d6 chudn trung binh tinh theo logio dugc tinh todn.

Phan tich thong ké. Phuong phap bé mit dap ung dugc 4p dung bang cach st
dung cong cu hdi quy timg bude va thiét ké sang loc tin cy dugc tao ra bang cach sir
dung nén tang thiét ké thi nghiém sin c6 trong profile IMP v11.2.0 (JMP Corporation,
Cary, NC).

Xdc dinh chdt lwong bdnh dwoc phcfm. Banh da dong khd duogc phan loai dua
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trén thang diém chu quan tir 1 dén 3, trong d6 1 = ti, 2 = trung binh, va 3 = t6t. Banh
v6i diém danh giala 1 duoc biéu 16 1a ¢o su giy vun vé mit cAu tric & pham vi rdng,
tan chay & ddy va cac mat bén, co dang ké va rut vao tir tit ca cac phia, va/hodc c6 su
xuét hién cta nhiing hat nho. Banh véi diém béng 2 ¢6 su co mot phﬁn va su rut vao
tir cac phia, su tan chdy vura phai ¢ déay, va/hodc cac vét ran hodc nut 16n chay sudt
chidu doc va chiéu ngang banh. Banh v6i diém bang 3 1a dep dé lam dugc phim, t6 ra
1a chéc, cAu triic banh (hau hét 1a c¢6 mau tring, tuy thude vao ta duge két hop) voi bé
mit thudng nhin va khong hoic ¢6 rét it su co hodc rut ctia banh tir dinh cia banh

hoéc céac phia cua lo.
Céc chir viét tat:
CM: Ap ké dién dung
DOE: Thiét ké thi nghiém
HSA: albumin huyét thanh nguoi
HEPES: axit 2-[4-(2-hydroxyetyl) piperazin-1-yl]etansulfonic
IFA: thtr nghiém mién dich tap trung
MSG: mono natri glutamat
NaCl: Natri clorua
PBS: dung dich mudi dém phosphat
rHSA: albumin tai t6 hop huyét thanh ngudi
THAM/ Tris: Tris (hydroxymetyl) aminometan
Pfu: don vi hinh thanh vét tan

PF127: Pluronic F-127%, poloxamer 407
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T4t ca cac ché phim va phuong phap dugc boc 16 va duge yéu cau bao ho &
day c6 thé duoc tao ra va thuc hién ma khong can thir nghiém qua muc dva trén phan
boc 16 hién tai. Mac du ché phdm va phuong phap da dugc mod ta déi véi cac phuong
an uu tién, chuyén gia trong linh vuc hiéu rd rang cac bién thé c6 thé duoc ap dung
cho cac ché pham va phuong phap nay trong cac budc hodc trinh tu ctia cac bude cla
phuong phap dugec mo ta 6 ddy ma khong di tréch khdi ndi dung, tinh thin va pham vi
sang ché. Cu thé hon, céc chat nhit dinh c6 lién quan ca vé mat hoa hoc va sinh 1y hoc
c6 thé duge thay cho cac chat duoc mé ta & ddy trong khi van dat dugc két qua gidng
hodc twong tu. Tt ca cac thay thé va cai bién twong tu hién nhién d6i voi chuyén gia
trong linh vuc dugc cho 1a thudc tinh than, pham vi va ndi dung nhu dugc xac dinh

béi yéu cau bao ho kem theo.
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YEU CAU BAO HQ

1. Ché pham flavivirus chira:

mot hodc nhidu flavivirus séng bao gdm virut s6t xuat huyét;

it nhat mot trong sb trehaloza va sucroza;

ure;

tac nhan protein bao gdm albumin huyét thanh nguoi (human serum albumin —
HSA);

arginin; va

it nhat mot mubi bao gém natri clorua (NaCl), natri phosphat (Na;HPO4), kali
clorua (KCI) hoac kali phosphat (KH2PO4);

trong d6 ché phdm nay 1am 6n dinh mot hodc nhiéu flavivirus séng bao gém
virut sdt xuat huyét;

trong d6 virut s6t xuit huyét bao gdm bén typ huyét thanh s6t xuét huyét &
dang thé kham virut sdt xuat huyét 1/2, virut s6t xut huyét-2 séng giam doc luc dugc
cai bién, thé kham virut sdt xuét huyét 3/2, va thé kham virut s6t xuét huyét 4/2, trong
d6 virut st xudt huyét-2 nhu bd khung ciia thé kham virut sbt xuat huyét 1/2, thé
kham virut s6t xuat huyét 3/2 va thé kham virut s6t xuat huyét 4/2 1a ching virut st

xuét huyét-2 PDK-53.

2. Ché pham flavivirus theo diém 1, trong d6 ché phidm nay con bao gém chat dém
bazo, chit dém bazo nay chtra dung dich mudi dém phosphat (PBS), dung dich dém
HEPES, dung dich dém Histidin hodc dung dich dém Tris.

3. Ché pham flavivirus theo diém 1 trong d6 it nhit mot mudi bao gém NaCl & noéng

dd tir 10 mM dén 200 mM.

4. Ché pham flavivirus theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 ché

pham nay chira manitol.
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5. Che pham flavivirus theo diém bat ky trong s6 cac diém tr 1 dén 4, trong do6 ché
pham nay con chira mot hoac nhi€u axit amin hodc cac dan xuat ciia n6 hodc muoi,

este hodc dan xuat amit cua no.

6. Ché pham flavivirus theo diém 5, trong d6 mot hodc nhiéu axit amin hodc cac dan
xuat ctia n6 hodc muodi, este hodc dan xuat amit cua né bao gom methionin, alanin

hodc t6 hop cua chung.

7. Ché pham flavivirus theo diém 5, trong d6 mot hodc nhiéu axit amin hodc cic dan
xuat clia n6 hodc mudi, este hoic dan xuat amit ciia nd bao gdom mono natri glutamat

(monosodium glutamate - MSG).

8. Ché phim flavivirus theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong d6 tac

nhan protein con bao gdm dextran, polyme polyol hodc gelatin.

9. Ché phim flavivirus theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén 8, trong d6 mot

hodc nhi€u flavivirus song bao gom flavivirus song da dugc giam ddc luc.

10. Ché phim flavivirus theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén 9, trong d6 ché

pham nay khong chira magie clorua (MgCla).

11. Ché phim flavivirus theo diém bét ky trong s cac diém 1 dén 10, trong dé tac

nhan protein c¢6 néng do tlr 0,05% dén 1,0% (W/v).

12. Ché phim flavivirus theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 11, trong do
trehaloza va sucroza hodc t6 hop gbém trehaloza va sucroza c6 mit trong ché pham &

khoang ndng db tir 5,0% dén 15,0% (w/v).
13. Ché pham flavivirus theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 12, trong do

trehaloza va sucroza hodc t6 hop gdém trehaloza va sucroza c6 mat trong ché pham ¢

noéng d6 nho hon 10,0% (W/v).
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14. Ché pham flavivirus theo diém bat ky trong so cac diém tir 5 dén 7 va céc diém tu
8 dén 13 khi phu thudc vao diém 5, trong d6 mot hoac nhicu axit amin hodc cic dan
xuét cia n6 hodc muoi, este hosic dan xuit amit c6 mit trong ché pham & khoang nong

d6 tir 1,0 mM dén 25,0 mM.

15. Ché pham flavivirus theo diém bit ky trong sb cac diém tir 1 dén 14, trong d6

ndng dd ure trong ché phdm 12 tir 0,01% dén 1,0% (W/v).

16. Ché pham flavivirus theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 12, trong d6
ndng do HSA 1a tir 0,05% dén 0,5% (w/v); trong d6 ndng do cia sucroza, trehaloia
hoic tb hop gém sucroza va trehaloza 1a tir 5,0% dén 15,0% (w/v); trong do néng do
arginin 12 tir 1,0 mM dén khoang 20,0 mM; va trong d6 ndng do ure 1a tir 0,1% dén
0,3% (w/v).

17. Phuong phap lam 6n dinh flavivirus séng, phwrong phap nay bao gbm:

két hop mot hodc nhiéu flavivirus sdng bao gdm virut sét xuat huyét véi mot
ché pham chira:

it nhat mot trong sb trehaloza va sucroza;

ure;

albumin huyét thanh nguoi (HSA);

arginin; va

it nhat mot mubi bao gdbm natri clorua (NaCl), natri phosphat (Na;HPOs4), kali
clorua (KCI) hodc kali phosphat (KH2PO4);

trong d6 ché pham nay lam 6n dinh mot hoic nhiéu flavivirus séng bao gdm

virut s6t xuat huyét;

trong d6 virut sdt xuat huyét bao gdm bdn typ huyét thanh virut s6t xuat huyét
¢ dang thé kham virut sbt xuét huyét 1/2, virut sbt Xuét huyét-2 séng giam doc luc
duoc cai bién, thé kham virut sot Xuét huyét 3/2, va thé kham virut sbt xuét huyét 4/2,
trong d6 virut sbt xudt huyét-2 nhu 13 bd khung cta thé kham virut s6t xuat huyét 1/2,
thé kham virut st xudt huyét 3/2 va thé kham virut sot xuat huyét 4/2 1a chung virut

sOt xuat huyét-2 PDK-53.
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18. Phwong phép theo diém 17, trong d6 ché pham flavivirus dwoc dong kho.

19. Phuong phép theo diém 17 hodc 18, trong d6 ché pham flavivirus di dugc dong
kho dugc bado quan & 25°C trong khodng thoi gian dai.

20. Phwong phap theo diém 18 hodc 19, con bao gdm budc khir nude mot phan hoic
toan bo ché phém trude khi st dung ché phém cho dbi tuong nhu mot ph?m ciia ché

phédm mién dich.
21. Phuong phap theo diém 17, con bao gdm chat dém.

22. Phuong phép theo diém 17, con bao gdm mot hodc nhiéu tac nhan protein dugc

chon tir nhém gdm gelatin, dextran, polyme polyol, hodc t6 hop cia ching.

23. Phuong phap theo diém bat ky trong so cac dieém tir 17 dén 22, con bao gom mot
hodc nhiéu axit amin hodc cac din xuat ctia n6 hoic mudi, este hodc dan xuat amit cia

no.

24. Phuong phap theo di€ém 23, trong d6 mdt hoac nhiéu axit amin hodc cac dan xuat
cua né hoic mudi, este hodc din xudt amit cia né dugc chon tir nhém gom alanin,

methionin, MSG hoac t hop cta ching.

25. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cc diém tir 17 dén 24, trong d6 ure c6 mat
trong ché phim & khoang ndng do tir 0,01% dén 0,5% (W/v).

26. Kit dé 1am 6n dinh flavivirus sdng, bao gom:

ché phim theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 16; va

it nhat mot dé chua.

76

76/94



Sir giam higu lye sau

Seerors BE+Rcthionint ¥ 2 5+Alznin-re— ~—hlznita]
Trehalors BB=hethionint M SG+A znim+MManitol

Srererz BE-+RdhionintLre

Trchalors BB— hisnitol

Sucrors BE+Alanit+Urc

=,

Suctors BE+ATEnin+Urs
Trehaiozs BB=Argmin—Ure

Trehaors BB—ME0+Ure

Syrcrore BE-+MMeothienn+ M E6-Alenin—Urz
Sucrors BE-Ure

kA ethiomin+Urs
Trehaioze BE=Methionint AEG+A arnin-Lrz

Trehalore BE— 1

Trehziore BB-Usrs

Trehalore BE—Alanin—Urs

Suerors BE+Methionin+hS06+Alknin
Srerars BB+ MSG L I0mbi) — Ure (0,23%]

Srorors BB-hianitel

- _.a-l.

52032

77/94

1/18

-
3 -

5 tuan o 25°C

Alenin: VimM
hlznmal: 344

hlethiomin: 2,2 il
—= Marri Crluremat 10 i

R

rz: il

R 0,25%
 e—— m MiIc giam
‘ (S O 44 ghudn
! ! [ ther log
4 I
—z_gu .20 ﬂw a0 3,10 a0 A0 150 3T iy
biiac gidm df chugn (leg,, PEU lidn huong)

FIG. 1



o
in

log10 PFU/ml
=
z

3.50

3.00

2.50

2.00

52032

2/18

Treh | reh ! ‘lr’e‘h P ¢ Treh Treh Treh v g Treh | : Treh Tigh L Treh
;h‘?“m (5.5%) i Treh (lU/r!j Yo D+ H10%) (19 +
10%%) ¢ i . (10%) : (%) + ¢ ) (1%
4 Mann + Manni (10%) + Mann, : Mann 4 Mann : Mann
Manng n ) ; ’ &+ Munn: HO“ 110P Mann ¢, . i Mann
n ey ;(3‘7’:,.|+;(S%H:.+Mmm,()‘/n+ y (1% héi ché RO AE (g + 1 oot
Gy + 3 { . : %)+ P bi chéi L(5%) + 59
Ala | Ala  Ala ((59%)+ ¢ Ala ¢ Ala Ald itham | Ala | Ala o Ala Ala
(10mM:(20mM; Ala i H20mM: AOmM) ichidu S H10mM (20mM ;
OmM) § : i (”() WM : (101M {(OmM
+ HSA( o+ HOmM)y: o+ Y+ +  pH74 Y )+ O+ +HSA( ye il :
THSA(0. HSA(0. +HSA( HGA(O HSA : ; :HSAO HSAW.: i+ HSAC
03%) 1 AT » HISA©. | GISA fe F0% )+ HSA( T 0T
1 %)+ 7~‘/z)+50](7rl5‘7(l+ HO 3% N %Y+ 1%+ H 0% )+
+Ure : ; Eo %)+ : (0 300+ Y Ure (0% )+ :
oo Ure = Ure i+Ure @ Ure ! Ur C Ure Ure » Ure Ure ‘U 1 Ure
(0.25%) 1 (0,125 (0.25%) ; (0%) | (0125 1 (0125 {(0.250%) (0-25%) ‘“M“)* '()r;) L0
: R ) : : [ H H %) i :

343 3

1
0.00 = 0.00

Hén hop phéi ché s (Bing 4)

FIG. 2

78/94



3A

3B

Mire giam TDV-1 theo log khi on dinh trong 5 tufin

Téng mirc giam TDV-1 theo log

0

1.5 w“ TDV-1

).5

52032

3/18

g Licu luong

l
-
=
-

l

0

] {

| Dextran_1% 2 Dexwan 5% 3 1HSA

4 HSA

5 boi

[o}}
)

himg

0.5 —

-0.5..

fac Y
5. Lidu luong

T T
| Dextran 1% 2 Dextran_5% 3 rHSA

FIG. 3A-3B

4 HSA

|
5 D1 ching

79/94



4A

4B

Mire giam TDV-2 theo log khi on dinh trong 5 tudn

Téng mirc giam TDV-1 theo log

52032

4/18

05— TDV-2

B: Lidu lugng
0.6 —

04 — -

0.2 —

-0.4

80/94

o

i

{ |

I Dextran 1% 2 Dextran_5% 3 rHSA

4 HSA 5 Déi chimg

A: Hon hop phéi ché

B: Liéu lugng

15 ~ TDV-2

| Dextran_1% 2 Dextran 5% 3 rHSA

FIG. 4A-4B

4 HSA 5 Dai chimng



5A

5B

an

dinh trong 5 tu

3 theo log khi on

Mirc giam TDV

Téng mire giam TDV-3 theo log

52032

5/18

12— TDV-3

0.8 —

0.6 __

B: Liéu luong

i

b0 6 b -]

Bpe
&

e

2
ot

o © oweie

| Dextran_1%

2 Dextran 5% 3 rHSA

] ] I
4 HSA

A: Hén hop phdi ché

T

3 Poi chimng

0.5 e

0.5

15~ TDV-3

B: Liéu hugng

1 Dextran 1% 2 Dextran 5% 3 rHSA

4 HSA

FIG.5A-5B

S Boi chimg

81/94



6A

6B

\
~

uan

A

T,(

-4 theo log khi on dinh trong 5 t

T

Mirc giam TDV

TDV-4 theo log

ong mirc giam

1.0

0.8 —

0.6 —

04 -

0.2

52032

6/18

B: Liéu luong

BB

R 2T
3

|
1 Dextran 1%

2 Dextran_5%

|

3 rHSA 4 HSA

A: Hon hop phéi ché

5 Boi chimg

B: Liéu luong

| Dextran_1%

T

2 Dextran 5% 3 rHSA 4 HSA

FIG. 6A-6B

S D61 ching

82/94



7A

B

Log 10{pfu/0.5mL)

Mirc giam theo log khi dong kho

52032

7/18

long

N dong kho

LA AE Y

AN

T

AT

FIG.7A-7B

83/94



84/94

52032

8/18

7C

L

g

i

o/mnydiol 607

U

- .

<t g

7D

60| oay)

S o o o

yuip ug op welb onn

. N S s S §

ja] w0 < N o

FIG.7C-7D



8A

8B

tre giam log khi 6n dinh

M

o

am theo log khi déong kh

-

Mtrc gi

52032

9/18

T
¥

. e QW0 & Qo\
&\2\9@ B a0 A B S
QS R S o
0 & | O Q

\:bo"\ CJ eﬁi\

FIG. 8A-8B

A a
L o
'@@@

85/94



86/94

52032

10/18

T v

T T T T T
< 3 N - o
=) & =) o o =] Q@

0.5 -

oy Bugp Buep o 1y Boj oay wetb o0y

<
=

1
N
-

9B

T
Qe
-

T

T T T
@ @ S
o © =

yuip ug 14 Boy oay) welb 2N

FIG.9A-9B



10A

Mire giam theo log

108

Mire giam theo log

khi én dinh

khi & dang domg kho

52032

11/18
0,89 Khiéng manitol duimgimanitol Khing duimg
108 dudmy (1:4) 5% manitol

0.4 +— i T (A T S L LR I A
12 3 4 5 6 7 8 8101112131415

Hén hop phoi ché

Khéng manitol dudmg/manitol Khéng dudmg
1,24 ,
= 10% dudmg (1:4) 5% manitol

0,8-
0,6-
0,4-
0,2

‘ 1 e *

1.2 3 4 5 6 F & 9 101112 13 14 15

Hdn hop phéi ché

Céc FIG. 10A - 10B

87/94



52032 -

12/18

Saiso  Iyle ,
Chufiﬂ i 7 7 l"{.}c =ufit =]

Thuit ngix

D]

587

) o

"y 0,0001%
T
0.0007%
0.0010®
01,0058

= b

0342004
AT
0,13633%

] WD

-

B lm
-]

[ SR ':M-J

[ ==

[}
i

iManttal {74) T Manitol {70)-0,85507) 2,80 ] 0.0069*
Trehaloza b B -3.56 EER

MetimM)
Ala (M)

[

i =
s T
I N

1B

Thuit ngit ! . Xécsudt=tf

= 00 1#
<0 *
0.0003=
0.0047
Q0062
0.0301
n.03g2=

Tre (%)

hanited (34)

Trehaloza %4, 8 1B 18% Ure (%)-0,07574
{Trchaloza %4-4.81818)*Manitol (20)-0.81818
(Sucroza %3-4,51515)%(Ure (24)-0,07576
HSA (%) '

(HSA (%0)-0,19848)%(HSA (%3)-0,19843
Sucroza %

(Bucrova %-4,51515)% Manitol (%0)-0.81818
Ala (raM)

Trehaloza %4

Met mM)

WSE (mM)

E L 1
e

Cac FIG. 1TA- 1B



52032 89/94

13/18
12A

10,5 mL)

Log10{plu/

12 8 10 3 7 4 2 13 1

2.0 , , i




52032

14/18

12C

Mo hinh giam dang dong kho
theo Log 10

Thuatnge

HSA (%) (0.03) 018675
Manitol (%)*Ure 02158268
Manito] (%)*HSA (%)  0.215885
Ure (0,025) 0189131
Manitol (%) (1.5) ~  0,189131

M hinh giam theo Log § tuan & 25°C

TR e chuén
Trehaloza % (1,10) - 0,15198
Trehaloza % HSA (%) 0,167607
HSA (%) (0,03} 0.149696

Trehaloza %*Trehaloza % 0,315586

Mé hinh mic giam téng céng
theo Log
‘ Sai s
chuan
HSA (%) (0,03 0087618
Trehaloza % (1,10)  0,087923
HSA (%0)*HSA (%) 0210133
Trehaloza 2%0*HSA (%) 0,109792
Ure (0,025) . 0,087923

Ure = Ure 0207974

Thudtngdt

FIG.

Téng do lap khit R7=0().7/9

t ~ Xdée xuats g
3,04 . 0,0189*
2,75 0,0285%
2.62 0,0342*
2,22 0,0615
-1,28 0,2428

Témg d6 lap khit R=089

T\"} ]é P . . . i B - | >
1 oicE  Xdéc suat i"ki
451 - 0.0020%

4,08 0.0035*
3,63 0,0067*
3,31 0.0106*

Téng a6 lap khit R7=0.99

o | Xewdop
2132 L con01=
1021 <0001+
6,46 0,0007%
588 0.0011*
382 0.0067*
332 0,0160*

12C

90/94



52032 ozos

|

! ?’5‘\\1\{& fAdre giam |

5}

am theo log sau khi dong kh

S | j
g 04 .
=

phot che 1
= 08 -
£
kel
c
O
— 08
=
-
=]
©
0
g’ 0.4
[*]

@
£
=
g 02
]
o
g
3
=2 oo

Han hop

. Hén hgp
phéi ché 1 phéi ché 2 &1 ché

phoiché 4

13C FIG. 13A-13C
(d)

Mure giam higu lyc TDV1

1.2 5 o
+ Mdre giam higu lyc TDY2
¢ giam higu lue TOVS
L4 Mire giam higu luc TOV4|
o
°
o 084
@
= -
el |
E 08
& T B
S -
[&]
S g4
£ 1
o
c
) J
s
G0 |
Hbn hop Hén hop

phbi ché 1 phoi che 2 phbi ché 3 ohéi ché 4



Loglo plufd s mi

Logld pruso,5 mi

NI

N NN SararaN e R T R L T NI

i

52032

92/94

B R

TOV-1 | TPV | TBV3

_Tfud»c dong khé! 4,06

3.16 4.06

DV
515

) Saud()ngkhéé 314 L 252
(T0) T e

4,66

5,82

Dydosnd 78tudni 432 | 295 4,90

bavgongkno (T0) 365 | 268

cagereenitrd

TRV V-2 - IBY-3

TRV

Trudc dong khd | 4.03 309 | 462

5,15

{Dudoano 78 tugn 336 |

{ 0 2n a0

Tuan

FIG. 14A-14B

478 |
L2781 388}

AST %



52032 93/94

14C

Typ huyét thanh

Logid pfu/o S mi

Sau déng kho (TC)
. Dudoano78tdn 398 . 290 4,97 5,34

kN S Al

14D

Logio pfufo, 5 mi

THV-E © TDV-2 :
Trude dong kha 4,10 Po322 P49 L 510
17 lsau dong khe (T0] 4.10 C a3 . 459 527
Dy doan ¢ 78 tuay 430 1 305 a8t L 539 |
o 10 20

Tuan

FIG . 14C-14D



94/94

nTD

idrn 4 chof

18/18

52032

a1

iy Bugp Buep @ 1y Goj nauyl welb anp

LILIE |
By
)
WM 251D NS %G1
g
S G+ NG L
WM YD+ NS 0]
B+ DS
BRIV
Ry
B+ DS+
2IM+0IEN
Byl
DINFBPHDSINHIBIN
SR
sy By
Rk
LRI+ B g S+
air+iaR

15B

Adiee gigrn d& chudn TDU 352 &n dmhl

12 -
] lg

yuip ug 1y fop oy wetb anp

WHH Td + N5 0l
B+ 18
280
WHH L0+ NG G0
SIM+HOEN
WSH LT+ NS WS
By
SIEWHER
18
Ay
B+ 151
B CIS IR
U +B)
|
Ry
WIAERY
B4 DU+ B g S -HEI
a7

B+ GRHEN

FIG. 15A-15B





