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(57) Sang ché dé xuit ché pham sinh mién dich da gia chaa 15 thé lién hop polysacarit-
protein khac nhau. Mdi thé lién hop cau tao tir polysacarit vo thu duoc tir cac typ huyét
thanh khac nhau cua Streptococcus pneumoniae (1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A,
19F, 22F, 23F hoac 33F) duoc hen hop voi protem mang, tdt hon néu 1a CRM197 Ché
pham sinh mién dich nay tét hon néu duoc bao ché dudi dang vacxin su dung chét phu tro
gbc nhom, tao ra phd khang bénh rong ddi voi cac bénh phé cau khuan gay ra, cu thé 1a ¢
tré so sinh va tré nhd.
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Linh vue k§ thuit dwee dé cap

Sang ché d& xudt ché phim sinh mién dich da gia chira 15 thé lién hop
polysacarit-protein khac nhau. M3i thé lién hogp bao gdm polysacarit vo dugc tao ra
tir nhiéu typ huyét thanh khac nhau clia Streptococcus pneumoniae (1, 3, 4, 5, 6A,
6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F hodc 33F) dugc lién hop véi protein
mang, tdt hon néu 14 CRMig7. Ché phdm sinh mién dich nay, tét hon néu 13 dugc
bao ché dué6i dang vacxin trén chit phy trg gbc nhom, tao ra phé khang bénh rong

d6i v6i cac bénh do phé ciu khuén gay ra, cu thé 13 & tré so sinh va tré nho.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Streptococcus pneumoniae 1a nguyén nhan chinh gy ra bénh nghiém trong
trén thé giéi. Trong nim 1997, Trung tAm kiém so4t va ngin ngira bénh — (Centers
for Disease Control and Prevention - CDC) da wéc tinh ring hing nim & M§ ¢6
3.000 truong hop mic bénh viém mang ndo do phé ciu khuin, 50.000 trudng hop
nhidm tring huyét do phé ciu khuén, 7.000.000 trudng hop viém tai gitta do phé
ciu khuin va 500.000 trudong hop viém phdi do phé cu khudn. Xem tai lidu:
Centers for Disease Control and Prevention, MM WR Morb Mortal Wkly Rep 1997,
46(RR-8):1-13. Ngoai ra, bién ching ciia cac bénh nay cé thé cling gdy hau qua
dang k& voi mot sb nghién ciru béo cdo di cho thiy c6 dén 8% truong hop tir vong
va 25% trudng hop bi di tat than kinh do bénh viém mang nio do phé ciu khuén

gdy ra. Xem tai li¢u: Arditi ef al., 1998, Pediatrics 102:1087-97.

Céc vacxin da gia chira polysacarit phé cdu khudn da duoc cdp phép trong
nhidu nam qua da cho thdy chung c¢6 gié tri trong viéc ngin ngira bénh do phé ciu
khudn gdy ra & ngudi 16n, cu thé 1a nhém ngudi gia va nhém ngudi c6 nguy co méc
bénh cao. Tuy nhién, tré so sinh va tré nhé thuong dap ing kém véi polysacarit phé
cau khuén chua lién hop. Trong hoan canh d6, vacxin chira thé lién hop phé ciu
khudn, Prevnar®, chtra 7 typ huyét thanh duoc phéan 14p nhiéu nhit (4, 6B, 9V, 14,
18C, 19F va 23F) va 1a nguyén nhén gy ra bénh phé ciu khuin khong xam 14n &
tré nho va tré so sinh 1an dAu tién da duogc cip gidy phép & M§ vao thang 2 nim

2000. Sau khi Prevnar® dugc st dung phd bién & My, cac bénh khong x4m 14n do
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phé cu khudn gy ra & tré em do céc typ huyét thanh c6 mit trong Prevnar® da
giam di dang ké. Xem tai liéu: Centers for Disease Control and Prevention, MMWR
Morb Mortal Wkly Rep 2005, 54(36):893-7. Tuy nhién, c6 mdt sd han ché lién
quan dén viéc phd bién céc typ huyét thanh bing Prevnar® & mot s6 ving nhét dinh
trén thé gioi va c6 mot sb bang chimg cho thdy sw xuét hién ciia mét s6 typ huyét
thanh méi & My (vi du, 19A va céc typ khéc). Xem O'Brien ef al, 2004, Am J
Epidemiol 159:634-44; Whitney et al., 2003, N Engl J Med 348:1737-46; Kyaw et
al., 2006, N Engl J Med 354:1455-63; Hicks et al., 2007, J Infect Dis 196:1346-54;
Traore et al., 2009, Clin Infect Dis 48:S181-S189.

Cong bb don yéu cau cip patent My s6 US 2006/0228380 Al md ta vacxin
chtra thé lién hop polysacarit-protein phé ciu khuén 13 gia bao gdm typ huyét thanh
1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F va 23F. Cong bd don yéu ciu cip
patent Trung Qudc s CN 101590224 mo ta vacxin chita thé lién hop polysacarit-
protein phé ciu khuén 14 gia bao gdm typ huyét thanh 1, 2, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9N,
9V, 14, 18C, 19A, 19F va 23F.,

Céc PCV khac da bao gbdm 7, 10, 11, hogic 13 typ huyét thanh c6 mit trong
PCV-15, nhung da quan sat thiy c6 can thiép mién dich d6i véi mét sb typ huyét
thanh (vi dy, mac bao vé thip hon dbi véi typ huyét thanh 3 trong PCV-11 cia
GSK) va ty 1& dép tmg thip hon dbi véi typ huyét thanh 6B trong PCV-13 cia
Pfizer. Xem tai liéu: Prymula et al, 2006, Lancet 367:740-48 va Kieninger ef al.,
Safety and Immunologic Non-inferiority of 13-valent Pneumococcal Conjugate
Vaccine Compared to 7-valent Pneumococcal Conjugate Vaccine Given as 4-Dose
Series in Healthy Infants and Toddlers, dugc trinh bay trong cugc hop thudong nién
1an thir 48 caa ICAAC/thr 46 ctia ISDA, Washington DC, October 25-28, 2008.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché dé xuét ché phim sinh mién dich bao gdm (1) hdn hop thé lién
hop polysacarit-protein da gid bao gdm cac polysacarit vo tir 15 typ huyét thanh
khéc nhau cta S. pneumoniae dugc li€n hgp véi protein mang, va (2) chit mang
dugc dung. Cu thé hon, sang ché d& xuét ché phdm vacxin chira thé lién hop phé
cdu khudn 15 gia (PCV-15) bao gébm hdn hop cac thé lién hop polysacarit-protein
da gi4 bao gdm céc polysacarit vo tlr c4c typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V,
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14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va 33F cia S. pneumoniae dugc lién hgp véi protein
mang; va chit mang dugc dljng. Theo mot phuong 4n cu thé, ché phdm sinh mién
dich chtra polysacarit v tlr cic typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C,
19A, 19F, 22F, 23F va 33F va protein mang 1a CRMi97.

Theo c4c phuong 4n nhit dinh, ché phim néu trén con bao gdm chit phu
trg. Theo cac phuong 4n nhét dinh, chit phu trg 13 chit phu trg gbc nhém, nhu
nhdm phosphat, nhom sulfat hodc nhdm hydroxyt. Theo phuong an cu thé cia séng
ché, chét phu tro 1a nhém phosphat.

Sang ché con d& xult phuwong phép tao ra dap tmg mién dich d8i voi
polysacarit vo clia S. pneumoniae, bao gdbm viéc cho ngudi ding lugng gdy mién

dich hiéu qua ciia ché phdm sinh mién dich néu trén.

Sang ché con d& xuét ché phém sinh mién dich duoc st dung dudi dang
lidu don 0,5 mL dugc bao ché dé chira: 2 pg mdi polysacarit, ngoai trir d6i véi 6B
1a 4 pg; khoang 32 pg protein mang CRMig7; 0,125mg chét phu tro 1a nhém nguyén
t6 (0,5mg nhdm phosphat); natri clorua 150mM va dém L-histidin 20mM.

Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 thé hién sy so sanh ndéng dd trung binh hinh hoc (GMC) ciia PCV-15
v6i Prevnar® & céc con khi ddu ché du ché so sinh (cac typ huyét thanh trong
Prevnar, PD-2 va PD-3). C4c thanh sai s6 biéu thi 2 sai s6 chuén.

Fig.2 thé hién GMC dic higu typ huyét thanh véi cac typ huyét thanh -
khong c6 trong Prevnar® & céc con khi ddu ché so sinh duge gdy mién dich béang
PCV-15. Céc thanh sai s8 biéu thj 2 sai s6 chuén.

Fig.3: NZWR-1: thé hién so sanh hiéu gi4 trung binh hinh hoc & céc con
thd duge gdy mién dich bang PCV-15 khong c¢6 (0xA) hodc c6 APA (B1) (sau khi
dung lidu 2). Céc thanh sai s& biéu thi 95% CI d6i vé6i s6 1an chénh 1&ch trung binh
hinh hoc (PCV-15 khong c6 APA / PCV-15 c6 APA).

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché d& xuét ché phdm sinh mién dich da gi4 bao gdm, chit yéu chira,

ho#c theo cach khac, bao gdm 15 thé lién hop polysacarit-protein khéc biét, trong

d6 mdi thé lién hop nay chira polysacarit vé khac nhau dugc lién hop véi protein
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mang, va trong d6 polysacarit vé duoc tao ra tir cac typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6A,
6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F va 33F cla S. pneumoniae, cing véi chét
mang dugc dung. Theo cic phuong 4n nhit dinh, protein mang 13 CRMis7. Ché
phém sinh mién dich con c6 thé chira chit phu tro, nhu chét phu trg géc nhom, nhu
nhdm phosphat, nhom sulfat va nhom hydroxyt. Sang ché con dé xuét phuong phép
tao ra dap tng mién dich ddi vé6i thé lién hop polysacarit vo cta S. preumoniae,
phwong phap nay bao gdm budc cho ngudi ding lugng gdy mién dich hiéu qua cia

ché pham sinh mién dich da gi4 néu trén.

Nhu duge minh hoa trong cac Vi du & dudi ddy, cac nghién ctru tién 14m
sang trén cac con khi diu ché so sinh di ching té cac dap tng khing thé ting
cudng dbi voi tht ca 15 typ huyét thanh trong PCV-15 twong duong véi céc dép tng
d6i voi 7 typ huyét thanh phd bién trong Prevnar®. Cac tAc gia da phat hién thy
ring vacxin chira thé lién hop phé ciu khuén 15 gia ké ca khi bd sung thém thé lién
hop polysacarit- protein méi chira typ huyét thanh 22F va 33F ciing tao ra cac dép
tng khéng thé ting cuong, diéu ndy cho thiy viéc mé rong pham vi bao gdm céc
typ huyét thanh cia phé cau khuén hién chua c6 mit trong céc vacxin phé cu

khudn dang c6 14 kha thi.

Thuat ngit "bao gdm" khi dugc sir dung ciing véi ché phidm sinh mién dich
theo sang ché chi viéc két hop thém céc thanh phan khac bt ky (1 ddi tugng han
ché cua cum tir “gdm c6” khi d& cap dén hdn hop khang nguyén), nhu chét phu trg
va t4 duge. Thudt ngit "gdm c6" khi duge st dung véi hdn hop thé lién hop
polysacarit-protein da gia chi hdn hop gdm c6 15 thé lién hop polysacarit protein cu
thé cta S. prneumoniae va khong bao gdm thé lién hop polysacarit protein ciia S.

pneumoniae khac tir mdt typ huyét thanh khac nhau.
Thé lién hop polysacarit-protein mang clia Streptococcus p pneumoniae

Polysacarit vd tr Streptococcus pneumoniae cd thé dugc tao ra theo ky
thuat chudn da biét dbi voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Vi dy,
céc polysacarit c6 thé dugc phan 1ap tir vi khuén va c6 thé dugc tao kich ¢& dén mot
muttc d6 nhét dinh bing cac phuong phép di biét (xem, vi du, patent chau Au sb
EP497524 va EP497525) va tbt hon néu 12 bing c4ch vi hoa 1éng. Cac polysacarit

c6 thé duge tao kich ¢ dé 1am giam dd nhét trong cdc miu polysacarit va/hodc dé
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cai thién kha ning loc d6i véi cac san phdm lién hop. Theo sang ché, polysacarit vo
duogc tao ra tir céc typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F,
22F, 23F va 33F cua S. pneumoniae.

Theo mdt phuong 4n, mdi typ huyét thanh polysacarit phé cdu khuén duoc
sinh trudng trong moi trudng dua trén ddu twong. Tung polysacarit don 1€ sau do6
duoc tinh ché qua céc budc chudn bao gdm budc ly tim, két tia, va siéu loc. Xem,
vi du, cong bb don yéu cdu cdp patent M§ s6 2008/0286838 va patent My sd
5,847,112.

Protein mang t6t hon néu 13 protein khong ddc va khong tao phan tmg va c6
thé thu dugc v6i lwong va do tinh khiét thich hop. Protein mang c6 thé dugc lién
hop hodc duoce ndi véi polysacarit ctia S. preumoniae dé ting tinh sinh mién dich
ctia polysacarit ndy. Céc protein mang cin phai stra dugc theo cic quy trinh lién
hop chudn. Theo phwong 4n cu thé cta sang ché, CRMig7 dugc diing 1am protein
mang. Theo mdt phuong én, polysacarit vo don 1é dugc li€n hop véi cing protein
mang (mdi phan t&r polysacarit v dugc lién hgp véi mdt protein mang). Theo
phuong 4n khéc nita, céc polysacarit vo dugc lién hop véi hai hogic nhiéu protein
mang (mdi phan tir polysacarit v dugc lién hgp véi mdt protein mang). Theo
phuong 4n nay, mdi polysacarit vé clia cling typ huyét thanh thuong dugc lién hop

V@i cung protein mang.

CRMg7 12 mot bién thé khong doc (tirc 13, nhuge doc td) ctia doc & bach
cdu. Theo mot phwong 4n, né duwoc phan lfp tir moi trwong nudi cdy
Corynebacterium diphtheria ching C7 (3197) sinh trudéng trong mdi truong dua
trén céc axit casamino va chit chiét nAm men. Theo phuong 4n khac, CRMi¢7 dugc
tao ra bang phuong phép tai td hop theo cic phwong phap duge boc 19 trong patent
My sb 5,614,382, Thong thuong, CRMie7 duge tinh ché bing cach két hop cic
phuong phép siéu loc, két tiia bing amoni sulfat va sdc ky trao dbi ion. Theo mot s6
phuong 4n, CRMy7 dugc tao ra trong Pseudomonas fluorescens sit dung Pfenex

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

Protein mang thich hop khac bao gdm cac doc t6 vi khudn khac d3 bt hoat
nhu DT (nhuogc doc t6 bach cdu), TT (nhuoc doc t6 ubn vén) hodc manh C cua TT,

nhuoc doc td ho ga, nhugc doc t§ dich ta (vi dy, nhu duoc néu trong cong bd don
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qubc t& s6 WO 2004/083251), LT cia E. coli, ST cia E. coli, va ngoai doc t6 A tir
Pseudomonas aeruginosa. Céc protein mang ngoai cia vi khudn nhu phirc hop
mang ngoai ¢ (OMPC), porin, protein lién két transferin, protein b& mit ctia phé ciu
khudn (PspA; xem cong bd don qudc té s6 WO 02/091998), protein adhesin ctia phé
ciu khuén (PsaA), C5a peptidaza tir lién ciu khudn Nhém A hoic Nhém B, hoic
protein D ctia Haemophilus influenzae, pneumolysin ctia phé ciu khuén (Kuo et al.,
1995, Infect Immun 63; 2706-13) bao g?)m ply dugc gidi doc & mdt sb dang, vi du
dPLY-GMBS (xem cbng b don qubc t& s6 WO 04/081515) hosc dPLY-formol,
PhtX, bao gdbm PhtA, PhtB, PhtD, PhtE va thé dung hop ciia céc protein Pht, vi du
thé dung hop PhtDE, thé dung hop PhtBE (xem cong bd don qubc t& s6 WO
01/98334 va WO 03/54007), ciing c6 thé dwgc st dung. Céc protein khac, nhu
albumin tring, keyhole limpet hemoxyanin (KLH) (& mdt loai protein 16n do mdt
loai nhuy&n thé bién san xuét), albumin huyét thanh bd (BSA) hodc din xuét protein
dugc tinh ché cua tuberculin (PPD), PorB (tir N. meningitidis), PD (protein D cia
Haemophilus influenzae; xem, vi du, patent chiu Au s6 EP 0 594 610 B), hoac cac
thé trong dwong chirc ning mién dich cta ching, cic peptit tng hop (xem patent
chiu Au sb EP0378881 va EP0427347), cac protein séc nhiét (xem cdng bd don
qudc t& s6 WO 93/17712 va WO 94/03208), cac protein ho ga (xem cbng bb don
qubc té& s6 WO 98/58668 va patent chau Au sé EP0471177), xytokin, lymphokin,
yéu té ting truéng hodic cac hormon (xem cdéng bd don qubc té s6 WO 91/01146),
c4c protein nhan tao bao gdbm nhidu epitop té bao T duong tinh véi CD4 & ngudi tir
céc khang nguyén thu dugc tir ngudn gay bénh khac nhau (xem Falugi et al., 2001,
Eur J Immunol 31:3816-3824) nhu protein N19 (xem Baraldoi ef al.,, 2004, Infect
Immun 72:4884-7), protein hdp thu sit (xem cdng bd don qubc t& s6 WO
01/72337), doc t6 A hoiic B cta C. difficile (xem cong bd don qudc t& s6 WO
00/61761), va flagellin (xem Ben-Yedidia et al., 1998, Immunol Lett 64:9) cling c6
thé duoc ding 1am protein mang.

Céc thé dot bién DT khéc c6 thé duoc sit dung, nhu CRM176, CRM228,
CRM 45 (Uchida et al,, 1973, J Biol Chem 218:3838-3844); CRM 9, CRM 45,
CRM102, CRM 103 va CRM107 va cac dot bién khac dugc Nicholls va Youle néu
trong tai li€u: Genetically Engineered Toxyns, Ed: Frankel, Maecel Dekker Inc,
1992; loai bo hodc dot bién Glu-148 thanh Asp, Gln hodc Ser va/hoac Ala 158
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thanh Gly va cac dot bién khac dugc néu trong patent M§ s6 4,709,017 hoic patent
My sb 4,950,740; dot bién cia it nhit mot hodc nhidu gbc Lys 516, Lys 526, Phe
530 va/hodc Lys 534 va céc dot bién khac duoc néu trohg patent My s6 5,917,017
hodc patent My sb 6,455,673; hoic manh dugc néu trong patent M¥ sb 5,843,711.

Polysacarit da tinh ché dugc hoat héa bing héa chit dé tao ra sacarit c6 kha
ning phan Gng voi protein mang. Ngay khi dugc hoat hoa, tirng polysacarit vo riéng
18 s& dugc lién hop riéng vé6i protein mang dé tao ra thé lién hop glyco. Thé lién hop

polysacarit ndy c6 thé dugc diéu ché bing k§ thuat két hop da biét.

Theo mdt phuong 4an, viéc hoat héa polysacarit bing hoa chit va sau d6
dung hgp v6i protein mang dugc thyc hién bing c4c bién phip dwgc boc 1 trong
patent M¥ s 4,365,170, 4,673,574 va 4,902,506. Tom lai, phwong phap hoat héa
bang hoa chit nay bao gbm viéc hoat héa polysacarit phé cau khudn bing cach cho
phan mg véi tdc nhan oxy hoa bét ky ma c6 tac dung oxy héa nhém hydroxyl tan
cung thanh aldehyt, nhu periodat (bao gdm natri periodat, kali periodat, hogc axit
periodic). Phan g nay din dén viéc phén cit oxy héa ngiu nhién ddi véi cac
nhom hydroxyl 14n cén cla céc hydrat cacbon ne‘ly‘kém theo tao thanh nhom aldehyt
¢6 tinh phan Ung.

Viéc két hop v6i protein mang (vi du, CRMio7) c6 thé dugc thyuc hién bing
cach amin héa kh\r thong qua viéc amin hoa tryc tiép dbi v6i nhom lysyl cia
protein. Vi dy, viéc lién hgp dugc thyc hién bang cach cho hdn hop ciia polysacarit
da hoat hoa va protein mang phan g v6i tdc nhan khir nhu natri xyanobohydrua.
Céc aldehyt chua phan ung sau d6 dugc bdo vé bing cich bd sung tic nhan khir

manh, nhu natri bohydrua.

Theo phuong an khac, phuong phép lién hop néu trén ¢ thé dwa vao viéc
hoat hoa sacarit bang 1-xyano-4-dimetylamino pyridini tetrafloborat (CDAP) dé tao
ra xyanat este. Sacarit dd hoat hoa theo céch nay c6 thé duoc két hop truc tiép hodc
thong qua nhém dém (tac nhan lién két) v6i nhém amin trén protein mang. Vi duy,
nhém dém c6 thé 13 xystamin ho#ic xysteamin dé tao ra polysacarit dugc thiolat héa
ma c6 thé duoc két hop véi chit mang thong qua lién két thioete thu duoc sau phan
ung vGi protein mang dugc hoat hoa bing maleimit (vi du, bang cach sir dung

GMBS) hoic protein mang dugc haloaxetyl héa (vi dy, sit dung iodoaxetimit [vi dy,
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etyl iodoaxetimit HCI] hodc N-sucxinimidyl bromoaxetat hodc SIAB, hodc SIA,
hodc SBAP). Tét hon 13, este xyanat (tity chon dugc tao ra st dung héa hoc CDAP)
duge két hop v6i hexan diamin hodc dihydrazit cia axit adipic (ADH) va sacarit
dugc tao din xuit amino dugc lién hop vé6i protein mang st dung héa hoc
carbodiimit (vi du, EDAC hodc EDC) thong qua nhém carboxyl trén protein mang.
Céc thé lién hop nay dugc mo ta trong cong bd don qubc t& s6 WO 93/15760, WO
95/08348 va WO 96/29094; va Chu et al., 1983, Infect. Immunity 40:245-256.

Cac k§ thuét thich hgp khic st dung céc carbodiimit, hydrazit, cac este
hoat tinh, norboran, axit p-nitrobenzoic, N-hydroxysucxinimit, S--NHS, EDC,
TSTU. Nhidu hop chét néu trén duge mo ta trong cong bb don qubc té s6 WO
98/42721. Viéc lién hop c6 thé dugc thyc hién st dung tac nhan lién két cacbonyl
ma ¢6 thé duge tao ra bing cach cho nhém hydroxyl tw do cua sacarit phan ing véi
CDI (xem tai liéu: Bethell ef al, 1979, J. Biol. Chem. 254:2572-4; Hearn et al.,
1981, J. Chromatogr. 218:509-18), tiép theo cho phan g v6i protein d& tao ra lién
két carbamat. Phan Gng ndy c6 thé bao gdm viéc khir ddu tan cling anome thanh
nhém hydroxyl bic mdt, thy ¥ bao vé/loai nhém bao vé ciia nhém hydroxyl bac
mot, cho nhém hydroxyl bdc mdt phan tng v6i CDI dé tao ra san phim trung gian
CDI carbamat va két hop san phim trung gian CDI carbamat v6i nhém amin trén

protein.

Theo mot phuong 4n, truéc khi bao ché thanh ché phim, mdi khéng nguyén
la polysacarit vé cua phé ciu khudn dugc tinh ché riéng r& tir S. pneumoniae, s&
dugc hoat héa dé tao ra aldehyt c6 tinh phan tng, va sau do, lién hgp cong hoa tri
bang cach amin héa khir thanh protein mang CRMio7.

Sau khi dé polysacarit vé lién hop véi protein mang, thé lién hop
polysacarit-protein s€ dugc tinh ché (ting luong thé lién hop polysacarit-protein)
bing mot k§ thuét hoic két hop nhidu k¥ thuat khac nhau. Vi dy vé cac k§ thuét ndy
da dugc nguodi cod hiéu biét trung binh trong linh vuc nay biét 15 va bao gdm céc
hoat dong c6 déc/thém loc, si€u loc, Kkét tua/rira giai, séc ky cot, va loc ky. Xem, vi
du, patent M¥ sb 6,146,902,

Dugc phdm/ché phim vacxin

Sang ché con dé xuat cac ché pham, bao gom ché pham dugc, ché pham
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sinh mién dich va vacxin, bao gém, chu yéu bao gém, hodc theo cach khac, chira 15
thé lién hop polysacarit-protein khac nhau, trong d6 cic thé lién hop nay déu chira
polysacarit vo khac nhau dugc li€én hop véi protein mang, va trong d6 polysacarit
vo dugc didu ché tir cac typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A,
19F, 22F, 23F va 33F cia S. pneumoniae, cung véi chét mang va chét phu trg dugc
dung. Céc thé lién hop clia phé ciu khuén nay dugc tao ra bing cic quy trinh riéng

biét va dugc bao ché & dang bot roi thanh ché phdm dang lidu don.

Nhu duge x4c dinh trong ban mé ta ndy, "chat phy tro" 1a chét ding dé 1am
ting cudng tinh sinh min dich ctia ché phim sinh mién dich theo sang ché. Chit
phu trg mi&n dich c6 thé 1am ting cudng dép ng mién dich déi v6i khdng nguyén
13 chét sinh mién dich yéu khi dugc ding mdt minh, vi du, khong tao ra hoic tao ra
hiéu gia khang thé thip hoic khong tao ra hogc tao ra dép ng mién dich qua trung
gian t& bao thip, 1am ting hiéu gid clia khang thé d6i v6i khang nguyén, va/hoic ha
thép lidu cho hiéu qua cta khang nguyén dé thu duoc dép img mién dich & c4 thé
dung. Nhu vay, céc ta dugc thuong duge dua vao dé 1am tang cudng dap Gmg mién
dich va da duoc ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay biét r3. Céc t4
duoc thich hop dé 1am ting cudng hidu qua ctia ché phdm bao gdm, nhung khong
gidi han §&:

1) cac mudi nhdm (phén), nhu nhom hydroxyt, nhém phosphat, nhom

sulfat, v.v.;

2) ché phdm nhii twong diu trong nudc (c6 hoic khong c6 tac nhan kich
thich mién dich dic hiéu khac nhu muramyl peptit (dugc dinh nghia dudi day) hodc
thanh phén trong thanh t& bao cia vi khuén), nhu, vi dy, (a) MF59 (Cong bd don
qudc t& s6 WO 90/14837), chira Squalen 5%, Tween 80 0,5%, va Span 85 0,5% (tly
¥ bao gdm MTP-PE véi lugng khac nhau) duge phdi trén thanh cac hat siéu nhé (c6
kich thuéc dudi mic micron) sit dung thiét bi vi héa 1ong nhu thiét bi vi héa long
Model 110Y (Microfluidics, Newton, MA), (b) SAF, chtta Squalen 10%, Tween 80
0,4%, polyme dugc phong bé bang pluronic L121 5%, va thr-MDP hodc dugc vi
hoa 16ng thanh nhil trong siéu nhd (c6 kich thudc dudi mirc micron) hodc dugce tron
X04y dé tao ra nhil twong c¢6 ¢& hat 16n hon, (c) hé théng chét phy trg Ribi™ (RAS),

(Corixa, Hamilton, MT) chita Squalen 2%, Tween 80 0,2%, va mot hodc nhiéu
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thanh phdn cAu tao nén thanh t& bao cta vi khudn tir nhém bao gdém
monophosphorylipit A dugc 3-O-deayl héa (MPL™) dugc bdc 10 trong patent My
s6 4,912,094, trehaloza dimycolat (TDM), va khung xuwong tao nén thanh té bao
(CWS), t6t hon néu 1a MPL+CWS (Detox™); va (d) Montanide ISA;

3) chit phu tro saponin, nhu Quil A hoic STIMULON™ QS-21
(Antigenics, Framingham, MA) (xem, vi du, patent My 56 5,057,540) c6 thé duoc
stt dung hodc cac cac hat dugc tao ra tu chét phu trg nady nhu ISCOM (cac phirc
kich thich mién dich dwgc tao ra bdi hdn hop cua cholesteol, saponin, phospholipit,
va cac protein ludng tinh) va Iscomatrix® (c6 cdu tric gan gidng nhu ISCOM

nhung khong c6 protein);

4) lipopolysacarit vi khuan, chét twong tu lipit A tbng hop nhu hop chét
aminoalkyl glucosamin phosphat (AGP), hoic cic din xuét hoic cac chét tuong tu
ctia ching, do Corixa cung cip, va dugc md ta trong patent My s6 6,113,918; mét
hop chit AGP nay la 2-[(R)-3-tetradecanoyloxytetradecanoylamino]etyl 2-Deoxy-
4-O-phosphono-3-0-[(R)-3-tetradecanoyloxytetradecanoyl]-2-[(R)-3-
tetradecanoyloxytetradecanoylamino]-b-D-glucopyranosit, con dugc goi 1a 529
(truGe day duoc biét 1a RC529), ma dugce phéi tron duéi dang chira nude hodc dudi
dang nhil twong 4n dinh;

5) polynucleotit tdng hop nhu oligonucleotit chtta cic motif CpG (patent
My s 6,207,646); va

6) xytokin, nhu interleukin (vi dy, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12,
IL-15, IL-18, v.v..), interferon (vi du, gama interferon), yéu t§ kich thich viéc tao
cum cua dai thuc bao dang hat (GM-CSF), yéu td kich thich tao cum dai thyc bao
(M-CSF), yéu tb hoai tir khbi u (TNF), phan tir ddng kich thich B7-1 va B7-2, v.v..;
va
7 bd thé, nhu trime cta thanh phan bd thé C3d.

Theo phuong &n khéc, chét phu tro 13 hdn hop ctia 2, 3, hodc nhiéu chit phu
trg néu trén, vi dy, SBAS2 (nhii trong diu trong nuéc con chira monophosphoryl

lipit dugce 3-deaxyl hoa A va QS21).

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

Theo cac phuong an nhit dinh, chét phu tro 1a mudi nhém. Chét phu trg
mubi nhdm c6 thé 1a vacxin dugc két tia bing phén hodc vacxin duge hip phy trén
phén. Chét phu trg mudi nhém da dugc biét rd trong linh vyc va duge md ta, vi dy,
trong tai liéu: Harlow, E. and D. Lane (1988; Antibodies: A Laboratory Manual
Cold Spring Harbor Laboratory) va Nicklas, W. (1992; Aluminum Salts. Research
in Immunology 143:489-493). Céc mudi nhdém bao gdm, nhung khéng bi gii han
&, nhom oxyt hydrat hoa, alumin hydrat, alumin trihydrat (ATH), alumin hydrat,
alumin trihydrat, alhydrogel, Superfos, Amphogel, nhdm (III) hydroxyt, nhom
hydroxyphosphat sulfat (chét phu tro nhdm phosphat (APA)), nhom oxyt v dinh
hinh, nhom oxyt trihydrat hda, hodc trihydroxy nhom.

APA 13 huyén phil chita nuéc ctia nhdm hydroxyphosphat. APA duge san
xuét bang cach tron nhom clorua va natri phosphat theo ty 18 thé tich 1a 1:1 dé lam
két tia nhom hydroxyphosphat. Sau quy trinh tron, nguyén liéu thu dwgce dugc giam
kich ¢& bing thiét bi tron cét toc do cao dé thu duoc kich ¢ hat két tu mong mubn
trong khoang tir 2 dén 8 pm. San phim nay sau d6 dugc thdm tach dua trén nude
mudi sinh 1y va hoi nwée d vo tring.

Theo cac phuong an nhit dinh, AI(OH); c6 trén thi trudng (vi du
Alhydrogel hodc Superfos cua Denthark/Accurate Chemical and Scientific Co.,
Westbury, NY) dugc st dung dé hip phu cac protein theo ty 1&€ 1a 50 - 200 g
protein/mg nhém hydroxyt. Theo phuong 4n khac, vige hép phu protein phu thudc
vao pl (pH ding dién) clia protein va do pH ctia moi trudng. Protein c6 pl thip hon
s& hip phu vao ion nhom tich dién duong manh hon so véi protein c¢é pl cao hon.
Céc mudi nhom c6 thé tao ra kho chira Ag dugc giai phén_g tir tlr tfong khoang thoi
gian tir 2 dén 3 }tue“m, lién quan dén viéc hoat hoa khong dic hiéu cua cac dai thyc
bao va hoat héa bd thé, va/hogc kich thich co ché mién dich bAm sinh (c6 thé thong
qua sy kich thich cta axit uric). Xem, vi du, Lambrecht et al,, 2009, Curr Opin

Immunol 21:23.

Céc thé lién hop don gi4 & dang khéi dung dich nuéc pha san thuong duge

phéi tron véi nhau va dugce pha lodng dé thu dugc ndng d6 mong mudn 13 8 pg/mL
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dbi voi tht ca cac typ huyét thanh trir loai 6B, d6i v6i huyét thanh ndy, s& pha lodng
dé thu dugc 16 pg/mL. Ngay sau khi pha lodng, mé ndy s& dugc loc vo tring, va
mot luong thé tich twong duong cia chét phu trg nhém phosphat dugc thém vao
theo cach vo khuan & thu dugc nv(‘“)ng d6 nhom cubi ciing 12 250 pg/mL. Sau khi
phéi tron, thém chét phu tro, ché phém thu duoc s& dugc nap vao cac 1o nhé dung 1

14n véi lidu 0,5 mL/liéu.

Theo c4c phuong an nhét dinh, chét phu tro 12 trinh tu nucleotit chira CpG,
vi dy, oligonucleotit chira CpG, cu thé, oligodeoxynucleotit chita CpG (CpG ODN).
Theo phuong 4n khéc, chét phu trg 12 ODN 1826, chét ndy c6 thé mua dugc tir

Coley Pharmaceutical Group.

"Nucleotit chita CpG", "oligonucleotit chira CpG", "oligonucleotit CpG,"
va céc thuat ngit teong ty chi phén tir nucleotit ¢ chidu dai 6-50 nucleotit, chira gbc
CpG chua dugc metyl héa. Xem, vi dy tai liéu: Wang et al., 2003, Vaccine 21:4297.
Theo phurong an khéc, cac dinh nghia khac da dugc chip nhan trong linh vue bét ky
cua céac thuit nglt nay ciing duoc chip nhan trong séng ché. Oligonucleotit chira
CpG bao gbdm oligonucleotit dwgc cai bién bing cach sir dung cac lién két lién
nucleosit (gitta cadc nucleosit) tbng hop bét ky, bazo cai bién va/hodic duong cai
bién.

Céc phuong phap dé sit dung oligonucleotit CpG 1a da duogc biét 15 trong
linh vuc va duge md ta, vi du, trong tai liéu: Sur et al., 1999, J Immunol. 162:6284-
93; Verthelyi, 2006, Methods Mol Med. 127:139-58; va tai li¢u : Yasuda et al.,
2006, Crit Rev Ther Drug Carrier Syst. 23:89-110.

Str dung/liéu

Ché phim va dang bao ché theo séng ché c6 thé duge st dung dé bao vé
hoidc didu tri ngudi d& nhidm khudn phé ciu khudn, bing cich dung vacxin qua
duong toan than hodc niém mac. Theo mdt phuong an, sang ché dé xuit phuong
phép tao ra dap Ung mién dich dbi voi thé lien hop polysacarit vo cia S.
pneumoniae, phuong phap nay bao gbm viéc cho ngudi dung lugng gay mién dich
hiéu quéa ctia ché phém sinh mién dich theo sang ché. Theo phuong 4n khéc, sang
ché dé xuit phuong phép ching nglra cho nguoi chéng lai viéc nhiém khuén phé

cau khudn, phuong phap nay bao gbm buéc cho ngudi dung lugng cho tac dung gay
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mién dich ctia ché pham sinh mién dich theo sang ché.

"Luong hitu hi¢u" cida ch¢ pham theo sang ché chi lieu can thiét dé tao ra
cac khang thé ma lam gidm dang ké kha ndng x4y ra hodc mic d9 nghiém trong cla

viéc nhiém S. pneumoniae trong thoi gian thtt sau do.

Céc phuong phép theo sang ché c6 thé dwoc sir dung dé ngan ngira va/hoic
lam giam cac tri€u chitng 1am sang khéi phat do S. pneumoniae gay ra bao gbm ca
nhim khufn x4m l4n (bénh viém mang ndo, bénh viém phdi, va nhidm tring

huyét), va nhiém khuan khong xam lan (viém tai gifta cap, va bénh viém xoang).

Viéc ding cac ché phdm cua sang ché c6 thé bao gdm mot hodic nhiéu
dudng: tiém bip, trong mang bung, trong da hoic dudi da; hoic thong qua viéc
dung cho niém mac qua dudng mi¢ng/qua d6 an, duong hd hip hoic duong niéu
sinh dyc. Theo mot phuong 4n, dung qua mili dwgc st dung dé didu tri bénh viém
phdi hodic viém tai gitta (vi viéc di chuyén ctia phé ciu khuin qua mili hdu c6 thé
dugc ngan chian mot cach hiéu qua hon, nhrr vy 1am gidm mitc d6 nhiém khudn &

giai doan som nhét).

Luong thé lién hop trong mdi lidu vacxin duge chon 13 lugng ma tao ra dép
mg bao vé mién dich ma khong giy ra tic dung phu déng ké. Luong nay c6 thé
thay ddi tiy thude vao typ huyét thanh phé ciu khuén. Thong thuong, mdi liéu s&
bao gdm tir 0,1 dén 100 pg mdi polysacarit, cu thé 1a tir 0,1 dén 10 pg, va cu thé
hon 12 tir 1 dén 5pg. Vi dy, mdi lidu c6 thé bao gdm 100, 150, 200, 250, 300, 400,
500, hodac 750 ng hoac 1, 1,5, 2,3,4,5,6,7,7,5, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 18,
20, 22, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, hodc 100 pg.

Luong t6i vu cta céc thanh phan cho mdt vacxin cu thé c6 thé dugc xéac
dinh chinh xé4c bing cac nghién ciru chudn bao gém viée quan sat céc d4p (tng mién
dich thich hop & cac d6i twong. Vi dy, theo phuong 4n khéc, liéu dé ching nglra &
ngudi duoc xac dinh bang cach ngoai suy tir két qua nghién ciru trén dong vat thanh
s6 lidu trén ngudi. Theo phuong 4n khac, lidu nay dugc xac dinh theo kinh nghiém.

Theo mdt phuong 4n, liéu mubi nhém 13 10, 15, 20, 25, 30, 50, 70, 100,
125, 150, 200, 300, 500, hodc 700 pg, hodc 1, 1,2, 1,5, 2, 3, Smg hodc cao hon.
Theo phuong 4n khac nira, liu mubi phén dugc néu trén day tinh cho mdi pg

protein tai td hop.
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Theo phuong 4n cu thé cia sang ché, vacxin PCV-15 1a dang bao ché léng
v0 trung chira polysacarit v phé cu khuén ciia typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6A, 6B,
7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F va 33F dugc lién hop riéng bi€t véi CRMior.
MB&i lidu 0,5 mL duge didu ché chira: mbi sacarit 2 pg, trlr 6B 1a 4pg; khoang 32 pg
protein mang CRMig7 (vi du, 32 pg + 5 pg, £ 3 pg, + 2 pg, hodc = 1 pg); 0,125mg
chét phu trg nhém nguyén t6 (0,5mg nhom phosphat); va natri clorua va chit dém
L-histidin. Ndng d0 natri clorua vao khoang 150 mM (vi dy, 150 mM + 25 mM, =+
20 mM, = 15 mM, £+ 10 mM, hodc = 5 mM) va khoang 20 mM chét dém L-histidin
(vi dy, 20 mM £ 5 mM, + 2,5 mM, + 2 mM, = 1 mM, hodc + 0,5 mM).

Theo phuong phap bét k¥ theo sang ché va theo mdt phuong én, dbi tuong
1a nguoi. Theo cac phuong 4n nhét dinh, bénh nhén 14 tré so sinh (duéi 1 tudi), tré
méi biét di (khoang 12 dén 24 thang), hoic tré nhé (khoang 2 dén 5 tudi). Theo céc
phuong 4n khéc, bénh nhén 13 ngudi gia (> 65 tudi). Ché phdm theo sang ché ciing
thich hop dé st dung cho tré 16n hon, tré vi thanh nién va ngudi 16n (vi dy, do tudi

tir 18 dén 45 tudi hoidc tir 18 dén 65 tubi).

Theo mot phuong 4n ciia cac phuong phép theo sing ché, ché phim theo
sang ché dugc ding dé ching mot 14n. Theo phwong 4n khéc, vacxin dugc sit dung
hai 13n, ba 14n hodc bdn 14n hoic nhiéu hon, cach nhau mot khoang thoi gian thich
hop. Vi du, ché phém c6 thé dugc sir dung vao cac thoi diém 1, 2, 3, 4, 5, hodc 6
thang hodc t6 hop bat ky ciia céc thoi diém nay. Ché d6 gay mién dich c6 thé thyc
hién theo ché @6 gay mién dich duoc thiét ké cho cac vacxin phé cau khuln. Vi dy,
ché d6 thong thudng cho tré so sinh va tré méi biét di dbi v6i bénh xam 14n do S.
prneumoniae gy ra 13 2, 4, 6 va 12-15 thang tudi. Nhu vy, theo phuong 4n dugc vu
tién, ché phim dugc dung dudi dang mot loat 4 lidu & thoi diém 2, 4, 6, va 12-15
thang tudi.

Ché phdm theo séng ché ciing c6 thé bao gdm mot hoic nhiéu protein tir S.
pneumoniae. Vi dy vé céc protein tir S. pneumoniae thich hgp dé dua vao bao gdbm
cac protein dugc néu trong cdng b don qubc té s& WO 02/083855 va WO
02/053761.

Céc ché phdm

Ché phdm theo sang ché c6 thé dugc sir dung cho dbi tuong theo mot hogc
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nhidu phuong phép da biét v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat
ndy, nhu ngoai dudng ti€u hoa, qua niém mac, qua da, trong co, trong tinh mach,
trong da, trong miii, dudi da, trong mang bung, va dugc bao ché thanh dang bao ché

tuong Gng.

Theo mot phwong 4n, ché phim theo sang ché dugc str dung thong qua viéc
tiém trong bidu bi, tiém bép, dung trong tinh mach, trong ddng mach, tiém duéi da,
hoic tiém vao trong niém mac trong dudng hd hip ddi véi cac ché phim dang 1ong.

Céc ché phdm dang 16ng dé tiém bao gdm dung dich va c4c dang twong tu.

Ché phim theo séng ché ¢6 thé dugc bao ché duéi dang lo chira lidu don, lo

nhé chtra nhidu lidu hogic dudi dang xy lanh d4 nap trude ché pham.

Theo phuong 4n khéc, ché phdm theo sing ché dugc st dung qua dudng
miéng, va do do, cdc ché phdm nay s& dugc bao ché duéi dang thich hop dé st dung
qua duong miéng, tic 13, dudi dang ché phdm rén hoic 16ng. Ché phim rén ding
qua dudng miéng bao gdm vién nén, vién nang, vién thudc tron, dang hat c¢dm, vién
thudc nho va dang twong tw. Ché phim 16ng ding qua duong miéng bao gbém dung

dich, huyén ph, thé phén tan, nhii twong, dau va dang tuong tu.

Chét mang dwoc dung cho cac ché phdm 1éng 1a dung dich, huyén phi, nhii
twong hodc diu chira nwdc hogic khong chira nude. Vi du vé dung mdi khong chira
nude 1a propylen glycol, polyetylen glycol, va este hitu co dung dé tiém nhu etyl
oleat. C4c chit mang chira nu6c bao gdm nudc, dung dich rugu/nuée, nhil twong
hodc huyén phi, bao gdm nuéc mubi va mdi trudng dém. Vi du vé cac dau 1a cac
dau co nguén géc dong vat, thyc vat, hodc dau téng hop, vi du, dau lac, diu dau
tuong, dau 6liu, diu hoa huéng duong, diu gan ca, dau tir c4c loai hai san khéc nira,

hodc lipit tir sita hodc tring.

Duoc phim c6 thé c6 tinh ding truong, nhugce truong hodc vu truong. Tuy
nhién, thuong dugc vu tién 1 truong hop dugc phim dé truyén hoic tiém chu yéu
c6 tinh déng trwong, khi n6 duge sit dung. Do vay, dé bao quan, dugc phdm c6 thé
t6t hon néu dugc phdm nay c6 tinh ding truong hodc wu truong. Néu bao quan duge
phidm c6 tinh wu truong, dugc phém nay c6 thé duoc pha lodng dé trd thanh dung

dich déng truong trude khi sir dung.

T4c nhan 1am dAng truong ¢ thé 13 tc nhan lam ding truong dang ion nhu
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mubi hodc tic nhan ding trrong dang khong ion nhu hydrat cacbon. Vi du vé tac
nhan ding treong dang ion bao gdm, nhung khéng giéi han &, NaCl, CaCl,, KCl va
MgClo. Vi du vé tac nhin déng truong dang khong ion bao gdm, nhung khong gi6i

han &, manitol, sorbitol va glyxerol.

Ciing dugc uvu tién 1a truwdng hop it nhit mot chét phu gia dugc dung 1a chét
dém. Pbi v6i mot s6 muc dich, vi du, khi dugc phém dugc dung dé truyén hodc
tiém, thuong mudn ché phim s& bao gbdm chét dém, ma c6 kha ning dém dung dich

dén d6 pH nim trong khoang tir 4 dén 10, nhu 5 dén 9, vi du tir 6 dén 8.

Chét dém vi du co thé dugc chon tir nhém bao gém chit dém TRIS, axetat,
glutamat, lactat, maleat, tartrat, phosphat, xitrat, cacbonat, glyxinat, histidin, glyxin,

sucxinat va trietanolamin.

Chét dém vi du con c6 thé duoc chon tir chit dém c6 thé twong hop USP dé
st dung ngoai dudng ti€u hda, cu thé, khi ché phdm duogc & dang dé st dung ngoai
duong ti€u hoéa. Vi du chit dém c6 thé dugc chon tir nhém bao gém axit monoaxit
nhu axit axetic, axit benzoic, axit gluconic, axit glyxeric va axit lactic; axit diaxit
nhu axit aconitic, axit adipic, axit ascorbic, axit cacbonic, axit glutamic, axit malic,
axit suxinic va axit tartric, axit polyaxit nhu axit xitric va axit phosphoric; va cac

bazo nhu amoniac, dietanolamin, glyxin, trietanolamin, va TRIS.

Mbi truong din thubc ding ngoai dwdng tidu hoéa (dé tiém dudi da, trong
tinh mach, trong dong mach, hodc tiém bép) bao g?)m dung dich natri clorua,
dextroza Ringer, dextroza va natri clorua, diu Ringer dugc lactat hoa va dau khong
bay hoi. Mdi trudng din thudc ding trong tinh mach bao gbm dich 16ng va céc chét
bd sung dinh dudng, cac chit bd sung chét dién phan nhu cac chét dwa trén dextroza
Ringer, va céc chét tuong tw. Cac vi dy 14 céc chit 16ng vo tring nhu nuée va dau,
¢6 hodc khong bd sung chét hoat dong bé mit va chat phy trg dugc dung khac. Nhin
chung, nudc, nudc mudi, dung dich nuéc dextroza va dung dich dudng c6 lién
quan, glycol nhu propylen glycol hodc polyetylen glycol, va Polysorbat-80 13 céc
chét mang 16ng dugc uu tién, cu thé 1a cho dung dich tiém. Vi du v& céac dau 1a céac
dau co nguén géc dong vat, thuc vat hodc téng hop, vi du, dau lac, diu dau tuong,
diu dliu, diu hoa huéng dwong, diu gan cé, cac dau tir hai san khéc, hodc lipit tir

stta hodc tring.
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Céc ché phdm theo sang ché cling c6 thé chira chit hoat dong bé mit. Cac
chét hoat dong bé mit duwoc wu tién bao gbm, nhung khéng giéi han &: chit hoat
dong bé mit 13 este polyoxyetylen sorbitan (thuong duge goi 12 Tweens), dic biét 1a
polysorbat 20 dén polysorbat 80; copolyme clia etylen oxyt (EO), propylen oxyt
(PO), va/hodc butylen oxyt (BO), dugc ban trén thi truong dudi tén thuong mai
DOWFAX™, nhu copolyme khi EO/PO théng; octoxynol, ma c6 thé khac nhau sb
lugng nhém etoxy (oxy-1,2-etandiyl) 1dp lai, v6i octoxynol-9 (Triton X-100, hodc t-
octylphenoxypolyetoxyetanol) 12 dugc quan tdm ddc bigt; (octylphenoxy)
polyetoxyetanol (IGEPAL CA-630/NP-40); phospholipit nhu phosphatidylcholin
(lexitin); nonylphenol etoxylat, nhu cic Tergitol™ NP; ete béo polyoxyetylen thu
duoc tir rugu laurylic, xetylic, stearylic va oleylic (dugc biét 13 céc chit hoat dong
bé miit Brij), nhu trietylenglycol monolauryl ete (Brij 30); va este sorbitan (thuong
duoc biét dudi tén SPAN), nhu sorbitan trioleat (Span 85) va sorbitan monolaurat.
Chéit hoat dong bé mit dugc wu tién ¢6 mit trong nhii twong 1& Tween 80

(polyoxyetylen sorbitan monooleat).

Hén hop cla cac chét hoat dong bé mit c6 thé dugc st dung, vi du hdn hop
Tween 80/Span 85. Hdn hgp cuia este polyoxyetylen sorbitan nhu polyoxyetylen
sorbitan monooleat (Tween 80) va octoxynol nhu t-octylphenoxypolyetoxyetanol
(Triton X-100) ciing thich hgp. Cac hdn hop hitu ich khac nita bao gbm laureth 9

cong vai este polyoxyetylen sorbitan va/hodc octoxynol.

Luong duge wu tién cia céc chit hoat dong bé mit (% theo khéi lugng) la:

este polyoxyetylen sorbitan (nhu Tween 80) véi luong nim trong khoang tir 0,01

dén 1%, cu thé khoang 0,1%; octyl- hodc nonylphenoxy polyoxyetanol (nhu Triton

X-100, hodc cac chét tiy rira khac trong mot loat Triton) véi lugng nim trong

khoang tir 0,001 dén 0,1%, cu thé tir 0,005 dén 0,02%; ete polyoxyetylen (nhu

laureth 9) v6i lwong ndm trong khoang tir 0,1 dén 20%, t6t hon néu 1a tir 0,1 dén
10% va cu thé tir 0,1 dén 1% hoic khoang 0,5%.

- Theo phuong an khéc, dugc phim dugc phan phéi bang hé giai phong c6

kidm so4t. Vi du, dwoc phim nay c6 thé duoc sir di_mg bing cach truyén trong tinh

mach, qua miéng dan da, cdc liposom, hodic c4c cach thuc sir dung khac. Theo

phuong 4n khic, cac nguyén liéu polyme dugc sir dung; vi du trong cac vi céu trong
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hodc miéng cay.

Ciing dugc bao gdm trong sang ché 13 hop chét duge cai bién bang cach
lién két cong hoa tri clia polyfne tan trong nudc nhu polyetylen glycol, copolyme
ciia polyetylen glycol va polypropylen glycol, carboxymetyl xenluloza, dextran,
ruou polyvinylic, polyvinylpyrolidon hodc polyprolin. Céc cai bién nay c6 thé lam
ting kha nang hoa tan cia hgp chit trong dung dich nuéc, loai bo két tu, ting cudng
d6 6n dinh 1y hoc va hoéa hoc ctia hgp chét, va giam manh kha niing tham gia phan
{ng ctia hop chit. Theo phuong 4n khac, hoat tinh sinh hoc in vivo mong mudn thu
dugc bang cach sir dung céc san phém cdng hop hop chit-polyme vd&i tdn suét thip

hon hoic & lidu thap hon so véi hop chit chua cai bién.

Theo phuong an dugce uu tién, ché phdm vacxin dugc bao ché trong chét

dém L-histidin cting véi natri clorua.

Cac phuong an khéc nhau cua sang ché da duge mo ta & trén dua trén phin
mo ta va cac hinh v& di kém theo, tuy nhién cin dugc hidu ring sing ché khong bi
gi6i han & céc phwong 4n chinh xéc ndy, va céc thay ddi va cdi bién khéc nhau c6
th8 dugc ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat ndy tao ra & ddy ma
khong vuot ra khdi pham vi cua sang ché nhu dugc x4c dinh trong cac diém yéu cdu
bao hd kém theo.

Céc vi dy sau ding cho muc dich minh hoa chtr khong duoc dy dinh gidi
han sang ché.

Vi du thwe hi€én sang ché
Vi du 1: San xuét polysacarit vo ciia S. pneumoniae
- Cac phuong phép nudi chy phé cu khudn da dugc biét 15 trong linh vuec.
Xem, vi du tai liéu: Chase, 1967, Methods of Immunology and Immunochemistry
1:52. Cac phuong phép san xuét polysacarit v clia phé ciu khudn ciing da dugc
biét rd trong linh vyc. Xem, vi du, patent chau Au s6 EP0497524. Cac thé phén 1ap
thudc cac phan nhém ciia phé ciu khuén c6 sin tir ATCC.

Vi khudn dugc xac dinh 13 khudn cdu doi c6 vé, khong di dong, gram

duong, hinh d4u nhon, 1am tan mau alpha trén mdau-thach. Céc kiéu phu duoc biét

hoéa dya trén phan Gng Quelling st dung khéng huyét thanh dac hiéu. Xem, vi du,
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patent M§ 6 5,847,112,
Ngén hang té bao

Ngén hang té bao thé hién tl‘mg loai typ huyét thanh ctia S. preumococcus
c6 mit trong PCV-15 thu dugc tir b suu tdp chung gidng Merck (Merck Culture
Collection) (Rahway, NJ) trong 19 nho dugc lam dong lanh.

C4y chiing

Chung dung dé gieo mam d3 dugc 1am tan bing dugc chuyén t6i thiét bi 1én

men mam chira moi trudng sinh trudng thich hgp da dugce lam v trung trudce.
Lén men mam

Chung nudi cdy dugc sinh truéng trong thiét bi 1én men mam c6 kiém soat
nhiét do va @ pH. Toan bo thé tich dich trong thiét bi 1én men mam dugc chuyén
t61 thiét bi 1én men san phadm chira mdi truong sinh truéng dd dugc lam vo tring

trudce.
Lén men san xuat

Lén men san xuat 13 giai doan sinh trudng cudi cing cuia t€ bao trong quy

trinh. Nhiét do, do pH va tbc do khudy dugc kiém soat.
Bét hoat

Quy trinh 1én men dugc ngung thong qua viéc bd sung tac nhan 1am bét
hoat. Sau khi bat hoat, mé ndy dwoc chuyén téi thing bét hoat trong d6 thing nay
duoc giit & nhiét do khéng ché va khudy.

Tinh ché

Manh v té bao dugc loai bo bang cach két th gitta ly tdm va loc. Mé nay
duoc si€u loc va thAm tach. Mé ndy sau d6 dugc phan doan bﬁng dung moi dé loai

b6 tap chit va thu hdi polysacarit.
Vi du 2: Tao ra thé lién hop Polysacarit-CRMi97 cia phé ciu khuén
Quy trinh hoat hoa

Sacarit tir cac typ huyét thanh khac nhau dugc lién hop riéng r& véi protein

mang CRMjy7 dd tinh ché sir dung quy trinh xt Iy thong thudng. Trong quy trinh
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nay, sacarit dugc hoa tan, dugc tao kich c& dé c6 khbi lugng phén tt mong mudn,
duoc hoat héa béng hoéa chét va dugc trao dbi chat dém b%mg cach siéu loc. CRMi97
da tinh ché sau d6 duoc lién hop v6i sacarit d3 hoat héa va thé lién hop thu dugc
dugc tinh ché béng cach siéu loc trude khi loc 1an cudi béng mang loc 0,2 pm. Mot
sb théng sb xir ly trong mdi bude, nhu d6 pH, nhiét do, néng do, va thoi gian phu

thudc typ huyét thanh nhu duge néu trong vi du nay.
Budc 1: Hoa tan

Polysacarit dd tinh ché dugc hoa tan trong nudc dén néng dla2-3
mg/mL. Polysacarit d4 hoa tan dugc cho qua thiét bj ddng nhit co hoc véi ap sult
dit trude & 0-1000 bar. Sau khi gidm kich ¢, sacarit duwgc cd dic va thdm tach bf‘mg
nuéce vo tring trén bd sidu loc 10 kDa MWCO. Phin thAm qua (dich thim) bi loai
b6 va phan khong thdm qua dugc didu chinh dén d6 pH bang 4,1 bing dém natri
axetat, ndng do cubi cing 50 mM. Déi véi typ huyét thanh 4 va 5, sit dung 100 mM
natri axetat & do pH=5,0. Pbi véi typ huyétv thanh 4, dung vdich duge U ¢ nhiét do
50° + 2°C. Ngung thuy phéin bing cach 1am ngudi xubng & nhiét d6 ndm trong
khoéng tir 20 dén 24°C.

Buéc 2: Phan tng periodat

Duong lugng phén tr natri periodat cin dé hoat hoa sacarit phé cau khuin
duoc x4c dinh bang cach st dung tdng ham lugng sacarit. Kém theo trdn k¥, phan
ng oxy hoa dugc dé dién ra trong khoang thoi gian tir 3 dén 20 gidr & nhiét do ndm
trong khoéng tir 20 dén 24°C ddi v&i tét ca typ huyét thanh trr 5, 7F, va 19F, nhiét
d6 cho céc typ huyét thanh nay nim trong khoang tir 2 dén 6°C.

Budce 3: Siéu loc

Sacarit sau khi d3 oxy hoéa duoc c¢b dic va thim tach sir dung kali phosphat
10 mM, dd pH=6,4 (natri axetat 10 mM, d6 pH=4,3 d6i v6i typ huyét thanh 5) trén
b6 siéu loc 10 kDa MWCO. Phan thdm qua (dich thim) bi loai bé va phan bi gitt lai
trén bo siéu loc dugc didu chinh dén d pH nim trong khoang tir 6,3 dén 8,4 bang
céch bd sung chit dém kali phosphat 3M.

Quy trinh lién hgp

Budc 1: Phan tng lién hop
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Sacarit sau khi ¢6 diic duoc tron véi protein mang CRMjie7 theo ty 1€ nap 1a

0,2 - 2 v6i 1. Hbn hop sacarit-CRMio7 trdn 1an duge loc qua bd loc kich ¢& 0,2 pm.

Phan tng lién hop dugc khoi mao bing cach bd sung dung dich natri
xyanobohydrua dé thu duge 1,8 - 2,0 mol natri xyanobohydrua cho mdi mol cua
sacarit. Hon hop phan tng dugc U trong khoang thoi gian tir 48 dén 120 gi & nhiét
d6 nim trong khoang tir 20 dén 24°C (8 - 12°C d6i véi typ huyét thanh 3, 5, 6A, 7F,
19A, va 19F).

Budc 2: Phan ting bohydrua

O cubi giai doan u lién hop, hdn hop phan ng dugc didu chinh dén nhiét
d6 ndm trong khoang tir 4 dén 8°C, va d6 pH nam trong khoang tir 8 dén 10 bing
dém natri bicacbonat 1,2M hodc dém kali phosphat 3M (trr typ huyét thanh 5).
Phan tng lién hop dwoc ngimg lai bing cach b sung dung dich natri bohydrua dé
thu dwoc 0,6 -1,0 mol natri bohydrua cho mdi mol sacarit (bd sung 0 mol bohydrua
d6i v6i typ huyét thanh 5). Hon hop phén tng dugc @ trong khoang thoi gian tir 45
dén 60 phut.

Budc 3: Bude si€u loc

H3n hop phan tmg dugc thdm loc trén bd siéu loc MWCO 100 kDa véi thé
tich t6i thiéu 13 20 thé tich dém kali phosphat 100mM, d6 pH=8,4. Phan bj gitt lai
trén bo siéu loc 100 kDa tiép tuc dugc thim lgc trén bd siéu loc MWCO 300 kDa
v6i thé tich twong déi ctia dém thém loc natri clorua 150 mM téi thiéu 1a 20 thé tich

& nhiét dd nim trong khoang tir 20 dén 24°C. Dich thim dugc loai bd.
Budc 4: Loc vo trung

Phén bi giit lai trén bo siéu loc MWCO 300 kDa sau khi thdm loc dugce loc
qua bd loc kich ¢& 0,2 pm va nap vao cac dd chira bang thuy tinh bosilicat véi thé
tich thich hop dé thir mic dé giai phong, kiém soat ndi quy trinh, va bao ché (trir
typ huyét thanh 19F). Thé lién hop tir typ huyét thanh 19F dugc loc qua bd loc kich
¢& 0,2 pm vao thung luu trit va dugc U & nhi€t do nam trong khoang tir 20 dén
24°C. Sau khi 1, thé lién hop nay dugc thim loc trén bd siéu loc MWCO 300 kDa
véi thé tich tuong d6i ctia dém thim loc natri clorua 150mM Ia 20 thé tich & nhiét

d6 nim trong khoang tir 20 dén 24°C. Dich thim dugc b di, va san phim cb dic
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(san phém khong di qua bd siéu loc) tiép tuc duoc loc qua bd loc 0,2 pm va nap vao
céc dd chira bing thiy tinh bosilicat & thé tich thich hop dé thir mirc 49 giai phéng,
kiém soat ndi quy trinh, va bao ché. Khéi c¢6 dic cudi cing dugc bao quan & nhiét

d6 nim trong khoang tir 2 dén 8°C.
Vi du 3: Bao ché vacxin 15 gié tir thé lién hop cua phé ciu khuén

Thé tich khdi ¢o dic can ding dwoc tinh dwa trén thé tich mé va ndng o
sacarit trong khdi nay. 15 thé lién hop duoc két hop dugc pha loang tiép dén ndng
d6 hép phu mong mudn bing cach bd sung natri clorua va L-histidin, o pH=5,8,
chtta dém. Sau khi trén di, hdn hop nay dugc loc vo tring qua mang kich ¢& 0,2
um. Khéi dich sau khi phdi tron va vo tring ndy duge tron nhe nhang trong va sau
khi tron n6 v6i khdi bot nhom phosphat. Vacxin da bao ché dugc bao quan & nhiét

d6 nim trong khoang tir 2 dén 8°C.

Theo quy trinh thay thé, hdn hop 15 thé lién hgp dwgc pha lodng tiép dén
ndng d6 mong mudn bing cich bd sung natri clorua va L-histidin, d0 pH = 5,8,
chira dém. Thém polysorbat 80 dén ndéng do cubi cing 13 0,005%, vao hdn hgp cac
thé 1ién hop sau khi pha lodng duge dém néu trén dugce pha lodng trude khi loc vo
tring. Sau khi loc v trung, vacxin di bao ché nay dugc bao quan & nhiét 4o nim

trong khoang tir 2 dén 8°C.

Bang 1 thé hién thanh phin cudi cung & dang chira chét phu trg va khong
chira chét phu trg cia PCV-15.

Bang I: Thanh phan ctia cdc dang bao ché vacxin 15 gi4 tir thé lién hop clia

phé cau khuén chira chét phy trg va khong chira chét phu trg
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M ta cac thanh phan Dang bao ché trong 14m sang, don vi /0,5 mL liéu
PCV-15 chta chdt phy trg | PCV-15 khéng chtra chét
phu trg
Hoat chit | Khéng nguyén Tbng polysacarit 32 ug Téng polysacarit 32 pg

polysacarit cua phé

cau khuan

(2png ting loai polysacarit
thudc cac typ huyét thanh sau:
1,3,4,5,6A,7F, 9V, 14,
18C, 19A, 19F, 22F, 23F,

(2ug ting loai polysacarit

thudc cac typ huyét thanh

sau: 1, 3,4, 5, 6A, 7F, 9V,
14, 18C, 19A, 19F, 22F,

33F; 23F, 33F;
4ug polysacarit typ huyét | 4pg polysacarit typ huyét
thanh 6B) thanh 6B)
Protein mang ~32ug ~32 g
CRM.y7
Céc thanh Nhoém (pg)? 125 0
phén khéc
Polysorbat-80 (ng) 0 2,5
L-histidin (mM) 20 20
Natri clorua (mM) 150 150
Nuée dé tiém Q.S.b Q.S.b

a lugng nhom nguyén tb trong APA. ® lugng vira di dén 0,5 mL.

Vi du 4: Nghién ctru tinh mién dich

Céc tht nghiém duogc thiét ké dé danh gid tinh mién dich cia céc dang bao

ché khéac nhau cta vacxin chira thé lién hgp tir phé cau khuan trén cdc con khi dau

ché so sinh (infant rhesus monkey - IRM) va trén md hinh dong vét 1a thod tréng

New Zealand (NZWR). Céc thir nghiém trén cac con khi dAu ché so sinh dugc thiét

ké gin gibng vai ché @6 ding dugc khuyen céo doi v6i vacxin chira the lién hop tur

phé cau khuén & My, cho céc tré so sinh ¢ 2, 4, va 6 thang tudi. Nhu vay, cac con

khi ddu ch6 so sinh di dugc gdy mién dich & 2-3 thang tudi va duge st dung vacxin
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& khoang cach 1a 2 thang. Liéu thir 4, lidu nay ciing 1a mot phén cta ché d6 ding
duoc khuyén céo dbi voi tré em My khong dugc st dung. St dung cac con thd
tredng thanh (NZWR) d8 danh gia cac ché phdm vacxin ndy. Céc nghién ctru trén
NZWR dugc tién hanh st dung hai lidu vacxin dugc ding theo ché @6 gay mién
dich ting cuong (khoang 2 tudn). D& danh gi4 cac dap tmg mién dich tién 1am sang,
lidu ddy du ding cho ngudi duge dung cho céc con thod néu trén trong khi d6 cac
con khi so sinh chi nhin mdt nira lidu ding cho ngudi. Ly do lya chon lidu bang nira
lidu ding cho ngudi dé ding cho c4c con khi so sinh 1a do gi6i han vé thé tich c6

thé dung cho céc con khi dAu ché so sinh & mot vi tri ding trong co mdt 14n.
Danh gia dap ung IgG dac hidu typ huyét thanh

Thir nghiém phéat quang di¢n hoa da thanh phén da dugc phét trién dé sir
dung véi huyét thanh cia thé va khi d4u cho dya trén thir nghiém trén nguoi c6 st
dung céng nghé Meso Scale Discovery (MSD), mot cong nghé st dung nhén
SULFO-TAG™ phét ra 4nh sang khi kich thich dién hoa. Xem tai li¢u: Marchese et
al,, 2009, Clin Vaccine Immunol 16:387-96. Bang cé4ch st dung thiét bi doc dia
ECL chuyén dung, dong dién dugc dua vao cac dién cuc gén trén dia, tao ra mot
loat phan tng do dong dién giy ra, tao ra tin hi€u phat quang. Céu hinh nhiéu diém
duge st dung d8 phat trién va cong nhén hop 1€ 13 10 diém/13 trong dang dia 96 15,
va mdi 15 duge phii 5 ng polysacarit (Ps) phé cu khuin (Pn) cho mdi diém. Hai
dang dia duoc st dung dé dam bio rang polysacarit phan tng chéo (tic 13, 6A va
6B, va 19A va 19F) duoc kiém tra trong cdc dia riéng biét. Dang dia 1 chura typ
huyét thanh 3, 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, va 23F trong khi dang dia 2 chura typ huyét
thanh 1, 5, 6A, 7F, 19A, 22F va 33F. M&i 15 con chtra hai ddm albumin huyét thanh
bo (BSA) ma dugce su dung dé danh gia tinh phan Gng co s& cla thir nghiém (ttc 1,
dap Gmg gin véi huyét thanh va khéng thé thir hai duoc gin nhén khi khong c6 mit
PnPs). Chit chudn ding trong thit nghiém (89SF-2), cac d6i chimg, va huyét thanh
thir nghiém duoc pha lodng dén ndng d6 thich hop trong nuée mudi dém phosphat
(PBS) chtra Tween 20 0,05%, BSA 1%, C-polysacarit 5 ug/ml (CPs), polysacarit
typ huyét thanh 25 (PnPs25) 10 ug/ml va polysacarit typ huyét thanh 72 (PnPs72)
10 pg/ml va dugce 0 qua dém & nhiét 4o 4°C (2 dén 8°C) hoic & nhiét o moi trudong
trong 45 phut. Chét thir va céc chét chuén 14 cac khéng théngu:bi duoc st dung khi

thir cdc mau trén khi so sinh trong khi IgG khang thé dugc gin nhan SULFO-
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‘TAG™ dugc ding 1am khang thé tht hai khi thir mau huyét thanh thu duge tir tho.
Céc dia dugce pha khang nguyén ting dia duge 0 ¢ nhiét d0 moi truong trong 1 gid
trén buc phéng cia thiét bi lic cling véi tic nhan phong bé. Cac dia nay duogc ria
bing PBS-T 0,05% va bd sung 25 pL huyét thanh thir dd hip phy trudc va pha
lodng vao ting 16 va 1 trong 45 phut & nhiét do moi trudng trén byc phéng ctia thiét
bi lic. Céc dia ndy duoc rira bing PBS-T 0,05% va sau d6 khang thé thtr hai IgG dé
khéng ngudi duoc gin nhan MSD SULFO-TAG™ (d6i v6i huyét thanh khi dau
ché) va khang thé thir hai IgG dé khang thé duoc gin nhan (d6i v6i huyét thanh
thd) duoc thém vao mbi 16 va duge U 1 gid & nhiét do moi trudong trén bé phéng cua
thiét bi 1ic. Cac dia nay duoc rira bing PBS-T 0,05% va 150 pL dém doc MSD
Read Buffer -T 4X (ciing v&i chit hoat dong bé mit) duge pha lodng theo ty 1¢ 1:4
trong nude duge thém vao mdi 15. Cac dia ndy dugc doc bing cach sit dung thiét b
MSD Sector Imager Model No.2400 hogc 6000. Dbi v6i cac nghién ctru trén thd,
két qua duogc thé hién dudi dang hidu gi4 trung binh hinh hoc (cac GMT) hodc ty 18
ctia cac GMT. Déi vé6i cac nghién ciru trén khi ddu ché so sinh, két qua dugc thé
hién du6i dang ndng do trung binh hinh hoc dugc doc tir dudong cong chuén st dung
ndng d6 IgG dic hiéu typ huyét thanh da duge gan cho chét chuén 13 khang thé &
ngudi (89 SF-2).

Danh gia cac dap tmg chirc nang (Thuc bao opsonin)

Céc mau thu duoc tir nghién cttu trén khi du cho so sinh 2 duogc kiém tra
trong thr nghiém 4-plexed MOPA (MOPA-4). Xem tai li¢u: Burton et al., 2006,
Clin Vaccine Immunol 13:1004-9. Thir nghiém nay st dung céc ching vi khudn
duge chon dé khang véi mot trong s6 4 chét khang sinh sao cho phan thir nhét cia
thir nghiém (opxonin héa va hip thu vao cac té bao HL-60 da biét héa) c6 thé duge
tién hanh ciing lac voi tdi da 4 typ huyét thanh. Viéc doc két qua thé hién kha ning
diét vi khudn dugc thyc hién song song khi c6 mit cia timg loai chét khang sinh
trong sb 4 chit khang sinh bj cc ching tuong (mg Kkhéng lai dé x4c dinh d6 chuén
(ndng dd) cho tic dung diét vi khuén cho timg typ huyét thanh cu thé. Cac két qua
duoc thé hién dudi dang nghich dao ctia d§ pha lodng ma tai d6 quan sat ty 1¢ vi

khuén bi diét 13 50% (sau khi ndi suy).

Phuong phép thdng ké cho céc nghién ciu tién 1am sang
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C4 hai m6 hinh dong véat néu trén du c6 nhitng han ché lién quan dén kich
¢& mAu. Thong thudng, sir dung 8 con khi hoic 8 con thé so sinh cho mdi nhanh
nghién ctru. Véi 8 dong vat cho mdi nhanh, mtc chénh 1éch dién hinh cta gia tri
hiéu gi4 trung binh hinh hoc gifta cdc nhdnh didu tri 12 2,5 14n dugc xem 13 ngudng
dép tmg c6 nghia. Sw chénh 1éch 2,5 1An dugc xac dinh dya trén gia dinh 1a d6i véi
mdi typ huyét thanh, d léch chudn cta cac hiéu gia da chuyén dbi log tu nhién
trong nhanh diéu trj 1a /n(2). Cho ¥, 1a trung binh ciia céc higu gid dugc bién ddi In &
nhanh didu tri thtt i, #; 12 s6 con vét trong nhanh didu tri thit i, o 1& phuong sai da
biét cua cac hiéu gia da chuyén dbi In trong s& céc con vat trong nhanh diéu trj thir
i, va dit n; = 8 va o = (In(2))* dbi voi tht ca i, thi thu duge gid tri béng 2,5 bing
cach giai cong thuc el

14 Y - by p *r . . d 2 A I( 14 ~
trong do ——’2—"— = Z 405> VA Zows =2,576) 12 gid tri nghich ddo cua phan bo tich liiy
95 . O
— + —
n, m

chudn tic, voi x4c sudt 13 0,995 (tie 13, Zog9s = 2,576). Luu y 1a gid tri theo tinh todn
bang 2,44 dugc lam tron thanh 2,5 vi 2,5 ciing cho gié tri nghich ddo thong thudng
bang 0,4.

Dép tng IgG dac hiéu typ huyét thanh & cac con khi dAu ché so sinh (cac IRM) dbi
voi PCV-15

Tién hanh nghién ctru tinh sinh mién dich quy mé nhé (IRM-1) dé xé4c dinh
xem cac con khi ddu ché so sinh (cdc IRM) c6 phai 1a md hinh tbt dé danh gia céc
vacxin chira thé 1ién hop Polysacarit Pn-CRMig7. Muc dich ban dau cta thir nghiém
1a x4c dinh céc IRM (gidng nhur tré so sinh) khong dép tng vdi polysacarit Pn ty do
nhung dép ung tot d6i v&i cac vacxin chira thé lién hop. Cac nhém gdm 5 IRM
duoc tiém bit ddu vao thoi diém 2-3 théng tudi bang polysacarit Pn, Prevnar® hogc
PCV-15. Ba liéu vacxin ndy dugc sit dung trong co (IM) & khoang 2 thang, va dép
tmg IgG dic hidu typ huyét thanh dugc xéc dinh truée liéu thir nhat va & 1 thang
sau liéu 2 va & 1 thang sau lidu 3 st dung thir nghiém k¥ thuat phat quang dién hoa

(ECL) nhidu ddy (céc s6 liéu khong dugc thé hién).

Céac két qua da chi ra rang cac IRM dap tmg kém, thdm chi khong dap ting

chut nao, véi polysacarit Pn ty do nhung lai dap Gmg rat t8t v6i cac vacxin chira thé
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lién hop. Céc két qua nay ciling chi ra ring viéc tao ra dap ung IgG véi polysacarit
Pn & céc con khi ddu ché so sinh phu thude vao su lién hgp cua cac polysacarit voi
protein mang va do viy, cac dap ung nay la dap ing phu thude té bao T cb dién.
Nhu vy, mo hinh IRM dugc xé4c dinh 1a thich hop dé danh gia cdc dang bao ché
cua PCV-15.

Nghién ctru thtr hai (IRM-2) duoc tién hanh dé danh gid dang bao ché cua
PCV-15 st dung quy trinh lién hop khéi dé giam thiéu luong polysacarit tu do
(khong lién hgp) va CRMig7 khong lién hop. Fig.1 thé hién cac dap tng IgG sau
lidu 2 (PD-2) va sau lidu 3 (PD-3) v6i PCV-15 so véi Prevnar® dbi véi 7 typ huyét
thanh c6 mit trong Prevnar® (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F). Céc dap ung PD-2 v6i
PCV-15 twong duong hodc thip hon mdt chit so véi cac dap Ung twong tng véi
Prevnar® trong khi PD-3 dép ung v6i PCV-15 & chirng muc nao d6 cao hon déap

ung dugc tao ra boi Prevnar® d6i voi gan nhur tht ca céc typ huyét thanh.

Céd dép L’l;ng IRM véi typ huyét thanh khong c6 trong Prevnar nhung cé
trong PCV-15 duogc thé hién trén Fig.2. C4c dap ung PD-2 véi céc typ huyét thanh
khong co trong Prevnar nhung c6 trong PCV-15 tht ca déu & ndng d6 IgG cao hon it
nhét 10 14n ndng d6 IgG co s& (trude khi ching vacxin), va hiu gia tiép tuc ting

1én ¢ PD-3.

Cac két qua néu trén cho thdy ring cic dap ing khang thé d6i véi PCV-15
va Prevnar® tuong duong nhau ddi véi 7 typ huyét thanh phd bién va cac dap tmg
sau khi chung vacxin d6i v6i PCV-15 cao hon > 10 14n so v6i dap tng co so dbi véi

8 typ huyét thanh duoc b sung.
DPap g mién dich chitc ning (Thyc bao opsonin) cuia cac IRM d6i v6i PCV-15

Pé x4c dinh xem liéu PCV-15 ¢6 tao ra cac dap ung khang thé chirc ning &
cac con khi so sinh hay khong, thir nghiém diét thuc bao opsonin (OPA) dugc tién
hanh trén huyét thanh thu dwgc tir IRM-2. Trude khi ching ngira, dap tng PD-2, va
PD-3 véi PCV-15 va Prevnar® dugc thé hién trong Bang 2. Két qua dugc thé hién
duéi dang cac GMT tir cdc mAu huyét thanh thu dugc tir 7-8 con khi tai mdi thoi
didm dugc xét nghiém véi hai ban sao. % dbi tugng dép tmg (tirc 13, déi tugng c6
hiéu gia OPA > 8) & thoi diém PD-3 ciing dugc néu. PCV-15 tao ra GMT cao vao
thoi didm PD-2 d6i véi tht ca typ huyét thanh trir c4c typ 1 va 33F. Sau 3 liéu va
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tuong 13 khi.
Bang 2: GMT OPA dac hi€u typ huyét thanh & cac con khi dAu cho so sinh sau khi
chung bang PCV-15 hoic Prevnar®
(hiéu gi4 trung binh hinh hoc trude khi chiing ngira, vao thoi diém PD-2, va thoi
diém PD-3 va % déi twong dap tmg v6i hidu gid >8 & thoi diém PD-3)

" Prevnar PCV-15
S6 doi S6 dbi
tugng déap tugng dép
Truse tng 6 thot |y mg 6 thol
Typ Kkhi diém PD-3 khi di€ém PD-3
huyét chung (hi€u gid > | chung (higu gia >
thanh nga | PD-2 | PD-3 8) ngira | PD-2 | PD-3 8)
1 n.d. n.d. n.d. n.d. 4 65 340 100%
3 n.d. n.d. n.d. n.d. 5 1442 | 1548 100%
4 4 11459 | 5004 100% 4 5280 | 3453 100%
5 4 4 4 0% 4 1879 | 1719 100%
6A 4 21 113 57% 4 1188 | 7807 100%
6B 8 8294 | 6043 100% 4 2477 | 9601 100%
6C 4 11 16 29% 4 1038 | 5134 100%
7F 4 4 71 43% 4 7541 | 10092 100%
9V 4 1779 | 748 100% 4 625 1297 100%
14 8 12395 | 7782 100% 4 11366 | 9891 100%
18C 4 5571 | 1718 100% 4 1934 | 1701 100%
19A 4 15 4 0% 4 2210 | 1895 100%
19F 4 1365 | 432 100% 4 2555 | 4021 100%
22F n.d. n.d. n.d. n.d. 4 2489 | 7298 100%
23F 4 1789 | 2126 100% 4 3093 | 2465 100%
33F n.d. n.d. n.d. n.d. 4 14 11548 100%
Luu y: Cac typ huyet thanh c6 mit trong Prevnar dugc bdi dém. Cac két qua cho typ huyét thanh
6C duoc thé hién bang céc chit in nghiéng vi typ huyét thanh nay khoéng c6 mit trong PCV-15.
n.d. khdng xac dinh

Panh gia cac dang bao ché ctia PCV-15 trén c4c con thé tring New Zealand

Céc dang bao ché ctia PCV-15 dugc dénh gi4 trong 4 nghién ciru trén céc
con tho tréng New Zealand truéng thanh (cdc NZWR) sir dung ché d6 gay mién
dich trc ché trong d6 cac con thd duge dung lidu vacxin ddy du ding cho ngudi vao
ngay 0 va ngay 14, va huyét thanh dwgc thu gom vao ngay 0, 14 va 28 dé phan tich.
T4t ca cac nghién ctru dugc so sanh véi Prevnar®, va nhu dugc tbng hop trong

Bang 3 (Thi nghiém NZWR 1-4).

Cac két qua dugc thé hién trong Bang 3 1a cac dap ng sau lidu 2 ctia thd

tring New Zealand dugc biéu thi dudi dang ty 1€ clia dap tng IgG trung binh hinh
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hoc dbi v6i Merck PCV-15 so véi Prevnar® cho cac typ huyét thanh c6 mit trong

ca hai vacxin nay.
Béang 3
Ty 18 dép tmg IgG sau lidu 2 (PCV-15: Prevnar™) ciia ché phim Lead PCV-

15 duogce thir nghiém trong NZWR

h | NZWR-1 | NZWR-2 | NZWR-3 | NZWR-4
4 0,70 0,59 0,63 1,06
6B 1,35 0,49 1,53 0,45
oV 2,07 1,79 1,70 1,31
14 2,37 0,58 2,32 2,55
18C 0,87 0,6 0,52 0,27
19F 0,66 0,76 2,70 1,25
23F 0,36 0,30 1,22 0,41

Dap tng IgG déc hi¢u typ huyét thanh thuong vao khoang 2,5 1an dap ting
tuong tng véi Prevnar®. Ngoai trur typ huyét thanh (23F), dap ting ndy thip hon >
2,5 14n so v6i dap tng ddi v6i Prevnar® trong 2 trong s6 4 thir nghiém. Mtrc khang
thé ting (tinh bang 1in) ddi vdi cac typ huyét thanh khong c6 mit trong Prevnar® tir
Ngay 0 dén Ngay 28 (sau lidu 2, PD-2) dugc téng hop trong Bang 4.
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Bang 4

S6 14n tang (sau lidu 2 : trude lidu 1) d4p tng IgG d6i v6i cac typ huyét thanh

khong c¢6 mit trong Prevnar™ nhung c6 mdt trong ché phim Lead PCV-15 dugc

thir nghiém trén NZWR
Tl . e

thanh | NZWR-1 | NZWR2 | NZWR-3 | NZWR4

1 14,9 30,5 55,1 59,9

3 33,6 16,2 61,5 28,5

5 12,8 70,2 112,0 134,0

6A 21,3 77,8 143,0 123,0

7F 42,0 83,8 194,0 108,0
19A 40,5 79,1 450,0 314,0
22F 45,7 87,8 243.0 135,0
33F 21,7 47,9 98,8 69,4

Anh hwong cua lidu vacxin chira thé lién hop polysacarit ddi véi tinh sinh mién
dich 6 NZWR

Tinh sinh mién dich khi ting lidu (lidu gdp d6i, 2 14n) ciia thé lién hop
‘polysacarit cling dugc danh gia d6i v6i tht ca typ huyét thanh c6 mit trong PCV-15
so voi lidu duge du dinh diung cho ngudi (1x) clia cling vacxin nay. Déi véi ché
phém chtta lugng thé lién hop polysacarit cao gép hai 13n (2x), ndng dd APA ting
1én 1,5 1in dé dam bao ring phén 16n cac thé lién hop sé& lién két v6i chit phy trg
nhdm. Nhu dugc thé hién trén Bang 5, khong thu dugc nhiéu lgi ich khi ting lugng
thé lién hop ciia polysacarit trong vacxin. Mirc chénh 1éch gitra tht ca cac typ huyét
thanh vao khoang 2 1an, va ty 1é trung binh hinh hoc (1x PCV-15/2X PCV-15
+1,5X APA) 13 1,1 lan.
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Bang 5

Hiéu gia IgG trung binh hinh hoc sau lidu 2 (khoang tin cdy 95%) véi Prevnar®,
lidu 1x PCV-15* ding cho ngudi hodc lidu 2x PCV-15" dung nguoi trén NZWR

Mc chénh
Nhanh diéu tri 1éch (14n)
Ty 18
gilra
2x PCV-
Typ huyét Prevnar™ 1x PCV-15 2x PCV-15 15/1x
thanh (n=3) (n=38) (n=8) PCV-15
4 736,400 436,000 472,100 1,1
(483200, 1122400) (199700, 951700) (246800, 902900)
6B 363,600 176,500 196,900 1,1
(205000, 644800) (72800, 427800) (85900, 451400)
9V 298,200 534,700 580,600 1,1
(173800, 511700) (362800, 788100) (366300, 920200)
14 345,200 198,900 273,600 1,4
(200200, 595000) (94500, 418700) (229500, 326100)
18C 954,500 573,000 455,900 0,8
(815700, 1116800) (396900, 827400) (245100, 848000)
19F 720,100 548,000 544,300 1,0
(475700, 1090200) (367700, 816800)  (269000,1101400)
23F 816,300 246,200 188,500 0,8
(565100, 1179100) (117200, 517100) (78100, 454800)
1 5,300 91,500 72,200 0,8
(3100, 9200) (62600, 133600) (46700, 111600)
3 12,000 32,300 23,600 0,7
(8600, 16800) (19600, 53000) (14100, 39400)
5 5,700 245,600 224,600 0,9
(4100, 7900) (114200, 528200) (136700, 369100)
6A 525,900 186,700 251,800 1,3
(275000, 1005600) (71300, 488600) (102300, 620100)
7F 4,600 326,900 | 212,200 0,6
(4000, 5200) (238000, 449000) (134200, 335500)
19A 432,800 260,900 276,100 1,1
(237800, 787800) (145500, 468000) (153200, 497600)
22F 6,000 359,800 345,300 1,0
(4400, 8100) (239000, 541700) (221200, 539000)
33F 6,600 177,400 138,500 0,8

(4700, 9300)

(118300, 266200)

(68300, 280900)

**Pugc phdi tron v6i 1x chit phy trg nhom (APA)

t Pugc phdi tron véi 1,5x APA
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Anh huéng cta chét phu trg nhom dén tinh sinh mién dich cia PCV-15 & cac
NZWR

Anh huéng cta chit phu trg nhom (APA) dén cac dap ing khang thé duoc
danh gia trong mot nghién ctru trén thé. PCV-15 dugce bao ché véi lugng APA duoc
du dinh dung cho nguoi (PCV-15 1x APA), véi luong APA gép d6i lugng duge du
dinh dung cho nguoi (PCV-15 2x APA), va khong cé chit phy trg nhom bt ky
(PCV-15 0x APA), dugc thir nghiém. Nhém dugc nhdn Prevnar® ciing dugce bao

g0m trong nghién ctru nay.

Két qua & thoi diém PD-2 da chi ra rang viéc tang gip hai 14n luong APA
dugc ding it tic dong dén dap ing IgG dic hiéu typ huyét thanh d6i véi PCV-15.
Mitc chénh 1éch hiéu gia (1x APA/2x APA) ndm trong khoéng tir 0,6 1an (typ huyét
thanh 6B) dén 2,3 14n (typ huyét thanh 22F) va ty 1¢ trung binh hinh hoc giita 15 typ
huyét thanh bang 1,1 1an. Khi khong c6 mit chit phu trg nhdm, hi€u gia cua khéng
thé duong nhu thdp hon d6i voi nhidu typ huyét thanh so véi PCV-15 stt dung 1x
APA. Mirc chénh 1&ch hiéu gia (1x/0x) ndm trong khoang tir 0,5 14n (typ huyét
thanh 5) dén 2,9 14n (typ huyét thanh 23F) va ty 1¢ trung binh hinh hoc gifta 15 typ
huyét thanh bang 1,4 1in. Tém lai, khong thiy lgi ich x4c thuc nao khi ting glp dbi
lwgng chét phu trg nhom va dudng nhu viée loai bd chét phu trg (Bang 6) trong md

hinh dong v4t ny lai 1a mot nhugc diém.

Két qua tai thoi didm PD-2 da chi ra ring hiéu gia khéng thé giam dbi voi
nhiéu typ huyét thanh trong nhdnh khéng st dung chit phu trg nhom phosphat
(APA) khi so sanh v§i PCV-15 chtra APA (Fig.3), didu nay cho thiy cén thiét phai
dua chit phu trg nhom vao dé tao ra tinh sinh mién dich t&i wu d6i véi PCV-15 &
cac con tho. Ngoai ra, khong phét hién thy loi ich bét ky khi ting gip ddi lugng

APA dugc dua vao trong vacxin (céc so0 liéu khong dugce néu).
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Bang 6

Hiéu gia IgG trung binh hinh hoc sau liéu 2 (khoang tin cdy 95%) ctia PCV-15 dugc
bao ché bing chit phu trg nhém (APA)1x, 2x hodc 0x § NZWR

S 1an chénh
éch so vai PCV-
Nhénh diéu tri 15 (1x APA)
Typ PCV-15 PCV-15 PCV-15

huyét Prevnar™ 1x APA 2x APA 0x APA 1x2x  1x/0x

thanh (n=8) (n=8) (n=8) (n=6) APA  APA

4 380,700 268,400 196,200 404,600 1,4 0,7
(226100, 641000) (205100, 351200) (84000, 458800) (105500, 1550700

6B 105,900 143,300 236,200 93,800 0,6 1,5
(59800, 187400) (90700, 226300) (102000, 547100) (46300, 189700)

9V 271,600 562,000 595,600 569,200 0,9 1,0
(177400, 415700) (382700, 825400) (390200, 908900) (239900,1350500

14 142,500 337,600 453,000 167,600 0,7 2,0
(75200, 269700) (174000, 654900) (237400, 864400) (65100, 431700)

18C 323,000 282,200 248,700 175,200 1,1 1,6
(250400, 416500) (210400, 378500) (193900, 319000) (91800, 334000)

19F 302,500 199,800 243,400 127,700 0,8 1,6
(232700, 393200) (132200, 302100) (87600, 676600) (35100, 463700)

23F 328,200 117,200 77,600 40,200 1,5 2,9
(178200, 604300) (60300,227700) (31300, 192300) (10100, 160900)

1 5,600 91,700 67,800 53,300 1,4 1,7
(4400, 7200) (46800, 179800) (38900, 118100) (14800, 191600)

3 6,300 156,100 155,700 104,000 1,0 1,5
(4800, 8100) (104800, 232500) (75300, 322200) (45000, 240000)

5 4,800 81,700 60,700 176,100 1,3 0,5
(4000, 5700) (50800, 131300) (29100, 126400) (72100, 430300)

6A 84,500 163,600 226,800 99,300 0,7 1,6
(50300, 141900) (114000, 234900) (92500, 556200) (48800, 202000)

7F 5,200 216,800 282,100 212,200 0,8 1,0
(3300, 8400) (141500, 332000) (158200, 503200) (64200, 701900)

19A 95,100 238,300 207,400 125,700 1,1 1,9
(54300, 166700) (161000, 352700) (69800, 615900) (34000, 465100)

22F 6,500 348,900 149,400 336,800 2,3 1,0
(4900, 8500) (267200, 455500) (90100, 247600) (184200, 615700’

33F 7,100 235,600 163,600 222,000 1,4 1,1
(5000, 10100) (106500, 521300) (92700, 288800) (125100, 393800
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Thao ludn va két luan

Céc s6 licu tidn 1am sang néu trén ching t6 ring ché phim PCV-15 (duge
bio ché st dung APA) c6 tinh sinh mién dich cao & hai loai (khi dau ché va thé so
sinh). Pap tng dac hiéu typ huyét thanh d6i véi PCV-15 twong dwong véi cac dap
ung do Prevnar® tao ra dbi v6i 7 typ huyét thanh phd bién trong cdc vacxin. Pbi
v6i 8 typ huyét thanh méi c6 mit trong PCV-15, dap tng manh thu dwgc & ca khi
dAu ché so sinh 1n tho, véi mirc ting >10 13n trong dap Ung IgG d6i v6i tht ca cac
typ huyét thanh sau khi ding vacxin lidu 2 & ca hai loai. C4c thir nghiém nim trong
‘khoang liéu gi6i han cho thy ring viéc ting glp d6i lugng thé lién hop polysacarit
dugc dung khong 1am ting ddp ng khéng thé. Tuong tu, viéc ting glp ddi luong
chét phy trg nhém duge ding khong 1am ting déng ké profin sinh mién dich cta
PCV-15. Tuy nhién, viéc loai b6 chit phu trg lai 1am cho mtrc dép g thép hon d6i
v6i mot s6 typ huyét thanh, didu nay cho thy tinh can thiét cta viéc st dung chit
phu tro cho ngudi. Céc dép tmg khang thé chirc ning (OPA) déu dugc PCV-15 tao
ra d6i v6i tht ca 15 typ huyét thanh trong vacxin cfing nhu d6i voi typ huyét thanh
6C, ma khong phai 13 mot thanh phén cia PCV -15. ‘
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YEU CAU BAO HQ
1. Ché phim sinh mién dich chta:

(1) hdn hop cac thé lién hop polysacarit-protein da gid c6 cac polysacarit vo
tir cac typ huyét thanh 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F, va
33F clia Streptococcus pneumoniae dugce lién hgp v6i CRMig7 va khdng ¢ thé lién
hop polysacarit-protein cuia S.pneumonia khac tir typ huyét thanh khéc; va

(2) chit mang dugc dung.

2. Ché phdm sinh mién dich theo diém 1, trong d6 ché phém nay con chira chét
phu tro.

3. Ché phim sinh mién dich theo diém 2, trong d6 chét phuy trg nay 1a chét phy
trg gbc nhom.

4, Ché phﬁm sinh mién dich theo diém 3, trong d6 chét phu trg ndy dugc chon
tir nhém bao gbdm nhoém phosphat, nhdom sulfat va nhém hydroxyt.

5. Ché phdm sinh mién dich theo diém 4, trong d6 chét phu trg nay 1a nhdom

phosphat.
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