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(57) Sang ché dé cap dén ché pham dang nudc, cu thé 1a cac khang thé khiang BAFFR
dugc bao ché ¢ dang ché pham l6ng chira hoat chat khang thé ¢ néng d6 cao dé phan phél
dén bénh nhan ma khéng giy két tu khang thé ¢ muc cao. Duoc pham dang nude co thé
chira mot hodc nhiéu duong, tac nhan dém, chat hoat dong bé mit, va/hoic axit ‘amin tu do.
Sang ché con dé cap dén dung cu phan phdi chira ché pham dang nudc va ong tiém da
duoc lam ddy sin chia ché pham dang nuéc.
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Linh vy k§ thuit dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén ché phim dang nude, cu thé 12 ché phim dang nudc chira
khéng thé khang BAFFR (thu thé BAFF). Sang ché con dé cap dén dung cu phan phéi
chira ché phdm dang nuéc va éng tiém da duoc lam ddy sin chira ché phim dang

nudc.

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Cip BAFFR:BAFF c6 lién quan mat thiét dén sy trudng thanh cia céc té bao B
chuyén tiép, su séng s6t va hoat héa ctia cac té bao B trudng thanh, va chuyén dbi
nhém isotyp dé dap lai cac khang nguyén phu thudc t& bao T. BAFF va thu thé
BAFFR ciia n6 ciing quan trong ddi véi sy séng s6t va sinh trudng cia céc té bao B 4c
tinh. Ngoai ra, BAFFR thuong khong dugc biéu hién trén cac té bio tién than cua té
bao B, nhung gin ddy ngudi ta da chi ra 1a BAFFR duoc biéu hién & c4c té bao ALL
(bach cu lympho bao cip tinh dong B — B lineage acute lymphoblastic leukemia) &
nguoi (Parameswaran, 2010, Cancer Res. 70(11) 4346-4356). Viéc loai bo té bao B tu
phén ting va phong téa su sdng s6t/su hoat héa khong thich hop nho lugng dw BAFF &
cac bénh nhan mic c4c rdi loan ty midn hodc bénh ung thu 1a dich diéu tri da duogc
cong nhén. Do d6, khang thé khang BAFFR, cu thé 1a khang thé c6 kha ning gy doc
tinh d6i v6i té bao gian tiép qua té bao phu thudc khang thé (antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity - ADCC) va phong toa phéi tir lién két voi BAFFR c6 thé 1a tac
nhén diéu tri bénh hitu hiéu dbi véi cac bénh ty midn va cac khéi u tan tao té bao B.

Cac khang thé khang BAFFR da duoc biét tir WO 2010/007082 ching han va
bao gdm céc khang thé dugc dic trung & chd chira mién Vi c6 trinh tu axit amin dugc
thé hién bang SEQ ID NO: 1 va mién Vy, ¢6 trinh tir axit amin dwgc thé hién bing SEQ
ID NO: 2. Khang thé MOR6654 1 m¢t khang thé nhu vay (IgG1 kappa). Khang thé
ndy c6 trinh tu axit amin cia chudi ndng dugc thé hién béng SEQ ID NO: 9 va trinh tu
axit amin ciia chudi nhe dugc thé hién bing SEQ ID NO: 10. Khang thé nay c6 thé
dugc biéu hién tir SEQ ID NO: 14 va 15, tét hon I trong t& bao chii khong c6 mit
fucosyl-transferaza, vi dy, trong dong t& bao cua dong vat c6 va chta gen FUTS(-/-)

bat hoat, d& tao ra khang f;hé chic nang khiang BAFFR khong dugc fucosyl hoa véi
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ADCC dugc ting cuong. Khang thé ny trong ban md ta nay dugc goi 1a MOR6654B.
Céc cach khac dé tao ra cac khang thé khong dugc fucosyl héa 13 da biét trong linh
vuc k¥ thudt nay.

Cac khang thé c6 tac dung diéu tri bénh thudng duoc bao ché & dang dung dich
nuéc ding ngay @ ding ngoai dudng tidu hoa hodic & dang dong kho dé hoan nguyén

bing chit pha loang thich hop trudc khi dung.

Don quéc t€ s PCT/EP2011/072248 boc 16 dang dong kho, ma c6 thé duge
hoan nguyén dé tao ra dung dich véi hoat chit khang thé & ndng d6 cao va su két tu
khang thé & mtrc thép dé phan phdi dén bénh nhan. Nong d cao ciia khang thé ¢6 thé
dugc st dung do chiing 1am giam thé tich liéu ma phai dwoc phan phbi dén bénh nhan.
Thé tich lidu da giam lam giam dén muc t6i thiéu thoi gian can thiét & phan phéi lidu
c6 dinh dén bénh nhén.

Tuy nhién, céc dugc phidm da dwoc bao ché chira khang thé & ndng dod cao co
~ thé c6 thoi han bao quéan ngén va céc khang thd da duge bao ché c6 thé bj mét hoat
tinh sinh hoc do tinh khong 6n dinh v& mjt héa hoc va vét Iy trong khi bao quan.
Trong s& d6, su két tu, khir amit héa va oxy héa duoc biét 13 cic nguyén nhan phd bién
nhét gdy ra sy thoai bién khang thé. Ngoai ra, su két tu c6 thé c6 kha nang din dén gia
ting d4p ing mién dich & bénh nhan, din dén mdi ban tAm vé tinh an toan. Do d6, sy
két tu khang thé trong cac dugc phdm cin phai duge gidm dén mirc téi thiéu hoic dugc

phong ngtra.
Bin chit k§ thuat ciia sang ché

Muc dich cua sdng ché 1a dé xuat ché pham dang nudc, dung cu phan phéi chira
ché pham dang nu6c, xiranh da nap chira ché phidm dang nudc nhdm khic phuc cac

nhugc diém trong céc giai phép k¥ thuat da biét.

Cu thé 13, mdt muyc dich cia sing ché 1a tao ra cac duogc phém khac va dugc
phim cai tién chira céc khang thé khang BAFFR, dugc bao ché sao cho cho phép céc
khéng thé khang BAFFR c¢6 mit & ndng do cao ddng thoi khong hoic hiu nhu khong
két ty khang thé.
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Mot muc dich khac nita cta sang ché 13 tao ra ché phdm khang thé khang
BAFFR thich hop dé dung dudi da. Loi ich cia viéc tiém duéi da 13 & chd n6 cho phép
chuyén vién y té thyc hién viéc tiém theo cach can thi€p kha nhanh dbi v6i bénh nhan.

Ngoai ra, bénh nhén c6 thé dugc hun luyén dé ty thyc hién viée tiém dudi da.
Muc dich nay dat dugc nho cac dugce phém dang nudc theo sang ché.

Céc duge phdm dang nude theo sang ché chira cac khang thé khang BAFFR &
ndng d¢ cao, nhung khéng chira hoic v& co ban khong chira cac khang thé két tu va vi

véy dic biét thich hop dé dung dudi da.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét cac ché phdm dang nuée c6 d6 pH nim
trong khodng tir 5,0 dén 7,0 va chira
(i) khang thé khang BAFFR, trong d6 khang thé nay c6 ndng d6 nim trong khoang tir
18mg/ml d&n 165mg/ml, va trong d6 khang thé khang BAFFR ndy bao gbm CDRI,
CDR2 va CDR3 cua chudi ning 14n luot c6 trinh ty SEQ ID NO 3, 4 va 5, va CDRI,
CDR2 va CDR3 ctia chudi nhe 14n lugt c6 trinh tu SEQID NO: 6,7 va 8,
(i) chét1am 6n dinh,
(iii) tdc nhan dém,
(iv) chét hoat dong bé mit, va, tuy v,

(v) axit amin.

Cu thé, sang ché d& xuét ché phim dang ﬁuéc c¢6 d6 pH nim trong khoang tir
5,5 dén 6,5 va chtra
(i) khéng thé khang BAFFR, trong d6 khéng thé nay c6 ndng d6 nim trong khoang tir
18mg/ml dén 165mg/ml, va trong d6 khang thé khang BAFFR nay bao gdm CDRI,
CDR2 va CDR3 cia chudi ning lan lugt c6 trinh ty SEQ ID NO 3, 4 va 5, va CDRI1,
CDR2 va CDR3 ctia chudi nhe 14n luot ¢6 trinh ty SEQID NO: 6,7 va 8,
- (ii) sucroza, trehaloza ho#ic manitol 1am chét 1am én dinh,
(iii) histidin, xitrat hodc sucxinat 1am tic nhan dém,
(iv) polysorbate 20, poloxame 188 hodc hydroxyproyl-b-xyclodextrin 1am chét hoat

dong bé mat, va, tuy y,

(v) arginin lam axit amin.
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Theo mdt phuong 4n, ché phdm dang nudc theo sang ché nhu duge boc 16 trong
ban mo t& ndy theo cic phuong 4n khéc nhau chira khang thé khang BAFFR & ndng d
nim trong khoang tir 20mg/ml dén 150mg/ml, dic biét 13 nim trong khoang tur

80mg/ml dén 150mg/ml, dic biét 1a nim trong khoang tir 100mg/ml dén 150mg/ml.

Theo mot phuong 4n, ché phdm dang nudc theo sang ché nhu duge boc 16 trong
ban mo ta nay theo c4c phuwong 4n khic nhau chira duong 1am chit 1am 6n dinh, dic
biét 13 sucroza, manitol hogic trehaloza, & néng d6 nim trong khoang tir 80mM dén
300mM, ddc biét 1a nim trong khoang tir 120mM dén 270mM, dic biét 1a nim trong
khoang tr 120mM dén 220mM.

Theo mot phuong 4n, ché phdm dang nudc theo sang ché nhw duge boc 16 trong
ban mo ta nay theo cic phuong an khac nhau chira chit hoat dong bé mit, dic biét 1a
polysorbate 20 hodc poloxame 188, & néng d6 nim trong khoéang tir 0,01% dén 0,1%,
dic biét 12 nim trong khoang tir 0,02% dén 0,06%.

Theo mdt phwong 4n, ché phim dang nudc theo sang ché nhu dugc boc 16 trong
ban mo ta nay theo cac phuong an khac nhau chira tic nhan dém, dic biét 1a histidin,
xitrat hodc sucxinat, & néng do nim trong khoang tr SmM dén 50mM, dac biét 1a &
ndng d6 nim trong khoang tr 15mM dén 25mM, dic biét 1a nim trong khoang tir
18mM dén 22mM, dic biét 1a 20mM.

Theo mdt phuong én, ché ph'flm dang nudc theo sang ché nhu duge boc 16 trong
ban md ta nay theo céc phuong dn khac nhau con chira axit amin, ddc biét 13 arginin

hogc arginin-HCl, & néng d6 nim trong khoang tir 2mM dén 80mM.

Theo mdt phuong 4n, ché phdm dang nudce theo sang ché nhu dugc boc 19 trong
ban md ta nay theo céc phuong 4n khac nhau chita sucroza hoic trehaloza & ndng do

nam trong khoang tir 110mM dén 250mM.

Theo phuong 4n cu thé, sang ché d& xuét ché phdm dang nuéc c6 do pH nim
trong khoang tir 5,5 dén 6,5 va chtra
(i) khang thé khang BAFFR, trong d6 khang thé nay c6 ndng d6 ndm trong khoang tir
18mg/ml dén 165mg/ml, va trong d6 khéng thé khang BAFFR nay bao gdbm CDRI,
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CDR2 va CDR3 cuia chudi ndng lan luot ¢6 trinh ty SEQ ID NO 3, 4 va 5, va CDRI,
CDR2 va CDR3 ctia chudi nhe 14n lugt ¢ trinh tu SEQ ID NO: 6, 7 va 8,

(ii) 80mM dén 300mM sucroza, trehaloza hodc manitol 1am chét 1am én dinh,

(iii) SmM dén 50mM histidin, xitrat hodc sucxinat lam tac nhan dém,

(iv) 0,01% dén 0,1% polysorbate 20 hodc poloxame 188, hoic ImM dén 3mM
hydroxyproyl-b-xyclodextrin 1am chat hoat dong bé mit, va tiy ¥,

(v) 2mM dén 80mM arginin, dic biét 1a arginin-HCI.

Theo phuong 4n cu thé khac, sang ché dé xuit ché phém dang nuéc cé 6 pH
nam trong khoang tir 5,5 dén 6,5 chira
(i) khang thé khang BAFFR, trong d6 khang thé nay c6 ndng d¢ nim trong khoang tir
20mg/ml dén 150mg/ml va trong d6 khang thé khang BAFFR nay bao gébm CDRI,
CDR2 va CDR3 cua chubi nang lan lugt c6 trinh ty SEQ ID NO 3, 4 va 5, va CDR1,
CDR2 va CDR3 cua chudi nhe 1an luot ¢6 trinh te SEQ ID NO: 6, 7 va 8,
(ii) 110mM dén 250mM sucroza hodc trehaloza 1am chit lam n dinh,
(iii) 15mM dén 25mM histidin, xitrat hodc sucxinat 1am t4c nhan dém,
(iv) 1én dén 0,02% dén 0,06% polysorbate 20 hodc poloxame 188 hoic 2mM dén 3mM
hydroxyproyl-b-xyclodextrin 1am chit hoat dong bé mit, va tuy y,
(v) 2mM dén 80mM arginin, dic biét 12 arginin-HCI.

Theo mdt phuong 4n cy thé khéc nira, sang ché dé xuit ché phim dang nudc co
d6 pH ndm trong khoang tir 5,5 dén 6,5 va chtra
(i) khang thé khang BAFFR, trong d6 khang thé nay co ndng d6 nim trong khoang tir
20mg/ml dén 150mg/ml va trong d6 khang thé khang BAFFR nay bao gbm CDRI,
CDR2 va CDR3 cua chudi ngng 1an lugt c6 trinh ty SEQ ID NO 3, 4 va 5, va CDRI,
CDR2 va CDR3 ctia chudi nhe 14n luot ¢6 trinh te SEQ ID NO: 6, 7 va 8,
(i) 120mM dén 220mM sucroza hodc trehaloza 1am chit 1am én dinh,
(iii) 18mM dén 22mM histidin, xitrat hogc sucxinat 1dm tic nhin dém,
(iv) 1én dn 0,02% dén 0,06% polysorbate 20 hodc poloxame 188 hoidc 2,5mM
hydroxyproyl-b-xyclodextrin 1am chit hoat dong bé mat, va tuy y
(v) 2mM dén 80mM arginin, d3c biét 13 arginin-HCI.
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Theo phuong 4n cu thé khéc, sang ché dé xuit ché phim dang nuéc c6 do pH
bang 6,0 va chira |
(i) khéng thé khang BAFFR, trong d6 khéng thé nay c6 néng d6 150mg/ml va trong d6
khéng thé khang BAFFR nay bao gdm CDR1, CDR2 va CDR3 cta chudi ning lan
lugt co trinh ty SEQ ID NO 3, 4 va 5, va CDR1, CDR2 va CDR3 cua chudi nhe 14n
lugt c6 trinh ty SEQ ID NO: 6, 7 va 8,
(i) 220mM sucroza 1am chét 1am én dinh,
(iii) 20mM histidin 1am tac nhan dém,
(iv) 0,04% polysorbate 20 1am chét hoat dong bé mit.

Theo phuong 4n cu thé khéc, sang ché d& xuét ché phim dang nuéc c6 dd pH
bang 6,0 va chira
(i) khang thé khang BAFFR, trong d6 khang thé nay c6 ndng d6 150mg/ml va trong d6
khang thé khang BAFFR nay bao gdbm CDR1, CDR2 va CDR3 cta chudi ning lan
luot 6 trinh ty SEQ ID NO 3, 4 va 5, va CDR1, CDR2 va CDR3 ciia chubi nhe c6
trinh ty SEQ ID NO: 6, 7 va 8,
(ii) 220mM trehaloza 1am chét 1am &n dinh,
(iii) 20mM histidin 1am tac nhan dém,
(iv) 0,04% polysorbate 20 1am chét hoat dong bé miit.

Theo phwong 4n cu thé khac, sang ché dé xuét ché phim dang nudc c6 do pH
bang 6,0 va chira
(i) khéng thé khang BAFFR, trong d6 khang thé nay c6 ndng do 150mg/ml va trong d6
khang thé khing BAFFR nay bao gdm CDR1, CDR2 va CDR3 clia chudi ning I4n
luot ¢6 trinh ty SEQ ID NO 3, 4 va 5, va CDR1, CDR2 va CDR3 cta chudi nhe l4n
lugt cé trinh ty SEQ ID NO: 6, 7 va 8,
(i) 120mM sucroza hogc trehaloza 1am chit 1am 6n dinh,
(iii) 20mM histidin 1am t4c nhan dém,
(iv) 0,04% polysorbate 20 1am chit hoat dong bé mat, va
(v) 50mM arginin, d3c biét la arginin-HC.

Theo phwong 4n cy thé khac, sang ché d& xuit ché phdm dang nuéc c6 do pH

bang 6,0 va chira
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(i) khang thé khang BAFFR, trong d6 khang thé ndy c6 néng d6 20mg/ml va trong d6
khéng thé khdng BAFFR nay bao gbm CDRI, CDR2 va CDR3 cta chudi ning lan
lugt 6 trinh ty SEQ ID NO 3, 4 va 5, va CDR1, CDR2 va CDR3 cuia chudi nhe lan
luot c6 trinh ty SEQ ID NO: 6, 7 va 8,

(ii) 220mM sucroza hoic trehaloza 1am chét 1am én dinh,

(iii) 20mM histidin 1am tac nhan dém, va

(iv) 0,04% polysorbate 20 1am chét hoat dong bé mit.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& xuit ché phdm dang nudc theo sang ché nhu
duoc bdc 16 trong ban md ta ndy theo cdc phuong 4n khic nhau, trong d6 khang thé
khang BAFFR chtra mién Vy véi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 1 va mién V véi
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 2.

Theo mdt phuong 4n khéc cia séng ché, ché phim dang nuéc theo sang ché
nhu dugc boc 10 trong ban mo ta ndy theo cac phuong 4n khéac nhau, trong d6 khing
thé khang BAFFR chira viing chudi ning c6 trinh tw SEQ ID NO: 9 va ving chudi nhe
co trinh tu SEQ ID NO: 10.

Theo mot phuong 4n, khéng thé khang BAFFR 14 khang thé khang BAFFR
khéng dugce fucosyl hoa.

Sang ché con dé xut dung cy phan phdi chira ché phim dang nuéc theo sang

ché nhu duoc boc 10 trong ban mo ta nay theo cac phwong an khéc nhau.

Dung cu phan phéi nay c¢6 thé duoc tao ra & dang 6ng tiém da dugc lam day sén
chira ché phim dang nudc theo sang ché nhu duge boc 16 trong ban mo ta nay theo cac

phuong an khac nhau.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuit phwong phép phan phéi khang thé khéng
BAFFR ¢ dong vat c6 vii, bao gdm bude cho dong vét c6 va da néu dung ché phim
dang nuéc theo sang ché nhu dugc boc 16 trong bdn mo ta ndy theo cdc phuong an

khac nhau, ddc biét 12 & dang dung cu phan phdi nhwr 6ng tiém d3 duoc 1am day sin.

Sang ché con dé xuét ché phém ho#c dung cu phén phéi, hodc 6ng tiém da duoc

lam ddy sin theo sang ché nhu dwgc boc 16 trong ban mo ta nay theo cdc phuong an
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khéc nhau, dé dung trong viéc diéu tri bénh hoic réi loan ma dugc gian tiép gy ra boi

thu thé BAFF hodc c6 thé diéu tri dugc b?mg cach tiéu diét hodc lam suy yéu té bao B.

Cu thé, ché phém hodc dung cu phan phc")i, hoac 6ng tiém da duoc lam déy san
theo séng ché nhu duge bdc 16 trong ban md ta ndy theo cac phuong an khéc nhau c6
thé dugc dung dé diéu tri cac bénh ty mién, khdi u tan tao té bao B, nhu u bach huyét,
bénh bach ciu hoidc u tiy, bénh viém da khép dang thép, bénh ban do6 toan than, hoi
ching Sjogren hodc bénh pemphigut théng thuwong.

Sang ché it nhat mot phan dua trén cic dic tinh cia cac khang thé da dugc bao
ché nhu MOR6654 v MOR6654B, ma chiing duy tri tinh én dinh dang k& va céc dic
tinh v& hoat tinh sinh hoc khi dugc bao ché & néng dd cao & dang ché phém l1éng (dang
nudc).

M3 ta chi tiét sang ché

Thuét ngit duge pham “dang nuéc” duge ding trong ban mé ta ndy dé chi ché
phdm thich hop & dung 1am thudc, trong d6 chit mang dang nuéc 13 nude cit. Ché
phim thich hop dé ding 1am thuéc c6 thé 1a vo tring, ddng nhit va/hodic ding truong.
Cac duogc phém dang nudc c6 thé duge bao ché mot cach truc tiép ¢ dang nudc, vi dy,
trong 6ng tiém da duoc lam day sin dé st dung (“céc ché phim 16ng”) hoic & dang
dong khd dé dugc hoan nguyén ngay trude khi ding.

~

Thuét ngit “dugc phdm dang nuéc” duge dung trong ban md ta nay dé chi ché |
phdm 16ng hodc ché phim déng kho dugc hoan nguyén. Theo mét sb phwong an, cac
duoc phdm dang nudc theo sang ché 13 thich hop dé dung ngoai dudng tiéu héa cho
d6i tuong 12 ngudi. Theo mot phuong 4n cu thé, cac duoc phdm dang nuéc theo sang

ché 1a thich hop dé dung duéi da.

Cum tir “ding ngoai dudng tiéu hoa” dugc ding trong ban mo ta nay c6 nghia
1a cach dung khic cach dung trong rudt va ding khu tra, thudng bing cach tiém, va
bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, tiém tinh mach, tiém bép, tiém dong mach, ndi
tly mac, trong bao, trong héc mit, trong tim, trong da, trong khoang mang byng, trong
khi quén, duéi da, duéi bidu bi, trong khép, dudi bao, dudgi mang nhén, trong cot séng,

ngoai mang cirng va trong xwong tc.
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Hién nay, viéc sir dung cac khang thé 1am hoat chit trong dugc pham 13 phd
bién, bao gbm céc san phim HERCEPTIN™ (trastuzumab), RITUXANTM
(rituximab), SYNAGIS™ (palivizumab), v.v.. C4c k§ thuét dé tinh ché cac khang thé
diéu trj bénh dén muc tinh khiét dé dung trong dugc pham 1a da biét trong linh vyc ky
thuét nay.

Ché phém ndy thuong khong gay sét, vi dy, mi lidu chtra <1 EU (don vi ndi
doc t6, don vi do ludng tiéu chudn), va tét hon 1a mdi lidu chira <0,1 EU. Tét hon, néu

ché phim nay khong chira gluten.

Theo cic phuong an cu thé, dugc phim dang nuéc theo sang ché co lugng
khang thé két tu hodc thoai bién tir thip dén khong thé phat hién dugc, véi kha ning
mét hoat tinh sinh hoc tir rat thép dén khong mét trong qua trinh san xuét, bao ché, van
chuyén va bao quan trong thoi gian dai, ndng d6 clia khang thé khang BAFFR nay it
nhédt 1a khoang 50mg/ml, 100mg/ml, 150mg/ml, 200mg/ml, 250mg/ml, hoic
300mg/ml.

Theo mot khia canh, séng ché d& xuét dugc phim dang nudc chira cac khang
thé khang BAFFR & ndng 6 cao.

Trong linh vyre k¥ thuat ndy, da biét ring cac dugc phim dang nuéc c6 ndng do
cao nhur vay c6 thé dugc pha loang trudce khi tiém, vi du, khi cin ¢6 néng do khang thé
thép hon dé can thiép diéu trj bénh cu thé hogc khi didu trj cho cdc bénh nhan ¢6 thé
trong thép hon, k& c tré nho. Néng d¢ thich hop c6 thé 1a 25mg/ml hodc 10mg/ml.

Theo céch khac, ché phim gdc c6 thé dugc tao ra véi ndng do thip hon nhu vay.

Thuét ngit "khéng thé" duoc ding trong ban md t4 nay bao gdm céc khang thé
nguyén ven va doan lién két khang nguyén bét ky (nghia 13, "phan lién két khang
nguyén") hogc chudi don cla chung. "Khéng thé" c6 trong ty nhién 1a glycoprotein
chira it nhat hai chudi nang (H) va hai chudi nhe (L) dugc lién két véi nhau béng lién
két disulfua. M3i chudi nang bao gdm ving thay dbi ctia chudi ning (trong ban mb ta
ndy dugc viét tit 1a Vg) va viing 6n dinh cta chudi ning. Ving én dinh cta chudi ning
bao gf‘)m ba hoic bén mién, tuy theo isotyp, Cyl, Cy2, Cy3 va Cy4. Mbi chudi nhe bao

gbm ving thay ddi cta chudi nhe (trong ban mo ta ndy duoc goi tit 1a VL) va ving 6n
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dinh cta chudi nhe. Ving 4n dinh cua chudi nhe bao gém mdt mién, C. Ving Vy va
ving Vi, con c6 thé chia tiép thanh céc vung si€u bién, duoc goi 1a céc vung xac dinh
tinh bd trg (CDR), ndm réi rac véi cic ving ma duoc bao toan hon, dugc goi 1a cic
ving khung (FR). Mdi Vg va Vi bao gbm ba CDR va bdn FR nim tir d4u tan cing
amin dén diu tin cung carboxy theo trinh ty sau: FR1, CDRI1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FR4. Céc ving thay dbi ctia cac chudi ning va cac chudi nhe chira mt mién
lién két ma twong tic v6i khang nguyén. Céc ving én dinh cia cac khang thé c6 thé
lam trung gian cho viéc lién két giira globulin mién dich véi md hodc cac yéu tb vat
chd, bao g@)m cac té bao khac nhau thudc hé mién dich (vi du, t& bao hiéu ing) va
thanh phén thtr nhit (Clq) ctia hé théng b thé kinh dién.

Thuat ngit "phén lién két khang nguyén" ciia khang thé (hoic don gian 13 "phin
khéng nguyén") dugc ding trong bin md ta nay dé chi khang thé véi chidu dai diy du
hodc mot hodc nhidu doan khang thé ma van c6 kha nang lién két dic hiéu véi khang
nguyén (vi du, mét phan cia BAFFR). Da chimg minh dwgc ring chirc ning lién két
khéng nguyén ciia khéng thé c6 thé duoc thuc hién bdi cic doan cla khang thé c6
chiéu dai ddy du. Cac vi du v& doan lién két dugc bao ham trong thuat ngit "phan lién
két khang nguyén" cia khéng thé bao gdm doan Fab, doan héa tri mot bao gdm cac
mién Vi, Vg, Cp va Cyl; doan F(ab),, doan hoa trj hai chira hai doan Fab dugc lién két
b:?mg cau disulfua tai vung ban 18; doan Fd chtra mién Vy va mién Cyl; doan Fv chira
mién Vi va mién Vy cia mft nhanh ctiia khang thé; doan dAb (Ward et al., 1989
Nature 341:544-546), ma bao gém mién Vy; va vung x4c dinh tinh bd tro da duoc
phan 1ap (CDR).

Hon nita, mic du hai mién cia doan Fv, Vi va Vg dugc ma héa boi cac gen
riéng biét, ching c6 thé dugc két hop, bang cach ap dung céc phuong phép tai td hop,
nhd nhém lién két tdng hop cho phép ching dugc tao ra & dang protein mach don
trong d6 c@p ving Vi va viing Vy tao ra cc phan tir héa tri mot (con duge goi la Fv
chudi don (scFv); xem tai li¢u Bird et al., 1988 Science 242:423-426; va Huston et al.,
1988 Proc. Natl. Acad. Sci. 85:5879-5883 ching han). Cac khang thé chudi don nay
cling dy tinh dugc bao ham trong thuét ngit "ving lién két khang nguyén" cia khang

thé. Cac doan khang thé nay thu dugc bing cach ap dung céc ky thuit thong thuong
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ma ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay da biét, va cac doan nay

duoc sang loc dé ding theo cach tuong tw nhu cac khang thé nguyén ven.

Thuat ngit "khang thé da dwoc phén 1ap" dugc ding trong ban md ta nay dé chi
khéng thé hiu nhu khdng chira cdc khang thé khac c6 tinh diic hiéu khang nguyén khéc
nhau, vi dy, khang thé da duoc phén ldp ma lién két mot cach dic hiéu véi BAFFR cla
ngudi hiu nhr khong chira khang thé ma lién két mot cach diic hiéu véi céc khang
nguyén khac khong phai BAFFR. Tuy nhién, khang thé da duoc phan 1ap ma lién két
mot cach ddc hiéu véi BAFFR c6 thé c6 hoat tinh phan tmg chéo vé6i cic khang
nguyén khéc, nhu céc phan tir BAFFR tir c4c loai khac. Hon thé nita, khéng thé da
duoc phan 18p c6 thé hiu nhu khéng chira cac vét liéu t& bao va/hodc cac héa chét
khéc.

Céc thuat ngit "khang thé don dong" hoic "ché phim khéng thé don dong"
dugc dung trong ban mé ta ndy dé chi ché pham chira cac phén tir khang thé chi co
mot thanh phén phan tir. Ché phim khang thé don dong bidu thi tinh dic hidu lién két

va éi luc duy nhét d6i voi mot epitop cu thé.

Thuat ngit "khéng thé cta ngudi" dwoc dung trong ban mo ta nay bao gdm céc
khang thé c6 cac ving thay dbi, trong d6 ca bo khung va cac ving CDR déu thu dugc
tir cac trinh tw c6 ngudn gbc tir ngudi. Hon thé nita, khi khang thé chtra ving n dinh,
thi viing dn dinh nay ciing thu dugc tr céc trinh ty nguoi nhu vay, vi du, cac trinh ty
dong mam phoi tir ngudi, hodc thé dot bién cta cac trinh tur dong mam phdi tir nguoi
hodc khang thé chira céc trinh ty khung lién mg thu dugc tir qué trinh phén tich cac
trinh ty khung ngudi, vi dy, nhu di duge boc 10 trong Knappik, et al. (2000. J Mol Biol
296, 57-86).

Céc chu triic va vi tri ciia mién thay dbi globulin mién dich, vi du, CDR, c6 thé
duoc xac dinh b'?mg cach st dung cac so dd danh sb da biét, vi du, so dd danh s
Kabat, so d6 dénh sb Chothia, két hop Kabat va Chothia (AbM), v.v. (xem, vi du:
Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Department of Health and
Human Services (1991), eds. Kabat et al.; Al Lazikani et al. (1997) J. Mol. Bio.
273:927 948). Trong toan by ban md ta nay, ving x4c dinh tinh bd trg (“CDR”) duoc
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xac dinh theo dinh nghia cua Kabat trirt CDRH1 1a doan dudi gE‘)m cac axit amin dugc
xac dinh bang cach két hop ca dinh nghia Kabat va Chothia d6i voi CDR nay.

Cac khang thé cia ngudi theo sang ché c6 thé bao gdm cac gdc axit amin khong
dugc ma héa bdi cac trinh ty cia ngudi (vi du, cac dot bién dugc dua vao theo cach
gy dot bién ngau nhién hoic dot bién diém in vitro hodc dot bién sinh dudng in vivo).
Tuy nhién, thuét ngit "khang thé ctia ngudi" duge ding trong ban md ta nay khong
duoc du dinh bao gém cac khéng thé ma trong d6 céc trinh ty CDR thu duogc tir té bao
dong mam phdi cia loai dong vat c6 vii khic, nhur chudt, dugc ghép 1én céc trinh tw

khung cua nguoi.

Thuét ngit "khang thé don dong ciia ngudi” dugce ding dé chi cac khing thé
biéu 1§ tinh dic hiéu lién két don ma c6 cac ving thay ddi trong d6 ca bd khung va cic

viing CDR déu thu dugc tir cac trinh tw ctia ngudi.

Thuét ngit "khang thé tai t6 hop clia ngudi" dugc ding trong ban mb ta nay bao
gém tht ca cac khang thé cua ngudi ma dugc diéu ché, biéu hién, tao ra hoic dugc
phan 14p theo cach tai t& hop, nhu cac khang thé phan 1ap duge tir dong vat (vi dy,
chudt) ma duoc chuyén gen hoic chuyén nhiém séc thé véi cac gen globulin mi&n dich
ctia ngudi hoic té bao lai duge tao ra tir d6, cac khang thé phéan lap dugc tir té bao chii
dd dugc bién nap @ biéu hién khang thé cta ngudi, vi dy, tir té bao bién nap, cic
khang thé phan 1ap duoc tir thu vién khang thé ciia ngudi td hop, tai tb hop, va cac
khang thé dugc diéu ché, biéu hién, tao ra hodc dugc phan 13p theo cac céch bét ky
khéc bao gdm viéc cht ghép tit ca hoic mdt phin cia gen globulin mién dich cua
ngudi, c4c trinh ty thanh cic trinh tw ADN khéc. Céc khéng thé tai td hop ciia ngudi
ndy c6 cac viing thay ddi, trong d6 bd khung va cac ving CDR thu dugc tir céc trinh tu
globulin mién dich ctia t& bao dong mim phoi ciia ngudi. Tuy nhién, theo cac phuong
an nhét dinh, c4c khang thé tai td hop clia ngudi nay c6 thé dugc gy dot bién in vitro
(hodc, dot bién sinh dudng in vivo khi dong vat chuyén gen dbi vé6i cac trinh tu Ig cua
nguoi dugc st dung) va do d6, cac trinh ty axit amin cia cdc ving Vy va cdc ving Vp
clia cac khang thé tai tb hop 1a céc trinh ty ma, mic du thu duge tir va lién quan dén

cac trinh ty Vi va cdc trinh tu Vi, cla t€ bao dong mam phéi ciia ngudi, cd thé vén
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khong ton tai trong tw nhién trong kho cac té bao dong mam phdi ciia khang thé cia
ngudi in vivo.

Thuat ngfr "isotyp" dwgc ding trong ban md ta ndy dé chi nhém khang thé (vi
dy, IgM, IgA, IgD, IgE va IgG nhu IgG1, IgG2, IgG3 hodc IgG4) ma dugc cung cap

bdi cac gen vung On dinh ctia chudi ning.

Céc thuat ngit "khang thé nhén biét khang nguyén" va "khang thé dic hiéu véi
khang nguyén" dugc st dung thay thé nhau trong ban mé ta ndy véi thuét nglr "khang

thé ma lién két mot cach dic hiéu véi khang nguyén”.

Thuat ngit, khang thé ma "lién két mot cach dic hiéu véi polypeptit BAFFR"
hoic “khang thé khang BAFFR” dugc dung trong ban md ta nay dé chi khang thé ma
lién két véi polypeptit BAFFR cua ngudi ¢6 trinh tw SEQ ID NO: 13 véi Kp biang
100nM hogc nhé hon, bang 10nM hozc nhé hon, bing 1nM hoc nhé hon. Khang thé
ma "phan ung chéo v6i khang nguyén khac ngoai BAFFR" dung d chi khang thé ma
lién két v6i khang nguyén d6 véi Kp bing 0,5 x 10*M hodc nhé hon, bing 5 x 10°M
hogc nhé hon, hofic bing 2 x 10°M hogc nhé hon. Khang thé ma "khong phan tmg
chéo v6i khang nguyén cu thé" dwoc ding dé chi khang thé ma lién két véi khang
nguyén d6 véi Kp béng 1,5 x 10*M hoc 16n hon, hodic Kp bing 5 dén 10 x 10*M
hoic 1 x 10'M hozc 16n hon. Theo cdc phuong 4n nhit dinh, cac khéng thé khong
phan Ung chéo véi khang nguyén nhu vy c6 kha ning lién két v& co ban khong thé

phat hién dugc v6i céc protein ndy trong cac thir nghiém lién két tiéu chuén.

Theo mdt phwong 4n, ndng do cao cua khéng thé khang BAFFR trong dugc
phim dang nudc theo sang ché it nhét 1a 50mg/ml. Theo mt phuong 4n, ndng do cao
it nhét 1a 100mg/ml. Theo mdt phuong 4n, ndng d¢ cao it nhét 1a 150mg/ml. Theo mot
phuong 4n, ndng 9 cao it nhét 1a 200mg/ml. Theo mt phwong 4n, ndng do cao it nhét
1a 250mg/ml. Theo mdt phuong 4n, ndng do cao it nhit 1a 270mg/ml. Theo mot
phuong 4n, ndng d6 cao it nhét 13 300mg/ml.

Theo mot phwong 4n, dugc phdm dang nudc theo sang ché chira khéng thé
khang BAFFR, vi duy, MOR6654, dic biét 1a MORG6654B, v6i lugng nim trong
khoéng tir 50mg/ml dén 300mg/ml.
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Theo mot phuong 4n, dugc phim dang nuéc theo sang ché chua khang thé
khang BAFFR, vi du, MOR6654, dic biét 14 MOR6654B, véi luong nim trong
khoang tlr 75mg/ml dén 270mg/ml.

Theo mdt phwong an, dugc phérn dang nuéc theo sang ché chua khang thé
khang BAFFR, vi du, MOR6654, dic biét 14 MOR6654B, véi lugng ndm trong
khoang tir 100mg/ml dén 250mg/ml.

Theo mdt phuong an, dugc phém dang nudc theo sang ché chua khang thé
khang BAFFR, vi du, MOR6654, dic biét 14 MOR6654B, véi luong nim trong
khoang tir 100mg/ml dén 200mg/ml.

Theo mét phuwong 4n, dugc phdm dang nu6c theo sang ché chia 150mg/ml
khang thé khang BAFFR, vi du, MOR6654, dic biét la MORG654B.

Theo mdt phuong 4n, dugc phdm dang nudc theo sang ché chira khéng thé
khang BAFFR, vi du, MOR6654, dac biét la MOR6654B, v6i lugng 20mg/ml.

Theo mét phuong 4n, dugc phim dang nudc theo sang ché chira khang thé
khang BAFFR, vi du, MOR6654, dic biét 1a MOR6654B, v6i lugng khoang 50mg/ml,
khoang 60mg/ml, khodng 70mg/ml, khoang 80mg/ml, khoang 90mg/ml, khoang
100mg/ml, khoang 110mg/ml, khoing 120mg/ml, khodng 130mg/ml, khoang
140mg/ml, khodng 150mg/ml, khoang 160mg/ml, khoing 170mg/ml, khoang
180mg/ml, khodng 190mg/ml, khoang 200mg/ml, khoing 210mg/ml, khoang
220mg/ml, khodng 230mg/ml, khoang 240mg/ml, khoang 250mg/ml, khoang
270mg/ml hodc khoang 300mg/ml.

Hon nita, cac duge phdm dang nuée theo sang ché nhu dugc bdc 16 trong ban
md ta ndy theo cdc phuong 4n khac nhau 14 céc dwoc phdm 6n dinh ma, ngay ca sau
khi bao quan trong 4 tudn & nhiét d nim trong khodng tir 2°C dén 8°C, it hon 5%,
4%, 3%, 2%, 1%, 0,05% hodc 0,01% tdng lugng khang thé khang BAFFR bj két tu
nhur do dugc theo phuong phap SEC-HPLC.

Céac dugc phim dang nudc theo séng ché nhu dugc boe 16 trong ban mé ta nay
theo cac phuong 4an khac nhau 13 cac dugc phém én dinh ma, ngay ca sau khi bao quan

trong thoi gian 2 thang & nhiét d6 ndm trong khoang tir 2°C dén 8°C, it hon 5%, 4%,
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3%, 2%, 1%, 0,05% hoic 0,01% tdng lrong khang thé khang BAFFR bj két tu nhu do
dugc theo phuong phédp SEC-HPLC.

Ngoai khang thé khang BAFFR, c4c dugc phidm dang nudc ¢ thé con chira cac
thanh phan khac nhu mot hodc nhiéu thanh phin sau: (i) chét 1am 6n dinh; (ii) tic nhan
dém; (iii) chét hoat dong bé mit; va (iv) axit amin ty do. Viéc dwa timg thanh phin
trong s& thanh phén bd sung nay vao c6 thé tao ra dugc phim c6 mirc két tu khang thé
khang BAFFR thip.

Chét 1am 6n dinh thich hop d8 st dung v&i sang ché c6 thé dong vai tro, vi du,
lam céc tac nhan ting cuong d6 nhdt, cac chét don, cac tac nhan hoa tan, va/hodc cac
chit twong tw. Chét 1am én dinh c6 thé 12 ion hoic khéng ion (vi dy, cac duong). Vi du
vé cac duong bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cdc monosacarit, vi du, fructoza,
maltoza, galactoza, glucoza, D-manoza, sorboza va cic dudng tuong tu; cac disacarit,
vi du lactoza, sucroza, trehaloza, xellobioza, va cac dudng twong tu; cac polysacarit, vi
du rafinoza, melezitoza, maltodextrin, cic dextran, tinh bot, va cic chét tuong tu; va
céc alditol, nhu manitol, xylitol, maltitol, lactitol, xylitol sorbitol (gluxitol) va c4c chét
twong tu. Vi du, duong c6 thé 13 sucroza, trehaloza, rafinoza, maltoza, sorbitol hodc
manitol. Pudng cé thé 12 ruou dudong hodc duong amino. Sucroza 1a dic biét hitu
dung. Vi du v& chét 1am én dinh c6 ban chét ion bao g(‘A)m cac mudi nhu NaCl hoic cac

thanh phén axit amin nhu arginin-HCL

Céc chét dém thich hop dé sir dung trong sang ché bao gdm, nhung khong chi
giéi han 6, mudi cua axit hitu co nhu cic mubi cia axit xitric, axit ascorbic, axit
gluconic, axit cacbonic, axit tartric, axit sucxinic, axit axetic hodc axit phtalic; Tris,
thometamin hydroclorua, hodc dung dich dém phosphat. Ngoai ra, cac thanh phin axit
amin cfing c6 thé dugc ding 1am tic nhan dém. Cac thanh phén axit amin bao gbm,
nhung khong chi giéi han ¢, glyxin va histidin. Dung dich dém histidin 13 dic biét hiru
dung.

Céc duoc phém dang nudc bao gém tdc nhan dém hodc tdc nhan didu chinh do
pH nay dé kiém soat do pH & mirc d6 t6t hon. Theo mot phuong 4n, dugc phdm dang

nuée theo sang ché c6 do pH nim trong khoang tir 5,0 dén 8,0, ndm trong khoang tir
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5,0 dén 7,0, ndm trong khoang tir 5,5 dén 7,0, hoic ndm trong khoang tir 5,5 dén 6,5.
Theo khia canh cu thé, dugc phdm dang nudc theo sang ché c6 do pH khoang 6,0. |

Thuat ngit “chit hoat dong bé mit” dwgc ding trong ban mb ta nay dé chi cac
chét hiru co ¢6 ciu truc ludng tinh; tirc 14 ching duoc cu thanh bdi cac nhém c6 xu
huéng hoa tan dbi 1ap, thuong 12 mdt mach hydrocacbon hoa tan trong diu va mot
nhém ion hoa tan trong nude. Cac chit hoat dong bé mit c6 thé duge phén loai, tuy
theo dién tich caa phén c6 hoat tinh bé mit, thanh céc anion, cation va c4c chét phén
tan dé diing cho cac dwgc phdm va cac ché phdm khéc nhau chira cac nguyén li€u sinh

hoc.

Céc chit hoat dong bé mit thich hop dé sir dung trong sang ché bao gdm,
nhung khéng chi giéi han &, chét hoat dong bé mat .kh(‘)ng ion, cac chét hoat dong bé
mit ion va cac chit hoat dong bé mat jon ludng tinh. C4c chit hoat dong bé mit dién
hinh @& st dung trong sang ché bao gdm, nhung khong chi giéi han o, este cla
sorbitan va axit béo (vi du, sorbitan monocaprylat, sorbitan monolaurat, sorbitan
monopalmitat), sorbitan trioleat, este cia axit béo véi glyxerin (vi du, glyxerin
monocaprylat, glyxerin monomyristat, glyxerin monostearat), este ctia axit béo vdi
polyglyxerin (vi du, decaglyxeryl monostearat, decaglyxeryl distearat, decaglyxeryl
monolinoleat), este cia axit béo vdi polyoxyetylen sorbitan (vi du, polyoxyetylen
sorbitan monolaurat, polyoxyetylen sorbitan monooleat, polyoxyetylen sorbitan
monostearat, polyoxyetylen sorbitan monopalmitat, polyoxyetylen sorbitan trioleat,
polyoxyetylen sorbitan tristearat), este clia axit béo véi polyoxyetylen sorbitol (vi du,
polyoxyetylen sorbitol tetrastearat, polyoxyetylen sorbitol tetraoleat), este cia axit béo
voi polyoxyetylen glyxerin (vi dy, polyoxyetylen glyxeryl monostearat), este clia axit
béo v6i polyetylen glycol (vi du, polyetylen glycol distearat), polyoxyetylen alkyl ete
(vi du, polyoxyetylen lauryl ete), polyoxyetylen polyoxypropylen alkyl ete (vi dy,
polyoxyetylen polyoxypropylen glycol, polyoxyetylen polyoxypropylen propyl ete,
polyoxyetylen polyoxypropylen xetyl ete), polyoxyetylen alkylphenyl ete (vi du,
polyoxyetylen nonylphenyl ete), polyoxyetylen tir diu thdu diu da dugc hydro héa (vi
dy, polyoxyetylen tir diu thiu diu, polyoxyetylen tir diu thdu diu da dugc hydro hoa),
céc chit din xuét polyoxyetylen tir sap ong (vi du, polyoxyetylen sorbitol tir sap ong),
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cac chét din xuét polyoxyetylen tir m& 1éng ciru (vi du, polyoxyetylen tr m& 1ong
clru), va cac amit ciia axit béo voi polyoxyetylen (vi du, amit cla axit stearic vdi
polyoxyetylen); Cy-C;g alkyl sulfat (vi du, natri xetyl sulfat, natri lauryl sulfat, natri
oleyl sulfat), polyoxyetylen Cy(-C;g alkyl ete sulfat véi trung binh tir 2 dén 4 mol don
vi etylen oxit dugc bd sung (vi du, natri polyoxyetylen lauryl sulfat), va cdc mudi clia
C,-Cy3 alkyl sulfosucxinat este (vi du, natri lauryl sulfosucxinat este); va cac chét hoat
dong bé mit c6 trong tr nhién nhu lexitin, glyxerophospholipit, sphingophospholipit
(vi du, sphingomyelin), va cac este cla axit béo C;,-C;g vdi sucroza. Ché phém c6 thé
chira mét hoic nhiéu chit hoat dong bé mit trong s6 cac hop chét nay. Céc chét hoat
dong bé mit dwoc uvu tién 1a polyoxyetylen este cia sorbitan va axit béo vi du

polysorbate 20, 40, 60 hodc 80. Polysorbate 20 (Tween 20) 1a dic bi¢t hitu dung.

Céc axit amin ty do thich hgp dé ding theo sang ché bao gbm, nhung khéng chi
giéi han &, arginin, lysin, histidin, ornithin, isoleuxin, leuxin, alanin, glyxin axit
glutamic hodc axit aspartic. Viéc dua cac axit amin kiém tinh tirc 13 arginin, lysin
va/hodc histidin ndy vao dwoc wu tién. Néu ché phim chira histidin, thi hop chét nay
c6 thé vira déng vai trd 1am tic nhan dém va vira déng vai trd axit amin tu do, nhung
khi dung dich dém histidin dugc str dung, thi ché phém tiéu biéu bao gém axit amin tu
do khong phai histidin, vi du bao gdbm dung dich dém histidin va lysin. Axit amin c6
thé c6 mit & dang D- va/hodc L- ctia n6, nhung dang L- 1a tiéu biéu. Axit amin c6 thé

c6 mit & dang mudi thich hop bat ky vi du mubi hydroclorua, nhu arginin-HCL.

Céc ta dugc duge du tinh khéc, ma c6 thé dugc ding trong céc duge phdm dang
nudc theo sang ché bao gém, vi dy, cac tdc nhan tao vi, cic tac nhén diét vi khuén, cc
chit 1am ngot, c4c chit chéng oxy hoa, céc tac nhan chdng tinh dién, c4c lipit nhu cac
phospholipit hodc cdc axit béo, cac steroit nhw cholesterol, cic t4 dirgc protein nhu
albumin huyét thanh (albumin huyét thanh ngudi), albumin ngudi tai td hop, gelatin,
casein, cac ion trai dau tao ra mudi nhu natri va cac nhém tuong ty. Cac ta dugc nay
va céc ta duge di biét khac va/hodc céc chit phu gia thich hgp @ dung trong céc ché
phim theo sang ché 1a da biét trong linh vyc k§ thuat nay, vi du, nhu dugc liét ké trong
“The Handbook of Pharmaceutical Excipients, 4t edition, Rowe et al., Eds., American
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Pharmaceuticals Association (2003); va Remington: the Science and Practice of

Pharmacy, ke edition, Gennaro, Ed., Lippincott Williams & Wilkins (2005).

Cac dugc phdm dang nuéc theo sang ché c6 thé con bao gdm cac hoat chit
khéc ngoai khang thé khang BAFFR. Céc tac nhén dugc 1y khac c6 thé bao gbm, vi

du, cac hgp chét héa trj liéu.

Cac bénh va céc réi loan nhim t6i

Céc dugc phdm dang nuéce theo sang ché chira cac khang thé khang BAFFR c6
thé dugc ding dé diéu tri, 1am giam hodc phong ngira nhiéu loai bénh hoic rdi loan.
Céc dugc phadm chira cac khang thé khdng BAFFR la dic biét hitu dung dé didu trj cac
rdi loan lién quan dén BAFFR nhu céc rbi loan tw mién, vi du, bénh ban d6 toan than,
hoi chitng Sjogren, bénh pemphigut néi chung, bénh viém da khop dang thip, bénh xo
cling rai ric va khdi u t4n tao té bao B nhu bénh bach ciu lympho bao cép tinh (acute
lymphoblastic leukemia - ALL) va bénh bach ciu té bao lympho man tinh (chronic
lymphocytic leukemia - CLL) & té bao B.

Thuat ngit “rbi loan lién quan dén BAFFR” dugc dung trong ban mo ta nay bao
gdm c4c tinh trang bénh 1y lién quan dén hoic dic trung béi mirc BLyS bét thuong
va/hodc cac bénh hodc céc tinh trang bénh Iy ma cé thé diéu tri duogc b%mg cach lam
suy yéu hoic tiéu diét t& bao B. C4c tinh trang bénh 1y niy bao gdm, nhung khong chi
giéi han 6, cac tinh trang bénh 1y viém, c4c bénh ty mién, nhiém tring nghiém trong,
va dao thai khi cdy ghép co quan hodc mé. Cac tinh trang bénh 1y ndy con bao gdm

khéi u tan tao t& bao B.

Vi dy, céc duwgc phadm dang nuéc theo sang ché chira cac khang thé khang
BAFFR c6 thé dugc sir dung dé diéu tri, 1am thuyén gidm hodc ngin ngira sy thai loai
khi ghép tim, phéi, tim—phéi két hop, gan, than, tuy, da hodc gidc mac, bao gf‘)m dao
thai manh ghép cung loai hodc dao thai manh ghép khéc loai, va dé ngin ngira bénh
vét chii chdng lai manh ghép, nhu sau khi cdy ghép tiy xuong, vi cly ghép co quan c6
lién quan dén chimg xo cing ddng mach. Ngoai ra, cdc dugc phdm dang nudc theo
sang ché c¢6 thé duoc dung trong cy ghép co quan rén va trong dio thai cdy ghép cip

tinh va man tinh qua trung gian khang thé.
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Cac dugc phdm dang nudc theo sang ché chira céc khéng thé khang BAFFR 1a
hitu dung dé diéu tri, phong ngira hoic 1am thuyén giam bénh ty mién va céc tinh trang
bénh Iy viém, cy thé 1a c4c tinh trang bénh Iy viém c6 nguyén nhan bao gdm céc bénh
tw mién nhu bénh viém khép (vi du bénh viém da khép dang thép, bénh viém khép
tién trién man tinh va bénh viém khép bién dang) va cac bénh thip khép, bao gdm céc
tinh trang bénh 1y viém va céc bénh thép khép gy ra hao hut xwong, dau do viém,
bénh khép thudc dét séng bao gdm bénh viem dbt sdng dang thip, hoi ching Reiter,
bénh viém khép phan ung, bénh viém khép vay nén, va bénh viém khép do bénh
dudng rudt, qua mén (bao gdm ca qua min & dudong hd hip va qui min & da) va di
tng. Céc bénh ty mién dc trung ma céc khang thé theo sang ché c6 thé duoc sir dung
cho n6 bao gdm céc rdi loan huyét hoc tu mién (bao gdm vi du thiéu mau tan huyét,
thiéu méu do khong thé tai tao duoc, thiéu mau héng cau tinh khiét va chimg giam tiéu
cau tu phét), bénh wra chay mau méc phai loai A, bénh ngung két t6 lanh, cryoglobulin
huyét, ban xuit huyét giam tiéu cau do huyét khéi, hoi chirng Sjogren, bénh ban do
toan than, cac réi loan do viém co, viém da sun, bénh cimg bi, chimg viém mach nhu
cryoglobulin huyét, viém mach & nhitng mach 16n nhu bénh viém dong mach t& bao
khdng 15, dau da co dang thip, viém mach gay hoai tir, bao gdbm chimg viém mach c6
lién quan dén khang thé bao trong khéng bach cau trung tinh, bénh viém dong mach
Takayasu, bénh viém da dong mach nut, ban xudt huyét Henoch-Schonlein, v hoi
chimg Churg-Strauss, bénh than kinh qua trung gian IgM, bénh viém khép @bt séng
huyét thanh am tinh, hdi ching l4c rung gist mét, bénh u hat Wegener, bénh viém da-
co, ching viém mach do tu khang thé bao trong khang bach cau trung tinh (anti-
neutrophil cytoplasmatic autoantibody - ANCA), bénh viém gan man tinh hoat dong,
ching nhugc co ning, bénh vay nén, hoi ching Steven-Johnson, bénh pemphigut néi
chung, pemphigut troc, bénh spru ty phat, tw mién dich bénh viém rudt (bao gdém vi du
bénh viém ruft két gay loét, bénh Crohn va hoi chimg réi loan tiéu héa), bénh vé mét
do noi tiét, bénh Graves, bénh sacoit, bénh xo cung rai rc, bénh viém tuy-thi thin
kinh, b¢nh xo mét nguyén phat, bénh dai thao duong vi thanh nién (diabetes mellitus
type I), bénh viém mang mach nho (truédc, giita va sau cling nhu viém mang bd dao lan
t6a), bénh viém gidc mac-két mac khé va bénh viém gidc mac-két mac mua xuan,

chimg xo héa k& phdi, bénh viém khép vay nén va bénh viém cudn tiéu cu than (co
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kém theo va khong keém theo hoi ching hu than, vi du bao gém hdi ching hu than tu
phat hodc bénh cu than sang thwong t6i thidu), bénh luput gay viém than cép tinh, céc
khéi u, bénh viém da va gidc mac, bénh viém md co, 16ng manh ciy xuong, cc rbi
loan chuyén hoa, nhu chimg xo vita dong mach, bénh d4i thdo duong, va rbi loan mo

mau.

Céc duge phdm dang nudc theo sang ché con c6 thé duoc ding dé phong ngtra,
1am thuyén giam hoic diu tri bénh khéi u tan tao té bao B. Cac vi du v& bénh va tinh
trang bénh ly ndy bao gdm, nhung khong chi gidi han ¢, u bach huyét té bao B khong
thudc dang Hodgkin, nhu u bach huyét t& bao lympho nho, u bach huyét lympho dang
twong bao, u bach huyét t& bao 16p bao, u bach huyét nang, u bach huyét mo lympho
c6 lién quan dén mang nhiy, u.bach huyét t& bao 16n khuéch tan, va u bach huyét
Burkitt; bénh bach cau lympho bao cép tinh (ALL), bénh bach ciu lympho bao tién
than t€ bao B; bénh bach ciu té bao lympho man tinh & t& bao B (CLL), va da u tiy.

Céc khéi u tan tao t& bao B khac dugc bao ham trong pham vi ctia sang ché.
Dung cho bénh nhan

Dugc phim theo séng ché c6 thé dugc cho bénh nhan ding. Viée ding thudng
14 bang cach truyén hodc dung qua 6ng tiém. Do do, sang ché dé xuét dung cu phan
phéi (vi dy, 6ng tiém) bao gdm dugc phim theo sang ché (vi du, 6ng tiém da dugc 1am
dly sén). Cac bénh nhén s& nhan khéng thd khang BAFFR lam hoat chit chinh véi
lugng hitu higu tirc 1a Ivong du dé diéu tri, 1am giam, hodc phong ngira bénh hoic rbi
loan lién quan. Higu qué diéu trj bénh 6 thé con bao gdm lam gidm céc triéu chimg
vét Iy. Lugng hitu higu ti wu va ndng d¢ khang thé dbi v6i dbi twong cu thé bt ky s&
phu thudc vao cac yéu tb khac nhau, bao gdm sirc khoe theo Itra tudi va/hodc gidi tinh
clia bénh nhan, ban chit va mirc dd cua tinh trang bénh ly, hoat tinh cua khéng thé cu
thé, toc d¢ thanh thai n6 ra khoi co thé, va ciing nhu cac chét trj liéu khac c6 thé c6 bt
ky dugc dung két hop véi khéng thé. Luong hitu hiéu duge phan phéi trong mdt tinh
hubng nhit dinh c6 thé dugc xac dinh bsi quyét dinh cia thdy thubc 14m sang. Dé
dung cho cdc muyc dich cia séng ché, lidu hitu hiéu c6 thé nim trong khoéang tir
0,005mg/kg dén 50mg/kg, hodc khoang tir 0,05mg/kg dén 10mg/kg. Dugc phim trén

co s& khang thé da biét s& dua ra nhing huéng din vé khia canh ndy, vi du
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HERCEPTIN™ dugc ding véi lidu nap ban dau 13 4mg/kg thé trong va liéu duy tri
hing tudn 12 2mg/kg thé trong; RITUXAN™ dugc ding hing tudn & 375mg/m2;
SYNAGIS™ gduoc ding tiém bip & 15mg/kg thé trong; V.V..

Sang ché @& xuit phuwong phép phan phdi khang thé don dong cho dong vat co

vii, bao gdm budc cho bénh nhan ding dugc phdm theo sang ché.

Sang ché con d& xuét cac ché phim theo sang ché nhu dwgc boc 1 trong ban
md ti ndy theo cic phwong 4n khac nhau ding 1am thubc vi du dé dung trong phan
phdi khang thé cho dong vét ¢6 v, hodc dé dung trong viéc didu tri, phong ngtra hodc

lam thuyén gidm mdt hodc nhiéu bénh va ri loan bénh ly néu trén.

T6t hon, néu ddng vat c6 vi 1a ngudi, nhung ciing c6 thé 13, vi du, ngua hoic
bo hogic ch6 hoic méo. Céc khang thé s& dugc chon mdt cach ly tuéng dé phi hop véi
loai dich, vi du khang thé cta ngudi d& ding cho ngudi, khang thé cta ngua dé dung
cho ngua, khang thé cta ché dé dung cho ché, v.v.. Néu cac khang thé chu ty nhién 1a
khong sin c6 thi viéc chuyén tinh dédc hi¢u khang thé tir mot loai sang loai khac c6 thé
dat dugc bang cach chuyén cac gbc CDR (va néi chung, ngoai ra, mdt hodc nhiéu gbc
thudc bo khung) tir khéng thé cho vao b khung nhan tir lodi chu, vi du nhu trong qué
trinh 1am giéng nhu cia ngudi. Cac khang thé equinized, bovinized, caninized va
felinized 1a da biét trong linh vuc k§ thudt ndy. Khang thé nay sé& lién két véi BAFFR
tir c4c loai dich, nhung n6 con c6 thé phan img chéo véi BAFFR tir céc loai khac.

Liéu diing c6 thé theo lich dung mot liéu hoic lich dung nhiéu lidu.

Céc thanh phén dé tao ra dugc pham theo sang ché c6 thé dugc cung cép trong
vat chira dugc day kin.
Khang thé khang BAFFR

Sang ché lién quan dén ché phdm chira cic khang thé khang BAFFR va cu thé
hon MOR6654 va MOR6654B. '

Mot khang thé thich hgp ma c6 thé dugc chira trong céc dugc phédm theo sing
ché 12 khéng thé ti t6 hop cla ngudi MORG6654, c6 dic trung v& mit cAu tric nhu
duge boc 16 cu thé hon duéi day. Trinh tu axit amin Vg cta khang thé khang BAFFR
dd duogc phan 14p nay dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1. Trinh ty axit amin V| cia
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khang thé khang BAFFR di dugc phén 14p dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2. Vi du
vé trinh ty axit amin ciia chudi niing v6i chidu dai ddy du ctia khang thé khang BAFFR
da dugc phan 14p nay dugc thé hién trong SEQ ID NO: 9. Vi du vé trinh tu axit amin
cua chudi nhe v6i chiéu dai ddy du cia khang thé khang BAFFR d3 dugc phan 1ap nay
dugc thé hién trong SEQ ID NO: 10. Vi du khac vé céc trinh ty axit amin cta chudi
ning va chudi nhe cia cac khang thé khang BAFFR da dugc phén 1ap nay la cac trinh
tur axit amin 1an lugt duge ma héa béi cac trinh tu nucleotit cia SEQ ID NO: 11 va
SEQ ID NO: 12. Vi du khéc vé c4c trinh ti axit amin cia chudi ning va chudi nhe cia
cac khang thé 1a c4c trinh ty axit amin dugc ma héa bdi cac trinh tw ADN twong tng
chira trong plasmid pBW510 dugc ndp luu bdi Novartis Pharma AG, Forum 1, CH-
4002 Basel, Switzerland, 8 DSMZ, Inhoffenstrasse 7B, 38124 Braunschweig, Ptrc vao
ngdy 29 thang 4 ndm 2009 véi s truy cap DSM22542.

Céc khang thé khang BAFFR khac ma c6 thé duogc sir dung dé bao ché cac
dugc phim theo sang ché bao gdm céc khéng thé khang BAFFR, véi cc axit amin ma
dugc gy dot bién béng cach xo6a bd, cai xen hodc thay thé axit amin, khong c6 nhiéu
hon 1, 2, 3, 4 hogc 5 axit amin bi x6a bo, cai xen hoic thay thé trong cac ving chubi
ning hodc céc ving chudi nhe néu trén. Theo khia canh cy thé, su thay dbi axit amin
nhu vy chi xay ra trong b khung va/hodic cic ving dn dinh va cac viing CDR ddng
nhit 100% véi cc ving CDR1, CDR2 va CDR3 cta chudi nang co trinh ty SEQ ID
NO: 3,4 va 5 va cac ving CDR1, CDR2 va CDR3 ciia chudi nhe c6 14n lugt trinh tu
SEQ ID NO: 6, 7, va 8. Theo mot phuong 4n cu thé hon, nhitng thay d6i ma dugc thuc

hién chi 1a thay thé axit amin bao toan ngoai cac viung CDR.

Thay thé axit amin bao toan Ia cac phuong phdp ma trong d6 gbc axit amin
dugc thé bang gbc axit amin c6 mach bén twong ty. Céc ho gdm cac gbe axit amin c6
mach bén tuong ty d3 dugce xac dinh trong linh vyc k¥ thuat ndy. C4c nhém nay bao
gdm c4c axit amin v6i mach bén c6 tinh bazo (vi dy, lysin, arginin, histidin), mach bén
c6 tinh axit (vi du, axit aspartic, axit glutamic), mach bén phén cyc khong mang dién
tich (vi duy, glyxin, asparagin, glutamin, serin, threonin, tyrosin, xystein, tryptophan),
mach bén khong phan cuc (vi dy, alanin, valin, leuxin, isoleuxin, prolin, phenylalanin,

methionin), mach bén phan nhanh & vi tri beta (vi dy, threonin, valin, isoleuxin) va
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mach bén thom (vi du, tyrosin, phenylalanin, tryptophan, histidin). Do d6, mdt hodc
nhiéu gdc axit amin ngoai cac viing CDR ctia khang thé khang BAFFR c6 thé dugc thé
bang cac gbc axit amin khéc tir ho cb cting mach bén, va khang thé da thay dbi c6 thé
duogc kiém tra chirc ning vAn giit lai duoc, cu thé 13 cac dac tinh gin két twong tu véi
BAFFR.

Cac khang thé c¢6 thé thuong dugc glycosyl héa. Vi du, cac glycan lién két tai N
dugc gén v6i mién Cy2 cia chudi niing c6 thé c6 anh hudng dén viéc gin két Clq va
FcR, va cc khang thé chua glycosyl hoa c6 thé c¢6 4i luc thip hon hogc khac dbi véi
cac thy thé ﬁe‘ty. Chu tric glycan ciing c6 thé anh hudng dén hoat tinh, vi du c6 thé
nhan thdy céc khac biét vé qué trinh chét té bao qua trung gian bd thé tity theo s6 phan
tr dudng galactoza (0, 1 hodic 2) & dAu tin cing ciia mach hai nhanh cua glycan. Tét
hon 13, cac glycan cua khang thé khong din dén déap tmg sinh mién dich & ngudi sau

khi str dung.

Ngoai ra hodc theo cach khac, khang thé c6 thé dugc tao ra ma c6 kiéu glycosyl
héa bj bién déi, nhu khang thé dugc fucosyl hoa it hodc khong dugc fucosyl héa ¢b s6
gbc fucosyl giam hodc khong c6 gbc fucosyl hodc cac hodc khang thé c6 ciu tric
GlcNac duge tach 1am hai phén gia ting. Céc kiéu glycosyl hoa bién d6i nhu vay da
dugc ching minh 1a ting kha ning gay doc ddi vai té bao gidn tiép qua t& bao phu
thudc khang thé (ADCC) cua céc khang thé. Cac cai bién hydrat cacbon nhu vy c6
thé dugc thuc hién, vi dy, bing céch biéu hién khang thé & t& bao chi véi co chu
glycosyl hoéa bién dbi. Cac t& bao véi co ciu glycosyl héa bién dbi da dugc boc 10
trong linh vuc k§ thuat ndy va c6 thé dugc ding 1am céc té bao chii dé bidu hién cac
khang thé tai t& hop theo sang ché trong d6, nhd d6 tao ra khang thé véi kidu glycosyl
héa bién ddi. Vi du, EP 1,176,195 cia Hang va ddng tac gia mo ta dong té bao véi gen
FUTS bi pha v& chirc nang, ma n6 ma héa fucosyl transferaza, sao cho cac khang thé
dugc biéu hién trong céc dong té bao nay thé hién su fucosyl héa it hodc khong c6 cac
gbc fucosyl. Do dé, theo mdt phuong an, cic khang thé khang BAFFR dugc chira
trong céc dugc phdm theo sang ché dugc tao ra bang cach bidu hién tai tb hop trong

dong té bao ma c¢6 kidu fucosyl héa giam hoic khong fucosyl hoa, vi dy, dong té bao
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cia dong vat c6 vi véi sy biéu hién thiéu hut cia gen FUT8 mid hoa

fucosyltransferaza.

Thuét ngit MOR6654 dugc dung trong ban md ti nay bao ham loai bt ky cua
kiéu glycosyl héa. Theo khia canh cuy thé, cac dugc phdm nay chira khang thé khang
BAFFR bao gdbm MOR6654 nhu dugc tao ra trong dong té bao c6 kidu fucosyl héa
giam hogic khong fucosyl héa, nhu MOR6654B c6 kiéu khong fucosyl héa (khéng co
cac gbc fucosyl). Cong b don PCT sé WO 03/035835 ciia Presta mo ta dong té bao
CHO bién thé, c4c té bao Lecl3, c6 kha ning gin fucoza vao cc hydrat cacbon da lién
két Asn(297) giam, ddng thoi gy fucosyl héa cac khang thé duge bidu hién & t& bao
chi d6 & mirc d§ giam (xem ca tai liéu: Shields, R.L. et al., 2002 J. Biol. Chem.
277:26733-26740). Cong bb don PCT s6 WO 99/54342 ciia Umana va ddng téc gia
md ta cic dong t€ bao dugc thiét k& dé bidu hién glycosyl transferaza cai bién
glycoprotein (vi dy, beta(1,4)-N axetylglucosaminyltransferaza III (GnTIII)) sao cho
c4c khang thé duoc bidu hién & cac dong té bao da duoc thiét ké ndy c6 céu tric
GlcNac duge chia 1am hai phan 1a ting, din dén 1am ting hoat tinh ADCC ctia céc
khang thé (cling xem tai ligu: Umana et al., 1999 Nat. Biotech. 17:176-180). Eureka
Therapeutics con md ta té bao CHO cua dong vat c6 vi duoc tao ra nhd k¥ thuat di
truyén c6 kha ning tao ra cac khéng thé véi kidu glycosyl héa & dong vat c6 vi dugce
thay 6i, khong cé cac gbc fucosyl

(http://www.eurekainc.com/about_us/companyoverview.html). Theo c4ch khic, céc

khéng thé khang BAFFR c6 thé dugc tao ra trong ndm men hoic nim s¢i dugc thiét ké
dé c6 kiéu glycosyl hoa tuong tu dong vét c6 v va c6 kha ning tao ra cac khang thé

khong c6 fucoza dudi dang glycosyl héa (xem ching han EP1297172B 1).

Cai bién khac d6i v6i cac khang thé khang BAFFR theo séng ché duoc du tinh
theo sang ché 1a gin gbc glycol bang cach héa hoc. Khang thé c¢6 thé dugc gin gbc
glycol bang cach hoéa hoc dé, vi dy, 1am kéo dai thoi gian ban tén sinh hoc (vi dy,
trong huyét thanh) cta khéng thé. Pé gin gbc glycol bing cach héa hoc vao khang
thé, khang thé, hoic doan ciia chung, thudng c6 thé duge cho phan tmg vdi polyetylen
glycol (PEG), nhu din xuét este hodc aldehyt c¢6 phan ng cua PEG, trong céc diéu

kién ma trong d6 méot hodc nhiéu nhém PEG s& duoc ge"m vao khang thé hodc doan
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~ khéang thé nay. Viéc gén gbc glycol bang cach hoa hoc c6 thé dugc thuc hién nhoy phan
Ung axyl héa hodc phin tng alkyl hoéa véi mot phan t¢ PEG phan tmg (hoic mot

polyme hoa tan trong nudc phéan tg tuong tu).

Thuédt ngit "polyetylen glycol" dugc ding trong ban mé td nay duoc dy dinh
bao gbém dang PEG bét ky ma dugc sir dung dé tao din xuit cac protein khac, nhu
mono (C1-C10) alkoxy- hodc aryloxy-polyetylen glycol hoic polyetylen glycol-
maleimit. Theo cdc phuong 4n nhét dinh, khang thé duoc gin gbc glycol bing cach
héa hoc 13 khang thé khong duoc glycosyl héa. Cac phuong phép gén gbc glycol bing
cach héa hoc vao céc protein 1 da biét trong linh vuc ky thuat nay va co thé duoc ap
dung cho céc khéng thé theo sang ché. Vi dy, xem EP 0 154 316 cia Nishimura va
ddng tc gia va EP 0 401 384 ciia Ishikawa va ddng tac gia.

Cai bién sau dich ma ty nhién hoic khong ty nhién khac bat ky cua cac khang
thé khang BAFFR (vi dy, MOR6654) ciing dugc du tinh 13 cac phuong 4n cu thé cua
céc khéng thé khang BAFFR c6 thé duoc ap dung dé bao ché cac dugc phim theo sang

r
A

ché.

Céc khang thé c6 thé dugc bao ché & dang khong chtra c4c san phim ma céc
khéng thé nay s& duoc két hop tw nhién cing. C4c thanh phan tap chit cia méi trudng
ty nhién cla khang thé bao gém cac nguyeén li€u nhu cac enzym, céc hormon, hodc céc

protein ctia té bao chi.
Vi du thwe hién sang ché
Bao ché khang thé khang BAFFR

Khang thé MOR6654 lién két mét cach dic hiéu véi BAFFR va cling d4 dugc
bdc 10 trong Coéng bd don yéu céu cdp bing doc quyén sang ché quéc té sb
W02010/007082. Khang thé nay la khang thé kappa IgG1 cua ngudi thu dugc nho
bi€u hién & thé thuc khun. Chudi nang va chudi nhe ciia né gdm SEQ ID NO: 9 va

10. Bang 1 va bang 2 duéi day tém tit mé ta diac trung trinh ty cia MOR6654.
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Bang 1: M6 ta vin tit v& céc trinh tu dugc liét ké trong danh muc trinh ty thudc bang 2

SEQ ID

NO: MO ta trinh tu
1 Trinh ty axit amin cla viing thay d6i (Vy) cia chudi ning cua
MOR6654
) Trinh ty axit amin ctia viing thay d6i (V1) ctia chudi nhe cua
MOR6654

3 Trinh ty axit amin cGa HCDR1 ciia MOR6654

4 Trinh ty axit amin cia HCDR2 cia MOR6654

5 Trinh ty axit amin cia HCDR3 ctia MOR6654

6 Trinh ty axit amin cda LCDR1 cia MOR6654
7 Trinh tu axit amin cia LCDR2 cia MOR6654

8 Trinh ty axit amin cia LCDR3 cia MOR6654

9 Trinh ty axit amin ctia chudi ning vé6i chiéu dai ddy da cia MOR6654

10 Trinh ty axit amin cia chudi nhe véi chiéu dai diy du cia MOR6654

11 Trinh ty nucleotit ghi ma SEQ ID NO:1

12 Trinh tu nucleotit ghi ma SEQ ID NO:2

13 Trinh tu axit amin BAFFR & nguoi

Trinh ty nucleotit véi chiéu dai diy du (bao gdm trinh ty d3n va phin
14 6n dinh) cta chudi ning MOR6654; nt 1 dén 57 = trinh ty din; nt 58
dén 429 = VH; nt 430 dén 1419 = viing 6n dinh (hIgG1)

Trinh ty nucleotit véi chiéu dai day du (bao gdm trinh ty din va phén
15 6n dinh) cia chudi nhe MORG6654; nt 1 dén 60 = trinh tu din; nt 61
dén 384 = VL; nt 385 dén 705 = ving 6n dinh (hkappa)

Béng 2: Danh muc trinh tu

SEQ | Trinh ty axit amin hodc trinh tur nucleotit
ID
NO:

1 QVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSNSAAWGWIRQSPGR
GLEWLGRIYYRSKWYNSYAVSVKSRITINPDTSKNQFSLQLNSVT
PEDTAVYYCARYDWVPKIGVFDSWGQGTLVTVSS
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DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFISSSYLSWYQQKPGQAPR
LLIYGSSSRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQL
YSSPMTFGQGTKVEIK

GDSVSSNSAAWG

RIYYRSKWYNSYAVSVKS

YDWVPKIGVFDS

RASQFISSSYLS

GSSSRAT

QQLYSSPMT

O oo | O V| K| W

QVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSNSAAWGWIRQSPGR
GLEWLGRIYYRSKWYNSYAVSVKSRITINPDTSKNQFSLQLNSVT
PEDTAVYYCARYDWVPKIGVFDSWGQGTLVTVSSASTKGPSVFP
LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDKRVEPK
SCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

10

DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFISSSYLSWYQQKPGQAPRL
LIYGSSSRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQLYS
SPMTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
YPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

11

CAGGTGCAGCTGCAGCAGAGCGGCCCAGGCCTGGTCAAGCCCT
CTCAGACCCTGTCACTGACCTGCGCCATTTCAGGCGACAGCGT
GAGCAGCAACAGCGCCGCCTGGGGCTGGATCAGGCAGAGCCC
CGGTAGGGGCCTGGAATGGCTGGGCAGGATCTACTACAGGTCC
AAGTGGTACAACAGCTACGCCGTGAGCGTGAAGAGCAGGATC
ACCATCAACCCTGACACCAGCAAGAACCAGTTCTCACTGCAGC
TCAACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGC
CAGATACGACTGGGTGCCCAAGATCGGCGTGTTCGACAGCTGG
GGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGTCAAGC

12

GATATCGTGCTGACACAGAGCCCCGCCACCCTGAGCCTGAGCC
CAGGCGAGAGGGCCACCCTGTCCTGCAGGGCCAGCCAGTTTAT
CAGCAGCAGCTACCTGTCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAG
GCCCCTAGACTGCTGATCTACGGCAGCTCCTCTCGGGCCACCG

GCGTGCCCGCCAGGTTCAGCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTT
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CACCCTGACAATCAGCAGCCTGGAGCCCGAGGACTTCGCCGTG
TACTACTGCCAGCAGCTGTACAGCTCACCCATGACCTTCGGCC
AGGGCACCAAGGTGGAGATCAAG

13

MRRGPRSLRGRDAPAPTPCVPAECFDLLVRHCVACGLLRTPRPKP
AGASSPAPRTALQPQESVGAGAGEAALPLPGLLFGAPALLGLALV
LALVLVGLVSWRRRQRRLRGASSAEAPDGDKDAPEPLDKVIILSP
GISDATAPAWPPPGEDPGTTPPGHSVPVPATELGSTELVTTKTAGP

EQQ

14

ATGGCCTGGGTGTGGACCCTGCCCTTCCTGATGGCCGCTGCCC
AGTCAGTGCAGGCCCAGGTGCAGCTGCAGCAGAGCGGCCCAG
GCCTGGTCAAGCCCTCTCAGACCCTGTCACTGACCTGCGCCATT
TCAGGCGACAGCGTGAGCAGCAACAGCGCCGCCTGGGGCTGG
ATCAGGCAGAGCCCCGGTAGGGGCCTGGAATGGCTGGGCAGG
ATCTACTACAGGTCCAAGTGGTACAACAGCTACGCCGTGAGCG
TGAAGAGCAGGATCACCATCAACCCTGACACCAGCAAGAACC
AGTTCTCACTGCAGCTCAACAGCGTGACCCCCGAGGACACCGC
CGTGTACTACTGCGCCAGATACGACTGGGTGCCCAAGATCGGC
GTGTTCGACAGCTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGTCAA
GCGCCAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCCCTGGCCCCCAG
CAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCT
GGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAAC
AGCGGAGCCCTGACCTCCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGC
TGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGTCCAGCGTGGTGACAGT
GCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTG
AACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAG
CCCAAGAGCTGCGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAG
CCCCAGAGCTGCTGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCC
AAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAGGTG
ACCTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAGGACCCAGAGGTG
AAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACGCCA
AGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGCACCTACAGGG
TGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGG
CAAGGAATACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAGGCCCTGCCAGCC
CCCATCGAAAAGACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCACGG
GAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCCTCCCGGGAGGAGATGA
CCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTA
CCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCC
CGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGA
CGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCC
AGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACG
AGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTGAGCCTGTC
CCCCGGCAAG

15

ATGAGCGTGCTGACCCAGGTGCTGGCTCTGCTGCTGCTGTGGC
TGACCGGCACCAGATGCGATATCGTGCTGACACAGAGCCCCGC
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CACCCTGAGCCTGAGCCCAGGCGAGAGGGCCACCCTGTCCTGC
AGGGCCAGCCAGTTTATCAGCAGCAGCTACCTGTCCTGGTATC
AGCAGAAGCCCGGCCAGGCCCCTAGACTGCTGATCTACGGCAG
CTCCTCTCGGGCCACCGGCGTGCCCGCCAGGTTCAGCGGCAGC
GGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACAATCAGCAGCCTGGAGC
CCGAGGACTTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAGCTGTACAGCTC
ACCCATGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAGCGT
ACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACG
AGCAGCTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAA
CAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGAC
AACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTCACCGAG
CAGGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGA
CCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTACGCCTG
CGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAGC
TTCAACAGGGGCGAGTGC

Vi dy vé ché phdm
Mong mudn c¢6 dugc ché phim 1dng chita MOR6654B & ndng d6 cao va do do
cac nghién ctru bao ché dugc thyc hién. Ché phim & dang 16ng chira dwdng, tic nhan

dém va chét hoat dong bé mit 12 8n dinh va c6 thé duy tri ndng do khang thé cao.

Khéang thé nay c6 thé dugc tao ra & cac t€ bao chu cua dong vat cé va, nhu,
dong t€ bao CHO da dugc chuyén nhiém véi cac vat truyén biéu hién mang céc trinh

tw ghi ma cta chudi ning va chudi nhe v6i céc trinh tu khéi diu biéu hién thich hop.

Tét hon 14, khéng thé nay dugc tao ra & dong té bao cua dong vat c6 vu, vi du
dong té bao CHO, duoc cai bién bing cach st dung, vi du, cong nghé Potelligent™
(BioWa, Inc.) din dén sy biéu hién thiéu hut cta gen FUTS ghi ma fucosyltransferaza.
Khéng thé thu dugc khong dugce fucosyl héa va trong ban mé ta nay duogc goi la
MOR6654B.

Viéc phat trién ché phdm MOR6654B 16ng trong 1o hozic 6ng tiém da dugc lam
ddy sin bao gdm hai nghién ctru. Nghién ctru sang loc thir nhit dwgc thyc hién dé xac
dinh céc ta dugc trong ché phém. Trong nghién ctru sang loc thi hai, ché phim da lya

chon dugc x4c nhén trong qué trinh déng géi cdp 1 cudi cung.
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Do 6n dinh va ké hoach phén tich

Céc phuong phép phan tich sau dugc thuc hién: Thir nghiém UV, sic ky léng
cao ap loai trir theo kich thuéc, phan tan anh sang dong hoc, séc ky trao dbi cation -
sic ky 1ong cao 4p, sic ky d4o pha - sic ky 1ng cao 4p, thiét bj phén tich ALP, do do
duc, tri s6 46 pH, ndng d6 mol ddng thAm 4p, MFI (Micro-Flow Imaging), do nhdt,

mau, quan sat bang mat.

X4c dinh d6 én dinh

D6 6n dinh dugc x4c dinh sau khi @3t cac ché phim trong mot sé didu kién
stress bao gdm khudy, chu trinh 1am lanh déng-tan gié va tiép xtic voi 4nh sdng trong

thoi gian dai (1 thang & nhiét do 40°C).
Phuong phap do d6 duc

D9 duc dugce do theo phuong phép do do duc.

Viéc do @6 duc cua cac mAu duogc thuc hién b%mg cach thd cong nhu sau (dung
cu cim tay Model 2100AN, sb: 47901-88, thang 11 ndm 2006, phién ban 2). Khi bét
d4u phan tich, duong cong hiéu chinh dbi véi dung cu dugc kiém tra bang cach phén
tich 5 mAu hiéu chinh, bao gém nuée. Néu céac tri s6 do duoc bﬁng dung cu trong vong
5% tri s6 tiéu chuén, thi dudng cong higu chinh duge chip thuan. Néu bét ky tiéu
chuén nao khong dat 5% tiéu chi chép nhén, thi dung cu nay dugc hiéu chinh lai theo
cach thu cong. Sau khi dung cu dat hiu chinh, cic miu dugc nap trong cac 6ng

nghiém d4y bang 11mm va dugc phén tich.

Phuong phép séic ky loai trir theo kich thuéc (Size Exclusion Chromatographic - SEC)

Trong phuwong phap SEC .du(_rc str dung @& phan tich ché phim dang léng, céc
thong sd phuong phdp sau day dugc st dung:
Cot: TSKgel G3000SWXL
Dung dich dém phan tich: 150mM K-phosphat, d6 pH = 6,5 +/- 0,1
Luu téc: 0,4ml/phut
Nhiét do cot: 30°C
Do: 210nm
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Thé tich bom: 10ul
Nhiét @ mau: khoang 5°C
Thoi gian chay: 40 phut

Tdc d6 ldy mau dir lidu: 1,0 didm/gidy (bude Chromeleon = 1,0)

Phuong phép sic ky trao ddi cation (Cation Exchanger Chromatography - CEX)
HPLC

Budc thir nhat dé phan tich mau bang cach sir dung phuong phap CEX HPLC la
ct tit ca cac ché phim dén 10mg/ml bing cach st dung nuéce. Bude thir hai 1a ldy
mAu d3 pha lodng dén 10mg/ml va pha loéng tiép bing pha dong A dén 3mg/ml. Tiép

theo, mAu dugc nap vao sic ky 10ng cao ap va phan tich.

Pha dong A: 25mM natri phosphat, 36 pH = 6,5

Pha dong B: 25mM natri phosphat, 250mM NaCl, d¢ pH = 6,5
Luu tdc: 1,0ml/phut

Nhiét @9 cdt: 30°C +/- 2°C

Nhiét d¢ mau: 5°C +/- 2°C

Thé tich bom: 40 ul

Thoi gian chay (phtt): 60

Do: 215nm
Gradien:
~ Thoi gian %A %B
0 100 0
46 0 100
51 0 10
52 100
60 100 0
Phuong phap RP HPLC

Phuong phép sic ky 16ng cao ép pha dao (RP HPLC) dugc 4p dung dé phan

tich cac mau LB-120 dugc thyc hién bang cach tun theo cac thong s phuong phap
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RP dudi ddy. Gradien trong quy trinh thir nghiém din dén protein dugc rira giai trong
cot thé tich rgng.
Céc thong s ctia phwong phap
Thong tin v& cot: PoroShell 300SB-C8
Pha dong A: 90% (thé tich) H20 / 10% (thé tich) ACN / 0,1% (thé tich)
TFA
Pha dong B: 10% (thé tich) H20 / 90% (thé tich) ACN / 0,1% (thé tich)
TFA
Luu tde: 2ml/phut
Nhiét do cot: 80°C
Do: 210nm
Thé tich bom: 5pl
Nhiét 6 miu: Khoang 5°C
Thoi gian chay: 6 phut

Gradien:
Thoigian | % A| %B
0 90 10
5 75 25
5,1 90 10
6 90 10
Phuong phap MFI

Tét ca cdc mAu c6 tinh &n dinh dugc dénh gi4 bing cach str dung thiét bi phén
tich protein don gian hién hinh dong ¢& micro (Micro-Flow Imaging - MFI), m6 hinh
DPA 4200 v6i bd phén do luu lugng tirc thoi 100um tiéu chudn (1,6mm, SP3 c6 bao
boi Silan, sé danh myc san phim 4002-002-001) va vat kinh 5x. Phién ban phin mém
d6i v6i phdn mém hé théng quan sat MFI 13 2-R2.6.2.21.2171.

Céc d4u hiéu dic trung duoc lya chon va cai dat thiét bi bao gbm:

Loai bd hat bén ria — Iya chon

Nhoi hat — lya chon (ngoai trir TO)

Thé tich mAu: 0,5ml
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Thé tich 1am sach: 0,15ml
Thé tich m4u gén dang: 0,30ml (duoc tinh ty dong)

Vao ngdy thir nghiém, ba (thir nghiém don) hoic bén (thir nghiém kép) bom
tiém d6i v6i mdi diéu kién dugc gom vao timg dng nghiém Nunc 15ml riéng biét (s6
danh muyc san phém 339651). Toan bd cong viéc dugce thuc hién trong ti hat an toan

dung cho phong thi nghiém va cac miu MFI dugc kiém tra khi chua dugc pha lodng.

Céc trinh tu chay bao gdm chay mAu tring 13 nuéc trude khi chay timg miu va
chét chudn dé dam bao muc dudng nén cia cac hat 1 c6 ly (thong thudng duédi 600
hat/ml hodc nhé hon 1% hat mau/ml). Viéc rtra béng 30ml nuéce hodc nhidu hon dugc
str dung gitta cdc mau khac nhau va giita cdc mAu va cc chét chudn trudce khi do cac
mirc dudng nén ciia hat (mAu tréing). Néu cic miu tring chua chép nhan duoc, viée rira
b sung duoc thuc hién va mot miu tre"lng khac dugc chay. Viéc rira bﬁng 10ml nudc
dugce st dung gitta cac miu 13p lai va cac chit chuén 13p lai @& 1am sach bot khi khoi
hé théng mot cach thich dang va 1am giam hat. Nudc tir thiét bj millipore Direct-Q typ
1 dugce sir dung cho mau tring va sir dung dé rira (dwoc loc qua mang loc ¢& 0,22um,
chit luong 18,2 MQ). Céc diu pipet Neptune Barrier 10001 dugc ding dé phan phédi

mau dén cong vao ciia mau.

Mbi trinh tw mAu chita mot sb chét chudn dang hat ¢& 5,0pm duge ching nhan
bdi NIST (National Institute of Standard anh Technology) chira 3000 hat/ml ¢6 c& hat
16n hon hogc bang 3um (S6 danh myc san phim CCO5, 16 39588, Exp. July 2012) dé
xac dinh kha néng tai tao trong khi chay. Tinh niing cta cic chit chudn dugc liét ké

trong bang 3.

Bang 3. Tém tit két qua phan tich cac chit chuén dang hat NIST bang cach sir dung
MFI

Thoi | Trungbinh | Trungbinh | 3 doléch [ s chit 8616
diém mau tring chat chuin chuan chuin
TO 207 3105 + 16% 4 39588, chai sb
2
Tl 304 2222 + 6% 4 39588, chai sb
2
T2 337 3109 + 16% 7 39588, 042512
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C& hat riéng r& dugc xac dinh bing cach 4p dung k¥ thuat phan tich protein don

gian con dugc biét dén nhu 13 dwong kinh tron twong dwong (Equivalent Circular

Diameter (ECD)). ECD ciia mét d6i tugng dugc biéu thj bing micron va 13 duong kinh

ctia hinh ciu ma né co cing mdt dién tich bé mit hai chidu giéng nhu hat. Nén san
phém MFI chuyén dién tich cia mot vét thé thanh tri s6 ECD bing cach 4p dung cac
ky thuat chuyén héa thich hgp dé tranh sai s6 v6n c6 khi thyc hién tinh toén truc tiép
dua trén co s& cac kich thudc nhin théy. Céc k¥ thuat chuyén héa dya trén vi€c 1ap ban
d0 toan bd khoang kich thuéc dung cu bang cach sir dung cac hat polystyren NIST c¢6
thé theo ddi qua vét. Mic dii viée chuyén héa 14 dya trén cac hat polystyren, khing
dinh ctia ngudi bén hang 13 & chd cach van hanh duy nhét cta nén san phdm MFI s&
dam bao cac két qua thu duoc tir thiét bi nay la khong nhay véi cac déc tinh nguyén
lidu hat. Do d6, thiét bj nay khong doi hoi hidu chinh ddi voi cac loai mAu cu thé dé

vén hanh mot cach thich hgp.

Phuong phép do mau

Mau cia miu dugc phan tich bing cich 4p dung quy trinh thir nghiém tiéu
chuén. Tri s6 mau dbi véi timg miu duge ghi lai theo dinh nghia v& mau trong dugc
dién Chau Au (European Pharmacopoeia - EP) (Bang 4). Vi du, tir B1 d¢én B9 1a thang

mau ndu nhu dugc dinh nghia trong duoc dién Chau Au.

Bang 4. Khoang mau d6i véi duge dién Chau Au

e | . P& MO ta
Y7 Y1 Thang mau vang
B9 Bl Thang mau niu
BY7 BY1 Thang mau ndu-vang
GY7 GY1 Thang mau xanh 14 ciy-vang
R7 R1 Thang mau d6

Thir nghiém d¢ 6n dinh quang hoc

Céac bom tiém chira timng ché phim trong s6 bén ché phdm F1 dén F4 nhu da
dugc boc 10 trong Bang 16 duge dua dén thu nghiém do én dinh quang hoc. Noi
chung, mudi hai bom ti€m (ba bom tiém cho mdi ché phdm) dwoc dit 1én bé mit cia

mdt hdp dugc phii bing gidy in tring d3t bén dudi ngudn sang 7,62cm (3,5 inso). Bom
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tiém dugc dit theo thir tu bing s6 nhu sau (1234 123 4 12 3 4) cach nhau khoang 1
inso. Bom tiém & hai dau (1 va 4) dugc dit cach 10,88cm (5 inso) tinh tir cac du cua

nguodn sang.

Céc ngudn séng 13 hai dén huynh quang c6 4nh sang tring lanh (GE Ecolux
F20T12-CW-ECO, 20W mdi dén) va hai dén huynh quang gin cuc tim v6i sy phan bd
phé tir 320 dén 400nm, 20W m&i dén. Thoi gian phoi sang & nhiét do moi truong 1a 14
ngay d6i v6i cac dén huynh quang 4nh sang trang lanh va 88 gidr d6i véi cac dén gin

cuc tim.
Nghién ctru khudy

Ba bom tiém ddi v6i mdi ché phdm khéc nhau cin thir nghiém duoc 14y ra tir
diéu kién bao quan lanh va dugc gom vao cic 6ng nghiém hinh nén Nunc 15ml va
dugc git chit mot céch riéng r& vao nén clia méy lic theo quf dao Thermo Scientific
MaxQ 2000 va dugc khudy & 150 vong/phut trong thdi gian 24 gid trong diéu kién

sanh sdng va nhiét d cia mdi truong xung quanh.

Nghié€n ctru chu trinh 1am lanh d6ng-tan gia (Freeze-Thaw - F/T)

Céc bom tiém d6i v6i m&i ché phdm khac nhau cin duoc thir nghiém, duge 1y
ra tir didu kién bao quan lanh va dugc gom lai vao cac 6ng nghi€ém hinh n6n Nunc ¢&
15ml. Sau d6, cdc miu d4 gom dugc tham gia 5 chu trinh 1am lanh dong (-20°C) va

1am tan gi4 (bang cach sir dung nudce & nhiét do mdi truong).

Nghién ctru I: Sang loc ché phim dang 16ng 14n thir nhit

Thtr nghiém sang loc ché phim ban diu dbi vé6i ché phim 16ng MOR6654B
duoc thiét lap d@é thu nghiém, vi dy, cac dung dich dém, cac chit lam én dinh, cac t4
dugc va céc trj sb d pH khac nhau. Vai ché phim ciing dugc nghién ciru ti mi dé thu
dugc kinh nghiém trong viéc lya chon bao bi hang diu va dé thu duogc kinh nghiém vé
d6 6n dinh cta ché phédm 1éng MOR6654B & cac loai PFS khac nhau (bom tiém nap
trude).
Chuén bi m3u

Céc ché phém dugc tao ra bﬁng cach str dung dugc chit (MOR6654B) thu dugc
tir dong té bao CHO biéu hién khang thé don dong khong dugc fucosyl héa & ndng d
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trong nuéc 1én dén 160g/1. Dugc chit MOR6654B dugc tron véi lugng dung dich ta
dugc lodng thich hop, dugc loc v6 tring, dugc nap vo khuin vao lo thuy tinh v tring
1ml PFS (thé tich nap 0,7ml) hogic 6ml (thé tich nap 3,6ml) va dugc nit bing nit lyo
Daikyo D21-7S V10-F7-3WRS RB2-TR. Tt ca cac ché phdm dugc thir nghiém c6
ndng d6 MOR6654B 1 100g/1.

Béang 5: Danh muc ché phim, sang loc ché phim léng MOR6654B 14n thir nhit

(100g/1)
PP (bao bi hang diu); HPbCD (hydroxyproyl-b-xyclodextrin)

Dang @5 pH Dung dich dém 20mM [chit 1dm 6n dinh  |chét hoat dong bé mat PP
1 6,5 Histidin Trehaloza 270mM Polysorbate 20 0,04% PFS
2 65 Xitrat ArgHCI 150mM  Poloxame 188 0,3% PFS
3 6,5 Histidin Trehaloza 270mM Polysorbate 20 0,04% PFS
4 7 Sucxinat ArgHCI 150mM  Polysorbate 20 0,04% PFS
5 7 Xitrat Trehaloza 270mM None PFS
6 7 Histidin Manitol 270mM  Poloxame 188 0,3% PFS
_______ 7 6 Xitrat Manitol 270mM  Polysorbate 20 0,04% PFS
8 6,5 Histidin Trehaloza 270mM Polysorbate 20 0,04% PFS
9 6 Histidin ArgHCl 150mM  Khoéng PFS
10 6 Sucxinat Trehaloza 270mM Poloxame 188 0,3% PFS
11 6,5 __Sucxinat Manitol 270mM  Khong PFS
12 6,5 ~ Sucxinat Trehaloza 270mM  Polysorbate 20 0,04% PFS
13 6,5 Histidin Trehaloza 270mM HPbCD 2,5mM PFS
14 6,5 Histidin NaCl 150mM Polysorbate 20 0,04% PFS
15 6,5 Histidin Trehaloza 270mM Polysorbate 20 0,04% VIAL
16 6,5 Histidin Trehaloza 270mM Poloxame 188 0,3% VIAL
Két qua

Céc bang két qua dbi véi sic ky loai trir theo kich thuée (SEC-HPLC)

Bang 6. D tinh khiét ctia cac mAu theo SEC trong diéu kién stress 1a 1am lanh dong-

tan gia
Ché pham Céacsanphdmkétty  Picchinh  Céac san pham thoai bidn
1 0,52 99,38 0,10
2 0,59 99,31 0,10
3 0,51 99,39 0,10
4 0,62 99,29 0,08
5 0,62 99,29 0,10
6 1,92 97,94 0,13
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Ché pham Céc san pham kéttu  Picchinh  Céc san phim thoai bién
7 1,26 98,66 0,08
8 0,53 99,36 0,10
9 0,56 99,35 0,10
10 0,64 99,28 0,08
11 1,75 98,15 0,10
12 0,56 99,38 0,07
13 0,51 99,40 0,09
14 0,72 99,19 0,08
15 0,56 99,35 0,09
16 0,56 99,36 0,09

Bang 7 D9 tinh khiét cia cac miu theo SEC trong diéu kién stress 1a 1ic

Ché pham Cac san phém két tu Pic chinh Cac san phém thoai bién
1 0,51 99,37 0,12
2 0,60 99,31 0,09
3 0,52 99,38 0,10
4 0,68 99,23 0,09
5 0,73 99,16 0,11
6 0,70 99,18 0,12
7 0,65 99,25 0,10
8 0,54 99,35 0,11
9 0,53 99,37 0,10
10 0,64 99,27 0,09
11 0,64 99,25 0,10
12 0,58 99,30 0,13
13 0,53 99,37 0,10
14 0,62 99,25 0,13
15 0,57 99,31 0,12
16 0,58 99,30 0,12

Béng 8 Do tinh khiét ctia cac mAu theo SEC trong diu kién stress nhiét (40°C)

Ché phim Céc san phim két tu Picchinh  Céc san phidm thoai bién
1 1,09 95,84 3,07
2 1,05 95,93 3,02
3 1,13 95,72 3,15
4 1,34 95,22 3,44
5 2,06 94,06 3,88
6 1,58 94,77 3,65
7 1,33 95,75 2,92
8 1,13 95,75 3,12
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Ché phdm Céc san phim két tu Pic chinh Céc san phdm thoai bién

9 0,90 95,89 3,21
10 1,24 95,78 2,98
11 1,45 95,48 3,07
12 1,14 95,81 3,05
13 1,02 95,90 3,08
14 1,21 95,63 3,17
15 1,32 94,75 3,92
16 1,51 93,56 4,93
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Bang 11: Céc bién thé tich dién cta c4c mAu theo CEX trong diéu kién stress 14 1am

lanh dong-tan gia
Ché phdm  Bién thé c6 tinh axit Pic chinh Bién thé c6 tinh bazo

1 5,18 65,42 29,40
2 5,10 66,21 28,69
3 4,97 66,01 29,01
4 5,27 65,34 29,40
5 5,35 64,79 29,86
6 5,23 65,78 28,99
7 5,38 65,60 29,02
8 5,24 67,21 27,55
9 5,02 64,24 30,74
10 5,56 65,18 29,26
11 5,50 65,04 29,45
12 5,19 66,32 28,49
13 5,45 65,06 29,49
14 5,43 66,04 28,54
15 5,33 66,18 28,49
16 5,24 66,11 28,65

Bang 12: Bién thé tich dién cta c4c miu theo CEX trong diéu kién stress 14 lic

Ché pham  Bién thé c6 tinh axit Pic chinh Bién thé c6 tinh bazo
1 5,09 66,35 28,56
2 5,03 66,83 28,13
3 5,05 66,98 27,97
4 5,07 66,60 28,33
5 5,17 65,47 29,36
6 5,34 66,70 27,97
7 5,36 66,63 28,01
8 5,11 66,95 27,94
9 4,78 66,45 28,77
10 4,99 67,25 27,76
11 5,12 66,21 28,67
12 5,21 67,18 27,60
13 5,41 66,40 28,19
14 5,05 67,29 27,66
15 5,14 66,70 28,16
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Ché phdm  Bién thé c6 tinh axit Pic chinh Bién thé c6 tinh bazo

16 5,15 66,84 28,01

Béng 13: Céc bién thé tich dién cta cac miu theo CEX trong diéu kién stress nhiét
(40°C)

Ché phdm Bién thé c6 tinh axit  Pic chinh Bién thé c6 tinh bazo
1 13,41 59,24 27,35
2 12,00 61,63 26,37
3 14,43 58,54 27,03
4 13,59 60,20 26,21
5 14,40 58,18 27,42
6 15,36 58,63 26,01
7 14,83 58,99 26,18
8 14,10 59,34 26,55
9 12,70 58,92 28,38
10 15,17 58,64 26,19
11 14,09 58,86 27,05
12 14,31 59,15 26,54
13 14,54 58,97 26,49
14 12,22 61,15 26,62
15 15,01 58,21 26,79
16 16,54 56,43 27,03

Bang 14: Bién thé tich dién theo CEX déi véi t0, va d6 6n dinh cua cac miu & nhiét do
5°C

2 .z .z . Biénthé Biénthé Biénthé  Bién thé
Bién thé Bién thé co

Dang ¢6 tinh axit tinh axit c().tinh ¢ tinh c6 tinh c6 tinh

axit bazo bazo bazo
z 3thang ¢ 6 thang & 3thing & 6 thang &

o T0 5°C 5°C 10 5°C 50C

1 4,19 6,13 14,43 30,56 25,39 20,14

2 4,73 5,66 14,35 30,18 26,33 20,81

3 4,73 6,33 14,9 29,48 26,66 20,48

4 4,76 5,71 14,08 29,71 26,16 21,53

5 4,8 5,91 14,47 30,69 27,66 20,82

6 4,97 6,22 15,73 29,1 26,14 21,2

7 4,68 55 14,33 29,15 25,69 21,45

8 4,75 5,99 14,98 29,12 25,91 20,77

9 4,71 5,54 14,13 30,48 25,89 21,24

10 4,78 5,83 14,55 29,38 26,11 21,12
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11 4,89 5,82 14,04 30,24 26,39 21,3

12 4,74 6,2 14,52 28,29 25,8 20,98
13 5,04 6,26 16,13 30,22 25,75 21,43
14 5,02 5,7 14,62 28,86 25,26 21,38
15 5,02 5,9 16,87 29,02 25,81 22,59
16 5,17 6,01 16,92 29,07 25,48 22,52

Béang 15 Bién thé tich dién theo CEX dbi véi t0, va do 6n dinh ciia cac miu & 25°C

Bienth¢  Biénthé  Bién thé

Bién thé Bién thé c6 tinh c6 tinh c6 tinh Bién thé c6

Dang

cO tinh axit c6 tinh axit . tinh bazo
axit bazo bazo
% 3thangd 6 thang & 3thang & 6 thang &

50 T0 25°C 25°C 0 25°C 25°C

1 4,19 7,75 27,71 30,56 24,44 21,16

2 4,73 6,81 22,26 30,18 25,64 20,38

3 4,73 6,81 24,95 29,48 24,38 20,28

4 4,76 8,02 24,73 29,71 24,96 20

5 4,8 7,67 28,55 30,69 23,86 21,46

6 4,97 7,36 25,94 29,1 24,86 18,62

7 4,68 7,05 31,1 29,15 23,96 20,23

8 4,75 7,85 27,67 29,12 24,73 20,93

9 4,71 7,72 29,52 30,48 24,65 19,3

10 4,78 7,87 27,61 29,38 24,76 20,33

11 4,89 8,7 36,3 30,24 23,58 19,85

12 4,74 7,24 25,53 28,29 24,91 20,58

13 5,04 7,41 24,77 30,22 24,14 19,91

14 5,02 7,75 29,63 28,86 25,37 21,95

15 5,02 8,09 28,7 29,02 24,56 20,01

16 5,17 8,18 32,26 29,07 24,94 22,16

Toém tat két qua, sang loc ché phim 16ng 14n thir nhét

Mudi sau ché phdm khang thé don dong, MOR6654B, dugc dé én dinh trong
thoi gian dén sdu thdng & nhiét do 5°C va 25°C. Ngoai ra, cac ché phdm gidng hét
dugc dit trong diéu kién stress 1a khuéy, chu trinh F/T 13p lai va diéu kién stress nhiét
(1 thang & nhiét dd 40°C). Nhiéu phwong phép phan tich sinh ly va sinh héa dugc ap
dung d& xac dinh xem liéu c¢6 su khic biét gitta cac ché phém vé @0 6n dinh hay
khong. Dit li¢u SEC chi ra sy khéc biét vé d6 dn dinh trong sb cac ché phim dugc thu.
O cac mau trong diu kién stress léc, ché phém 5 (46 pH=7 khong chtra chét hoat dong

bé miit) thé hién mirc ting cic san phim két ty Ia 16n hon, chimg minh anh huéng c6
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loi cta polysorbate. Mirc ting san phadm két tu cao hon nhiéu dwoc ghi nhin & ché
phdm manitol va ché phadm natri clorua trong didu kién stress 12 1am lanh d6ng-tan gia.
Két qua ctia nghién ctru thir nhit nay c6 thé dugc tém tit nhu sau: d6 pH thich hop 1a
6,0. Chét 1am 6n dinh khong ion dugc thir nghiém, Trehaloza, 14 c6 lgi dbi véi do 6n
dinh ciia ché phim. Polysorbate 20 1a ¢6 loi d6i voi d6 6n dinh ctia ché phdm chéng lai
su hinh thanh két tu.

Nghién ctru IT: Sang loc ché phim 16ng 14n thir hai

Ché phim khang thé khang BAFFR

Ba ché phdm (F1, F2, va F3) MOR6654B v6i ndng d6 khing thé cao 1a
150mg/ml va mdt ché phdm véi ndng d6 khang thé thdp hon 14 20mg/ml (F4) dwoc
d4nh gia vé d6 6n dinh. Bén ché phim F1, F2, F3 va F4 dugc nap vao bom tiém thiy
tinh silicon ¢& 1,0ml va chtta dung dich dém, dudng, chét hoat dong bé mit va axit

amin tr do nhu dugc thé hién trong bang 16.

Béng 16: Thanh phan ciia cic ché phadm thir nghiém

MOR6654B | Dung dich DPuong Chét hoat dong bé| Axit amin

dém mat

F1 | 150mg/ml 20mM 220mM 0,04% -
histidin; 6,0 | sucroza polysorbate 20

F2 | 150mg/ml 20mM 220mM 0,04% -
histidin; 6,0 | trehaloza polysorbate 20

F3 | 150mg/ml 20mM 120mM 0,04% 50mM
histidin; 6,0 | sucroza polysorbate 20 arginin-HCl

F4 | 20mg/ml 20mM 220mM 0,04% -
histidin; 6,0 | sucroza polysorbate 20

Céc mau ciia moi ché pham duoc chuén bi va kiém tra vé d6 6n dinh & ba nhiét
d6 khac nhau. Bon ché pham dang 16ng dugc dit trong cac difu kién bao quéan thir
nghiém va ki€m tra d6 on dinh sau khi bio quan &

2°C dén 8°C & thoi didm 0 (to), va 2 thang (t,)
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25°C & thoi diém 0 (to) va 2 thang (t,)
40°C & thoi diém 0 (t0), 1 (t;) va 2 thang (t)

Ngoai viéc bao quan & cac nhiét dd khac nhau, cac ché phdm dwgc dé trong
nhiéu didu kién stress, nhu phoi sang trong thoi gian dai, khudy va nhiéu chu trinh lam
lanh déng-tan gia (F/T). Timg miu dugc phén tich bing cach 4p dung nhiéu loai
phuong phép.

Két qua va thao ludn, ché phim sang loc Ian thir hai

Ca bdn ché phim dugc kiém tra tai cing mdt thoi diém, ty theo didu kién
stress. Tai thoi diém khong (t0), viéc do dugc thuc hién 1ap lai 2 l4n, cling nhu viéc do
dugc thuc hién sau hai thang (t2). Tht ca cac mAu khac chi dugc phan tich véi mot lan

13p lai duy nhét. Cac két qua thich déang hon dwoc béo céo dudi day.

Po 9 duc bang duc ké

Po d6 duc bing duc ké 1a phuong phap do d6 duc duoc ap dung dé phét hién su
c6 mit ctia cac két tu hoa tan hodc dé chi mau tre“'mg stra. Két qua dugc liét ké theo don

vi @ duc khi do bang duc ké (nephelometric turbidity unit - NTU).

Bang 17: Pon vi d6 duc khi do bing duc ké (NTU)) dbi Vi cac ché phim MOR6654B
dugc bao quan & nhiét 4o 40°C trong khoang thoi gian dén hai thang.

to 40°C trong 1 thang  |40°C trong thdi gian 2 thang
F1 5,16/5,26 6,19 4,00/ 4,07
F2 4,63 /4,39 4,99 4,12 /3,95
F3 8,94/ 8,54 9,60 8,34/8,33
F4 3,54 /3,63 4,39 3,40 /3,39

Két qua cua phuong phép do d9 duc bing duc ké cho thdy protein nay khé n
dinh vé& mit vt ly, khong c6 sy thay ddi vé bé ngoai tham chi sau hai thang & 40°C.

Khong bat ngo 1, viéc bio quéan & cac nhiét d§ thip hon khong tao ra sy thay
dbi dang ké bat ky vé tri s6 NTU déi véi ché phdm bét ky (Bang 18). Van chua biét rd

tai sao ché phém 3 ¢6 tri s6 NTU cao hon.
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Bang 18: Pon vi d6 duc khi do bang duc ké (NTU) dbi v6i cac ché phdm MOR6654B
dugc bao quan ¢ nhi¢t d§ 4°C hodc 25°C trong thoi gian hai thang.

to 2°C dén 8°C trong thoi gian 2 25°C trong thoi gian 2 thang
thang
F1 | 5,16/5,26 4,56 /4,48 4,10/3,65
F2 | 4,63/4,39 5,56 /4,09 3,43/3,39
F3 | 8,94/8,54 8,11/7,95 9,57/8,55
F4 | 3,54/3,63 3,43/3,47 2,98/2,76

Bang 19: Pon vi d duc (NTU) ) ddi véi céc ché pham MOR6654B trong didu kién
stress 1a khuay (agit), nhi€u chu trinh F/T (F/T), va tiép xtic v6i anh sang trong thoi
gian dai (photo).

to Agit F/T Photo
F1 | 5,16/526 6,72 6,28 4,02
F2 |  4,63/439 5,22 5,26 3,91
F3 | 894/8,54 9,58 9,18 8,59
F4 | 3,54/3,63 4,48 422 3,15

Cuéi cling, phwong phap do d6 duc bang duc ké dbi v6i cac miu trong cac didu
kién stress, nhu khudy, nhidu F/T chu trinh, va tiép xtic voi 4nh sang trong thoi gian
dai chi bc 10 cac thay dbi nhd & cac ché phdm bt ky trong didu kién stress bét ky. Vi
dy, ché phdm 1 thé hién su gia ting khoang 1,5 NTU trong diéu kién stress khudy va
khoang 1 NTU trong diéu kién stress F/T. Béng c4ch so sanh, muc ting & ché phdm 2
12 nh6 hon 1 NTU trong ca hai diéu kién stress. Tuong tu, ché phdm 4 & ndng do thip

hon, ma con chira sucroza, thé hién su gia tang nhe khoang 1 NTU khi khudy.

Do theo phuong phép sic ky 16ng cao ap (HPLC)

Séc ky loai trir theo kich thuéc (SEC)
Ba loai phan tich sic ky l6ng cao 4p duge thuc hién dbi véi cac miu ndy, bét

diu véi sic ky loai trir theo kich thuéc (size exclusion chromatography - SEC). C6
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hién twong hut monome rd rang nhu duge do theo phwong phap SEC d6i véi cac miu

da dugc bao quan & nhigt 46 40°C trong mdt thang hodc hai thang (Bang 20).

Bang 20: D tinh khiét (theo phén trim monome) dugc x4c dinh theo phuong phép
SEC-HPLC dbi v6i cac miu MOR6654B duoc bao quan & nhiét do 40°C trong thoi
gian dén hai thang.

to 40°C trong 1 thang  [40°C trong thoi gian 2 thang
F1 99,74 /99,78 92,71 92,08 /92,27
F2 99,64 /99,60 93,51 92,39/92,61
F3 99,77 /99,76 93,26 92,43 /92,32
F4 99,67 /99,53 93,80 93,58 /92,87

C6 hién twgng hut khoang 7% dén 8% monome nhu dugc xac dinh theo phuong
phap SEC d6i v6i cac miu duge bao quan & nhi¢t 40 40°C trong thoi gian mét thang
hodc hai thang.

Bang 21: D tinh khiét (theo phan trdim monome) x4c dinh dugc theo phwong phap

SEC-HPLC SEC dbi véi cac mdu MOR6654B dugc bao quan & nhiét d¢ 4°C va 25°C
trong thoi gian hai thang.

to 2°C dén 8°C trong thoi gian 2 thang|25°C trong thoi gian 2 thang
F1 |99,74 /99,78 99,62 /99,63 99,35/99,58
F2 | 99,64 /99,60 99,61 /99,59 99,50/99,35
F3 199,77/99,76 99,58/99,57 99,18 /99,26
F4 | 99,67/99,53 99,60/ 99,57 99,26 /99,42

Déi v6i cac miu duogc bdo quan & nhiét do thép hon, khéng c6 hién tuong hut
monome & 4°C va chi hut mot lugng rat nhé khoang 1% & 25°C. Khi xem xét c4c anh
hudng cia didu kién stress, c¢6 sy gidm nhe & tit ca cac ché pham khi khudy va tham
gia chu trinh F/T, nhung khong c6 sy khac biét thyc sy giita cac ché phim. Bing cach
quang phan, nhan thiy ham luong monome giam nhe. Mét 1an nita, khéc biét giita cac

ché phim la khong thuc sy rd rét.
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Béang 22: Pon vi d9 duc (NTU) dbi voi cac ché pham MORG6654B trong diéu kién
stress khudy (agit), nhiéu chu trinh F/T (F/T), v tiép xtic v6i 4nh sang trong thoi gian
dai (photo).

to Agit F/T Photo
F1 99,74 /99,78 99,29 98,86 98,94
F2 99,64 /99,60 99,04 98,96 98,86
F3 99,77/ 99,76 98,85 7 98,98 98,44
F4 99,67 /99,53 99,01 98,93 98,68

Mic du viéc kiém tra ham lugng monome téng 13 ¢6 ich, c6 thé hiru hiéu hon
khi xem xét bién dang v& d6 én dinh téng thé. Cac bang dudi ddy tém tit ty 18 phén
trim ctia mdi pic quan sat dugc & mbi vi tri. D& thuén tién, cac pic dugc sép xép theo
thir tur theo thoi gian luu twong tng (RRT) ciia chiing dé loai bo sy thay dbi khong
dang ké vé thoi gian chay.

Bang 23. Bién dang vé d6 6n dinh tdng thé nhu do dugc theo phuong phap SEC dbi

v6i cic mau MOR6654B dugce bdo quan & nhiét d6 40°C trong khoang thoi gian dén
hai thang.

RRT
5 oz (S0 1an| Thoi
Chépham 11 gidm | 081 084|088 091 0,95) 1,00 |1,07/1,22|1,381,58
Chéphaml| 1 | 0 10,13 ] - 199,74| 0,04 (0,09
& o4 [  [99,78]  [0,03[0,04]
Chéphdm2| 1 | 0 031 99,64] (0,05
STl 1633 [ [9960l To07| |
Chéphim3| 1 | 0 017 [ [99,78]  [0,05]0,05
- ol o] 99,77 [0,05
Chéphdm4| 1 | 0 ozt | 19991 0,17
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2 0 0,17 99,59 0,07 0,17
Chéphdm 1| 1 1 1,12 92,85(5,350,68
Ché phdm2 | 1 1 1,10 93,98(4,43|0,49
Ché pham 3| 1 1 0,90 0,07 93,61(4,84|0,58
Ché pham 4 | 1 1 0,78 94,70 (4,03 0,49
Chéphdm1| 1 | 2 ]o,16 0,18] 92,08(6,40(1,18]
| 2 | 2 [l 0,21 92,2716,31]1,05
Ché pham2 | 1 2 0,44 '92,39 6,05/ 1,12
_ 212 0,19 0,25/92,61(5,94| 1,01 |
Ché phdm 3 | 1 2 0,14 .'0,2_0 92,43(6,27/ 0,96
2 [ 2 [017]  0,19]92,32[6,27] 1,05
Chéphimd| 1 | 2 0.30] 0,18 93,58 4,79 1,15
51 2 0,29/ 0,18 92,87]5,391,26

Khong phat hién thy pic két tu c6 phan tir lrgng cao nao tai thoi diém t0 (Bang
23), va chi c6 phat hién thiy ba tap chit, bao gbm trén pic & RRT 0,88, ma c6 1& 1a mot
oligome thudc mét sb loai. Khi bao quan & nhiét 46 40°C trong thoi gian mot thang
hodc hai thdng, hdm lugng monome gidm d4ang ké, trong d6 hiu hét cac san phdm
thoai bién rira giai chdm hon pic chinh (Bang 23). Piéu nay cho thiy ring, dbi véi cac

ché phim nay, sy phan manh con kho giai quyét hon nhiéu so véi sy két tu.

Doi v6i cac miu dugc gia nhiét & nhiét do 25°C trong thoi gian hai thang,
monome hut rét it (< 1%) (Bang 24). Diéu ndy cho thdy ring ning lugng hoat héa biéu
kién d6i véi chu trinh thoai bién so clp 1a kha 16n, ma s& phi hgp véi thodi bién nho
thity phan. Twong tu vé&i hai pic phan doan dugc nhan théy ¢ RRT 1,07 va 1,22, v6i
pic & 1,07 16n hon mdt chit & tit ca cic mAu. Trén thyc t&, RRT 1,22 13 kha nho & ché
phim 1 va ché pham 2, khién cho ching khong dugc hop nhit trong qua trinh chay.
Theo cach khac, chi c6 su khac biét rit nhod giita cac ché phém bado quan & nhiét do
25°C khi dugce danh gia boi SEC.
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Bang 24. Bién dang 49 én dinh téng thé nhue do dwgc béi SEC dbi voi cac miu
MOR6654B dugc bao quan & nhiét do 25°C trong thoi gian hai thang.
RRT
Ché pham |[S6 1an L3p lai|Thoi diém|0,81(0,88{0,91]0,96 | 1,00 [1,07[1,22(1,38]1,58
25C
Ché phim 1 1 0 0,13 99,74 0,04]0,09
5 0 o 99,78 [0,03[0,04
Chiphim2] 1 T 99,64 [0,05
= 'y 0 033 99,60] 0,07
Ché pham 3 T 0 10,17 99,78  10,05/0,05
‘ 2 0 0,19 199,77] 10,05]
Chéphim4| 1 0 T0.12] 9971 017
e 0 0,17 99,59  [0,07]  |0,17
Ché pham 1 1 2 033[9935]  [0,32
2 2 0,13 99,58 0,29
Ché phiam 2 1 2 0,29 99,50 0,21
P 2 0,34 99,35 0,31
Ché phim 3 1 2 0,47 99,18 0,31]0,03
2 2 0,41 99,26 0,29]0,03
Ché pham 4 1 2 0,40 99,26 0,33/0,01
2 2 0,35 99,42 0,21]0,02

Déi véi cac mau bao quan ¢ nhi€t do 4°C trong thoi gian hai thang, khong cé

hién tugng hut monome nhin dugc béng mét thuong béi SEC & mdt trong hai vi tri

(bang 23). Lugng oligome gin nhr 12 gidng hét dbi véi tht ca céc ché phim.

Khi c4c diéu kién stress khac nhau dugc thir nghiém (thir nghiém khudy, F/T,

va bén véi anh séng), thi nhan thdy sy thoai bién nhe béi SEC. Viéc khudy ciing nhu

viée 13p lai chu trinh F/T dudng nhu khéng giy ra su thoi bién hoa hoc dang ké va su

tang nhe ve€ mirc oligome. Tat ca cac ché pham déu bidu hién gan nhu giéng nhau.
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Bing cach tiép xtic v6i 4nh sang, phuong phap phén tich SEC bidu thi muc phan méanh

cao hon d6i véi ché phim 3 (Bang 26).

Bang 25. Bién dang do 6n dinh tng thé nhu do dugc theo phuong phép SEC d6i véi
cic mau MOR6654B dugc bao quan & nhi¢t d§ 4°C trong thoi gian hai thang.

RRT
Ché phdm | S6 13n 13p lai [Thoi diém| 0,81 ]0,84]0,8810,91] 1,00 [1,07]1,22]1,38]1,58
4C
Ché pham 1 1 0 0,13 99,74 0,04/0,09
' 2 0 10,14 199,78]  0,03[0,04
Chéphdim2| 1 -0 031 [99,64 10,05 f
, -2 0 0,33 99,60 0,07|
Ché pham 3 1 0 0,17 99,78 0,05]0,05
L 2 0 0,19| 99,77 0,05
Ché phim 4 i 0 10,12 99,71 0,17
2 0 0,17 99,59 0,07 0,17
Ché phim 1 1 2 0,32 99,62 0,06
2 2 0,32 99,63 0,05
Ché pham 2 1 2 0,34 99,61 0,05
2 2 0,35 99,59 0,06
Ché pham 3 1 2 0,35 99,58 0,07
2 2 0,36 99,57 0,07
Ché phdm 4 1 2 0,34 99,60 0,05
2 2 0,37 99,57 0,06

Béng 26. Bién dang d6 én dinh tdng thé nhu do duoc theo phuong phap SEC dbi véi
céc ché phim MOR6654B dugc dat trong diéu kién stress 1a khudy (agit), nhidu chu
trinh F/T (f/t), va tiép xuc v6i anh sang trong thoi gian dai (photo).

RRT

Ché phém | S0 11*:1‘ 1P | Thoi didm|0,81(0,88]0,95( 1,00 |1,07(1.22(1,29]1.38| 1.40| 1,58
Ché phim 1 1 0 0,13 99,74 0,04 0,09

S 2 0 0,14  199.78] (0,03 0,04
Ché pham2| 1 0 10,31 99,64  1005] |
= 2 0 1033 oo.60]  0,07]
Ché phim 3 1 0 [ [o17] 99.78]  fo,05] 0,05

= s 0 | o9} o7 Toos '
Chéphdm4] 1 0 l0,12] 199,71 ' 0,17

i ) 0 0,17 199,59 0,07 0,17
Ché phim 1 1 agit 0,69 99,31
Ché phdm 2 1 agit 0,94] 199,06
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Ché pham 3 1 agit 0,98 98,89 0,11 0,02
Ché pham 4 1 agit 0,85 99,15
Ché pham 1 1 F/T 0,94 98,85 0,20
2 F/T 0,94 98,91 0,15
Ché phdm 2 1 F/T 0,90 98,96 0,13
2 F/T 0,90 99,00 0,09
Ché phim 3 1 F/T 0,92 98,99 0,09
2 F/T 0,92 98,99 0,09
Ché pham 4 1 F/T 0,79 99,09 0,12
2 F/T 0,79 99,09 0,10
Ché phim 1 1 photo 0,77 98,94 0,25(0,04
2 photo 0,80 98,92 0,250,04
Ché pham 2 1 photo 0,87 98,86 0,24/0,03
2 photo 0,90 98,84 0,240,03
Ché pham 3 1 photo 0,61/0,26(98,44/0,09/0,57(0,03
2 photo 0,62]0,25(98,49/0,10[0,52[0,02
Ché pham 4 1 photo 0,91 98,68 0,36/0,05
2 photo 0,95 98,56 0,44/0,05
RP HPLC

RP HPLC cung cip théng tin v& hién tugng thodi bién hoa hoc c6 thé xay ra &
protein.

Do su thoai bién hoa hoc dudng nhu xuét hién & MOR6654B, phéan tich RP
HPLC c6 thé mang lai kha nhiéu thong tin.

Tai thoi diém t,, ca bén ché phdm ddu c6 do tinh khiét gin 99,9% theo RP
HPLC.

Sau mdt thang bao quéan & nhiét d6 40°C, do tinh khiét giam dén 96%, mic do
d6 tinh khiét nay cao hon dang ké so véi ché phim 4. Sy chénh léch gifta céc trj s6 nay
bay t6 sw nghi ngd liéu trj s6 nay c6 ding hay khong (Bang 27).

Tai thoi diém hai thang, ca bén ché phdm déu bj giam dén 94%, véi su khac
biét nho gifra cac ché phém, néu ¢é.

Bang 27: D tinh khiét ctia cac ché phdm MOR6654B dugc xic dinh theo phuong
phép RP HPLC sau khi bao quan & nhiét d6 40°C trong thoi gian dén hai thang

Ché pham sd| [protein] mg/ml t0 t1 t2
1 150 sucroza | 99,86 | 99,89 | 96,09 | 93,97 | 94,01
2 150 trehaloza | 99,94 | 99,92 | 96,27 | 94,61 94,12

-53-




27891

3 150 s“"“’gza/Ar 99,93 | 99,93 | 95,82 | 94,13 | 94,30
4 20 sucroza | 99,85 | 99,84 | 98,44 | 94,44 | 94,67

Bang 28. D6 tinh khiét ciia cic ché pham MOR6654B dugc xac dinh theo phuong
phap RP HPLC sau khi bao quan ¢ nhiét d§ 4°C hodc 25°C trong thoi gian hai thang

Ché pham sO|[protein] mg/ml t0 t2 4°C t2 25°C
1 150 sucroza | 99,86 {99,89/96,92(96,85| 96,63 (96,61
2 150 trehaloza | 99,94 {99,92(97,12196,99| 96,95 |96,63
3 150 sucroza/Arg | 99,93 [99,93|96,88(96,99| 96,49 |96,46
4 20 sucroza 99,85 (99,84196,81 97,07 96,34 |96,41

Viéc bao quan & nhiét o 25°C trong thoi gian hai thang 1am gidm d0 tinh khiét
dén ~96,5% theo phan tich RP HPLC (Bang 28). Do tinh khiét d6i v6i cac mau dugc
bao quan & nhiét dd 4°C khong khéc nhau, véi do tinh khiét dat gin 97%. Mot lan nira,

ca bén ché phim déu biéu hién tuong tu.

Nho viéc dugc dit trong cac diéu kién stress, d0 tinh khiét cling bi giam. O céc

nghién ctru khudy va F/T, @0 tinh khiét ndm trong khoang tir 97% dén 98% dbi v6i tht

c4 cac ché phim. Tuy nhién, bing céch ti€p xtic v6i 4nh sang, mirc 4§ thodi bién 16n

hon. Céc ché phim & ndng d6 150mg/ml giam dén 94% trong khi cac ché phdm &

ndng d6 20mg/ml giam dén <90%.

Bang 29. Do tinh khiét xac dinh dugc theo phwong phap RP HPLC cua cac ché phim
MORG6654B dugc dit trong didu kién stress 1a khudy (agit), nhiéu chu trinh F/T (F/T),

va tiép xiic véi anh sang trong thoi gian dai (photo).

Ché phdm s6 [[protein] mg/ml t0 agit F/T photo
1 150 sucroza 09,86 99,89 97,51 98,14 94,47
2 150 trehaloza (99,94 99,92 97,46 97,67 94,45
3 150 Zucroza/ AT 19993 09,03 97,89 (96,68 (94,82
4 20 sucroza 99,85 99,84 96,74 97,29 89,51

Viéc phan tich bang SEC 14 c6 ich dé kiém tra hinh thirc bén ngoai ciia cac san
phim thodi bién ciing nhu tinh to4n mirc hao hut pic chinh. Déi v6i cac mau duogc bao

quén & nhiét do 40°C, bién dang thoi bién dugc tdng két trong bang 30. Chi mot tap
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chét dugc nhin thdy & t0, trong khi nhiéu loai duoc quan séat khi bdo quan & nhiét do

ting cao. Dudng nhu 13 d tinh khiét trong dbi cao dwgc nhin thdy dbi voi ché phim 4
tai thoi diém t1 chi 1a do khéng nhin thdy pic ndy & RRT 1,19 (Bang 30). Néi chung,
c6 su khéc biét rit nhé giita cac ché phim bt ky trong sb bon ché phim vé bién dang
d 6n dinh nhu do dugc theo phwong phap RP HPLC.

Béang 30. Bién dang thoai bién cia cac ché phim MOR6654B xé4c dinh dugc theo
phuong phdp RP HPLC sau khi bao quan & nhiét d6 40°C trong thoi gian mot thang

(dam) va hai thang (nghiéng)

Ché phim | S6 14n lap lai ;};ﬁi 0,67(0,70{0,76|0,86| 0,93 | 1,00 [1,11|1,161,19
40 C
Ché phim 1 1 0 0,14 (99,86
2 0 0,11 99,89
Ché pham 2 1 0 0,11 99,89
2 0 0,21 (99,79
Ché pham 3 1 0 0,12 (99,88
2 0 0,11 99,89
Ché pham 4 1 0 0,15 [99,85
2 0 0,16 (99,84
Ché pham 1 1 1 0,01[0,041,35 96,09 2,51
Ché pham 2 1 1 0,01[0,02(1,44 96,33 2,20
Ché phim 3 1 1 0,02[0,06/1,70 95,99 2,24
Ché pham 4 1 1 0,01[0,031,52 98,44
Ché phim 1 1 2 0,04 2,72 93,97/1,971,29
2 2 0,05 2,73 94,01 3,21
Ché phim 2 1 2 10,02 2,67 94,61 2,70
2 2 10,06 2,73 94,12[1,86|1,24
Ché phim 3 1 2 10,08 2,87 94,13[2,19]0,73
2 2 0,08 2,88 94,30 2,74
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Ché pham 4

1

2 0,05

2,89

94,44

2,62

2

2 0,05

2,72

94,67

2,57

Déi v6i cac mau dugc bao quan & nhiét d6 25°C, cb hai san phdm thoai bién

chinh ma rira giai ra sau pic chinh (Bang 31). Bién dang d¢ on dinh d6i véi ca bbn ché

phém vé co ban 13 nhu nhau & nhiét d6 25°C khi dugc danh gia bﬁng cach 4p dung

phuong phdp RP HPLC. Tuong tw, cac miu bao quan & 4°C c6 bién dang thoai bién
tuong ty nhau (Bang 32).

Béang 31. Bién dang thoai bién cia cac ché phdm MOR6654B xac dinh dugc theo
phuong phdp RP HPLC sau khi bdo quan & nhiét 46 25°C tai thoi diém t0 va sau hai

thang
Ché phim | S61l4nlap lai | Thoi diém [0,67(0,76[0,860,93 [ 1,00 [1,11[1,16[1,19
25°C
Ché phim 1 1 0 0,14 199,86
2 0 0,11 99,89
Ché phim 2 1 0 0,11 (99,89
2 0 0,21199,79
Ché pham 3 1 0 0,12 (99,88
2 0 0,11 (99,89
Ché phim 4 1 0 0,15 [99,85
2 0 0,16 (99,84
Ché pham 1 1 2 0,64 96,63(2,13 0,60
2 2 0,56 96,61]2,24 0,59
Ché phém 2 1 2 0,55 96,95(1,77 0,72
2 2 0,56 96,63|2,21 0,60
Ché phim 3 1 2 0,63 96,49(2,33 0,55
2 2 0,65 96,46(2,17 0,72
Ché pham 4 1 2 0,55 96,34(2,37 0,74
2 2 0,54 96,41(2,16 0,88
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Bang 32. Bién dang thoai bién ciia cic ché phdm MORG6654B xac dinh duoc theo
phuong phdp RP HPLC sau khi bao quan & nhiét d 4°C trong khoang thoi gian 1én

dén hai thang
Ché phim | 580 | s diém | 0,67| 0,76 | 0,86 0,93 | 1,00 | 1,11 | 1,16 | 1,19
4°C
Ché pham 1 1 0 0,14 [99,86
2 0 0,11]99,89
Ché pham 2 1 0 0,11 99,89
2 0 0,21 99,79
Ché pham 3 1 0 0,12 (99,88
2 0 0,11]99,89
Ché pham 4 1 0 0,15 (99,85
2 0 0,16 99,84
Ché pham 1 1 2 0,25 96,92 (2,20 | 0,63
2 2 0,24 96,85(2,3410,58
Ché pham 2 2 2 0,17 97,12/1,87 (0,83
2 2 0,23 96,99 (1,95 [ 0,83
Ché pham 3 1 2 0,16 96,88 (2,96
2 2 0,17 96,99 | 2,84
Ché pham 4 1 2 0,23 96,81 (2,20 0,76
2 2 0,16 97,07/2,06 | 0,71

Khi c4c mau duoc dua di khuay, chi mt san pham thoai bién xuat hién va mirc

d0 13 twong tu & tit ca cac miu (Bang 33). Ché phdm 4 dudng nhur kém n dinh hon

mdt chut so v6i ba ché phadm con lai, c6 thé do ndng d9 protein thdp hon. Chu trinh

F/T 1ap lai cling gdy ra mot s6 tdn hai & muc khiém tén nhu dugc nhan thiy theo phan

tich RP HPLC, véi bién dang twong ty v6i bién dang dwgc nhan thiy khi khudy. Didu

nay dugc nhin thz"ly mot cach 1dp lai trong subt qua trinh thir nghiém, cho tha?'ly réng do

nhay & bé mit phan céch cia protein ndy c6 thé dugc nhin thdy bét k& 13 mot miu

dugc kiém tra hodic miu khac dugc kiém tra. Duong nhu 1 khong can thiét phai tién

hanh ca viéc danh gid d9 nhay tdng thé véi stress khi dit & bé miat phan cach. Cudi

cung, vi€c tiep xic voi 4nh ang tao ra mot sb loai, ma c6 kha ning 1a nhitng manh,
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dugc rira giai ra sém. Trong s0 bon ché pham, lugng céc loai manh nay & ché pham 3

1a cao hon (Bang 33).

Bang 33. Bién dang thoai bién x4c dinh dwgc theo phwong phép RP HPLC cua céc ché
phdm MOR6654B duoc dit trong didu kién stress 1a khudy (agit), nhiéu chu trinh F/T
(F/T), va tiép xiic v6i anh sang trong thdi gian dai (photo).

Ché pham | 5% 122 ipidy kienl0,68| 0,75 0,870,9310.96( 1,00 1,10]1,16(1,241,29
Khudy
Ché pham 1 1 t0 0,14 99,86
2 0,11 99,89
Ché phim 2 1 t0 0,11 99,89
2 0,21 99,79
Ché pham 3 1 t0 0,12 99,88
2 0,11 99,89
Ché pham 4 1 t0 0,15 99,85
2 0,16 99,84
Ché pham 1 1 Agit 0,10 98,07|1,83
2 0,12 96,96|2,92
Ché pham 2 1 Agit 0,29 97,52(2,20
2 0,13 97,40(2,47
Ché pham 3 1 Agit 0,10 98,14(1,76
2 0,11 97,64|2,25
Ché pham 4 1 Agit 0,11 96,79 3,10
2 0,11 96,68 3,21
Ché pham 1 1 F/T 0,17 99,31 0,51
2 0,23 96,96|2,81
Ché pham 2 1 F/T 0,26 97,94(1,80
2 0,27 97,402,33
Ché phim 3 1 F/T 0,17 96,68(3,15
Ché pham 4 1 F/T 0,12 97,11]2,78
2 0,10 97,48(2,42
Ché pham 1 1 photo [0,01 0,62 1,17/94,47|3,73
2 0,01 0,63 1,42196,93 1,02
Ché pham 2 2 photo (0,01 0,65 1,52(94,45(3,38
. 2 0,01 0,68 1,56|94,08(3,68
Ché phim 3 1 photo [0,03 1,36 0,62(94,82[3,17
. 2 0,03 1,40 0,87(93,98[3,73
Ché phdm 4 1 photo 0,24 /0,98 6,05/89,51|3,23
2 0,25 10,93 5,4589,69|3,68
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Séc ky trao dbi cation (CEX HPLC)

Phwong phap séc ky 16ng cao 4p thir ba dugc 4p dung dé danh gia d6 6n dinh
cta bdn ché phAm MOR6654B 1a séc ky trao ddi cation (CEX). Phuong phép nay
dugc du dinh ding dé xac dinh cac san phém thoai h6a ma c6 dién tich khac véi hop

chat goc. Ban dau, ca bon ché pham déu thé hién mdt pic chinh rong ma chiem khoang

98% tbng dién tich pic (Bang 34). Khi dugc bao quan & nhiét o 40°C trong thoi gian

mdt thang, pic chinh nay giam dén 96%, trong d6 ché phdm 4 c6 @9 tinh khiét cao hon

mot chiit (Bang 34). Sau khi bao quan trong thoi gian hai thang & nhiét 46 40°C, pic

chinh nay giam tiép dén 95%, trong d6 ché pham 1 c6 d6 tinh khiét 16n nhét.

Béang 34. Do tinh khiét nhu dugc xdc dinh theo CEX HPLC cua céc ché pham
MORG6654B sau khi duoc bao quan & nhiét d6 40°C trong khoang thdi gian dén hai

thang
t0 tl t2

Ché pham
SO [protein] mg/ml CEX CEX | CEX
1 150 sucroza | 98,30 | 98,28 | 96,76 | 95,76 95,69
2 150 trehaloza | 98,35 | 98,28 | 96,62 | 95,17 | 95,31
3 150 sucroza/Arg| 98,34 | 98,26 | 96,62 | 94,75 | 94,89
4 20 sucroza | 98,30 98,22 | 97,31 | 95,39 95,13

Bang 35. Do tinh khiét nhu dugc xac dinh theo CEX HPLC clia cic ché phim
MOR6654B sau khi dugce bao quan ¢ nhiét do 4°C va 25°C trong thoi gian hai thang

12 25
t0 24C C
Ché phdm s6| [protein] mg/ml CEX CEX CEX
1 150 sucroza | 98,30 |98,28] 97,29 [97,70/97,09 (97,36
2 150 trehaloza | 98,35 [98,28[ 97,45 197,35]97,31[97,20
3 150 sucroza/Arg| 98,34 [98,26 | 97,33 |97,45(97,36 97,35
4 20 sucroza | 98,30 (98,22| 97,05 (97,38/97,42(97,46

Déi véi cac ché phAm MOR6654B dugc bao quan trong thoi gian hai thing &
nhiét ¢ 25°C, do tinh khiét giam tir > 98% dén ~97%, trong d6 ché phim 4 n dinh
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hon mdt chut, nhung chi mét chit théi (Bang 35). Khi dugc bao quan ¢ nhiét 4o 4°C
trong cling khoang thoi gian, c6 sy giam d6 tinh khiét & mot mirc nao do, twong tw véi
mitc giam dwgc nhén thiy déi véi dir liéu RP HPLC. Mot 1an nita, khong hiéu ro dugc
tai sao c su thoai bién manh hon nhiéu & cdc miu & nhiét dd 4°C so v4i & nhiét do
25°C, nhung mirc d9 thoai bién nay 12 nhé va toan bd cac ché phdm MOR6654B déu
c6 mirc d¢ thoai bién x4p xi nhur nhau.

Bing 36. P9 tinh khiét nhu dugc x4c dinh theo CEX HPLC cia céc ché phim

MOR6654B dugc dat trong diéu kién stress 12 khudy (agit), nhiéu chu trinh F/T (F/T),
va tiép xuc véi dnh sédng trong thoi gian dai (photo).

t0 agit F/T | photo

Ché pham sd | [protein] mg/ml CEX CEX | CEX | CEX

1 150 sucroza | 98,30 | 98,28 | 97,59 | 97,54 | 98,91

2 150 trehaloza | 98,35 | 98,28 | 97,37 | 97,49 | 98,82
sucroza/Ar

3 150 g 98,34 | 98,26 | 97,33 | 97,96 | 98,41

4 20 sucroza | 98,30 | 98,22 | 97,31 | 97,56 | 98,82

Bﬁng cach khqu cic miu trong diéu kién chu trinh F/T 13p lai, d§ tinh khiét
giam theo phén tich CEX HPLC, trong d6 c4 bén ché phadm déu giam nhu nhau (Bang
36). Viéc tiép xtic v6i anh sang trong thoi gian dai tao ra su tdn hao rt nhé theo CEX
HPLC, trdi v6i diéu dugc nhan thdy véi SEC va RP HPLC (lan Iuot bang 26 va bang
29). Piéu nay goi y ring c4c san phdm thoai bién da duogc tao ra béi anh sang khong

khéc vé mit dién tich so véi hop chét gbc.
Dién di mao quan khir (rCE-SDS)

Phuong phép dién di mao quan & ddy cho phép xem xét mitc d6 tén hao dbi véi
chudi nhe (LC) va chudi ning (HC) cia khang thé mot cach doc lap. Ngoai ra, né co
thé dua ra uéc luong vé sb lueong protein khong phai 1a LC va HC nguyén ven nhu
dugc biéu thi theo ham lwgng méanh khong phai LC/HC. Tai thoi diém t0, c6 khoang
25% LC va 70% HC theo dién tich pic, khong hiéu chinh dbi véi cac khac biét vé c&
(Bang 37), v6i phan con lai (~5%) dugc tinh nhu 13 cac loai khong phai LC/HC (Bang
38).
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Bang 37. Ty 1¢ phan tram LC va HC nhu dugc xéc dinh theo rCE-SDS & cc ché phim
MOR6654B dugc bao quan & nhiét ¢ 40°C trong thoi gian dén hai thang

t0 tl t2
Ché | [protein]
.z LC|HC|LC| HC |LC |HC|LC |HC|LC |HC
pham s0| mg/ml
1 150 sucroza |(25,0(69,8(25,5]| 69,4 |26,3|64,4|27,5|62,7|27,6|62,3
2 150 trehaloza |25,9(69,4|26,0| 69,2 |26,9|64,7|27,0(62,3{27,0(61,3
3 150  |sucroza/Arg|24,1(70,2|24,5| 69,6 {27,6|62,8|27,5(61,7(27,2|63,8
4 20 sucroza (24,9|67,8|24,9| 67,9 |27,3|67,5(26,5(65,0(27,0|63,6

Sau khi bao quan trong thoi gian mot thang & 40°C, lugng twong dbi ciia LC va
HC thay dbi, trong d6 LC hién chiém ~27% va HC ndm trong khoang tir 62% dén 68%
(Bang 37). Diéu nay biéu thi réng HC bi hut. Diéu nay dugc phan dnh & mirc 46 gia

tang rd rét vé lwong ciia cac loai khong phai LC/HC (Bang 38), khi cac lugng nay ting

gan gip doi so voi cac mirc trude bao quan.

Béang 38. Ty 1¢ ph@n trdm cia cac loai khong phai LC/HC nhu dugc xédc dinh theo
rCE-SDS & céc ch€ phdm MOR6654B dugc bao quan & nhiét do 40°C trong khoang
thoi gian 1€n dén hai thang

t0 t1 t2
Ché pham khong phai khong phai khong phai
s6 [protein] LC/HC LC/HC LC/HC
1 150 sucroza 5,2 9,3 9.9
2 150 trehaloza 4,8 8,4 11,2
3 150 |sucroza/Arg 5,8 9,6 9,9
4 20 sucroza 7,3 5,2 9,0
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Viao cudi khoang thoi gian hai thang, c6 khoang 10% (hoic nhiéu hon) céac loai
khong phai LC/HC. Céc dit liéu ndy goi y ring ché phdm 4 13 manh nhét, véi sy gia
ting cac lugng khong phai LC/HC theo ty 16 phin trim 13 nhé nhét.

Béng 39. Ty 1& phan trim LC va HC nhu x4c dinh dugc theo rCE-SDS & céc ché phim
MOR6654B dugc bao quan & nhi€t 30 4°C trong thoi gian hai thang

t0 ©24C

Chés%hém [protein} LC |HC|LC |HC| LC | HC |LC |HC k;lt?;ig
mg/ml LC/HC

1 150 | sucroza | 25,0 |69,8[25,5(69,4] 26,4 | 66,2 |26,7(66,8] 7,0

2 150 | trehaloza | 25,9 |69,4(26,069,2] 27,3 | 68,7 |27.3(67,9| 4.4

3 150 |sucroza/Arg | 24,1 |70,2[24,569,6| 27,7 | 67,3 |26,9]66,3| 5,9

4 20 sucroza | 24,9 |67,8(24,9(67,9] 25,8 | 67,6 |25,9]67,3| 6,7

Khi cac miu duge bao quan & nhiét do 4°C, vAn c6 hién tuong thoéi bién & mot
muc nao d6 nhu duge nhan thdy boi rCE-SDS, do mirc LC ting tir ~25% dén ~27%
(Bang 39). Trong trudng hop nay, ché phim 2 14 bén nhét véi sy gia ting mot chut vé
lugng céc loai khong phai LC/HC.

Béng 40. Ty 1¢ phén trim LC va HC nhu dugc x4c dinh theo rCE-SDS & cic ché phim
MOR6654B dugc bao quan & nhiét d§ 25°C trong thoi gian hai thang

0 225C
ChéS%hém [protein] LC | HC |LC |HC| Lc |HC|Lc |HC ksl?;lig
meg/ml LC/HC
1 150 | sucroza |25,0] 69,8 |25,5|69.4] 27.9 |67.4|280]675 4.6
2 150 | trehaloza |25,9] 69,4 |26,0(69.2] 27.9 |66.1127.8(67.5 5.3
3 150 |sucroza/Arg|24,1| 70,2 |24,5|69,6| 26,4 |67.5|26.9]66.0 6.6
z 20 | sucroza |24,9] 67,8 |24,9]67,9] 26,1 |68,0]26.768.0] 5.6

Khi dugc bédo quin ¢ nhiét do 25°C trong thdi gian hai thang, c6 sy gia ting

ngang bang vé& ham lwong LC va mire giam ham lugng HC (Béang 40). Luong céc loai
khéng phai LC/HC tang, nhung duong nhw d6i v6i miu 40°C 13 ting nhidu nhét.
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Trong s6 chung, ché phdm 3 dudng nhu c6 @9 6n dinh thdp nhit, nhung cic mic
chénh [&ch 1a nho.
Bang 41. Ty 1¢ phan trim LC va HC nhu dwoc x4c dinh theo rCE-SDS & céc ché phim

MORG6654B trong diéu kién stress 12 khudy (agit), nhiu chu trinh F/T (F/T), va tiép
xuc voi anh séng trong thoi gian dai (photo).

agit F/T photo
Cl}é [protein] khong kh(‘)n'g khc‘)n.g
pham LC |HC| phai | LC |HC | phai | LC |HC| phai
s6 | mg/ml LC/HC LC/HC LC/HC

1 150 sucroza (28,3(67,2| 4,5 |28,7(67,6| 3,7 | 27,3 |66,2| 6,5

150 trehaloza (28,268,3| 3,5 |27,967,7 4,4- 27,0 |66,1| 6,9

150 | sucroza/Arg|28:3|68.4| 33 [27,6[693] 3,1 | 26,6 66,1 7.3

A W N

20 sucroza |26,9(69,1| 4,0 [26,969,5| 3,6 | 26,2 |64,6] 9,2

Bd miu cudi ciing dugc phén tich boi rCE-SDS 1a cic miu trong ba didu kién
stress khac nhau (Bang 41). Khi c4c miu dugc khqu hodc dugc tham gia chu trinh
F/T, khong c6 mirc ting déng ké vé cac loai khong phai LC/HC d6i v6i ché phim bt
ky trong s6 bbn ché phdm MOR6654B. Didu nay 1a phu hgp véi cac phat hién khac, 1a
MOR6654B trong cac ché phdm nay khong rat nhay véi diéu kién stress 13 dit & mit
phén céch. Diéu ndy ciing gitp ciing ¢§ quan niém cho ring hai thir nghiém nay dua ra
c4c danh gia c6 thé so sanh duoc vé tinh 6n dinh & mat phan céch. Viée tiép xtc véi
anh sang trong thoi gian dai gay ra sy hao hut HC & m{t mirc ndo d6 va su gia ting cic
muc khong phai LC/HC (Bang 41). Trong s céc ché phdm nay, ché phim 4 thé hién
su thay ddi 16n nhét.

Hién hinh dong c& micro (MFI)

Trong vai ndm tré lai day, viéc tdp trung vao lugng cac hat hitu hinh thay thé
(sub-visible) trong cc san phdm protein c6 thé dugc ding dé tiém gia tang. Két qua 1a,
nhidu phuong phap phan tich khéc nhau da dugc phat trién. Mot trong sb cac phuong
phép dugc biét dén rong rai nhét 1a phuong phép hi¢n hinh dong c& micro (microflow
imaging - MFI). K¥ thuit nay dugc ding dé x4c dinh ham lwgng hat hitu hinh thay thé
(theo s6 hat trén mot ml) thli(f)c cac khoang c& hat khac nhau. Mic du dit liéu dugc thu

thap dén c& hat 100um, chi cé dir liéu dén 25um 1a dugc thé hién. Kha nang tai tao cla
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dir lisu MFT 1a rét t&t. Do 1&ch chudn tuong d6i trung binh dbi véi cac 14n do lap lai 1a
khoang 5%.

Béang 42. Ham luong hitu hinh thay thé (tinh bing hat/ml) khi do dwoc bing cach sir
dung MFI di véi cac ché phdm MOR6654B dugc bao quan & nhiét do 40°C trong thoi
gian mdt thang (in dAm) v hai thang (in nghiéng). Cac mau tai thoi diém t1 khong
dugc thir nghiém 13p lai 2 14n. Theo cach khéc, cac tri sb dugc thong bdo 1a tri sO trung

binh + d9 léch chuan.
Clzle [protein] , 2 lum dén2 | 2um dén | 5um dén |10um dén
pham Té dugc Tong
6 mg/ml um S5um 10um 25um
1 150 sucroza 24137 +486(18257 +391| 4968 +33 | 518+6 | 78+ 16
2 150 trehaloza [12614 + 660| 9580 + 661 | 2298 + 64 | 568 +47 | 148 + 10
3 150 | sucroza/Arg (33374 £ 975[23593 + 718| 8554 + 174 | 1134 +88 | 82+ 5
4 20 Sucroza | 4130+28 [2463+134| 1197+ 15 [ 441+76 | 26+ 14
1 150 Sucroza 46508 36658 7768 1684 326
2 150 trehaloza 22154 14920 5153 1867 214
3 150 |[sucroza/Arg| 34800 22990 9791 1926 82
4 20 sucroza 27372 15663 9660 1943 98
35130+ | 21931+ 3793 +
1 150 sucroza 2897 1725 8703 + 544 506 683 £ 34
24843 + 19692 +
2 150 trehaloza 3887 3789 4246 £39 | 757+21 | 107+1
46220 + 10853 + | 2000+
3 150 | sucroza/Arg 3152 33038 + 849 1957 110 239+ 109
4] 20 | sucroza | 21500 133847905 1494274 | 241156 | 12711

Théng thuong, dit liéu dugc tom tit dbi véi MFI chi thong béo téng s lugng
hat (sé hat trén mdt ml), nhung diéu nay co thé 1a sai lac, khi c4c con s nay dugc
chiém wu thé boi cac phan tir dugc dém & khoang ¢& hat lum dén 2um. Trong khoang
c& hat nay, ndi bat 1a dau silic va bot khi, va 1am xién 1éch sb dém céc hat trén co s6
protein. Miic du cac con sb nay duoc dua ra, t6t hon 13 xem xét cac hat ¢6 ¢ hat 16n
hon 2um, c6 thé 16n hon 5um. Ngoai ra, dé dua ra tri s6 trung binh va d¢ 16ch chuin

cua cac mau, cac tri s nay la két qua cia céac l1an chay lip lai.

Khi duge bao quan & nhigt do 40°C, sb lugng hat hiru hinh thay thé ting déi véi
tat ca cac ché phim (Bang 42). Dic biét lvu ¥ 13 ché phim 4, khi téng lwong hat bé
hon 5000 hat trén mt ml & t0, thdp hon nhidu so véi céc ché phdm & ndng do cao hon
khéc. Sau mot thang, tat ca cac ché phim déu vuot qué 20000 hat trén mot ml, mic di

sy gia ting d6i v6i ché phdm 3 1a kha nhé (Bang 42). Tai thi didm hai thang, chi c6
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ché phém 2 c¢6 it hon 30000 hat trén mot ml. Su khac biét nay 1a dang chu y hon dbi
V6i cac hat c¢6 ¢ hat tir 2 dén Sum (trong d6 ché phim nay chira it hon 5000 hat trén
mdt ml) va 5 @n 10um, khi cac muc ndy 1a bé hon 1000 hat trén mot ml, trong do6 chi
¢6 ché pham 1 13 gin sat v& téng lwgng cac hat hitu hinh thay thé c6 mit.

Bang 43. Ham lugng hiru hinh thay thé (s6 hat/ml) nhw do duoc bing céch st dung

MFTI d6i véi céc ché phdm MOR6654B dugc béo quén & nhiét do 25°C trong thoi gian
hai thang (in ddm). C4c tri s0 dugc bdo céo 1a céc tri sO trung binh + d6 1éch chuan.

Ché . £ £
z_ |[protein] ... 2 X £ 5 @n 10 d&én
pl;%m mg/ml Ta dwge |TOng lugng (lum dén 2um| 2 dén Sum 10um 25um
1 150 sucroza |24137 + 486]18257 +391| 4968 +33 | 518+6 | 78+ 16
2 150 | trehaloza |12614 + 660 9580 £ 661 | 2298 + 64 | 568 +47 | 148 + 10
3 150 |sucroza/Arg(33374 + 975|23593 + 7188554 + 174 | 1134 +88 | 82+5
4 20 sucroza | 4130+28 | 2463 +£134 | 1197+15 | 441+76 | 26+ 14
1 150 sucroza [21362 + 600|14928 + 192 {5420 + 648 {907 +124| 101 £20
35948 + 24189 + 2416 +
2 150 | trehaloza 1900 958 9257 + 252 609 70 £ 13
67603 + 49362 + 4303+ | 1243+
3 150 |sucroza/Arg 1743 2758 12381 + 154 282 560
48163 + 15394 + 1240 +
4 20 sucroza 2420 31446 £ 950 1356 126 83+ 13

Khi cac miu MOR6654B dugc bao quin & nhiét d6 25°C trong thoi gian hai
théng, c6 hién tuong ting s hat hiru hinh thay thé & t4t ca cac ché phdm, mic du mirc
ting & ché pham 1 1a rit nhd (Bang 43). Déi v6i ché phdm 1, chi c6 su gia tding mot
chit céc hat c6 ¢& hat ndm trong khoang tir Sum dén 10um. Theo cach khéc, hdu nhu
khong c6 sy thay ddi. Trong khi do, c6 sy ting kha nhiéu & tit ca cac ché phim khac,
dic biét 1a & cac ¢ hat nim trong khoang tir 2um dén 25um. Cu thé, ché phim 3 va

ché phim 4 c6 sy gia ting dang k& & hiu hét cac khoang cd hat.

Ddi v6i céc ché phdm MOR6654B dugce bao quan & nhiét dd 4°C trong thoi
gian hai thang, 6 su thay ddi mdt chat v& mirc hat hitu hinh thay thé. Ché phdm 1 chi
chi ra sy gia ting nhe v& s6 hat c6 c& hat ndm trong khoang tir Smm dén 10mm, véi su
giam nhe & tit ca céac khoéng c& hat khac. Ché phdm 2 chi cho thy sy ting nhe véi
céc khoang c& hat khac nhau, trong khi ché phim 3 thé hién sy giam nhe téng lugng

hat. Bang c4ch so séanh, thdy ring ché phdm 4, ma bit ddu véi tai luong hat hitu hinh
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thay thé 1a rat thp (chi cao hon mdt chit so v6i nude tinh khiét), thé hién muc ting

déng ké vé s hat trén mot ml & tit ca cac khoang c& hat.

Khi céc ché phdm MOR6654B trong diéu kién stress 13 khudy, chu trinh F/T va
tiép xic voi 4nh sang, thi c6 sy gia ting rd rét chi déi véi cdc miu bén dbi véi 4nh
sang (Bang 44). Ca diéu kién khudy va chu trinh F/T déu gay ra sy gia ting murc hat tir
nhé dén vira phaéi, ddc biét 1a khi khong tinh dén céc hat dué6i 2um. Mit khac, phoi
sang trong thoi gian dai d4n dén sy hinh thanh hat hiru hinh thay thé c6 c& hat ting
(Bang 44). Diéu nay la dic biét ding dbi v6i ché phim 3 va ché phim 4. Bing céch so
sanh, nhan thiy ché phdm 1 hiu nhu khong thay d6i vé tai lwong hat hitu hinh thay thé
téng thé.

Bang 44. Ham lwong hitu hinh thay thé (sb hat/ml) nhu do dugc bﬁmg cach sir dung
MFTI d6i véi cac ché phdm MOR6654B trong diéu kién stress 1a khuady (in ddm), nhiéu

chu trinh F/T (in nghiéng), va tiép xac véi 4nh sang trong thoi gian dai (gach chan).
Cac tri s0 dugc cong bo doi véi thoi diém t0 1a cac tri sb trung binh + d6 léch chuan.

His (histidin); P20 (polysorbate 20); Arg (arginin)

Ché g 2 £ £ £ X
2 |[protein] . s Tong lumdén | 2dén 5 dén 10 dén
p l;eém mg/ml Céc td duge lugng 2um S5um 10um 25um
Sucroza/PS20/ | 24137+ | 18257+ | 4968 +
1 150 s 186 o1 7 518+6 | 78+ 16
trehaloza/PS20 | 12614+ | 9580+ | 2208 - 148 £
2 150 /His 660 661 64 |298%47 | "o
sucroza/Arg/ | 33374+ | 23593+ | 8554+ 1134
3 150 PS20/His 975 718 174 +g8 | 32%5
sucroza/PS20/ 2463 + 1197 +
4 20 s 413028 | “72 15 |441£76 | 26+ 14
1 150 s“c“’lz;f ST 52306 | 14913 | 6288 | 1071 33
trehaloza/
2 150 PS20/His 35220 | 21637 | 9932 3345 301
sucroza/Arg/
3 150 PS20/His 26857 | 16889 | 7264 2428 220
4 20 s“““ﬁ‘i/sp 520/ 10528 6511 3355 576 85
/ 150 S”c”’j;{v PS200 1 35027 | 26159 | 7278 | 1343 | 228
2 150 ”ehal/‘}jgp 5201 23502 | 17580 4856 979 89
sucroza/Arg/
3 150 PO 21686 | 15257 | 5256 1104 66
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Po mau

Phuong phép phan tich cui cing ma dugc sir dung trong nghién ciru vé tinh 6n
dinh nay 13 do mau. Tai thoi diém t0, bén ché phim déu c6 mau nau (Bang 45), véi
cudng d6 mau khac nhau mot chit ddi véi ché phdm logng hon (ché pham 4). Viéc G &
nhiét do 40°C trong mdt hoic hai thang din dén sy thay d6i mot chut vé mau sic, mic
du ché phim 4 c6 su thay ddi it (Bang 45). Khi dugc bao quan & céc nhiét d9 thip hon,
c6 sy thay dbi it néu c6 vé& mau sic (Bang 46). Khi trong diéu kién stress bét ky, mau
séc 12 nhu nhau (Bang 47).

Bang 45. Mau séc clia cac ché phdm MOR6654B dugc bao quan & nhiét do 40°C trong
khoang thoi gian 1én dén hai thang

Ché pham s6| [protein] mg/ml t0 tl t2
1 150 sucroza B6 | B7 | B6 B6 B6 | B6
2 150 trehaloza | B7 | B7 | B7 B6 B6 | B6
3 150 sucroza/Arg| B6 | B6 | B6 | B6 | B6 | B6
4 20 sucroza B8 | B8 |BY7| BY7 | B7 | B6

Béing 46 Mau sic clia cic ché pham MOR6654B dugc bao quan & nhiét do 4°C va
25°C trong thoi gian khong va hai thang

Ché pham sd|[protein] mg/ml t0 t2 4°C t2 25°C
1 150 sucroza B6 [B7 B7 [B7 B6 B6
2 150 trehaloza B7 B7 [B7 [B7 B7 B7
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3 150 sucroza/Arg B6 B6 [B6 [B6 B6 B6

4 20 sucroza BS B8 B8 [B9 B8 [B8

Bang 47. Mau sic clia céc ché ghém MORG6654B trong diéu kién stress 14 khudy (agit),
nhiéu chu trinh F/T (F/T), va ti€p xdc voi anh sang trong thoi gian dai (photo).

Ché pham sb | [protein] mg/ml t0 agit F/T photo
1 150 sucroza | B6 |[B7|B7 |B7 |B6 |B7 | B6 |B6
2 150 trehaloza | B7 |B7|B7 | B7 | B7 |B7 | B6 |B6
3 150 sucroza/Arg| B6 |[B6| B6 | B6 | B6 | B6 | B6 |B6
4 20 sucroza | B8 [B8| B8 | B§ | B8 | B8 | B7 |B7

To6m tit thi nghiém

Nhiéu phwong phép phén tich sinh 1y va sinh héa dugc ap dung dé xéac dinh
xem lidu c6 su khéc biét vé mic d6 on dinh gifta céc ché phdm hay khéng. Trong sb
cac ché phém da chon dugc cho sang loc 14n thir hai, sy khac biét nhé duge nhin thy
bing c4ch 4p dung nhiéu k¥ thuat phan tich. Viéc chi bao quan & didu kién & 40°C va
tiép xtc véi 4nh sang trong thoi gian dai 1a gy ra sy thodi bién dang ké. Mic du ca
bén ché phidm c6 bién dang dd 6n dinh rit gibng nhau, ché phim 1 (150mg/ml
MOR6654B, 220mM sucroza, 20mM histidin, 0,04% polysorbate 20, d pH = 6,0) thé
hién xu hudng thoai bién tdng thé 13 it nhét nhu dugc x4c dinh theo tip hop cac
phuong phép phan tich nay. Ché phdm 1 dn dinh hon trong céc diéu kién stress nhiét
va anh sang, it c6 xu hudng thoéi bién va ciing dn dinh hon vé& mit sy hinh thanh hat
trong khoang ¢& hat hién hinh thay thé.
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YEU CAUBAO HQ
1. Ché phim dang nué6c c6 d6 pH bing 6,0 va chira khang thé khang BAFFR da dugc
fucosyl héa & mirc d6 thip hoic khéng duge fucosyl héa, trong d6 khang thé nay c6
ndng d bing 150mg/ml, va trong d6 khang thé khang BAFFR niy bao gdbm CDRI,
CDR2 va CDR3 cta chubi ning 14n luot c6 trinh ty SEQ ID NO 3, 4 va 5, va CDRI,
CDR2 va CDR3 cuia chudi nhe 14n luot c6 trinh tr SEQ ID NO: 6,7 va 8, va
(a) (i) 220mM sucroza lam chit 1am én dinh,
(ii) 20mM histidin 1am tac nhan dém,
(iii) 0,04% polysorbat 20 lam chét hoat dong bé mat; hodc
(b) (i) 220mM trehaloza 1am chét 1am én dinh,
(ii) 20mM histidin 1am tdc nhan dém,
(iii) 0,04% polysorbat 20 1am chit hoat dong bé mit; hodc
(¢) (i) 120mM sucroza lam chit 1am én dinh,
(i1) 20mM histidin 1am tdc nhan dém,
(i) 0,04% polysorbat 20 1am chit hoat d6ng bé mit, va
(iv) 50mM arginin, cu thé 14 arginin-HCI.

2. Ché phdm dang nuéc theo diém 1, trong d6 khang thé khang BAFFR di dugc
fucosyl héa & mirc d6 thdp hoic khong dugc fucosyl héa chira mién Vi véi axit amin
SEQ ID NO:1 va mién V| véi axit amin SEQ ID NO:2.

3. Ché phim dang nudc theo diém 1 hoic diém 2, trong d6 khang thé khang BAFFR
da duoc fucosyl héa & muic do thép ho#ic khong duge fucosyl héa chira ving chudi
ning ctia SEQ ID NO:9 va viing chudi nhe ciia SEQ ID NO:10.

4. Dung cu phéan phdi chira ché phdm dang nuéc theo diém bat ky trong sb cac diém tir
1 dén 3.

5. Ong tiém d3 dugc 1am ddy sin chira ché phim dang nudc theo diém bt ky trong s6

cac diém tir 1 dén 3.
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<210> 1
<211> 124
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser Asn
20 25 30

Ser Ala Ala Trp Gly Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Arg Gly Leu Glu
35 40 45

Trp Leu Gly Arg Ile Tyr Tyr Arg Ser Lys Trp Tyr Asn Ser Tyr Ala
50 55 60

Val Ser Val Lys Ser Arg Ile Thr Ile Asn Pro Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75 80

Gln Phe Ser Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val
85 90 95

Tyr Tyr Cys Ala Arg Tyr Asp Trp Val Pro Lys Ile Gly Val Phe Asp
100 105 110

Ser Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

-70-



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

115

2
108
PRT
Homo

2

Asp Ile Val

1

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Met

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala

Ser
35

Gly

Gly

Asp

Phe

3

12
PRT
Homo

3

Gly Asp Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>

18
PRT
Homo

sapiens

Leu Thr

Thr Leu

20

Trp Tyr

Ser Ser

Ser Gly

Phe Ala

85

Gly Gln
100

sapiens

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

120

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

27891

Ala Thr
10

Ala Ser
25

Pro Gly
Thr Gly
Thr Leu
Cys Gln

90

Val Glu
105

Leu

Gln

Gln

Val

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Phe

Ala

Pro

60

Ile

Leu

Lys

Val Ser Ser Asn Ser Ala Ala Trp Gly

5

sapiens

10

-71-

Leu

Ile

Pro

45

Ala

Ser

Tyr

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Ser

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro
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<400> 4

Arg Ile Tyr Tyr Arg Ser Lys Trp Tyr Asn Ser Tyr Ala Val Ser Val
1 5 10 15

Lys Ser

<210> 5

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Tyr Asp Trp Val Pro Lys Ile Gly Val Phe Asp Ser
1 5 10

<210> 6

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 6

Arg Ala Ser Gln Phe Ile Ser Ser Ser Tyr Leu Ser
1 5 10

<210> 7

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Gly Ser Ser Ser Arg Ala Thr

1 5
<210> 8

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 8

Gln Gln Leu Tyr Ser Ser Pro Met Thr
1 5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

454
PRT
Homo

9

Gln Val Gln

1

Thr

Ser

Trp

val

65

Gln

Tyr

Ser

Gly

Gly

145

Val

Phe

Leu

Ala

Leu

50

Ser

Phe

Tyr

Trp

Pro

130

Thr

Thr

Pro

Ser

Ala
35

Gly

Val

Ser

Cys

Gly

115

Ser

Ala

Val

Ala

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Lys

Leu

Ala

100

Gln

Val

Ala

Ser

Val
180

Gln

Thr

Gly

Ile

Ser

Gln

85

Arg

Gly

Phe

Leu

Trp

165

Leu

Gln

Cys

Trp

Tyr

Arg

70

Leu

Tyr

Thr

Pro

Gly

150

Asn

Gln

Ser
Ala
Ile
Tyr
55

Ile
Asn
Asp
Leu
Leu
135
Cys

Ser

Ser

Gly

Ile

Arg

40

Arg

Thr

Ser

Trp

Val

120

Ala

Leu

Gly

Ser

27891

Pro

Ser

25

Gln

Ser

Ile

Val

Val

105

Thr

Pro

Val

Ala

Gly
185

Gly

10

Gly

Ser

Lys

Asn

Thr

90

Pro

Val

Ser

Lys

Leu

170

Leu

-73-

Leu

Asp

Pro

Trp

Pro

75

Pro

Lys

Ser

Ser

Asp

155

Thr

Tyr

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Asp

Glu

Ile

Ser

Lys

140

Tyr

Ser

Ser

Lys

vVal

Arg

45

Asn

Thr

Asp

Gly

Ala

125

Ser

Phe

Gly

Leu

Pro

Ser

30

Gly

Ser

Ser

Thr

vVal

110

Ser

Thr

Pro

Val

Ser
190

Ser

15

Ser

Leu

Tyr

Lys

Ala

95

Phe

Thr

Ser

Glu

His

175

Ser

Gln

Asn

Glu

Ala

Asn

80

Val

Asp

Lys

Gly

Pro

160

Thr

Val



Val

Val

Lys

225

Leu

Thr

Val

Val

Ser

305

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

385

Thr

Thr

Asn

210

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

290

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

370

Val

Pro

Val

195

His

Cys

Gly

Met

His

275

vVal

Tyr

Gly

Ile

Val

355

Ser

Glu

Pro

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

260

Glu

His

Arg

Lys

Glu

340

Tyr

Leu

Trp

val

Ser

Pro

Lys

Pro

245

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

325

Lys

Thr

Thr

Glu-

Leu

Ser

Ser

Thr

230

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

310

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

390

Asp

Ser

Asn

215

His

Val

Thr

Glu

Lys

295

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

375

Asn

Ser

Leu

200

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

280

Thr

val

Cys

Ser

Pro

360

Val

Gly

Asp

27891

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

265

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

345

Ser

Lys

Gln

Gly

Thr

Val

Pro

Phe

250

Val

Phe

Pro

Thr

Val

330

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

-74-

Gln

Asp

Pro

235

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

315

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

395

Phe

Thr

Lys

220

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

300

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

380

Asn

Phe

Tyr

205

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

285

Glu

His

Lys

Gln

Met

365

Pro

Asn

Leu

Ile

Val

Ala

Pro

Val

270

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

350

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Cys Asn

Glu Pro

Pro Glu
240

Lys Asp
255

Val Asp

Asp Gly

Tyr Asn

Asp Trp

320

Leu Pro
335

Arg Glu

Lys Asn

Asp Ile

Lys Thr

400

Ser Lys



Leu Thr Val

Ser Val Met

435

Ser Leu Ser

450

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

10
215
PRT
Homo

10

Asp Ile Val

1

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Met

Ala

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Ala

Ser

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Ser
115

Asp
420

405

Lys

27891

410

Ser Arg Trp Gln Gln

425

His Glu Ala Leu His Asn His

Pro Gly Lys

sapiens

Leu

Thr

20

Trp

Ser

Ser

Phe

Gly

100

Val

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Phe

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

val

Gly

Ile

Ser

Cys

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

440

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro
120

Ala

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

105

Pro

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Ser

-75-

415

Gly Asn Val Phe Ser Cys

430

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

Leu

Gln

Gln

Val

Thr

75

Gln

Ile

Asp

Ser

Phe

Ala

Pro

60

Ile

Leu

Lys

Glu

445

Leu

Ile

Pro

45

Ala

Ser

Tyr

Arg

Gln
125

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Ser

Ser

Thr

110

Leu

Pro Gly
15

Ser Ser

Leu Leu

Phe Ser

Leu Glu

80

Ser Pro
95

val Ala

Lys Ser



Thr
130

Gly Ala

Ala
145

Lys Val

Gln Glu Ser

Ser Ser Thr

Tyr Ala Cys

195

Phe
210

Ser Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

11
372
ADN
Homo

<400> 11
caggtgcagc
60

acctgcgcca
120

cagagccccg
180

aacagctacg
240

cagttctcac
300

agatacgact
360

accgtgtcaa
372

<210>
<211>

12
324

27891

Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn

135
Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
150 155
Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp

165 170
Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
180 185
Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser
200
Arg Gly Glu Cys
215
sapiens
tgcagcagag cggcccaggc ctggtcaagce
tttcaggcga cagcgtgagc agcaacagcg
gtaggggcct ggaatggctg ggcaggatct
ccgtgagcgt gaagagcagg atcaccatca
tgcagctcaa cagcgtgacc cccgaggaca
gggtgcccaa gatcggcgtg ttcgacagcet
gc

-76-

Phe
140

Tyr Pro

Gln Ser Gly

Ser Thr Tyr

His
190

Glu Lys

Pro Val

205

Ser

cctctcagac

ccgectgggyg

actacaggtc

accctgacac

ccgccgtgta

ggggccaggg

Arg Glu

Ser
160

Asn

Ser Leu

175

Lys Val

Thr Lys

cctgtcactg

ctggatcagg

caagtggtac

cagcaagaac

ctactgcgcc

caccctggtg



<212> ADN
<213> Homo
<400> 12
gatatcgtgc
60
ctgtcctgcea
120
cccggccagyg
180
gccaggttca
240
cccgaggact
300
cagggcacca
324

<210> 13
<211> 184
<212> PRT
<213> Homo
<400> 13

Met Arg Arg
1

Thr Pro Cys

Val Ala Cys

Ser Pro

50

Ser

Ala
65

Gly Ala

Ala Pro Ala

sapiens

tgacacagag

gggccagcca

cccctagact

gcggcagcegg

tcgcegtgta

aggtggagat

sapiens

Gly Pro Ar

Val
20

Pro Al

Gly Leu Le

Ala Pro Ar

Gly Glu Al

70

Leu Gl

85

Leu

27891

ccccgcececacce

gtttatcagc

gctgatctac

ctccggcacc

ctactgccag

caag

Ser Leu

g

a Glu Cys

Thr
40

u Arg

Thr
55

g Ala

a Ala Leu

Leu Ala

y

Arg

Phe

25

Pro

Leu

Pro

Leu

ctgagcctga

agcagctacc

ggcagctcct

gacttcaccc

cagctgtaca

Gly Arg

Asp Leu
Arg Pro
Gln

Pro

Pro
75

Leu

Val
90

Leu

-77-

gcccaggcga

tgtcctggta

ctcgggccac

tgacaatcag

gctcacccat

Asp Ala Pro

Leu Val Arg

30

Pro Ala

45

Lys

Gln
60

Glu Ser

Gly Leu

Ala Leu Val

Leu

gagggccacc

tcagcagaag

cggcgtgecce

cagcctggag

gaccttcggc

Ala
15

Pro

His Cys

Gly Ala

Val Gly

Phe Gly

Leu Val

95



Gly Leu Val

Ala Glu

115

Ser

Val
130

Lys Ile

Trp Pro Pro

145

Val Pro Val

Lys Thr Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

14
1419
ADN
Homo

<400> 14

atggcctggg
60

gtgcagctgc
120

tgcgccattt
180

agccccggta
240

agctacgccg
300

ttctcactgce
360

tacgactggg
420

gtgtcaagcg
480

Ser
100

Trp
Ala Pro
Ile

Leu

Pro Gly

Arg

Asp

Ser

Glu

27891

Arg Arg

Gly Asp

120

Pro
135

Gly

Asp Pro

150

Ala
165

Pro

Gly Pro

180

sapiens

tgtggaccct

agcagagcgg

caggcgacag

ggggcctgga

tgagcgtgaa

agctcaacag

tgcccaagat

ccagcaccaa

Thr

Glu

Glu Leu

Gln Gln

gcccttectg

cccaggcctg

cgtgagcagc

atggctgggce

gagcaggatc

cgtgaccccce

cggcgtgttc

gggccccagce

Gln
105

Arg Arg

Lys Asp Ala

Ile Ser Asp

Thr
155

Gly Thr

Ser Thr

170

Gly

atggccgctg

gtcaagccct

aacagcgccg

aggatctact

accatcaacc

gaggacaccg

gacagctggg

gtgttccccc

-78-

Leu Arg

110

Glu
125

Pro Pro

Ala Thr

140

Ala

Pro Pro

Glu Leu Val

cccagtcagt

ctcagaccct

cctggggctg

acaggtccaa

ctgacaccag

ccgtgtacta

gccagggcac

tggcccccag

Gly

Gly

Ala Ser

Leu Asp
Ala

Pro

Ser
160

His

Thr Thr

175

gcaggcccag

gtcactgacc

gatcaggcag

gtggtacaac

caagaaccag

ctgcgccaga

cctggtgacc

cagcaagagc



accagcggcg gcacagccgce
540

accgtgtcct ggaacagcgg
600

cagagcagcg gcctgtacag
660

acccagacct acatctgcaa
720

gtggagccca agagctgcga
780

ctgggcggac cctccgtgtt
840

aggacccccg aggtgacctg
900

ttcaactggt acgtggacgg
960

cagtacaaca gcacctacag
1020

aacggcaagg aatacaagtg
1080

accatcagca aggccaaggg
1140

cgggaggaga tgaccaagaa
1200

agcgacatcg ccgtggagtg
1260

ccceccagtge tggacagcga
1320

tccaggtggec agcagggcaa
1380

cactacaccc agaagagcct
1419

<210> 15

<211> 705

<212> ADN

<213> Homo sapiens

27891

cctgggctgce

agccctgacc

cctgtccage

cgtgaaccac

caagacccac

cctgttceccce

cgtggtggtg

cgtggaggtg

ggtggtgtcc

caaggtctcc

ccagccacgg

ccaggtgtcc

ggagagcaac

cggcagctte

cgtgttcagce

gagcctgtcc

ctggtgaagg

tccggegtge

gtggtgacag

aagcccagca

acctgccccec

cCccCaagccca

gacgtgagcc

cacaacgcca

gtgctgaccg

aacaaggccc

gagccccagg

ctgacctgtc

ggccagcccg

ttcctgtaca

tgcagcgtga

cccggcaag

-79-

actacttccc

acaccttccc

tgcccagcag

acaccaaggt

cctgcccagce

aggacaccct

acgaggaccc

agaccaagcc

tgctgcacca

tgccagcccce

tgtacaccct

tggtgaaggg

agaacaacta

gcaagctgac

tgcacgaggc

cgagcccgtg
cgccgtgcetg
cagcctgggce
ggacaagaga.
cccagagctg
gatgatcagc
agaggtgaag
cagagaggag
ggactggctg
catcgaaaag
gceccccctece
cttctacccce
caagaccacc
cgtggacaag

cctgcacaac



<400> 15
atgagcgtgc
60

gatatcgtgc
120 '

ctgtcctgcea
180

cccggcecagg
240

gccaggttca
300

cccgaggact
360

cagggcacca
420

cccagcgacg
480

tacccceggg
540

caggagagcg
600

accctgagca
660

ggcctgtcca
705

tgacccaggt

tgacacagag

gggccagcca

cccctagact

gcggcagcegg

tcgcecgtgta

aggtggagat

agcagctgaa

aggccaaggt

tcaccgagca

aggccgacta

gccccgtgac

27891

gctggctctg

ccccgcececacc

gtttatcagc

gctgatctac

ctccggcacc

ctactgccag

caagcgtacg

gagcggcacc

gcagtggaag

ggacagcaag

cgagaagcat

caagagcttc

ctgctgctgt

ctgagcctga

agcagctacc

ggcagctcct

gacttcaccc

cagctgtaca

gtggccgctce

gccagcgtgg

gtggacaacg

gactccacct

aaggtgtacg

aacaggggcg

-80-

ggctgaccygg

gcccaggcega

tgtcctggta

ctcgggccac

tgacaatcag

gctcacccat

ccagcgtgtt

tgtgcctget

ccctgcagag

acagcctgag

cctgcgaggt

agtgc

caccagatgc

gagggccacc

tcagcagaag

cggcgtgceccce

cagcctggag

gaccttcggce

catcttcccce

gaacaacttc

cggcaacagc

cagcaccctg

gacccaccag





