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Linh vie ky thuit dwoc dé cap

Sang ché thudc linh vuc y té. Cu thé hon, sing ché b cap dén khang thé
khang peptit lién quan dén gen canxitonin (calcitonin gene-related peptide - CGRP)
va duge phdm chira né. Cac khia canh khac ciia sang ché mo ta viéc sir dung khang
thé khang CGRP nay va dugc phim chira né @ diéu tri cho cac bénh nhan bi cac rdi
loan lién quan dén CGRP.

Tinh trang ky thuit cia sing ché

CGRP 1a peptit thin kinh duogc tiét boi cc day than kinh thudc hé than kinh
trung wong va ngoai bién va né c6 lién quan dén nhiéu con dudng gy ra dau. Vai trd
ctia CGRP trong ching nhirc ddu va ching dau nira ddu dd dwoc x4c minh trong linh
vuc va mdt s6 nghién ctru 1am sang hién dang dénh gia viéc sit dung khéng thé
khang CGRP dé diéu tri chiing nhtic déu va chig dau nira diu. (xem, vi du, Dodick
et al. Lancet Neurol; 13(9): 885-892 (2014)).

Duogc phdm 16ng chira cac khang thé dé du dinh ding cho ngudi doi hoi cac
khang thé nay phai c6 d6 6n dinh vé& mit hoa hoc va vat 1y trong thoi han sir dung
kéo dai (vi du WO06083689 va WO06096491). Tinh khong én dinh vé& mit héa hoc
cta khang thé c¢6 thé 13 do mdt s phan Gng hoéa hoc bao gdm khir amit hoa, triét
quang héa, thuy phan, oxy héa, khir beta va trao d6i disulfua. Tinh khéng én dinh vé
mit vat 1y c6 thé 1a do céc qua trinh nhu 13 su bién tinh, su két tap, su két tha, va su
hép phu & céc bé mit. Tinh khong 6n dinh cta khang thé c6 thé din dén sy hinh
thanh san phidm phu polypeptit hodc cac din xudt c6 hoat tinh thip, tinh doc ting,
va/hodc tinh sinh mién dich ting, ma né c¢6 thé gy ra su lo ngai vé tinh an toan va

hiéu qué ctia khang thé.

Mic di kha ning xay ra tinh khong on dinh cla protein duge danh gia rong
1ai, rat kho dé du doan céc vén dé cu thé vé tinh khong én dinh d6i véi mot protein
cu thé. Ngudi ndp don dd tim cach bao ché ra khing thé khang CGRP
(PCT/US2011/039381), trong d6 khang thé nay bao gdm ving bién dbi ctia chudi

nhe (light chain variable region - LCVR) va vung bién ddi cua chudi ning (heavy
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chain variable region - HCVR), trong d6 trinh tu axit amin ctia LCVR nay 1a SEQ ID
NO: 1 va trinh ty axit amin ciia HCVR ndy I3 SEQ ID NO: 2. Khi bao ché khéng thé
khang CGRP dé diing trong tri liéu, ngudi ndp don di kham pha ra mot sb yéu t6 ma
gép phan vao tinh khéng 6n dinh cta khang thé, nhu su thoai bién béi 4nh sang, su
tao thanh polyme trong qud trinh lanh dong-tan gid, va sy oxy hoéa polysorbat-80
(PS-80) trong ché phdm. Vi viy, cin cé mot duoc phdm én dinh dé khic phuc duogc

it nhat mot hodc nhiéu van dé da néu & trén.
Bén chat ky thuit ciia sang che

Vi vay, sang ché dé xuit dugc phim chira khang thé khang CGRP & ndng do
béng tir khoang 40 mg/mL dén khoang 160 mg/mL, dung dich dém histidin & nong
d6 bang tir khoang 5 mM dén khoang 20 mM, natri clorua (NaCl) & ndng d6 tir
khoang 50 mM dén khoang 200mM, PS-80 & ndng dd tir khoang 0,03% (khdi
lwong/thé tich) dén khoang 0,07% (khéi lugng/thé tich), va & d6 pH tir khoang 5,0
dén khoang 6,5, trong d6 khang thé khang CGRP nay chira ving bién ddi ctia chudi
nhe (LCVR) va ving bién dbi ctia chudi ning (HCVR), trinh ty axit amin cia LCVR
dugce néu trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin cia HCVR duogc néu trong SEQ
ID NO: 2. Tét hon 13, dugc phim chtra khéng thé khang CGRP véi chudi nhe (light
chain - LC) va chudi ning (heavy chain - HC), trinh tu axit amin ctia LC dwgc néu
trong SEQ ID NO: 3 va trinh ty axit amin cia HC dugc néu trong SEQ ID NO: 4.
Tét hon nita 13, duoc phdm chira khang thé khang CGRP véi hai LC va hai HC, trinh
tur axit amin cta mdi LC dwoc néu trong SEQ ID NO: 3 va trinh tu axit amin ctia mi

HC duogc néu trong SEQ ID NO: 4.
M3 ta vin tat hinh vé

Fig. 1: Ty 18 phan trim PS80 trong cic ché phim & cac thoi diém va nhiét do
bao quan khéc nhau. Nong do cta PS-80 dugc xac dinh & thoi diém bt dau nghién
ctru ¢ nhiét do trong phong, sau 1, 2, hodc 3 thang & 5°C, 25°C, hoic 30°C, va ¢ 6
thang & 5°C hodc 25°C.

MBO ta chi tiét sang ché

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché d& xuit dugc phdm chira khéng thé
khang CGRP & ndng do tir khoang 50 mg/mL dén khoang 150 mg/mL, dung dich
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dém histidin & néng do tir khodng 5 mM dén khoang 20 mM, natri clorua & néng do
tir khoang 50 mM dén khoang 200 mM, PS-80 & ndng db tir khoang 0,03% (khdi
luong/thé tich) dén khoang 0,07% (khdi luwong/thé tich), va d6 pH tir khoang 5,0 dén
khoang 6,5, trong d6 khang thé khang CGRP bao gém ving bién dbi ctia chudi nhe
(LCVR) va ving bién dbi ctia chudi ning (HCVR), trinh tu axit amin cia LCVR
dugc dua ra trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin cia HCVR dugc dua ra trong
SEQ ID NO: 2. Tét hon 13, dugc phim chita khang thé khang CGRP véi chudi nhe
(light chain - LC) va chudi ning (heavy chain - HC), trinh tr axit amin ctia LC dugc
dua ra trong SEQ ID NO: 3 va trinh tu axit amin cua HC dugc dua ra trong SEQ ID
NO: 4. Tét hon nita 13, dwoc phim chira khang thé khang CGRP véi hai LC va hai
HC, trinh ty axit amin ctia mdi LC dugc dwa ra trong SEQ ID NO: 3 va trinh t axit
amin ctia mdi HC dugc dua ra trong SEQ ID NO: 4.

Theo mdt phuwong 4n khéc, sang ché dé xuit dugc phdm chira khéng thé
khéng CGRP & ndng d6 tir khoang 100 mg/mL dén khoang 160 mg/mL, dung dich
dém histidin & ndng d6 tir khoang 5 mM dén khoang 20 mM, NaCl & ndng do tir
khoang 50 mM dén khoang 200 mM, PS-80 & ndng do tir khoang 0,03% (khéi
lwong/thé tich) dén khoang 0,07% (khdi lwong/thé tich), va d6 pH tir khoang 5,0 dén
khoang 6.5, trong d6 khang thé khdang CGRP bao gdm ving bién ddi ctia chudi nhe
(LCVR) va ving bién di cta chudi ning (HCVR), trinh tw axit amin cia LCVR
dugc dua ra trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin cia HCVR dugc dua ra trong
SEQ ID NO: 2. Tét hon 13, duoc phim chira khéng thé khang CGRP véi chudi nhe
(light chain - LC) va chudi ning (heavy chain - HC), trinh ti axit amin ctia LC dugc
dua ra trong SEQ ID NO: 3 va trinh ty axit amin ctia HC duogc dua ra trong SEQ ID
NO: 4. Tét hon nita 13, dwoc phim chira khang thé khang CGRP véi hai LC va hai
HC, trinh ty axit amin ctia mdi LC dugc dua ra trong SEQ ID NO: 3 va trinh tur axit
amin ctia mdi HC duoc dua ra trong SEQ ID NO: 4.

Mot phuong 4n khac nita ciia sing ché ciing dé xuét dugc pham chira khéng
thé khang CGRP trong dung dich dém histidin, NaCl, va PS-80, trong d6 ndng do
ctia khang thé khang CGRP dugc chon tir nhém gém khoang 50 mg/mL, khoang 100
mg/mL, khoang 120 mg/mL hodc khoang 150 mg/mL, dung dich dém histidin &
ndng d6 tir khoang 5 mM dén khoang 20 mM, NaCl & ndng d6 tir khoang 50 mM
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dén khoang 200mM, PS-80 & ndng dd tir khoang 0,03% (khdi lwgng/thé tich) dén
khoang 0,07% (khéi lugng/thé tich), va do pH tir khoang 5,0 dén khoang 6,5, trong
d6 khang thé khang CGRP bao gém ving bién ddi ctia chudi nhe (LCVR) va ving
bién ddi cta chudi ning (HCVR), trinh tr axit amin ctia LCVR duoc dua ra trong
SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin cuia HCVR duogc dua ra trong SEQ ID NO: 2.
Tét hon 13, dwoc pham chita khang thé khang CGRP véi chudi nhe (light chain - LC)
va chudi ning (heavy chain - HC), trinh tur axit amin ctia LC dugc dua ra trong SEQ
ID NO: 3 va trinh ty axit amin cia HC dugc dua ra trong SEQ ID NO: 4. Tét hon
nita 13, duoc phim chtra khang thé khang CGRP véi hai L.C va hai HC, trinh tu axit
amin ctia mdi LC duge dua ra trong SEQ ID NO: 3 va trinh tu axit amin cta mdi HC

dugc dua ra trong SEQ ID NO: 4.

Mot phuong an khéc nita cua sang ché ciing dé xudt duoc phim chira khang
thé khang CGRP trong dung dich dém histidin, NaCl, va PS-80, trong d6 ndéng d6
ctia khang thé khang CGRP duoc chon tir nhém gdm khoang 50 mg/ml., khoang 100
mg/mL, khoang 120 mg/mL hodc khoang 150 mg/mL, dung dich dém histidin &
ndng do khoang 10 mM, NaCl & ndng d6 tir khoang 50 mM dén khoang 200mM,
PS-80 & ndng dd tir khoang 0,03% (khdi luong/thé tich) dén khoang 0,07% (khdi
luong/thé tich), va d6 pH tir khoang 5,0 dén khoang 6,5, trong d6 khang thé khang
CGRP bao gdm ving bién dbi ctia chudi nhe (LCVR) va ving bién dbi cua chudi
nang (HCVR), trinh tu axit amin cia LCVR dugc dua ra trong SEQ ID NO: 1 va
trinh tir axit amin cua HCVR duoc dua ra trong SEQ ID NO: 2. Tét hon 1, dugc
phdm chira khang thé khdng CGRP véi chudi nhe (light chain - LC) va chudi ning
(heavy chain - HC), trinh tu axit amin cua LC dugc dua ra trong SEQ ID NO: 3 va
trinh tu axit amin cia HC duoc dua ra trong SEQ ID NO: 4. T6t hon nita 13, duoc
pham chra khéng thé khdng CGRP véi hai LC v hai HC, trinh ty axit amin cta mdi
LC duoc dua ra trong SEQ ID NO: 3 va trinh tu axit amin cua mdi HC duoc dua ra
trong SEQ ID NO: 4.

Theo mdt phuong an khéic nita, sing ché con dé xuét dugce phdm chira khéng
thé khang CGRP trong dung dich dém histidin, NaCl, va PS-80, trong d6 ndng d6
ctia khang thé khang CGRP dugc chon tir nhém gbm khoang 50 mg/mL, khoang 100
mg/mL, khoédng 120mg/ml hodc khoang 150 mg/mL, dung dich dém histidin & ndng
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d5 bing khoang 10 mM, NaCl & ndng do bing khoang 150mM, PS-80 & ndng d6 tir
khoang 0,03% (khdi lwvong/thé tich) dén khoang 0,07% (khdi lwong/thé tich), va do
pH tir khoang 5,0 dén khoang 6,5, trong d6 khang thé khang CGRP bao gdm ving
bién dbi ca chudi nhe (LCVR) va ving bién dbi cia chudi ning (HCVR), trinh tu
axit amin ctia LCVR dugc dua ra trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu axit amin cia
HCVR duoc dua ra trong SEQ ID NO: 2. Tét hon 13, dugc phdm chita khang thé
khéng CGRP véi chudi nhe (light chain - LC) va chudi niing (heavy chain - HC),
trinh tu axit amin ctia LC dugc dua ra trong SEQ ID NO: 3 va trinh ty axit amin cta
HC duoc dua ra trong SEQ ID NO: 4. Tét hon nita 13, dwoc phdm chira khéng thé
khang CGRP véi hai LC va hai HC, trinh ty axit amin ctia mdi LC dugc dua ra trong
SEQ ID NO: 3 va trinh t axit amin ctia mdi HC dugc dua ra trong SEQ ID NO: 4.

Theo mot phwong 4n khac nita, sang ché con dé xuit dugc phdm chira khang
thé khang CGRP trong dung dich dém histidin, NaCl, va PS-80, trong d6 ndéng do
cta khang thé khang CGRP duoc chon tir nhém gém khoang 50 mg/mL, khoang 100
mg/mL, khoang 120mg/ml hoac khoang 150 mg/mL, dung dich dém histidin & ndng
do bing khoang 10 mM, NaCl & ndng d6 bing khoang 150mM, PS-80 & ndng do
khoang 0,05% (khdi luong/thé tich), va do pH tir khoang 5,0 dén khoang 6,5, trong
d6 khang thé khang CGRP bao gém ving bién ddi ciia chudi nhe (LCVR) va ving
bién ddi ctia chudi ning (HCVR), trinh tu axit amin cla LCVR duoc dua ra trong
SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin cia HCVR dugc dua ra trong SEQ ID NO: 2.
Tét hon 13, dugc phdm chira khang thé khang CGRP véi chudi nhe (light chain - LC)
va chudi ning (heavy chain - HC), trinh tw axit amin cta LC dugc dua ra trong SEQ
ID NO: 3 va trinh tu axit amin ctia HC dugce dua ra trong SEQ ID NO: 4. Tét hon
nita 14, dugc phém chtra khang thé khang CGRP véi hai LC v hai HC, trinh ty axit
amin ctia mdi LC duoc dua ra trong SEQ ID NO: 3 va trinh ty axit amin cia mdi HC

duoc dua ra trong SEQ ID NO: 4.

Cu thé hon, sang ché d& xuét duoc phim chira khang thé khang CGRP & ndng
do khoang 120 mg/mL, dung dich dém histidin & ndéng d6 khoang 10 mM, NaCl &
ndng d6 khoang 150 mM, PS-80 & ndng dd khoang 0,05% (khdi lugng/thé tich), va
d6 pH bing khoang 5,8, trong d6 khang thé khang CGRP bao gébm LCVR va HCVR,
trinh tu axit amin cia LCVR duoc dua ra trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu axit amin



29394

cia HCVR dugc dua ra trong SEQ ID NO: 2. Tét hon 13, duge phim chira khang thé
khang CGRP v6i chudi nhe (light chain - LC) va chudi ning (heavy chain - HC),
trinh tu axit amin ctia LC duoc dua ra trong SEQ ID NO: 3 va trinh tu axit amin cta
HC dugc dua ra trong SEQ ID NO: 4. T8t hon nita 13, dugc phim chira khang thé
khang CGRP v6i hai LC va hai HC, trinh ty axit amin cua mSi LC dugc dua ra trong
SEQ ID NO: 3 va trinh tyr axit amin ctia mdi HC dwoc dua ra trong SEQ ID NO: 4.

Theo mdt phuong an khéc nita, sang ché d& xuét dugc phim chira khang thé
khiang CGRP trong dung dich dém histidin, trong dé ndng d6 cua khang thé khang
CGRP bing tir khoang 40 mg/mL dén khoang 160 mg/mL. Tét hon 13, ndng do cla
khéng thé khang CGRP bang tir khoang 50 mg/mL dén khoang 150 mg/mL. T5t hon
nita 13, ndng d6 ciia khang thé khang CGRP bing khoang 50 mg/mL, khoang 100
mg/mL, khoang 120 mg/mL, hodc khoang 150 mg/mL. Theo cic phuong an cu thé,
duoc phidm chira khing thé khang CGRP & ndng d6 bang khoang 40 mg/mL dén
khoang 160 mg/mL trong dung dich dém histidin, trong d6 dung dich dém histidin &
ndng do tir khoang 5 mM dén khoang 20 mM. Tét hon 13, dung dich d&ém histidin &
ndng d6 bang khoang 10 mM.

Theo mdt phuong 4an khéc, séng ché @ xult dugc phim chira khang thé
khang CGRP va NaCl, trong do6 ndng dd ctia NaCl bang tir khoang 50 mM dén
khoang 200 mM. Tét hon 13, ndng d6 cta NaCl bang tir khoang 125 dén khoang
175mM. Tét hon nita 13, ndng d6 ctia NaCl bang khoang 150 mM. Tham chi t6t hon
nita 13, dugc phim chira khang thé khang CGRP, dung dich dém histidin & 10 mM,
va NaCl, trong d6 ndng do ctia NaCl bing tir khoang 50 mM dén khoang 200 mM.
Tét nhét 13, duoc phim chtra khéng thé khang CGRP & ndng d trong khoang tir
khoang 40 mg/mL dn khoang 160 mg/mL, dung dich dém histidin & ndng d6 bang
khoang 10 mM, NaCl & ndng do6 tir khoang 50 mM dén khoang 200mM, and d6 pH
bang khoang 5,8. Tt hon 13, NaCl & ndng d6 bang khoang 150mM.

Theo mot phuong 4n khic, sang ché @ xuit dugc phdm chira khéng thé
khing CGRP va PS-80, trong d6 ndng do ciia PS-80 bang khoang 0,03% (khdi
luong/thé tich) dén khoang 0,07% (khdi lugng/thé tich). Tét hon 1a ndng do cia PS-
80 trong duoc phdm bang khoang 0,05% (khéi lugng/thé tich). Theo mdt phuong 4n

duoc wu tién, dugc pham chira khang thé khang CGRP & néng d6 nim trong khoang
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tir khoang 40 mg/mL dén khoang 160 mg/mL, va PS-80 & ndng d6 tir khoang 0,03%
(khéi lugng/thé tich) dén khoang 0,07% (khdi luong/thé tich). T5t hon nita 13, duge
phim chira khéng thé khang CGRP & ndéng do nim trong khoang tir khoing 40
mg/mL dén khoang 160 mg/mL, dung dich dém histidin & ndng d¢ tir khoang SmM
d&n 20mM, va PS-80 & khoang 0,05% (khdi Iuong/thé tich). Tham chi tot hon nita
13, dwoc phim chira khéng thé khang CGRP & ndng d6 nim trong khoang tir khoang
40 mg/mL dén khoang 160 mg/mL, NaCl & ndng d6 tir khoang 50 mM dén khoang
200 mM, va PS-80 & ndng do khoang 0,05% (khdi lwong/thé tich). TSt nhit 13, dwoc
phim chira khang thé khang CGRP & ndng d6 nidm trong khoang tir khoang 100
mg/mL dén khoang 150 mg/mL, dung dich dém histidin & ndng d6 tir khoang 125
mM dén khoang 175mM, PS-80 & ndng d6 khoang 0,05% (khdi luong/thé tich) va
d6 pH bing khoang 5,8.

Séang ché con mé ta phuong phép diéu tri hodc phong nglra tinh trang bénh
lién quan dén mic CGRP gia ting, t6t hon 14 chimg dau dau va/hoic chiing dau nira
dAu bao gdm budc cho bénh nhan can diéu tri sir dung dugc phim theo sang ché véi
luong hitu hiéu c6 tac dung tri lidu. Theo mot s& phwong 4n, sang ché d& xuét
phuong phap diéu tri hoic phong ngira chimg dau nira dAu, ching dau dau khong
thudong xuyén, chimg dau dau man tinh, chig dau dAu timg con man tinh, va/hodc
ching dau dau timg con khdng thudng xuyén bao gdm budc cho bénh nhan can diéu
tri st dung dugc phém theo sang ché véi luong hitu hi€u c6 tac dung tri liéu. Theo
mdt sd phwong 4n, phwong phap didu tri hodc phong nglra chimg dau dau timg con
man tinh va khong thudong xuyén duoc dé xut bao gdm budc cho bénh nhan cin
didu tri st dung liéu 300 mg khang thé khang CGRP. Cac phuong 4n khéc nita d&
xult phuong phap didu tri hosic phong ngira chimg dau d4u timg con man tinh va
khong thudng xuyén bao gdm budc cho bénh nhan can didu tri st dung lidu 360 mg
khang thé khang CGRP. Theo cic phuong 4n khéc, sdng ché d& xuét phuong phap
diu tri hodc phong ngira ching dau nira d4u man tinh va khong thudng xuyén bao
gdm budc cho bénh nhan cin didu trj sir dung liéu 120 mg khang thé khéng CGRP.
Céac phuong an khac nita md td phuong phap diéu tri hodic phong ngira chimg dau
ntra dAu man tinh va khong thuong xuyén bao gdm budc cho bénh nhan can didu tri

st dung liéu 240 mg khéng thé khang CGRP. Mot phuong 4n khac dé xuit phuong
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phap diéu tri hodc phong ngira chimg dau nira d4u man tinh va khong thudng xuyén
bao gdm budc cho bénh nhén cén didu tri str dung liéu nap ban dau 14 240 mg khéng
thé khang CGRP, sau d6 lidu duy tri hing thang 13 120 mg khang thé khang CGRP.
Tét hon 13, lidu ndy dugce ding & cac khoang cach thoi gian hang tudn, nira thang,

hodc hing thang hoic hing quy. Tt hon nita 13, vide ding 13 hing théng.

Theo mdt phuong an khéc, sang ché con mé ta phuong phép didu tri hodc
phong ngira chimg dau diu timg con & bénh nhan can diéu tri bing cich ding lidu
dudi da hing thang 300mg khang thé khang CGRP, trong d6 khang thé khang CGRP
gin két véi epitop bao gém cac axit amin VTHRLAGLLSR ciia SEQ ID NO: 7.
Theo mot phuong 4n khac nita, sang ché d& xuit phuong phép didu tri hoic phong
ngira ching dau nira ddu khéng thuong xuyén & bénh nhan can didu tri bang cach
dung lidu dudi da hing thang 120mg khéng thé khang CGRP, trong d6 khang thé
khéng CGRP bao gém LCVR dugc dua ra béi trinh tw axit amin SEQ ID NO: 1 va
HCVR duogc dua ra béi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 2. Tét hon 13, khang thé
khang CGRP & trong duoc phdm chira khoang 10mM dung dich dém histidin,
khoang 150mM NacCl, khoang 0,05% PS-80, va 46 pH bing khoang 5,8. Theo mét
phuong an khéc, sang ché con dé xuit phuong phap diéu tri hoic phong nglra chiing
dau dAu timg con & bénh nhén cin diéu tri bing cich ding lidu dudi da hing thang
300mg khang thé khang CGRP, trong d6 khang thé khang CGRP bao gdm LC duoc
dua ra bai trinh ty axit amin SEQ ID NO: 3 va HC duoc dua ra bdi trinh tu axit amin
SEQ ID NO: 4. Tét hon 13, khang thé khang CGRP & trong dugc phdm chira khoang
10mM dung dich dém histidin, khoang 150mM NaCl, khoang 0,05% PS-80 va do
pH bing khoang 5,8.

Theo mot phwong 4n khéc, sang ché con md ti phuong phap diéu tri hosc
phong nglra chimg dau dAu timg con & bénh nhén can diéu tri bang céch cho bénh
nhan st dung lidu hing thang 300 mg khang thé khang CGRP, trong d6 khang thé
khéng CGRP bao gdbm LCVR dugc dua ra béi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 1 va
HCVR dugc dua ra boi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 2, va trong d6 khang thé
khang CGRP & trong dugc phdm chita dung dich d&&m histidin. Theo mot phuong én
cu thé, khang thé khang CGRP & trong dugc phdm chira dung dich dém histidin & do
pH bing khoang 5,5-6,1. Theo mdt phuong 4n cu thé khac, khang thé khang CGRP &
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trong dugc phdm chita khoang 5 mM dén khoang 20 mM dung dich dém histidin.
Tét hon 1 dwoc phim c6 d6 pH bang khoang 5,7-6,0. Tét hon nita 13, duge phém ¢
d6 pH bang khoang 5,8.

Theo mot phuong 4n cu thé khac, sang ché con mé ta phwong phép diéu tri
ho#c phong nglra chimg dau diu timg con & bénh nhan can diéu tri bang cach cho
bénh nhan s dung liéu hing thang 300mg khéng thé khang CGRP, trong d6 khang
thé khang CGRP bao gdm LCVR dugc dua ra béi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 1
va HCVR dugc dua ra béi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 2, va trong d6 khing thé
khang CGRP ¢ trong dugc phédm chira dung dich d&m, NaCl, va chit hoat dong bé
mit. Tét hon 13 khang thé khang CGRP & trong duge phdm chira dung dich dém, tir
khoang 50mM dén khoang 200mM NaCl, va chét hoat dong bé mat. Tt hon nita 13,
khéng thé khang CGRP & trong dugc phim & d6 pH bang khoang 5,7-6,0. T6t nhat
13, khang thé khang CGRP & trong dugc phdm & d6 pH bang khoang 5,8.

Theo mot phuong 4n cu thé khic, sang ché con mé ta phuong phip diéu tri
hoic phong ngira chimg dau dau timg con & bénh nhan can didu tri bang cach cho
bénh nhan st dung lidu hing thang 300mg khang thé khang CGRP, trong d6 khang
thé khang CGRP bao gdbm LCVR dugc dua ra boi trinh tw axit amin SEQ ID NO: 1
va HCVR dugc dua ra boi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 2, va trong d6 khang thé
khang CGRP ¢ trong dugc phim chtra dung dich dém, mudi, va PS-80 1am chét hoat
dong bé mit. Tt hon 1a khang thé khang CGRP & trong dugc pham chira dung dich
d6m, mubi, va tir khoang 0,03% (khéi Iugng/thé tich) dén khoang 0,07% (khéi
luogng/thé tich) PS-80. Tét hon nita 13, khang thé khang CGRP & trong dugc phim &
d6 pH bing khoang 5,7-6,0. Tét nhét 13, khéng thé khing CGRP & trong dugc phim
& d6 pH bang khoang 5,8. '

Theo mot phuong an khac nita, sang ché mo ta phuong phéap diéu tri hogc
phong nglra ching dau nua diu khong thuong xuyén & bénh nhin can didu tri bang
cach ding liéu duéi da hing thang 120mg khing thé khang CGRP, trong d6 khang
thd khang CGRP gén két véi epitop bao gdm cac axit amin VTHRLAGLLSR cua
SEQ ID NO: 7. Theo mdt phuong an khic nita, sdng ché @ xuit phuong phép didu
tri hodc phong ngira chimg dau nira dau khong thudng xuyén & bénh nhin cin diéu

tri bing cach dung liéu dudi da hing thang 120mg khéng thé khang CGRP, trong d6
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khang thé khang CGRP bao gdbm LCVR dugc dua ra béi trinh tu axit amin SEQ ID
NO: 1 va HCVR duoc dua ra boi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 2. Tét hon 13,
khéng thé khang CGRP & trong dugc phim chira khoang 10mM dung dich dém
histidin, khoang 150mM NaCl, khoang 0,05% PS-80, va d6 pH bﬁng khoang 5,8.
Theo mot phuong an khac nita, sang ché mb ta phuong phép diéu tri hodc phong
nglra chimg dau nira diu khong thuong xuyén & bénh nhan cin didu tri bing cach
ding liéu dué6i da hing thdng 120mg khang thé khang CGRP, trong d6 khing thé
khéang CGRP bao gbm LC dugc dua ra béi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 3 va HC
dugc dua ra boéi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 4. Tét hon 13, khang thé khang
CGRP & trong duoc phdm chira khoang 10mM dung dich dém histidin, khoang
150mM NacCl, khoang 0,05% PS-80 va do pH béng khoang 5,8.

Theo mdt phuong an khac sang ché md ta phuong phép didu tri hoic phong
nglra chimg dau ntra diu khong thuong xuyén & bénh nhan cAn diéu tri bing cach
cho bénh nhan ding liéu hing thang 120 mg khing thé khang CGRP, trong d6 khéng
th khang CGRP bao gébm LCVR dugc dua ra béi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 1
va HCVR dugc dua ra bai trinh tu axit amin SEQ ID NO: 2, va trong d6 khang thé
khang CGRP ¢ trong dugc phim chita dung dich dém histidin. Theo mdt phuong dn
cu thé, khang thé khang CGRP & trong dugc phim chtra dung dich dém histidin & d6
pH bang khoéang 5,5-6,1. Theo mdt phuong 4n cy thé khac, khang thé khang CGRP &
trong dugc phim chira khoang 5 mM dén khoang 20 mM dung dich dém histidin.
Tét hon 1 duge phdm c6 d6 pH bang khoang 5,7-6,0. Tét hon niva 13, duoc phim cé
d6 pH bang khoang 5,8.

Theo mét phuong an cu thé khac, sang ché mo ta phuong phap diéu tri hoic
phong ngira chiing dau nira dau khong thuong xuyén & bénh nhan can didu tri bang
cach cho bénh nhan ding lidu hing thang 120 mg khéng thé khang CGRP, trong d6
khang thé khang CGRP bao gdbm LCVR duoc dua ra boi trinh ty axit amin SEQ ID
NO: 1 va HCVR dugc dua ra béi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 2, va trong do6
khang thé khang CGRP & trong dugc phém chita dung dich dém, NaCl, va chét hoat
dong bé mat. Tt hon 14 khang thé khang CGRP & trong duge phim chira dung dich
dém, tir khoang 50mM dén khoang 200mM NaCl, va chét hoat dong bé mit. Tét hon
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nita 13, khang thd khang CGRP & trong dugc phim & d pH bing khoang 5,7-6,0. Tét
nhét 13, khang thé khang CGRP & trong dugc phim & d6 pH bang khoang 5,8.

Theo mdt phwong an cu thé khac, sang ché mé ta phuong phap diéu tri hoic
phong ngira chimg dau nira diu khong thuong xuyén ¢ bénh nhan can diéu tri bing
cahs cho bénh nhan st dung liéu hing thing 120 mg khang thé khang CGRP, trong
d6 khang thé khang CGRP bao gbdm LCVR dugc dua ra béi trinh ty axit amin SEQ
ID NO: 1 va HCVR duoc dua ra boi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 2, va trong do
khang thé khang CGRP & trong dugc phém chtra dung dich dém, mudi va PS-80 1am
chat hoat dong bé mit. Tt hon 12 khang thé khang CGRP & trong dugc phim chira
dung dich dém, mubi, va tir khoang 0,03% (khéi lwong/thé tich) dén khoang 0,07%
(khdi luong/thé tich) PS-80. Tét hon nita 13, khang thé khang CGRP & trong dugc
phim & do pH bing khoang 5,7-6,0. Tot nhét 13, khang thé khang CGRP & trong
dugc phim & d6 pH béng khoéang 5,8.

Theo mot phuong 4n khac sang ché md ta phwong phap didu tri hoic phong
ngtra ching dau nira dAu man tinh & bénh nhén cin diéu tri bang cach cho bénh nhan
sit dung liéu hiing thang 120 mg khang thé khang CGRP, trong d6 khéng thé khang
CGRP bao gdbm LCVR duge dua ra béi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 1 va HCVR
dugc dua ra béi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 2, va trong dé khang thé khéng
CGRP ¢ trong dugc phém chtra dung dich dém histidin. Theo m§t phuong an cu thé,
khéang thé khdng CGRP & trong dugc phim chtra dung dich dém histidin & d6 pH
bing khoang 5,5-6,1. Theo mdt phuong &n cu thé khac, khéng thé khang CGRP &
trong duoc phim chtta khoang 5 mM dén khoang 20 mM dung dich dém histidin.
Tét hon 12 dwoc phim c6 d6 pH bang khoang 5,7-6,0. Tét hon nita 13, dugc phdm c6
d6 pH bang khoang 5,8.

Theo mdt phuong an cu thé khéc, sang ché mo ta phuong phap diéu tri hodc
phong ngtra chimg dau nura d3u man tinh & bénh nhén cin didu tri bang cach cho
bénh nhan st dung liéu hing thang 120 mg khang thé khdng CGRP, trong d6 khang
thé khang CGRP bao gdbm LCVR dugc dua ra boi trinh tir axit amin SEQ ID NO: 1
va HCVR dugc dua ra béi trinh tu axit amin SEQ ID NO: 2, va trong d6 khang thé
khang CGRP ¢ trong duoc pham chtra dung dich dém, NaCl, va chét hoat dong bé
mit. Tét hon 14 khang thé khang CGRP & trong dugc phim chira dung dich dém, tir
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khoang 50mM dén khoang 200mM NaCl, va chit hoat dong bé mit. Tét hon nita 13,
khang thé khang CGRP & trong dugc phdm & d6 pH bing khoang 5,7-6,0. Tt nhit
13, khang thé khang CGRP & trong duoc phidm & d6 pH bing khoang 5,8.

Theo mdt phuong 4n cu thé khic sang ché m6 ta phuong phap diéu tri hoic
phong ngira chimg dau nira dAu man tinh & bénh nhan can didu tri bang cach cho
bénh nhan st dung liéu hing thang 120 mg khang thé khang CGRP, trong d6 khang
th khang CGRP bao gbm LCVR duoc dua ra boi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 1
va HCVR dugc dua ra boi trinh ty axit amin SEQ ID NO: 2, va trong d6 khang thé
khang CGRP ¢ trong dugc pham chira dung dich dém, mudi va PS-80 lam chét hoat
dong bé mit. T6t hon 13 khang thé khang CGRP & trong dﬁqc phim chtra dung dich
dém, mudi, va tir khoang 0,03% (khdi lwong/thé tich) dén khoang 0,07% (khéi
luong/thé tich) PS-80. T6t hon nita 13, khng thé khang CGRP & trong dugc phdm &
d6 pH bang khoang 5,7-6,0. Tét nhat 13, khang thé khang CGRP & trong dugc phim
& do pH bang khoang 5,8. Sang ché con @& xuét dugc phdm dé ding trong tri lidu, tbt
hon 14 d& ding trong didu tri hoic phong ngira ching dau nira dau va/hodc chimg
dau dau. Theo cac phwong 4n cu thé, sang ché @ xuét dugc phdm dé ding trong didu
tri hosic phong ngira it nhit mot hodc nhidu trong s6 céc tinh trang bénh sau day:
chimg dau nira diu khong thudng xuyén, chimg dau nira d4u man tinh, chimg dau
dau khong thudng xuyén, chimg dau dau man tinh, chimg dau diu timg con man
tinh, va/hodc chimg dau diu timg con khong thudng xuyén. Tét hon 13, liéu lugng
khang thé khang CGRP dugc dung cho bénh nhén 1a 120 mg hodc 240 mg dbi véi
chimg dau nira dAu khong thuong xuyén va/hodc man tinh va 300 mg hodc 360 mg
chimg dau dau timg con khong thudng xuyén va/hodc mah tinh. Ngoai ra, sing ché
d& xuét viéc str dung duoc pham theo séang ché dé san xut thudc diéu tri hoic phong
ngtra chimg dau ntra du va/hoic chimg dau diu. Cu thé 13, sang ché dé xudt viée sir
dung dugc phdm d8 san xuét thudc dé didu tri it nhat mot hodc nhidu tinh trang bénh
sau day: ching dau nua dau khong thuong xuyén, ching dau nta d4u man tinh,
ching dau dau khong thudng xuyén, chimg dau diu man tinh, chimg dau dau timg

con man tinh, va / hodc chimg dau d4u timg con khdng thudng xuyén.

Nhu dugce sit dung & day, thuit ngit “bénh nhdn” dugc dung dé chi nguoi.

Theo mot sb phwong 4n, bénh nhan 13 ngudi ma duoc chan doan 13 mic tinh trang
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bénh hodc rdi loan ma viée didu tri bang hodc sir dung duoc phém theo sang ché
dugc chi dinh. Theo mot s6 phuong 4n, bénh nhéan 13 ngudi duge dic trung & chd ¢
nguy co méc tinh trang bénh hosc rdi loan ma viée diéu tri bang hoic str dung dugc

phim theo sang ché duoc chi dinh.

Nhu duge st dung & day, thuat ngit “didu tri” (hogic “sy diéu tri” hodc “viée
didu tri”) ding dé chi qua trinh bao gdm 1am cham, 1am gi4n doan, lam ngimg, kiém
soat, chAm dit, lam giam ho#ic ddo nguge sy tién trién hodc mac dd nghiém trong
cua mot triéu ching, 161 loan, tinh trang bénh, viéc loai bé hoan toan céc triéu ching
cé lién quan dén bénh, tinh trang bénh, hotic 11 loan ¢6 lién quan dén hoat tinh cta
CGRP. Nhu duoc sir dung & day, thut ngit “su phong ngira” (hodc “phong ngua”
hoidc “viéc phong ngira”) ding dé chi viéc ngin ngira, viéc ngan chin, viéc tranh,
viéc chin trude, viéc lam giam ty 1€ méc phai, viée chdm dut, hodc can trd cac triéu
chimg cua bénh, r6i loan va/hoic tinh trang bénh. Viéc phong ngira bao gém viéc st
dung cho dbi tuong khong biéu hién triéu ching bénh, r6i loan, va/hoic tinh trang
bénh & thoi diém sir dung.

Nhu duoc st dung & day, thudt nglt “luong hitu higu c6 tic dung tri liéu”
ding dé chi luong hoic liéu khang thé khdng CGRP trong dugc pham theo sang ché,
ma tuy thudc vao viéc st dung lidu don hodc da liéu cho bénh nhén, tao ra hiéu qua
duoc 1y mong mubn & bénh nhan. Lidu ding c6 thé bao gdm mdt lidu nap ban dau
cao hon, theo sau bdi mot lidu thép hon. Thuat ngit “lidu” dung dé chi lugng dinh
trude cta thude tri liéu dugce tinh todn dé tao ra hiéu qua tri liéu mong mudn & bénh
nhén. Lugng hiru hi€u c6 tac dung tri liéu c6 thé duoc xac dinh bai bac s§ chin doan,
nhu chuyén gia trong linh vuc, bang cach xem xét mot s6 yéu t6 nhu kich thuéc, tudi
tac, va tinh trang stc khoe chung ctia bénh nhan, bénh cu thé hodc thi tuc phiu thudt
da tham gia, mirc dd nghiém trong ctia bénh hodc ching bénh, dép Gng cta mdi bénh
nhén, phuong thic ding thubc, dic tinh sinh kha dung cta ché phdm duoc sir dung,
phéc db liéu dugc lya chon, va viée sir dung cac dugc phim ddng thoi khac.

Nhu duoc st dung & dy, thuat ngit “thang” hodc cac thuat ngi bét ngudn tir
no, ding dé chi khoang thoi gian bao gdm 28 dn 31 ngay lién tuc. Thuit ngit
"khoang" nhu duge sir dung & déy, c6 nghia la trong khoang 14n cén chép nhéan duoc

clia gié tri bing sd dugc chi ra, nhu cdng hodc trir 10% gié tri bang so dugce chi ra.
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Chu tric chung cua “khang thé” 13 da biét. Khang thé khang CGRP dugc boc
16 trong W02011/156324. Nhu dugc sit dung & ddy, “dugc chit thudc” (“drug
substance - DS™) 13 hdn hop chtra khdng thé, dung dich dém (vi du histidin), t4 duge
(vi du NaCl), va chit hoat dong bé mit (vi du PS-80), va thudc khoang pH nhét dinh
hodc & do pH cu thé. “San phdm thube” (“drug product - DP”) 13 hén hop chira dung
dich dém, ta duogc, chét hoat dong bé mit, va khang thé, trong d6 khang thé trong DP

c6 thé & ndng do thip hon so véi ndng d6 khang thé trong DS.

Dugc phim theo sang ché & dang lidu luong léng ciia dung dich. Viéc dung
duoc phim theo sing ché c6 thé 13 dung ngoai duong tiéu hoa. Dung ngoai duong
tidu hoa, nhu duogc sit dung & ddy, c6 thé bao gom tiém dang lidu vao co thé bing
xiranh vo tring hodc mot s thiét bi co hoc khac nhu bom truyén. Pudng ding ngoai
dudng tidu hoa c6 thé bao gdm céc dudng dung trong tinh mach, ding trong co,
dung duéi da, va ding trong mang bung. Puong ding dudi da 12 duong dung dugc

wu tién. Duge phdm theo séng ché dugce dy dinh dé dung 1am duoc phdm cho ngudi.

Sang ché duoc minh hoa tiép bang cac vi du sau ddy, cac vi du nay s& khong

nhim giéi han pham vi cua sing ché.
Vi du thwe hién sang ché
San xuét khang thé

Khéng thé theo sang ché ¢6 thé dugc tao ra va tinh ché nhu sau. Té bao chu
thich hop, nhu CHO, duoc chuyén nhiém tam thdi hodc én dinh véi hé bidu hién dé
tiét khang thé bang céch sir dung ty 1€ vecto HC:LC tdi wu dinh trude hosc hé vecto
duy nh4t m3 héa ddng thoi ca LC va HC, nhu mdi LC c¢6 trinh tw SEQ ID NO: 3 va
mdi HC c6 trinh ty SEQ ID NO: 4. Méi trudng da 1am trong, ma khéng thé da duge
tiét vao d6, dugc tinh ché bing céch sir dung k§ thudt bt ky trong sé nhidu k§ thuat
thuong dung. Vi du, moi truong nay cé thé dugc dua 1én cot Protein A hodc G
Sepharose FF ma da dugc can b%mg v6i dung dich dém tuong thich, nhu dung dich
mubdi dém phosphat mdt cach thuan tién (pH 7,4). Cot duoc rita dé loai bo cac thanh
phin gin két khong ddc hidu. Khang thd d3 gén két duoc rira giai, ching han, bang
gradient pH. Cac phan doan khéng thd duoc phat hién, ching han bang SDS-PAGE,

va sau d6 dugc gom lai. Viéc tinh ché tiép 13 tiry y, phu thudc vao muc dich sir dung.
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Khang thé c6 thé duoc cb dic va/hoic loc vo tring bang cach st dung céc k¥ thuit
thong thudng. Thé két tu va cac multime hoa tan c6 thé duoc loai bd mdt cach hicu
qua bang cac k§ thuat thong thudng, bao gdm sic ky loai trir theo kich thudc, sic ky
tuong tac ky nuéce, sic ky trao dbi ion, hodc sic ky hydroxyapatit. Do tinh khiét cia
khang thé sau céc budc sic ky ndy 16n hon 99%. San phim c6 thé dugc lam lanh
dong ngay 1ap tic & -70°C trong nén phdi ché theo sang ché hoic co thé dugc lam
dong khd. Cac trinh ty axit amin va axit nucleic d6i v6i cac khang thé duge néu lam

vi du dugc dé cap dudi day.
Séan xuit dugc phim khang CGRP

Quy trinh san xuit dugc phim chita khang thé khang CGRP theo sing ché
bao gbm budc trén hdn hop ta dugc dém, va bd sung duoc chit (DS) chira khéng thé
khang CGRP.

Hbn hop t4 dwoc dém bao gdm L-Histidine, -L-Histidine Hydroclorua
Monohydrat, NaCl , PS-80, va nuéc (Bang 1). Khing th8 khang CGRP bao gdm
chudi nhe ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 3, va chudi ning c6 trinh ty SEQ ID NO: 4.

Bang 1. Hon hop ta dugc dém

Thanh phan Luong (mg/mL) Nong do cudi
L-Histidin 0,478
L-Histidin 10 mM
Hydroclorua 1,45
Monohydrat
NaCl 8,76 150 mM
PS-80 0,05% (khdi
0,50 .
luong/thé tich)*
Nuéc dé tiém vira ¢t dén 1 mL

* trong luong trén thé tich

Hdn hop t4 duge dém dugc didu ché va duoc loc. Lwong nuée thich hop &
nhiét do khong 16n hon 25°C dugc cdn vao binh réng d3 duge trr bi ¢6 kich thude
thich hop. Nhitng lugng thich hop L-Histidin, L-Histidin Hydroclorua Monohydrat

va NaCl dugc bd sung va dugc tron. PS-80 duoc can trong mdt dd chira thay tinh va
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mét lvong nude thich hop duge bd sung vao dd chira thuy tinh nay dé tao ra néng do
cudi cung duoc chi ra, va dung dich dugce trdn. Dung dich PS-80 dugc bd sung vao
céc t4 dugc khéc, dung dich ndy dugc tron, va dung dich thu duge dugc diéu ché dé
c6 do pH va do thdm thiu duogc diéu chinh dén trong khoang 5,8 + 0,3 va 254-344
mOsm/Kg, trong tmg. Hon hop t4 duge dém duge cho qua mang loc dé 1am giam vi

sinh vt tap nhiém.

Khang thé khang CGRP DS dwoc didu ché bang cach biéu hién khing thé nay
trong cac t& bao, tinh ché, c6 dic, va 1am lanh dong khang thé trong dung dich chira
10 mM dung dich dém histidin, 150 mM NaCl, 0,05% PS-80, va d0 pH bang
khoang 5,8. Dung dich DS dugc bao quan & -70°C. DS d4 lanh dong dugc lam cén
bang dén nhiét d6 20 + 5°C va duoge tron véi luong dung dich ta duge dém thich hop
dé dat duogc nc‘A)ng d6 trung gian khéng thé DP. Do pH cua dung dich duoc kiém tra
dé ndm trong khoang 5,8 + 0,3.

Dung dich duogc trén va miu duoc 14y dé phan tich UV trong qué trinh didu
ché nhdm x4c dinh ndng d6 khang thé DP. Luong dung dich t4 dugc dém thich hop
thich hop dugc bd sung dé dat d&n khdi lwong mé du tinh cudi ciing. Sau khi tron, do
pH ctia dung dich duogc kiém tra d& nim trong khoang 5,8+ 0,3. Dung dich khang thé
DP dugc cho qua thiét bi loc dé giam dé giam vi sinh vat tap nhiém trude khi loc vo
tring va nap vao lo hodc xiranh. Ndng d6 cubi ctia khéng thé DP ¢6 thé nim trong
khoéng tir khoang 40 mg/mL dén khoang 160 mg/mL.

Do én dinh duéi tic dong ciia anh séng

Anh séng ¢ thé anh huéng dn phan tr ¢6 hoat tinh trong ché phim thudc,
cing nhu 13 san phdm cubi hodc bao gbi din dén su thoai bién boi 4nh sang, didu nay
c6 thé khién cho san phim mét higu luec. Anh huong cta 4nh sang dén khang thé
khang CGRP dugc bao ché trong dung dich dém xitrat hodc dung dich dém histidin
& d6 pH 5,8 trong xiranh thuy tinh dd duoc nap san duoc danh gi4 béi séc ky loai trir
theo kich thuéc (size exclusion chromatography - SEC). Muc d0 phoi sang la
khoang 20% ICH Q1B dbi v6i 4nh sang nhin thdy va 10% dbi véi 4nh sang UV.

Khang thé khang CGRP, & khoang 165 mg/mL (trong 10 mM Histidine, 150
mM NaCl, pH 6,0), dugc chia thanh hai phan phan udc. Mot phan phan uéc dugc
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thAm tach vio dung dich dém chita 10mM histidin, 150mM NaCl, pH 5,8, va phan
phan wéc con lai duge thdm tich vao dung dich dém 10mM xitrat, 150mM NaCl, pH
5.8. Sau khi thAm tach, khéang thé dugc pha loing véi dung dich dém thich hop
(histidin hofic xitrat) dén 50 mg/mL hodic dén 120 mg/mL. PS-80 duoc b sung vao
mdi ché phim dén ndng do cudi 12 0,05%. Céac ché phim duogc loc qua mang loc
PVDF c& 15 0,22 pm loai v tring va dugc nap vio xiranh thily tinh nap sén. Su
dung tAm xiranh dbi v6i mdi ché phdm dé phan tich sic ky loai trir theo kich thude
(SEC). Cac xiranh dugc dit trong budng sang dé tiép xtic v6i 4nh séng cuc tim (UV),
4nh sang nhin thdy hoic ca UV va 4nh sdng nhin thdy. Cac xiranh trong hop da dugc
chén sang ciing dugc ding 1am mau d6i chimg “trong bong t6i”. Nhiét o duoc dat
c¢b dinh & 20°C. Tong luong polyme duogc x4c dinh bdi SEC. Céc két qua duge tém
tit trong bang 2.

Béng 2. So sénh ty 1& phan trim tdng luong polyme gifta dung dich dém histidin va

dung dich dém xitrat

Nong do DP va didu kién | Dung dich dém histidin | Dung dich dém xitrat
chiéu sang Téng lwong polyme (%) | Tong lugng polyme (%)
50 mg/mL T6i 1,44 1,70

50 mg/mL UV 1,63 2,06

50 mg/mL VIS 1,88 2,60

50 mg/mL UV/ VIS 2,33 3,47

120 mg/mL Tbi 1,54 1,98

120 mg/mL UV 2,18 2,89

120 mg/mL VIS 2,38 3,66

120 mg/mL UV/ VIS 2,86 4,20

Trong céc didu kién vé co ban nhu duge md ta trén day, cac két qua duoc dua
ra trong bang 2 chung to rang ty 18 phin trim téng lugng polyme trong dung dich
dém histidin thap hon so véi ty 1& phan trim téng lugng polyme quan sat dugc trong
dung dich dém xitrat. Dit li€u nay chimg t6 rang cac ché phim chira dung dich dém

histidin c6 tinh 8n dinh t&t hon sau khi phoi sing so véi cac ché phim chira xitrat.
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Nghién ctru kha ning tuong thich cla ta dugc

Do bn dinh ctia duoc phim chira khéng thé khdng CGRP dugc danh gid trong
nghién cru kha nang tuong thich cua ta dugc. Cac ché phim, & d6 pH 6,0, chtra 120
mg/mL khéang thé khang CGRP, 0,04% PS-80, 10mM hodc 20mM dung dich dém
histidin, va 150mM NaCl, 5% manitol, hodc td hop gém 100mM NaCl va 1,5%
manitol. Cac ché phdm duoc diéu ché bing cach thAm tach, va bao quan trong dd
chita HDPE & c4c nhiét dd dugc chi ra, va dugc bao vé khoéi anh sang. Téng lwong
polyme dugc xac dinh béi SEC & thoi didm bit diu nghién ctu, & 1 thang, va & 2

théng.

Bang 3. So sanh ty 1€ phdn trim téng lugng polyme gitta manitol, NaCl, va t6 hop

gdm manitol va NaCL

L Téng lwong | Téng luong | Téng luong
L Thoi diém
Ché pham polyme (%), | polyme (%), | polyme (%),
(théng)
5°C 25°C 40°C
0 1,53 1,53 1,53
10mM Histidin, :
1 1,68 2,02 2,43
150mM NaCl
2 1,74 2,30 3,13
0 1,98 1,98 1,98
20mM Histidin, 5%
1 2,09 2,37 2,60
manitol
2 2,17 2,71 3,22
10mM Histidin, | 0 1,44 1,44 1,44
100mM NaCl, 1,5% |1 1,59 1,74 2,11
manitol 2 1,56 2,09 2,84

Trong c4c diéu kién vé co ban nhu dugc md ta trén ddy, ty 16 phan trim tbng
Iugng polyme trong ché phim chira 5% manitol cao hon so véi ty 1€ phan trim tbng
luong polyme cua ché pham chira 150mM NaCl, hodc ché phdm chira 100mM NaCl
va 1,5% manitol. Viéc bd sung NaCl va/hoic t6 hop gém NaCl va manitol dugc

nhén thiy 13 4nh hudng tich cuc dén d6 n dinh cua protein.
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D6 6n dinh sau khi 13m lanh dong-tan gid

Lam lanh déng la buéc xi 1y thong thuong duge ding dé duy tri do on dinh
va chét luong cia protein trong qué trinh phét tridn va san xuit, va c6 thé cho phép
kép dai thoi han st dung. Tuy nhién, viéc lam lanh dong co6 thé gay ra nhitng thay
d6i phuc tap vé mat vat 1y va hoéa hoc vé dung méi/didu kién hoa tan, dan dén su
bién tinh cta protein kém theo kha ning tao ra két tu theo thoi gian. D6 6n dinh cua
dwoc phdm trong dung dich dém histidin sau khi lanh dong-tan gid (FT) dugc xdc
dinh béi SEC. T4m ché phim khic nhau duoc didu ché va bao quan trong db chira
HDPE. M3i ché phim & d pH 6,0, chira 0,02% PS-80,10mM histidin, va 150, 120,
100, hodc 20 mg/mL khéng thé khang CGRP DP, va 5% manitol, 150mM NaCl,
hoic 1,5% manitol va 100mM NaCl.

Céc ché phdm twong Ung trong dd chta HDPE trai qua ba chu trinh lanh
dong-tan gia. Dbi v6i mot chu trinh, mdi ché phim duoc 1am lanh dong & -70°C va
dugc lam tan gid ¢ nhiét do trong phong. Cac ché phim tuong tng trong d6 chira
HDPE trai qua mot chu trinh lanh dong-tan gid chdm trong budng dong khd. Cac
mAu d6i chimg duge bao quin & 5°C trong khoang thoi gian nghién ciru. Sau chu
trinh tht ba hodc sau thu trinh lanh déng-tan gid chém, ty 1€ phén trim tong lugng
polyme duoc danh gia béi SEC.

Bang 4. So sénh ty 1€ phin trim téng lugng polyme giita manitol, NaCl, va t5 hop

gbdm manitol va NaCl.
Téng luong : 1,5% manitol, 100mM
' 5% tol 150mM NaCl
polyme (%) | > T ¢ NaCl
120 20 150 100 20 150 100 20

Ung sut mg/ml | mg/ml | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL [ mg/mL
DP DP DP DP DP DP DP DP

Péi chimg | 1,7 2,2 1,64 1,65 1,19 1,45 1,6 1,2

Chu winh )\ o 1o 158|165 |1,71 |57 |1s1 |1.28
FT 1
e
Chu trinh | P00 | Khong
FT2 XAac Xac 1,62 1,66 2,32 1,54 1,51 1,33

dinh | dinh
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Chu trinh

FT 3 1,8 5,1 1,6 1,61 3,15 1,51 1,5 1,29
Khong

FT cham 1,9 11,6 1,72 1,71 1,91 1,52 1,48 Xac
dinh

N.D.: Khong xac dinh

Trong céc didu kién d4 néu & trén, ty 18 phin trim téng luong polyme trong
ché pham chira 5% manitol va 20 mg/mL DP tang trong FT chu trinh 3 vaf trong FT
cham, so véi ty 16 phin trim tdng luong polyme trong tht ca cac ché phdm khac. Ty
18 phén trim polyme ciing gia ting trong ché phim chira 20 mg/mL DP va 150mM
NaCl. NaCl va/hodc t6 hop gdm NaCl va manitol, cing v6&i ndng do khang thé 16n
hon 20mg/mL trong ché phdm duoc chi ra 13 c6 tac dung gitip protein 6n dinh sau
khi lanh dong-tan gia.

Dung cu cat mao quan

Dung cu cit mao quéan (capillary shear device - CSD) 1a dung cu g suét tai
tao luc cét cao st dung bom nhu dong va mao quan dé nghién ctru tmg suét vat ly
d6i v6i DP da dugc bao ché. CSD duge sir dung dé danh gia tng sudt vat 1y luc cét
ctia dugce phdm theo sang ché, trong d6 duge phdm d4 néu chira 10mM histidin, 150
mM NaCl, khang thé khing CGRP & ndng d6 5 mg/mL, 40 mg/mL, hodc 120
mg/mL, PS-80 véi ndng d6 thay ddi, va d6 pH bang 6,0.

Khang thé khang CGRP DP dugc bom qua 6ng mao quin lam bang thép
khong gi c6 duong kinh trong 0,5mm, cting hodc khong cung khong khi, & tdc do
khoang 3,3 mL/gidy bang cach sit dung bom nhu dong. Téc d6 nay cla bom tao ra
tri sb cét khoang 105 gidy!. Tiéu hao ning lugng tinh duge 1a khoang 105 W/Kg.

Céc mAu dbi chimg khong duge bom.

Ba co cdu dung cu cit mao quan khac nhau dugce ding trong nghién ctru nay.
Cac mao quan lam bang thép khong gi va PTFE duogc lya chon do céc vét liéu nay
thudng dugc st dung trong san xuit. Mao quan khong chira khong khi trong hé
théng hoic mao quan PTFE khéng chira khong khi trong hé théng déu thé hién diéu
kién tmg suét danh nghia. Ung suit danh nghia s& dat khi dung dich duoc bom bang

cach sir dung bom nhu dong qua mdt kim nap liéu. Mao quan lam bang thép khong
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gi v6i khi duoc by trong hé thdng biéu hién didu kién tmg suét cao do protein c6 thé
dudi ra mot cach twong ddi dé trong mit phan cach khi-long. Téng luong polyme
duoc xac dinh bai SEC, va céac chét dang hat dugc x4c dinh béi thiét bi dém hat véi
d6 chinh x4c cao (high accuracy particle counter - HIAC). Dit liéu SEC duoc thé
hién trong bang 5, va dit liéu HIAC duoc thé hién trong bang 6.

Béng 5. Ty 18 phan trim tong lugng Polyme - SEC

%PS-80 | Déi chim Thép khong | Thép khéng gi  véi
EEE— g khong khi

5 mg/ml khang thé

0 0,89 0,91 1,65

0,005 1,04 1,03 1,63

0,02 1,06 1,06 1,13

0,03 1,09 1,06 1,12

0,05 1,17 1,19 1,23

40 mg/ml khang thé

0 1,23 1,23 2,49

0,005 1,24 1,24 1,35

0,02 1,30 1,25 1,47

0,03 1,31 1,30 1,52

0,05 1,31 1,38 1,50

120 mg/ml khéng thé

0 1,58 1,61 1,86

0,005 1,48 1,66 1,66

0,02 1,48 1,68 1,68

0,03 1,49 1,65 1,59

0,05 1,51 1,75 1,65
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Bang 6. Cac chit dang hat - HIAC

40 mg/mL khang thé khang CGRP
Kich Kich Kich Kich
% PS-80 | Loai mao quan thudce hat | thude hat | thude hat | thuée hat
(2 pm) (5 pm) (10 um) | (25 um)

0 Dbi chimg 296 104 21 4
0,005 | Dbi ching 53 26 11 6
0,02 Dbi chimg 53 21 8 0
0,03 Dbi ching 57 19 6 1
0,05 Déi chimg 78 24 5 0
0 Thép khong gi 20284 1882 201 3
0,005 Thép khong gi 2612 501 94 4
0,02 Thép khong gi 1660 401 79 4
0,03 Thép khong gi 501 144 37 2
0,05 Thép khong gi 650 178 47 0

Thép khong gi véi
0 khong khi 62009 45330 24688 3683
0,005 Thép khong gi véi

khong khi 1225 344 162 2

Thép khong gi véi
0.02 kh():g khi - 2993 803 178 4

Thép khong gi véi
0.03 khéig khi - 3959 946 135 0
0,05 Thép khong gi v6i

khong khi 972 285 73 4

Dit liéu SEC trong bang 5 chi ra ring trong cac diéu kiénvé co ban duge md
t4 trén day, viéc bb sung PS-80 vio mao quan lam bing thép khong gi véi mot lugng

khong khi (diéu kién tng suét cao) din dén Iam giam téng lugng polyme.
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So véi cac ché phdm khong chira PS-80, viéc b sung 0,005%, 0,02%, 0,03%,
hogc 0,05% PS-80 din dén sy giam tao thanh hat & hau hét cac nhém nhu duoc xac
dinh bai HIAC (Bang 6). Céc nghién ciru nay chimg t6 ring viéc bd sung PS-80 vao
dung dich lam gidm chét dang hat c6 mit trong ché phdm khang thé khang CGRP.

Su oxy hoéa PS-80

Ché phim & d pH 6,0 chira khéng thé khang CGRP (120 mg/ml), 10mM
histidine, 150mM NacCl, va 0,05% PS-80 dugc st dung dé x4c dinh su oxy héa PS-
80 & cac nhiét dd va thoi diém khac nhau. Céc ché phim tuong tmg dugc nap vao
cac lo hodc xiranh thuy tinh nap san va dugc dat trong céc khoang & nhiét o trong
phong (& thoi diém bt ddu nghién ctu), 5°C, 25°C, hodc 40°C. Dung dich dém
tuong tng (10mM histidin, 150mM NaCl, 0,05% PS-80, pH 6,0) khong chtra khang
th8 duge ding lam mAu dbi chimg. Phuong phap thiy phan PS-80 duoc sir dung dé
xac dinh ty 1€ phén trdim PS-80. Luong axit oleic tw do va lugng axit oleic tbng sd
duoc xac dinh. Viéc thiy phan PS-80 tao ra axit oleic tdng (total oleic acid - TOA),
va TOA duge x4c dinh bing phuong phép sic ky léng hiéu ning cao (high-
performance liquid chromatography - HPLC). Dé thu dugc ty 16 phan trim ciia PS-

80 nguyén ven, axit oleic tw do duogc trir di tir axit oleic tong.

Bang 7. Ty 1¢ phan trim PS-80 trong ché phim & cac thoi diém va nhigt do khac
nhau

Thoi Déi
DP
PS-80 % gian Nhiét do ching
(%)
(thang) (%)
0 RT 0,051 |0,052
. 5°C 0,052 | 0,05
25°C 0,054 | 0,051
Lo 14 mL 40°C 0,051 | 0,052
3 5C 0,052 | 0,052
25C 0,054 | 0,051
6 5C 0,054 | 0,051
25C 0,047 0,05
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5C 0,051 | 0,05
: 25C 0,048 | 0,051
Xiranh 2,25 40C 0,029 | 0,05
mL 3 5C 0,052 |0,051
25C 0,008 0,05
6 5C 0,052 10,05
25C 0,006 | 0,038

Sau quy trinh vé co ban nhu duoc md ta trén day, su oxy hoa PS-80 d& nhan
thAy nhét trong c4c nhém dbi chimg 2,25 mL & 25°C & 3 va 6 thang (Bang 7). Su
oxy hoa PS-80 dugc xac nhan bdi phép do phd khéi (dit liéu khong dugc thé hién).

Trong mét nghién ctru twong ty, céc ché phim duge didu ché nhu duoc chi ra
trén Fig. 1. DS duoc thim tach vao nén tuong tmg va PS-80 dugc bd sung hodc pha
lodng dé dat néng do cubi d3 chi ra. Cac ché phdm tuong tmg dugc nap vao xiranh
thity tinh nap sin va dugc bao quan trong cic khoang & nhiét do trong phong, 5°C,
25°C, 30°C, hoidic 40°C. Ndng do ciia PS-80 dugc x4c dinh & thoi diém bat dau
nghién ctru & nhiét do trong phong, sau 1, 2, hodc 3 thang & 5°C, 25°C, hoac 30°C,
va ¢ 6 thang & 5°C hodc 25°C. Két qua duogc chi ra trén Fig. 1.

Sau quy trinh vé co ban nhu duoc mo ta trén diy, su oxy hoa PS-80 dugc
quan st thiy & cic ché phim chira 5 mg/mL khéng thé. Céc dit liéu ndy chi ra ring
khang thé & ndng d6 16n hon 5 mg/mL ngan ngira sy oxy héa cua PS-80.

Tht nghiém 1am sang vé khoang 1idu lwong dbi véi chimg dau nira dau

Nghién ctru vé& khoang lidu luong, gia duge-ddi chimg, mi doi, ngéu nhién,
pha IIb duge tién hanh véi 410 bénh nhan & Lira tudi 18-65 tudi véi tir 4 dén 14 ngay
dau nira diu va it nhit 2 14n dau nira dau tAn céng mdi thang. Cac bénh nhan dugc
chia ngiu nhién (2:1:1:1:1) thanh cac nhém gia dwoc hodc tir 1 dén 4 nhém cho ding
lidu L'Y2951742. Céc lidu tiém duéi da LY2951742 gém 5 mg, 50 mg, 120 mg, 300
mg hodc gia dugc duge sir dung 28 ngay mot 14n trong vong 12 tudn. Muc tiéu chinh
1a nhim d4nh gi4 xem lidu it nhit mot liéu L'Y2951742 c¢6 t6t hon gia dugc trong
viéc phong ngira chimg dau nira dau hay khong. Su St hon dugce dinh nghia 13 kha
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néng cai thién 16n hon sau d6 >95% dbi véi lidu LY2951742 bat ky so véi gia dug,
nhu dugc x4c dinh boi su thay ddi trung binh so v6i dudng nén trong sb ngay ching

dau nira ddu & khoang thoi gian 28 ngay cudi ciing ctia pha diéu tri 12 tudn.

Két qua da chi ra ring tit ca 4 nhanh lidu lvong déu tt hon vé mit s6 luong
so v&i gia duge khi xéc dinh thc dong so b & tht ca cac thoi diém. Mot nhanh liéu
lugng (120 mg) ctia LY2951742 dat muc tiéu chinh (p = 0,004) v6i mic gidm vé sb
ngdy dau nira dau trong khoang thoi gian 28 ngay cubi ctia pha diéu tri 12 tuln 16n

hon dang ké so véi gia duge.
Thir nghiém 14m sang d6i v6i chimg dau dau timg con khong thudng xuyén

Thir nghiém 14m sing mu d6i, ngdu nhién, pha III duoc thuc hién véi 162
bénh nhéan & céc lta tudi 18-65 tudi véi it nhit hai khoang thoi gian kéo dai tir 7
ngay dén 1 nim (khi chua diéu tri) va dugc cch nhau boi cac khoang thoi gian
thuyén giam khong dau >1 thang. Cac bénh nhan dugc chia ngiu nhién thanh nhém
gia dugc hodc nhém didu tri. Viée tiém duéi da duoc pham chtra LY2951742 & céc
lidu lugng 300 mg hoic gia duge duge thyc hién 30 ngay mot l4n trong 8 tudn. Muc
tiéu chinh 13 dé danh gi4 xem liéu 300 mg LY2951742 co tét hon so véi gia dugc
trong viéc phong ngira chimg dau dau timg con khdng thuong xuyén hay khong. Tac
dong chinh do dugc 1a muc thay d6i trung binh so véi dudng nén v& s6 14n dau diu
timg con mdi tudn sau khi didu tri.

Trinh tu

SEQ ID NO: 1 — LCVR (ctia khang th8 khang CGRP theo sang ché) dugc néu lam vi
du '
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKDISKYLNWYQQKPGKAPKLLIYYTS
GYHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQGDALPPTFGGGTKVE
IK

SEQ ID NO: 2 —HCVR (cua khang thé khang CGRP theo sdng ché) duoc néu lam vi
du
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QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFGNY WMQWVRQAPGQGLEWM
GAIYEGTGKTVYIQKFADRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARLS
DYVSGFGYWGQGTTVTVSS

SEQ ID NO: 3 — LC (ctia khang thé khing CGRP theo sang ché) dugc néu 1am vi du
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKDISKYLNWYQQKPGKAPKLLIYYTS
GYHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQGDALPPTFGGGTKVE
IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG
NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

SEQ ID NO: 4 — HC (ctia khang thé khang CGRP theo sang ché) dugc néu lam vi dy
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFGNY WMQWVRQAPGQGLEWM
GAIYEGTGKTVYIQKFADRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARLS
DYVSGFGYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYF
PEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNV
DHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTV
LHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK TTPPVLDSDGSFFLYSRLTV
DKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

SEQ ID NO: 5 — Trinh ty nucleotit (mi héa LC ctia khang thé khang CGRP theo
sang ché) dugc néu 1am vi dy
gacatccagatgacccagtctccatcctccctgtctgcatctgtaggagacagagtcaccatcacttgccgagcaagtaaa
gacatttctaagtatttaaactggtatcagcagaaaccagggaaagcccctaagctcctgatctattacacatcaggatatca
ctcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtggatctgggacagatttcactctcaccatcagcagtctgcaacctgaaga
ttttgcaacttactactgtcaacaaggtgatgcgcttcctccgacgttcggcggagggaccaaggtggagatcaaacgga
ctgtggctgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctga
ataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgt
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cacagagcaggacagcaaggacagceacctacagectcagcageaccetgacgetgageaaageagactacgagaaa

cacaaagtctacgcctgegaagtcacccatcagggectgagetegecegteacaaagagcettcaacaggggagagtge

SEQ ID NO: 6 — Trinh ty nucleotit (m& héa HC cta khang thé khang CGRP theo
sang ché) duoc néu 1am vi du
caggtgcagctggtgcagtctggggctgaggtgaagaagectgggtectcagtgaaggtttcetgecaaggeatetgget
acacctttggtaattactggatgcagtgggtgcgacaggeccctggacaagggcttgagtggatgggagcetatitatgag
ggaactggtaagactgtgtacattcagaagttcgccgacagagtcaccattaccgeggacaaatccacgageacagect
acatggagctgagcagectgagatcetgaggacacggecgtgtattactgtgegagattaagtgattacgtctegggatttg
gctactggggccaaggaaccacggtcaccgtetcctecagectecaccaagggeccateggteticecegetagegeectg
ctccaggagcacctcegagageacageegecctgggetgectggtcaaggactacttcecegaaceggtgacggigte
gtggaactcaggcgeectgaccageggegtgeacaccttcceggcetgtectacagtectcaggactetacteectcagea
gegtggtgacegtgeectccageagettgggeacgaagacctacacctgeaacgtagatcacaageccageaacacca
aggtggacaagagagttgagtccaaatatggtcececatgeccaccetgeccageacctgaggeegeegggggaccat
cagtcttcetgttccccccaaaacccaaggacactctcatgateteceggaccectgaggteacgtgegtggtggtggac
gtgagccaggaagaccccgaggtccagttcaactggtacgtggatggegtggaggtgeataatgecaagacaaageeg

cgggaggagcagttcaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcctgdaccaggactggctgaacggcaag
gagtacaagtgcaaggtctccaacaaaggecteccgtectccatcgagaaaaccatetccaaagecaaagggeagece

cgagagccacaggtgtacaccctgcccccatcccaggaggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtc
aaaggcttctaccccagegacategeegtggagtgggaaageaatgggeagecggagaacaactacaagaccacgee
tccegtgetggacteegacggcetecttettectetacagecaggetaacegtggacaagageaggtggeaggaggggaat
gtcttetcatgetcegtgatgeatgaggetetgeacaaccactacacacagaagagecteteectgtetetgggtiga

SEQ ID NO: 7 — Peptit aCGRP & nguoi
ACDTATCVTHRLAGLLSRSGGVVKNNFVPTNVGSKAF
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YEU CAU BAO HOQ
1. Duoc phim chira khang thé khang CGRP & ndng d6 tir khoang 40 mg/mL dén
khoang 160 mg/mL, dung dich dém histidin & nbng dd tir khodng 5 mM dén khoéang
20 mM, NaCl & ndng d6 tir khoang 50 mM dén khoang 200mM, PS-80 & ndng do tir
khoang 0,03% (khéi luong/thé tich) dén khoang 0,07% (khdi lugng/thé tich), va do
pH tir khoang 5,0 dén khoang 6,5, trong d6 khang thé khang CGRP bao gbm ving
bién dbi ctia chudi nhe (LCVR) va ving bién di ciia chudi ning (HCVR), trinh ty
axit amin ctia LCVR dugc néu trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin cia HCVR
duoc néu trong SEQ ID NO: 2.
2. Dugc phim theo diém 1, trong d6 khang thé khang CGRP bao gdm chudi nhe
(LC) va chudi ning (HC), trinh tu axit amin ctia LC dugc néu trong SEQ ID NO: 3
va trinh tu axit amin ctia HC dugc néu trong SEQ ID NO: 4.
3. Dugc phim theo didm 1, trong d6 khang thé khang CGRP bao gdm hai LC va hai
HC, trinh tu axit amin cia mdi LC dugc néu trong SEQ ID NO: 3 va trinh tyr axit
amin cia mdi HC duogc néu trong SEQ ID NO: 4.
4. Dugc phim theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 ndng do cua
khang thé khang CGRP 1a tir khoang 50 mg/mL dén khoang 150 mg/mL.
5. Dugc phim theo diém bat ky trong s cac diém tr 1 dén 3, trong d6 ndng 4o cua
khang thé khang CGRP 1a tir khoang 100 mg/mL dén khoang 160 mg/mL.
6. Duoc phim theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 ndng dd cta
khang thé khang CGRP duoc chon tir nhém gdm khoang 40 mg/mL, khoang 50
mg/mL, khodng 100 mg/mL, khoang 120 mg/mL, va khoang 150 mg/mL.
7. Dugc phdm theo diém bat k¥ trong s6 céc diém tir 1 dén 3, trong d6 ndéng do cua
khang thé khang CGRP 13 khoang 50 mg/mL.
8. Dugc pham theo diém bat ky trong sb céc diém tir 1 dén 3, trong d6 ndng do cta
khang thé khang CGRP 12 khoang 100 mg/mL.
9. Dugc phim theo diém bét ky trong s céc diém tr 1 dén 3, trong d6 ndng d¢ cua
khéng thé khang CGRP la khoang 120 mg/mL.
10. Dugc phim theo diém bat ky trong s6 céc diém tir 1 dén 3, trong d6 ndng dd cua

khéng thé khang CGRP 14 khoang 150 mg/mL.
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11. Duoc phim theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 10, trong d6 ndng d6
cua dung dich dém histidin 13 tir khodng 10 mM dén khoang 15 mM.

12. Dugc phdm theo diém 11, trong d6 ndng d6 cta dung dich dém histidin 12
khoang 10 mM.

13. Dugc phdm theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 12, trong d6 ndng do
ctia NaCl 13 tir khoang 125 mM dén khoang 175 mM.

14. Duoc phim theo diém 13, trong d6 ndng d6 ctia NaCl 1a khoang 150 mM.

15. Dugc phim theo diém bét ky trong s§ cac diém tir 1 dén 14, trong d6 ndng dd
ctia PS-80 12 khoang 0,05% (khéi lugng/thé tich).

16. Duoc phim theo diém bat ky trong s6 céc diém tir 1 dén 15, trong d6 d6 pH bing
khoang 5,8.

17. Duoc phim theo diém bét ky trong s céc diém tir 1 dén 3, trong d6 ndng d6 cua
khang thé khang CGRP dugc chon tir nhém gdm khoang 50 mg/mL, khoang 100
mg/mL, khoang 120mg/mL, va khoang 150 mg/mL, ndéng d6 cua dung dich dém
histidin 1a khoang 10mM, ndng d6 ciia NaCl 14 khoang 150mM, va ndng do ctia PS-
80 1a khoang 0,05%, dugc phdm c6 d pH nim trong khoang tir khoang 5,5 dén
khoang 6,0.

18. Dugc phdm theo diém 17, trong d6 ndng d6 cua khing th8 khang CGRP bing
khoang 100 mg/mL.

19. Duoc phidm theo diém 17, trong d6 ndng d6 cia khéng thé khang CGRP béng
khoang 120 mg/mL.

20. Duge phim theo didm 17, trong d6 ndng d6 cta khing thé khang CGRP bang
khoang 150 mg/mL.

21. Dugc phim chtra khang thé khang CGRP & ndng d6 bing khoang 120 mg/mL,
dung dich dém histidin & ndng do bang khoang 10 mM, NaCl & ndng d6 bing
khoang 150 mM, va PS-80 & ndng do bing khoang 0,05% (khdi lwong/thé tich),
duoc phdm nay c6 d6 pH nim trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 6,5, trong d6
khéng thé khang CGRP bao gdm hai LC va hai HC, trinh ty axit amin cua mdi LC
duoc néu trong SEQ ID NO: 3, va trinh fur axit amin cta mdi HC dugc néu trong
SEQ ID NO: 4.

22. Dugc phim theo diém 21, trong d6 dugc phém nay c6 d6 pH bing 5,8.
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DANH MUC TRINH TU
<110> Eli Lilly and Company
<120> Dugc phdm chia khang thé khang peptit lién quan dén gen canxitonin
<130> X20451

<150> 62/180905
<151> 2015-06-17

<160> 7

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 107
<212> PRT

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> Cc&u trac tdng hop

<400> 1

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Lys Asp Ile Ser Lys Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

Tyr Tyr Thr Ser Gly Tyr His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Asp Ala Leu Pro Pro
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Gln Val

1

Ser Val

Trp Met

Gly Ala
50

Ala Asp
65

Met Glu

Ala Arg

Thr Thr

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

<220>
<223>

<400>

119
PRT
Trinh tu

ciu truc

Gln Leu

Lys Val
20

Gln Trp
35

Ile Tyr

Arg Val

Leu Ser

Leu Ser
100

Val Thr
115

3

214

PRT
Trinh tu

ciu truc

nhédn tao

tdng hop

Val

Ser

Val

Glu

Thr

Ser

85

Asp

Val

nhdn tao

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Val

Ser

tdng hop

29394

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Gly
105

-32-

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Phe

Val

Tyr

Gln

Val

Ser

75

Thr

Gly

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ile

Ser

Val

Trp

Pro

Gly

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Asn

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

Gly



Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Ile

Arg

Asn

Tyr

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Gln

Val

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
195

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

val

Thr

Ile

Gln

Gly

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Gln

Thr

Gln

Tyr

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

29394

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

vVal

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

-33-

Leu

Lys

Ala

Pro

Ile

75

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

Ala

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Val

15

Lys

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



Phe Asn Arg Gly

210

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

<220>
<223>

<400>
Gln Val

1

Ser Val

Trp Met

Gly Ala
50

Ala Asp
65

Met Glu

Ala Arg

Thr Thr

Pro Leu
130

Gly Cys

4
445
PRT

Trinh tu

ciu truc

Gln

Lys

Gln

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Val

115

Ala

Leu

Leu

Val

20

Trp

Tyr

Val

Ser

Ser

100

Thr

Pro

Val

Glu

Cys

nhén tao

tdng hop

Val

Ser

Val

Glu

Thr

Ser

85

Asp

Val

Cys

Lys

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Val

Ser

Arg

135

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ser

Ala

120

Ser

Phe
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Ala

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Thr

Pro

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Phe

Thr

Ser

Glu

-34-

Val

Tyr

Gln

Val

Ser

75

Thr

Gly

Lys

Glu

Pro

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Gly

Ser

140

Val

Lys

Phe

Leu

45

Ile

Ser

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Gly

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Gly
15

Asn

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp



145

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Pro

Phe

vVal

Phe

Pro

290

Thr

Val

Ala

Gln

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Met

150

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Gln

310

Gly

Pro

Thr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Asp

Phe

295

Asp

Leu

Arg

Lys

29394

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

Val

Ser

185

Thr

Val

Ala

Thr

Val

265

Val

Ser

Leu

Ser

Pro

345

Gln

-35-

His

170

Ser

Cys

Glu

Ala

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

330

Gln

Val

155

Thr

Val

Asn

Ser

Gly

235

Met

Gln

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Ser

Phe

Val

Val

Lys

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Pro

Thr

Asp

205

Tyr

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

Ala Val
175

Val Pro
190

His Lys

Gly Pro

Ser Val

Arg Thr
255

Pro Glu
270

Ala Lys

Val Ser

Tyr Lys

Thr Ile
335

Leu Pro
350

Cys Leu

160

Leu

Ser

Pro

Pro

Phe

240

Pro

Val

Thr

Val

Cys

320

Ser

Pro

Val



355

Lys Gly Phe

370

Gln
385

Pro

Gly Ser Phe

Gln Glu

Asn His Tyr

435

<210> 5
<211> 642
<212> ADN
<213> Trin

<220>
<223>

<400> 5
gacatccaga

atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagg
tctgatgagce
cccagagagg
gagagtgtca

ctgagcaaag

Glu

Gly

Tyr Pro

Asn Asn

Ser

Tyr

29394

360

Asp Ile

375

Lys Thr

390

Phe Leu

405

Asn Val

420

Thr Gln

h tu

trac

tgacccagtc
gagcaagtaa
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
tggagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga

cagactacga

Tyr

Phe

Lys

Ser Arg

Ser

Cys

Leu
440

Ser

nhan tao

tdng hop

tccatcctcee
agacatttct
gatctattac
tgggacagat
ctgtcaacaa
acggactgtg
tggaactgcc
gtggaaggtyg
cagcaaggac

gaaacacaaa

Ala Val Glu

Thr Pro

395

Pro

Thr
410

Leu Val

Ser Val Met

425

Ser Leu Ser

ctgtctgcat
aagtatttaa
acatcaggat
ttcactctca
ggtgatgcgce
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca

gtctacgcecct
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365

Trp
380

Val

Asp

His

Leu Gly

445

ctgtaggaga
actggtatca
atcactcagg
ccatcagcag
ttcctceccgac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag

gcgaagtcac

Glu Ser Asn

Leu Asp Ser

Lys Ser Arg

Glu Ala Leu
430

Gly

Asp
400

Trp
415

His

cagagtcacc
gcagaaacca
agtcccatca
tctgcaacct
gttcggcgga
cttcccgceca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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ctgagctcgce ccgtcacaaa gagcttcaac aggggagagt gc

<210> 6

<211> 1338
<212> ADN
<213>

<220>

<223> C&u

<400> 6
caggtgcagc

tcctgcaagg
cctggacaag
attcagaagt
atggagctga
gattacgtct
tccaccaagg
acagccgccce
aactcaggcg
ctctactccc
acctgcaacg
tatggtcccce
ctgttccccc
gtggtggtgg
gtggaggtgc
gtggtcagcg
aaggtctcca
cagccccgag
caggtcagcc

gaaagcaatg

Trinh ty nhdn tao

tric téng hop

tggtgcagtc
catctggcta
ggcttgagtg
tcgeccgacag
gcagcctgag
cgggatttgg
gcccatcggt
tgggctgceccect
ccctgaccag
tcagcagcgt
tagatcacaa
catgcccacc
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctecaccegt
acaaaggcct
agccacaggt

tgacctgcecct

ggcagccgga

tggggctgag
cacctttggt
gatgggagct
agtcaccatt
atctgaggac
ctactggggce
cttcccgceta
ggtcaaggac
cggcgtgcecac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
ctgcccagca
ggacactctc
ggaagacccc
gacaaagccg
cctgcaccag
cccgtectee
gtacaccctg
ggtcaaaggc

gaacaactac

gtgaagaagc
aattactgga
atttatgagg
accgcggaca
acggccgtgt
caaggaacca
gcgecectgcet
tacttccccg
accttcccgg
ccctceccagcea
accaaggtgg
cctgaggccyg
atgatctccc
gaggtccagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
ccccecatccece
ttctacccca

aagaccacgc
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ctgggtcctc
tgcagtgggt
gaactggtaa
aatccacgag
attactgtgc
cggtcaccgt
ccaggagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggcac
acaagagagt
ccgggggacc
ggacccctga
tcaactggta
agttcaacag
acggcaagga
ccatctccaa
aggaggagat
gcgacatcgce

ctccegtgcet

agtgaaggtt
gcgacaggcc
gactgtgtac
cacagcctac
gagattaagt
ctcctcecagece
ctccgagagce
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
gaagacctac
tgagtccaaa
atcagtcttc
ggtcacgtgc
cgtggatggc
cacgtaccgt
gtacaagtgc
agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg

ggactccgac

642

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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ggctccttct tcctctacag caggctaacc gtggacaaga gcaggtggca ggaggggaat

gtcttctcat gctccgtgat gecatgaggct ctgcacaacc actacacaca gaagagcctc

tccctgtcte tgggttga

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

<400>

7

37
PRT
Homo

Ala Cys Asp

1

Ser Arg Ser

Gly Ser Lys

35

sapiens

Thr Ala Thr Cys Val Thr His Arg Leu Ala Gly Leu Leu
5 10 15

Gly Gly Val Val Lys Asn Asn Phe Val Pro Thr Asn Val
20 25 30

Ala Phe
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Do pH
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