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(57) Sang ché dé cap dén dugc pham chira khang thé ngudi lién két dic hiéu véi hNGF.

Duoc pham ndy c6 thé chira, ngoai khang thé khang hNGF, it nhit mot chat hoat dong bé

mat khong ion, it nhit mot duong, va axetat. Dugc pham theo sang ché co6 murc 6n dinh cua

khang thé gan nhu khong d6i sau khi bao quéan trong vai thang.
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Linh vwe ky thuit dwoe dé cap
Séng ché dé cap dén linh vuc dugc phim chira khang thé dugc ding trong diéu tri.
Cu thé hon, sang ché dé cép dén linh vuc dugc phdm chua khang thé nguoi lién két dic

hidu vé6i yéu t6 sinh truong than kinh nguoi (nerve growth factor - NGF).

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Céc dai phan tir ding dé diéu tri (vi du, cac khang thé) phai duoc bao ché theo cach
ma khong chi 1am cho c4c phén tir ndy thich hop d& ding cho bénh nhan, ma con giit
dugc tinh on dinh cta ching trong béo quan. Vi du, cac khang thé tri liéu trong dung dich
16ng dugc chirng minh 13 bi phan hiy, két tu va/hodc bién ddi hoa hoc khong mong mudn
trir khi dung dich dugc bao ché mot cach hop ly. Bo 4n dinh cua khang thé trong ché
phdm 1éng khong chi phu thudc vao loai ta duge duge st dung trong ché phdm, ma con
phu thudc vao lugng va ty 1€ clia té dugc so véi cac thanh phan khac. Ngoai ra, céc yéu &
khac ngoai d6 6n dinh ciing phai dwoc xem xét khi bao ché ché phim dang léng chira
khéng thé. Vi du vé cac yéu td bd sung nay bao gém d6 nhét cia dung dich va ndng do
ctia khang thé c6 thé dugc cung cip bdi ché phdm nhit dinh. Do d6, khi bao ché khéang
thé diéu tri, phai rat cAn than dé tao ra ché phém gilt dugc 4n dinh, df“)ng thoi chira néng
do khang thé thich hop, va c6 do nhét thich hgp cling nhu cac ddc tinh khac gitp bénh
nhan ding ché phém mot cach thuén loi.

Céc khang thé khang hNGF 1a mot vi du v& dai phan tir lién quan, dung dé didu tri
ma can ché phadm thich hop. Cac khang thé khang NGF hitu ich v& mat 14m sang trong
diéu tri va/hodc phong ngira cic bénh nhu viém khép xwong, dau thin kinh toa, va céc
tinh trang bénh ly khac nhu ching dau do viém, chimg dau do bénh than kinh, va chimng
dau do bénh ung thu.

Mic du cac khang thé khang NGF da duoc biét dén, nhung trong linh vuc k§ thuat
ndy van c6 nhu cau vé dugc pham méi chira khang thé khang hNGF du 8n dinh va cling

thich hgp dé ding cho bénh nhan.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché
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Sang ché dap tmg nhu ciu néu trén bing cich cung cip duge phim chira khang thé
nguoi lién két dic hiéu véi hNGF. Ché phém theo sang ché c6 thé chura cac ta duoc ngoai
khang thé khang hNGF. Vi du, theo cac phwong 4n nhét dinh, ché phim c6 thé chira (i)
khéng thé ngudi lién két dic hidu véi hNGF; (ii) chét hoat dong bé mat khong ion; va (iii)
it nhit mot hydratcacbon. Chét hoat dong bé mit khong ion c6 thé dugc chon tir nhém
bao gdm polysorbat 20, polysorbat 80, polyoxyetylen sorbitan monooleat, va polyetylen
glycol. Theo mdt phuong 4n, chit hoat dong bé mit khong ion 1a polysorbat 20.
Hydratcacbon c6 thé 1a duong nhu, vi du, sucroza, glucoza, manitol, sorbitol, lactoza hodc
trehaloza. Theo mgt phuong an, duong 1a sucroza.

Theo mot phwong 4n, duge pham chira (i) khoang tir 0,1 dén 100 mg/mL khang thé
ngudi lién két dic hiéu véi hNGF; (ii) khoang tir 0,01 dén 1,0 % polysorbat 20; va (iii)
khoang tir 1 dén 20% sucroza.

Theo mot phwong 4n, duge pham chira (i) khoang tir 0,2 dén 75 mg/mL khéang thé
ngudi lién két dic hidu véi hNGF; (ii) khoang tir 0,02 dén 0,5 % polysorbat 20; va (iii)
khoang tir 5 dén 10% sucroza.

Theo mot phuong 4n, dugc phim chira (i) khoang tir 0,6 dén 60 mg/mL khéng thé
ngudi lién két dic hidu véi hNGF; (ii) khoang tir 0,05% polysorbat 20; va (iii) khoang tir
8% sucroza.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, dugc phdm con chira khoang tir 1,0 mM dén khoang
tr 50 mM axetat.

Theo mot phuwong 4n, dugc phdm chira (i) khoang tir 1 dén 100 mg/mL khang thé
ngudi lién két dic hidu véi hNGF; (i) khoang tir 0,01 dén 1,0 % polysorbat 20; va (iii)
khoang tir 1 dén 20% sucroza. Theo céac phwong 4n nhét dinh, duoc phidm con chira
khoang tir 1,0 mM dén khoang tir 50 mM axetat.

Theo mdt phuong 4n, dugc phdm chira: (i) khoang tir 5 dén 75 mg/mL khéng thé
nguoi lién két dic hiéu véi hNGF; (ii) khoang tir 0,02 dén 0,5% polysorbat 20; (iii)
khoang tir 5 dén 10% sucroza; va (iv) khoang tir 5 dén 20 mM axetat.

Theo mot phuong 4n, dugc phdm chira: (i) khoang tir 6-60 mg/mL khéang thé ngudi
lién két dic hiéu voi hNGF; (ii) khoang tir 0,05% polysorbat 20; (iii) khoang tir 8%
sucroza; va (iv) khodng tir 10 mM axetat.

Theo cac phwong 4n nhét dinh, ché phim ciing c¢6 thé chira it nhit mot axit amin, v
dy, histidin hogc arginin. Theo cic phwong 4n nhét dinh, ndng d6 cia histidin hogc

arginin c6 thé ndm trong khoang tir 25 mM dén 100 mM.
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Theo céc phuong 4n nhét dinh cia sing ché, ché phdm dugc bao ché trong dung
dich dém c6 kha néng duy tri 46 pH nim trong khoang tir 4,5 dén 5.6, vi du, dém axetat.

Theo cac phwong 4n nhét dinh ciia sang ché, dugc phidm c6 do nhét nhé hon khoang
15 cPoazo, hodc nhé hon khoang 12 cPoazo, hoidc nho hon khoang 9 cPoazo.

Khéng thé c6 mit trong dugce phim theo sang ché co thé 1 khang thé bt ky, hoic
protein dung hop hoic bay, lién két dic hiéu véi hNGF. Vi du vé khang thé c6 thé c6 mat
trong ché pham theo sang ché 1 khang thé chira viing bién dbi cua chudi nang (heavy
chain variable region - HCVR) va ving bién d6i cia chudi nhe (light chain variable
region - LCVR), trong @6 HCVR chira viing xé4c dinh tinh bé tro cua chudi nang (heavy
chain complementarity determining region - HCDR) 1 ¢6 trinh tr axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 6, HCDR2 c6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 8, va
HCDR3 c¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10; va trong d6 LCVR chira
viing x4c dinh tinh b tro ctia chudi nhe (light chain complementarity determining region
- LCDR) 1 ¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 14, a LCDR2 ¢6 trinh tu
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:16, va LCDR3 c6 trinh ty axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO:18.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, khang thé c¢6 mait trong dugc phim theo sang ché 1a
khéng thé chira HCVR c¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:20 va LCVR ¢6
trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:22.

Theo céac phuong 4n nhit dinh, khang thé c6 mit trong dugc phim theo sang ché 13
khang thé chira HCVR c¢6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:4 va LCVR c¢é
trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:12.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, dugc phdm c6 thé duoc dung trong tinh mach hodc
duéi da cho bénh nhan can diéu tri. Do d6, theo céc phuong an nhét dinh, duoc phém,
nhu duge md ta & diy, c6 thé duoc st dung dé didu tri, phong ngura, hodc lam thuyén
giam it nhat mot triéu chting ctia bénh hoic rdi loan di kém véi hoat tinh ctia NGF hodc
su hoat héa NGF. Vi du, nhung khong gidi han pham vi, vé cac bénh va rbi loan c6 thé
dugc diéu trj vi/hoic phong ngira bing cach dung dugc phdm theo sang ché bao gdm,
chiing dau do tinh trang bénh 1y bt ky di kém v6i chimg dau do thin kinh gdy ra, dau
bénh than kinh gay ra, hodc chirg dau thu cadm dau. Theo cac phuong 4n nhét dinh cta
chimg dau do bénh than kinh gfy ra, dwoc goi 14 dau day than kinh sinh ba, dau day than
kinh sau khi mic bénh mun gidp, dau chi ao, r6i loan gy dau & co va khop, rdi loan hé

than kinh thuc vat va céc tinh trang dau do than kinh dugc didu tri. Theo cc phuong an
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khac, chiing dau do bénh ung thu, cu thé 13, chitng dau do bénh ung thu xwong, viém
khép xwrong hogc ching dau do viém khép dang thip, dau lung dudi, dau do rach sau khi
md, dau do giy xwong, dau do gy xwong trong bénh loing xwong, lodng xuong, dau
khép do bénh gut, bénh than kinh do d4i thao dudng, chimg dau di kém véi dau thin kinh
toa, cac chiing dau di kém véi khing hoang huyét hdéng cu ludi liém, dau nira du, va
cac chiing dau do bénh than kinh va/hodc céc chimg dau thy cam dau dugc didu tri b%mg
ché phim duoc md ta & day.

Céc dugc phdm chira khang thé theo sang ché c6 thé dugc chira trong vat chira bat
ky thich hop hitu dung dé bao quan dugc phdm. Céac vi du vé& cac vat chira thich hop nay
bao gém, vi du, cac 6ng, bom ti€m hodc hdp thuy tinh hodc nhwa. Vat chira ¢6 thé trong
subt hodc mo duc (vi du, tao mau hd phéch). Theo cac phuong én nhét dinh, 6ng ti€ém nho
hodc bom tiém dugc phu silicon, nhu silic dioxit. Theo cidc phuong an nhét dinh, phén
khong gian diu trong cac dng duoc nap ddy khi tro dé thay thé oxy bit ky c6 mit ma c6
thé c6 tac dung bét loi dén sy 6n dinh cia khéng thé. Khi tro nay c6 thé dugc chon tir nito
hodc argon.

Theo cac khia canh nhit dinh cta séng ché, dugc phém gilt duoc su 6n dinh tuong
d6i sau vai ngay, vai thang hodc vai nim bao quan & nhiét do nhét dinh. Vi duy, theo
phuong an vi du nhét dinh cua sdng ché, % cao cla khang thé (vi du, 90%, 95%, 96%
hodc 16n hon) dugc gilt & dang ty nhién sau it nhét 3, 6, 9 thang bdo quan hodc 14u hon.
% cua dang tu nhién cia khang thé c¢6 thé duoc xé4c dinh, vi dy, b%mg SE-HPLC, hoic
bing phuong phéap khac bat ky da biét trong linh vure k§ thuét nay. Nhiét dd bao quan ma
& d6 d6 6n dinh cta khang thé duoc gitr c6 thé 13, vi du, -80°C, -40°C, -30°C, -20°C, 0°C,
5°C, 25°C, 37°C, 45°C, hodc cao hon.

Céc phuong 4n clia ciia sang ché s& trd 1én rd rang hon tir phin mo ta chi tiét duéi

day.

M5 ta chi tiét sang ché

Trudc khi sang ché duge mo ta, can hiéu ring sang ché khong bi gii han & phuong
phap va diéu kién thir nghiém cu thé dugc mé ta, vi phuong phap va diéu kién nay c6 thé
thay dbi. C4n hiéu ring cac thuét ngit chuyén nganh dugc st dung & ddy chi cho muc
dich mo t& céc phuong an cu thé, va khong dugce du dinh 13 gigi han, vi pham vi cia sang

ché sé& dugc gidi han bang cic diém yéu cau bao ho di kém.
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Trir khi ¢6 quy dinh khéc, tit ca cic thuét ngit k§ thuat va khoa hoc duge st dung &
day c6 nghia gidng nhu nghia dugc hiéu boi ngudi c6 k¥ ning binh thudong trong linh vuc
k¥ thuat lién quan. Nhu dugc sit dung & day, thuat ngit "khoang" duoc sir dung khi dé cap
dén gia tri bing sd dugc trich din cu thé, c6 nghia ring gié tri nay c6 thé dao dong so vai
gia tri dugc trich din khong quéa 1%. Vi du, nhu dugc st dung & day, tir "khoang 100"
bao gdm 99 va 101 va tit ca gia tri nim gitta hai s§ nay (v du, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4,
V.V..).

Mic du phuong phap va nguyén liéu bat ky tuwong tw hoic twrong duong véi phuong
phap va nguyén liéu dugc md ta & ddy c6 thé dwoc sir dung trong thuc hanh hodc thir
nghiém sang ché, nhung phuong phap va nguyén lidu duge wu tién duge md ta & day. TAt
ca cac 4n phém dugc dé cap ¢ day duoc Két hop & day bﬁng cach vién din dén toan bo
phin mé ta ctia chiing.

Duwoc phim

Nhu duoc sir dung & ddy, tir "ché phdm" chi hdn hop cua it nhit mot thanh phan c6
hoat tinh (vi du, phén tir nho, dai phan t, hop chét, v.v.. ¢6 kha nang tao ra tadc dung sinh
hoc & ngudi hoic dong vat khong phai 1a ngudi), va it nhdt mot thanh phan c6 khéng hoat
tinh ma, khi duoc két hop véi thanh phan c6 hoat tinh va/hodc mdt hodc nhiu thanh ph?ln
c6 khong hoat tinh bd sung, thich hop ding dé didu tri cho ngudi hoic dong vat khong
phai 13 ngudi. Thuat ngit "ché pham" nhu dugc st dung & day, c6 nghia 12 "dugc phim"
trir khi c¢6 quy dinh cu thé khac. Sang ché @& xuét ché phdm chura it nhit mot polypeptit tri
liu. Theo cAc phuong 4n nhét dinh cuia sang ché, polypeptit tri liéu 1 khang thé lién két
dic hiéu v6i hNGF hozic manh lién két khang nguyén ctia né. Cu thé hon, sing ché bao
gdm ché phim chura: (i) khang thé nguoi lién két dic hidu véi hNGF; (i) chit hoat dong
bé mit khong ion; va (iii) it nht mot hydratcacbon. Vi du cu thé vé cac thanh phén va céc
ché phdm duoc bao gdm trong sdng ché duoc mo ta chi tiét dudi day.

Theo cic phuong 4n nhét dinh clia sang ché, “chit hoat dong bé mat” c6 thé 1a chét
hoat dong bé mit khéng ion dugc chon tir nhém bao gdm polysorbat 20, polysorbat 80,
polyoxyetylen sorbitan monooleat, va polyetylen glycol.

Ché phadm theo sang ché c6 thé, theo cic phuong 4n nhét dinh, 13 ché phim dang
dich. Nhu dugc str dung & day, tir "ché phdm dang dich" chi hdn hop cta it nhét hai thanh
phin ma tdn tai chii yéu & trang thai 16ng & nhiét do khoang tir 5°C dén 45°C. Cac ché

phim dang dich bao gdm, trong s6 cac ché phim khac, ché phdm 16ng. Cac ché pham
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dang dich c6 thé c6 d6 nhét thép, trung binh hodc cao, tiy thudc vao thanh phﬁn cu thé
cua ching.
Cdc khdng thé lién két dic hiéu véi nNGF

Ché phim theo sang ché c¢6 thé chira khang thé ngudi, hofic méanh lién két khéng
nguyén cda no, li€n két dic hiéu véi hNGF. Nhu dugc st dung & day, thuat ngit "hNGF"
chi yéu t6 sinh trudng than kinh ngudi c6 trinh ty axit amin nhu dwoc thé hién trong SEQ
ID NO: 2, ma dugc mi hoa béi trinh ty axit amin nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 1.

Thu4t ngft "khang thé", nhu dugce st dung & day, thudng duge dy dinh ¢ chi phan
tir globulin mién dich chita bon chudi polypeptit, hai chudi ning (heavy - H) va hai chudi
nhe (light - L) lién két v6i nhau bing lién két disulfua, ciing nhu cic multime ciia ching
(vi du, IgM); tuy nhién, phan ti globulin mién dich chira chi c4c chudi nang (nghia la,
thiéu cac chudi nhe) ciing dugc bao gbm trong dinh nghia cia thuit ngit "khang thé."
Mdi chudi ning chira viing bién dbi ctia chudi ning (¢ day viét tit 13 HCVR hodc Vg) va
vung c¢b dinh cta chudi ndng. Vung c¢b dinh cua chudi ndng chira ba ving, Cyxl, Cyx2 va
Cy3. Mbi chudi nhe chira ving bién dbi ciia chudi nhe (¢ day viét tit 1a LCVR hodc Vi)
va vung ¢ dinh cua chudi nhe. Ving ¢b dinh cua chudi nhe chira mot mién (CL1). Ving
Vg va Vi ¢6 thé con dugce chia tiép thanh cac vung siéu bién, dugc goi béng thuat ng
viing xéc dinh tinh bd trg (complementary determining region - CDR), xen giita bang cac
ving dugc bao toan & mirc do 16n hon, duoc goi bing thuit ngit ving khung lam viéc
(framework region - FR). Mdi Vg va V| dugc ciu thanh tir ba CDR va bdn FR, duoc sip
xép tir du tan cung dén dau tan cung carboxy theo thi tu: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FR4.

Trir khi ¢6 quy dinh cu thé khac, thut ngit "khang thé" nhu duoc st dung & day,
nén dugc hiéu 13 bao gdm cac phan tir khang thé hoan chinh cling nhu manh lién két
khang nguyén ctia né. Thuét ngit "phan lién két khang nguyén" ctia khang thé, "manh lién
két khang nguyén" ctia khang thé, va cac thuat ngit twong ty, nhu duge sit dung & day,
bao gdm polypeptit hodc glycoprotein bat ky xuét hién trong tw nhién, c6 thé thu dugc
bang cach sir dung enzym, téng hop va duge xir Iy k§ thut gen ma lién két diic hiu véi
khang nguyén tao ra phtic chit. Thuét ngit "phan lién két khang nguyén" cua khang thé,
hodc "manh khéng thé”, nhu duogc st dung & day, chi mét hoic nhiu manh cua khéang thé
giit lai dwgc kha ning lién két dic hidu véi hNGF.

"Khang thé da phén lap", nhu dugce st dung & day, duoc du dinh dé chi khéng thé
gin nhu khéng chira khang thé khac ¢ tinh dic hiéu véi khang nguyén khac (vi du,
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khang thé da phén 14p lién két dic hiéu hNGF gan nhu khong chira khang thé lién két dic
hiéu véi khang nguyén khong phai 1a hNGF).

Thuét ngit "lién két dac hiéu" hodic cac thuit ngit trong tw, c6 nghia ring khang thé
hoic manh lién két khang nguyén ciia né tao thanh phirc chét véi khang nguyén ma 6n
dinh twong di trong céc diéu kién sinh 1y. Lién két dic hidu c6 thé dic trung béi hing sb
phan ly it nhit vao khoang 1x10°® M hogc 16n hon. Céc phuong phap dé x4c dinh xem
liéu hai phan tir c6 lién két ddc hiéu véi nhau khéng da dwoc biét ro trong linh vuc ky
thuét va bao gdm, vi dy, thim tich cén bing, cong hudng plasmon bé mit, va cic phuong
phap twong tu. Tuy nhién, khang thé da phan l4p lién két dic hiéu hNGF c6 thé c6 tinh
phan tng chéo véi cac khang nguyén khéc, nhu cdc phén tit NGF tir céc loai khac. Trong
n6i dung cia sang ché, cac khang thé da dic hiéu (vi du, dic hiéu doi) lién két v6i hNGF
ciing nhuy mdt hoic nhiéu khang nguyén bd sung duoc coi 1a "lién két dic hidu" véi
hNGF. Ngoai ra, khang thé da phan 1ap c6 thé gdn nhu khong chira cac nguyén lidu té bao
va/hodc cac hoa chat khéc.

Vi du vé céc khang thé khang hNGF c6 thé bao gdm trong ché phim theo sang ché
dugc néu trong US 20090041717, phan mo ta cua tai liéu nay dwoc két hop & ddy bing
cach vién din dén toan bd ndi dung cua né.

Theo cac phuong an nhét dinh cta sang ché, khéang thé khang hNGF, hodc manh
lién két khang nguyén cta no, chira HCDR1 c¢6 trinh ty axit amin dwgc néu trong SEQ ID
NO: 6, HCDR2 c6 trinh ty axit amin duge néu trong SEQ ID NO: 8, va HCDR3 c¢6 trinh
tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10.

Theo cic phuong 4n nhét dinh cta sang ché, khang thé khang hNGF, hodc ménh
lién két khang nguyén ciia n6, chita LCDRI c6 trinh tu axit amin duogc néu trong SEQ ID
NO: 14, LCDR2 ¢4 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:16, va LCDR3 c6 trinh
tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:18.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, khang thé khang hNGF, hoic méanh lién két khang
nguyén cia nd, chira cic mién HCDRI1-HCDR2-HCDR3/LCDRI1-LCDR2-LCDR3,
tuong (mg, duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO:6 — 8 — 10/giayEQ ID NO:14 — 16 —
18.

Theo cic phuong 4n nhét dinh, khéng thé khang hNGF, hoic manh lién két khang
nguyén cua nd, chira HCVR c6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao g@)m SEQ ID
NO:4, va 20. Theo c4c phuong 4n nhit dinh, khang thé khang hNGF, hodc manh lién két

khang nguyén cta no, chira LCVR ¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gdm
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SEQ ID NO:12 va 22. Theo cac phuong 4n nhat dinh, khang thé khang hNGF, hoic manh
lién két khang nguyén ctia né, chira cp trinh tu axit amin cia HCVR/LCVR dugc chon
tir nhém bao gdbm SEQ ID NO:4/12; va 20/22.

Vi du, nhung khong phai giéi han pham vi, v& khang thé duoc sir dung trong Céc vi
du & diy duoc dé& cép 1 "mAbl". Khing thé nay ciing dwoc d& cip trong US
20090041717 va nhu dugc md ta ¢ day, chira cédp trinh ty axit amin cia HCVR/LCVR cé
SEQ ID NO: 20/22, v cic mién HCDRI1-HCDR2-HCDR3/LCDR1-LCDR2-LCDR3
duoc thé hién bing SEQ ID NO:6 — 8 — 10/giayEQ ID NO:14 — 16 — 18.

Luong khang thé, hodc manh lién két khang nguyén ciia no, c6 mit trong ché phim
theo sang ché c6 thé thay ddi phu thudc vao cac dic tinh cu thé dwoc mong mudn ciia ché
phim, ciing nhur hoan canh cu thé va muc dich ma ché phém duoc du dinh st dung. Theo
cac phuong 4n nhat dinh, ché phim c6 thé chira khoang 0,01 mg/mL dén 500 mg/mL
khang thé; khoang 1 mg/mL dn 500 mg/mL khang thé; khoang 5 mg/mL dén 400
mg/mL khang thé; khoang 5 mg/mL dn 200 mg/mL khéang thé; khoang 25 mg/mL dén
180 mg/mL khang thé; khoang 25 mg/mL dén 150 mg/mL khang thé; hoic khoang 50
mg/mL dén 180 mg/mL khang thé. Theo céc phuong an nhit dinh, ché phim c6 thé chua
khoang 0,1 mg/mL dén 100 mg/mL khang thé; khoang 0,2 mg/mL dén 75 mg/mL khéng
thé; khoang 0,6 mg/mL dén 60 mg/mL khang thé. Vi du, ché phim theo sang ché c6 thé
chra khoang 0,1 mg/mL; khoang 0,2 mg/mL; khodng 0,6 mg/mL; khodng 1 mg/mL;
khoang 2 mg/mL; khoang 5 mg/mL; khodng 10 mg/mL; khodng 15 mg/mL; khoang 20
mg/mL; khodng 25 mg/mL; khodng 30 mg/mL; khodng 35 mg/mL; khoang 40 mg/mL;
khoang 45 mg/mL; khoang 50 mg/mL; khoang 55 mg/mL; khoang 60 mg/mL; khoang 65
mg/mL; khodng 70 mg/mL; khodng 75 mg/mL; khoang 80 mg/mL; khoang 85 mg/mL;
khoang 86 mg/mL; khoang 87 mg/mL; khodng 88 mg/mL; khoang 89 mg/mL; khoang 90
mg/mL; khodng 95 mg/mL; khoang 100 mg/mL; khoang 105 mg/mL; khodng 110
mg/mL; khodng 115 mg/mL; khodng 120 mg/mL; khoang 125 mg/mL; khoang 130
mg/mL; khoang 131 mg/mL; khodng 132 mg/mL; khoang 133 mg/mL; khoang 134
mg/mL; khoang 135 mg/mL; khoang 140 mg/mL; khodng 145 mg/mL; khodng 150
mg/mL; khodng 155 mg/mL; khodng 160 mg/mL; khoadng 165 mg/mL; khoang 170
mg/mL; khodng 175 mg/mL; khodng 180 mg/mL; khoang 185 mg/mL; khoang 190
mg/mL; khoang 195 mg/mL; hoic khoang 200 mg/mL ctia khang thé hoic manh lién két
khang nguyén ctia n6, lién két dic hiéu véi hNGF.

Ta dwoc va do pH
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Ché phém theo sang ché chira mot hodic nhiéu t4 dugc. Thuat ngit "t4 dugc" nhu
duoc st dung & day, chi chit bat ky khong ding dé diéu tri duoc bd sung vao ché phim
dé tao ra d6 dac, do nhét mong mudn hoic cho tic dung lam n dinh.

Theo cac phuong an nhét dinh, ché phim theo sang ché chira chit dém thich hop dé
gitt @ pH nim trong khoang tir 4,5 dén 5,6. Vi du v& chit dém thich hop dé sir dung
trong ché phdm theo séng ché bao gdm, vi du, dém axetat. Theo mdt phuong 4n, dém
axetat dugc pha ché  ndng o 10mM.

Luong axetat ¢ mit trong ché pham theo sang ché c6 thé thay dbi tir khoang 1 mM
dén 50 mM; khoéang tir 2 mM dén 20 mM; khoang tir 3 mM dén 12 mM; hoic khoang 10
mM.

Ché pham theo sang ché c6 thé ciing chira mot hogic nhiéu hydratcacbon, vi du, mét
hoic nhidu dudng. Pudng c6 thé 1a duong khir hoic dudong khong khir. "Puong khi" bao
gdm, vi du, cac dudng c6 nhom keton hodic aldehyt va chira nhém hemiaxetal d& phan
g, cho phép duong tac dong dudi dang chét khir. Vi du cu thé vé cac duong khir bao
gém fructoza, glucoza, glyxeraldehyt, lactoza, arabinoza, manoza, xyloza, riboza,
rhamnoza, galactoza va maltoza. Cac dudng khéng khir c6 thé chira cacbon anome 1a
axetal va hiu nhu khong phan tig véi axit amin hodc polypeptit dé khéi dong phan tGng
Maillard. Vi du cu thé vé duong khong khir bao gém sucroza, trehaloza, sorboza,
sucraloza, sorbitol, melezitoza va rafinoza. Cac axit duong bao gém, vi du, axit sacaric,
gluconat va cac polyhydroxy dudng khac va mudi ciia né.

Luong dudng c6 mit trong ché phdm theo sang ché co thé thay dbi phu thude vao
hoan canh cu thé va muc dich ma ché phém dugc du dinh s dung. Theo céc phuong 4n
nhit dinh, ché phim c6 thé chtra khoang tir 0,1% dén 20% dudng; khoang tir 0,5% dén
20% duong; khoang tir 1% dén 20% dudng; khoang tir 2% dén 15% dudng; khoang tir
3% dén 10% duodng; khoang tir 4% dén 10% duong; hodc khoang tir 5% dén 10% dudng.
Vi du, ché phém theo sang ché c6 thé chua khoang 0,5%; khoang 1,0%; khoang 1,5%;
khoang 2,0%; khoang 2,5%; khodng 3,0%; khoang 3,5%; khoang 4,0%; khoang 4,5%;
khoang 5,0%; khoang 5,5%; khoang 6,0%; 6,5%; khoang 7,0%; khoang 7,5%; khoang
8,0%; khoang 8,5%; khoang 9,0%; khoang 9,5%; khoang 10,0%; khoang 10,5%; khoang
11,0%; khoang 11,5%; khoang 12,0%; khoang 12,5%; khoang 13,0%; khoang 13,5%;
khoang 14,0%; khoang 14,5%; khoang 15,0%; khoang 15,5%; khoang 16,0%; 16,5%;
khoang 17,0%; khoang 17,5%; khoang 18,0%; khoang 18,5%; khoang 19,0%; khoang
19,5%; hodc khoang 20,0% duong (vi du, sucroza).

-10-
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Ché phadm theo sang ché ciing c6 thé chira mo6t hodc nhiéu chét hoat dong bé mit.
Nhu duge sit dung & day, thuat ngit "chat hoat dong bé mat" chi hop chit lam giam strc
cing bé mit cia dich ma né dwoc hoa tan va/hodc 1am gidm strc cing ciia bé mit chung
gitta diu va nudc. Cac chit hoat dong bé mit c6 thé dién ly (ion) hodc khong dién ly
(khong ion). Vi du v& chét hoat dong bé& mat khoéng ion c6 thé dugc bao gbm trong ché
phdm theo sang ché bao gdm, vi du, alkyl poly(etylen oxit), alkyl polyglucosit (vi du,
octyl glucosit va dexyl maltosit), cadc rugu béo nhu rugu xetylic va rugu oleylic, cocamit
MEA, cocamit DEA, va cocamit TEA. Chit hoat dong bé miit khong ion cu thé c6 thé
duwoc bao gdbm trong ché phdm theo sing ché bao gdm, vi du, céc polysorbat nhu
polysorbat 20, polysorbat 28, polysorbat 40, polysorbat 60, polysorbat 65, polysorbat 80,
polysorbat 81, va polysorbat 85; cic poloxame nhu poloxame 188, poloxame 407;
polyetylen-polypropylen glycol; hodc polyetylen glycol (PEG). Polysorbat 20 cling dugc
biét 14 TWEEN 20, sorbitan monolaurat va polyoxyetylensorbitan monolaurat.

Luong chit hoat déng bé mit c6 mit trong ché phdm theo sang ché c6 thé thay ddi
phu thudce vao cac dic tinh cu thé dugc mong mudn ciia ché phim, ciing nhu hoan canh
cu thé va muc dich ma ché phém dugc du dinh st dung. Theo c4c phuong 4n nhét dinh,
ché phdm c6 thé chira khoang tir 0,01% dén 10% chét hoat dong bé mit; khoang tir 0,05%
dén 5% chit hoat dong bé mit; hoic khoang tir 0,1% dén 1% chét hoat dong bé mit. Vi
du, ché phém theo sang ché c6 thé chua khoang tir 0,01%; khoang 0,02%; khoang 0,03%;
khoang 0,04%; khoang 0,05%; khoang 0,06%; khoang 0,07%; khoang 0,08%; khoang
0,09%; khoang 0,10%; khoang 0,11%; khoang 0,12%; khoang 0,13%; khoang 0,14%;
khoang 0,15%; khoang 0,16%; khoang 0,17%; khoang 0,18%; khoang 0,19%; khoang
0,20%; khoang 0,21%; khoang 0,22%; khoang 0,23%; khoang 0,24%; khoang 0,25%;
khoang 0,26%; khoang 0,27%; khoang 0,28%; khoang 0,29%; hodc khoang 0,30% chét
hoat dong bé& mit (vi du, polysorbat 20).

Ché pham theo sang ché c6 thé c6 do pH nim trong khoang tir 4,0 dén 6,0. Vi du,
ché phém theo sang ché c6 thé c6 do pH khoang 4,2; khoang 4.,4; khoang 4,6; khoang 4.,8;
khoéang 5,0; khoang 5,2; khoang 5,4; khoang 5,6; khoang 5,8; hoac khoang 6,0.

Vi du vé ché phim

Theo mot khia canh cua séng ché, ché phém chira: (i) khang thé nguoi lién két dic
hiéu v6i hNGF (vi du, mAbl); (ii) axetat; va (iii) dudng (vi du, sucroza). Vi du cu thé
nhung khong giéi han pham vi, vé cic phurong 4n dwoc bao gdm trong khia canh nay cua

sang ché dwoc néu trong Bang 1.
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Bang 1
Vi du vé ché phflm chira mAbl, axetat va sucroza
mAbl 5 50 [ 100 | 150 |5 50 | 100 | 150 | 5 50 [ 100 | 150 |5 50 | 100 | 150

(mg/ml)

axetat(mM) 10 | 10 | 10 10 10 | 10 | 10 10 10 | 10 | 10 10 10 | 10 | 10 10

sucroza (%) 2 2 |2 2 4 |4 |4 4 6 6 6 6 8 8 8 8

Theo khia canh khéc cuia sang ché, ché phdm chtra: (i) khang thé ngudi lién két dac
hiéu véi hNGF (vi du, mAbl); (ii) axetat; (iii) duong (vi dyu, sucroza); va (iv) chét hoat
dong bé mit (vi du, polysorbat 20). Vi du cu thé, nhung khong gi¢i han pham vi, vé cac
phuong 4n duge bao gém trong khia canh nay cua sang ché duogc néu trong Béang 2A va

2B.

Bang 2A
Vi du vé ché phim chita mAb1, axetat, sucroza va polysorbat 20
mAb1 (mg/ml) 5 50 100 [ 150 |5 50 100 | 150 |5 50 100 | 150
axetat (mM) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
sucroza (%) 2 2 2 2 4 4 4 4 8 8 8 8
polysorbat 20 (%) 0,05 10,05 0,05 {005 |0,05 |0,05 0,05 |0,05 ]0,05 [0,05 ]0,05 |0,05
Bang 2B
Vi du vé ché phim chira mAbl, axetat, sucroza va polysorbat 20
mADbI1 (mg/ml) 5 50 100 [ 150 |5 50 100 | 150 |5 50 100 | 150
axetat (mM) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
sucroza (%) 2 2 2 2 4 4 4 4 8 8 8 8
polysorbat 20 (%) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Theo khia canh khéc ctia sing ché, ché phim chira: (i) khang thé ngudi lién két dac
hiéu v6i hNGF (vi du, mAb1); (ii) axetat; (iii) dudng (v dy, sucroza); (iv) chit hoat déng
bé mit (vi du, polysorbat 20); (v) axit amin thir nhit (vi du, histidin) va (v) axit amin thi
hai (vi du, arginin). Vi du cu thé, nhung khong gi6i han pham vi, vé& cac phwong 4n dugc
bao gbdm trong khia canh nay cta séng ché dwoc néu trong Bang 3A, 3B, 3C, 3D, 3E va
3F.

Bing 3A
Vi du vé ché phim chira mAb1, axetat, histidin, sucroza, polysorbat 20 va arginin
mADb1 (mg/ml) 5 50 100 | 150 |5 50 100 [ 150 |5 50 100 | 150
axetat (mM) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
histidin (mM) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
sucroza (%) 2 2 2 2 4 4 4 4 8 8 8 8
polysorbat 20 (%) 0,05 {005 | 0,05 |0,05 |05 |0,05 ]0,05 |[0,05 |[0,05 |0,05 |0,05 |0,05
arginin (mM) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Bang 3B
Vi du vé ché phim chira mAb1, axetat, histidin, sucroza, polysorbat 20 va arginin
mADb1 (mg/ml) 5 50 100 | 150 5 50 100 150 |5 50 100 150
Axetat (mM) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
histidin (mM) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
sucroza (%) 2 2 2 2 4 4 4 4 8 8 8 8
polysorbat 20 (%) 0,05 { 0,05 1 0,05]0,05 0,05 [0,05]0,05 |0,05 ]0,05]0,05]|0,05 |0,05
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| arginin (mM) [25 [25 [25 25 [25 25 [25 25 J25 J25 [25 TJ25 |
Bang 3C
Vi du vé ché phim chira mAbl, axetat, histidin, sucroza, polysorbat 20 va arginin
mAbl1 (mg/ml) 5 50 100 | 150 5 50 100 150 |5 50 100 150
axetat (mM) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
histidin (mM) 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
sucroza (%) 2 2 2 2 4 4 4 4 8 8 8 8
polysorbat 20 %) 0,05 10,05 ] 0,05 | 0,05 0,05 | 0,05 | 0,05 0,05 10,05 |0,05 |0,05 0,05
arginin (mM) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Béng 3D
Vi du vé ché phim chita mAb1, axetat, histidin, sucroza, polysorbat 20 va arginin
mAbl (mg/ml) 5 50 100 | 150 |5 50 100 150 |5 50 100 | 150
axetat (mM) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
histidin (mM) 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
sucroza (%) 2 2 2 2 4 4 4 4 8 8 8 8
polysorbat 20 (%) 0,05 | 0,05 {0,05 [0,05 |0,05 0,05 ]0,05 |0,05 |0,05 |0,05 |0,05 |0,05
arginin (mM) 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
Bing 3E
Vi du vé ché phim chita mAb1, axetat, histidin, sucroza, polysorbat 20 va arginin
mAb1 (mg/ml) 5 50 100 | 150 |5 50 100 150 |5 50 100 | 150
axetat (mM) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
histidin (mM) 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
sucroza (%) 2 2 2 2 5 5 5 5 10 10 10 10
polysorbat 20 (%) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
arginin (mM) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Bang 3F
Vidu vé ché ph:7im chira mAbl, axetat, histidin, sucroza, polysorbat 20 va arginin
mAb1 (mg/ml) 5 50 100 150 |5 50 100 150 |5 50 100 150
axetat (mM) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
histidin (mM) 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
sucroza (%) 2 2 2 2 5 5 5 5 10 10 10 10
polysorbat 20 (%) 02 102 |02 0,2 02 (02 |02 0,2 02 [02 [0,2 0,2
arginin (mM) 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25

Theo céc khia canh nhét dinh ctia sang ché, ché phim chira khang thé c6 thé chira
khang thé khang hNGF & ndng d6 khoang 20 mg/mL trong khoang 10mM axetat, cong
khodng 1,0% polyetylen glycol 3350 (PEG 3350), va khoang 20% sucroza & dd pH bang
khoang 5,0. Theo mét phwong 4n, ché phdm chira khang thé dwoc ding trong tinh mach.
Theo mot phuong 4n, ché phdm chtra khang thé duoc ding dudi da.

Céc vi du khong gi6i han pham vi khac vé ché phdm dugce ndm trong pham vi cia
sang ché dugc néu & déy, bao gdbm Céc vi du diéu ché dugc néu dué6i day.

D6 6n dinh va dp nhdt ciia ché phim
Ché phim theo sang ché thudong c6 mirc én dinh cao. Thut ngit "én dinh" nhu

duoc sit dung & day khi dé cap dén ché phim, c6 nghia 13 c4c khang thé trong ché phim
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gilt dugc cAu tric va/hoic chirc nang va/hodc hoat tinh sinh hoc & mirc chép nhan duoc
sau khi bao quan trong mét khoang thdi gian xac dinh. Ché phdm c6 thé én dinh ngay ca
khi khang thé c6 mit trong d6 khong gitr duge 100% cu tric va/hodic chirc ning va/hoic
hoat tinh sinh hoc cua né sau khi bdo quan trong mdt khoang thoi gian xac dinh. Trong
cac truong hop nhét dinh, cdu tric va/hodc chirc ndng va/hodc hoat tinh sinh hoc cia
khang thé gitr lai dugc khoang 80%, khoang 85%, khoang 90%, khoang 95%, khoang
96%, khoang 97%, khoang 98% hodc khoang 99% sau khi bao quan trong mot khoang
thoi gian x4c dinh c6 thé dugc coi 14 "6n dinh".

Do én dinh c6 thé duogc xac dinh, trong sb nhiéu cach khac, béng cach xac dinh %
khang thé tu nhién con lai trong ché phim sau khi bio quan trong mot khoang thoi gian
x4c dinh & mot nhiét do nhét dinh. % khéng thé tu nhién c6 thé dugc x4c dinh béng, trong
s6 nhiu cach khac, sic ky loai theo kich thudc (vi du, séc ky 16ng hidu ning cao loai theo
kich thuéc (size exclusion high performance liquid chromatography - SE-HPLC). Khi
cum tir "mirc chép nhéan duoc cta d6 dn dinh" duge dung c6 nghia 13 it nhit 90% dang tu
nhién ctia khang thé c6 thé duoc phat hién trong ché phim sau khi bao quéan trong mot
khoang thoi gian xac dinh & mot nhiét d6 nhit dinh. Theo cic phwong 4n nhit dinh, it
nhét khoang 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hoidc 100% dang tu
nhién ctia khang thé c6 thé duogc phat hién trong ché phdm sau khi bao quan trong mot
khoang thoi gian x4c dinh & mot nhiét d6 nhét dinh. Khoang thoi gian x4c dinh ma sau do
d6 6n dinh dugc xé4c dinh c6 thé it nhét 13 1 thang, it nhit 14 2 thang, it nhit 13 3 thang, it
nhét 12 4 thang, it nhét 13 5 thang, it nhét 13 6 thang, it nhit 12 7 thang, it nhét 13 8 thang, it
nhét 9 1a thang, it nhit 1a 10 thang, it nhét 13 11 thang, it nhit 1a 12 thang, it nhit 13 18
thang, it nhét 13 24 thang, hoic 1au hon. Nhiét d6 ma & d6 ché phdm c6 thé dwoc bao quan
khi danh gid d6 dn dinh c6 thé nhiét d6 bit ki ndm trong khoéang tir -80°C dén 45°C, vi
du, bdo quan & khoang -30°C, khoang -20°C, khoang 0°C, khoang 5°C, khoang 25°C,
khoang 37°C, hoic khoang 45°C. Vi du, ché phém ciing c6 thé dugc coi 1a 6n dinh néu
sau 3 thang bao quan & 5°C, luong khang thé ty nhién 16n hon khoang 90%, 95%, 96%
hodc 97% khi dugc phat hién br:ing SE-HPLC. Ché phém cling c6 thé dugc coi 12 6n dinh
néu sau 6 thang bao quan & 5°C, luong khang thé tw nhién 16n hon khoang 90%, 95%,
96% hodic 97% khi dugc phét hién bing SE-HPLC. Ché phdm ciing c6 thé dwoc coi 14 én
dinh néu sau 9 thang bao quan & 5°C, luong khang thé tu nhién 16n hon khoang 90%,
95%, 96% hoiic 97% khi dugc phat hién bing SE-HPLC. Ché phim ciing c¢6 thé dugc coi

1a 6n dinh néu sau 3 thang bao quan & 25°C, lwong khang thé ty nhién 16n hon khoang
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90%, 95%, 96% hoic 97 khi dugc phat hién bing SE-HPLC. Ché phim ciing c6 thé dugc
coi 12 dn dinh néu sau 6 thang bao quan & 25°C, lrong khéang thé ti nhién 16n hon khoang
90%, 95%, 96% hoic 97 khi duoc phat hién bang SE-HPLC. Ché phim ciing c6 thé dugc
coi 1 6n dinh néu sau 9 thang bao quan & 25°C, lwong khang thé ty nhién 16n hon khoang
90%, 95%, 96% hoic 97 khi dugc phat hién bang SE-HPLC.

Céc phuong phap khéc c6 thé duge sit dung dé danh gia d6 on dinh cta ché phim
theo sang ché nhu, vi du, phép do nhiét lvgng bang tia quét vi phén (differential scanning
calorimetry - DSC) dé xac dinh d6 6n dinh nhiét, khudy c6 kiém soat d& x4c dinh d6 én
dinh co hoc, va do hap thu & khoang 350 nm hoic khoang 405 nm dé x4c dinh d6 duc cta
dung dich. Vi dy, ché phdm ctia sang ché c6 thé dugc coi 12 én dinh khi bao quan trong 6
thang hodc 1au hon & khoang 5°C dén 25°C, mirc thay dbi cia ODys ctia ché phém nho
hon khoang 0,05 (v du, 0,04, 0,03, 0,02, 0,01, hodc nhod hon) so véi OD4gs ciia ché phim
& t=0.

P6 6n dinh ciing c6 thé duge danh gia béng cach xac dinh hoat tinh sinh hoc
va/hoic i luc lién két cua khéng thé véi dich cia né. Vi du, ché phém theo séng ché co
thé dwoc coi 1a én dinh, néu bao quan & vi du, 5°C, 25°C, 37°C, 45°C, v.v.. trong mdt
khoéang thoi gian xac dinh (v du, tir 1 dén 12 hodic 18 thang), khang thé khang hNGF c6
mit trong ché phim lién két v6i hNGF véi 4i luc it nhit bing 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 95%, hodc 16n hon 4i luc lién két ciia khang thé trude khi bao quan. Cac phuong
phap khac dé d4anh gid d6 dn dinh ctia khang thé trong ché phim dugc thé hién trong phin
Céc vi du dugc néu dudi day.

O dang dich, ché phém theo sang ché c6 thé, theo cac phuong &n nhét dinh, c6 d6
nhét & muc thip dén trung binh. "D nhét" nhu dugce sir dung & day c6 thé "dd nhét dong
hoc" hodc "dd nhét tuyét d6i". "Po nhot dong hoc" 14 gia tri do dong chéng lai tdc dong
cua trong lwc. Khi hai dich 1éng c6 thé tich béng nhau dugc dit vao nhét ké éng mao din
gidng nhau va cho phép chay nho trong luc, dich nhét hon s& mét nhiéu thoi gian hon dé
chay qua dng mao dan. Vi du, néu mot dich mit 200 gidy dé chay va dich khac mét 400
gidy thi dich thi hai s& nhét gip hai 14n dich thir nhét tinh theo thang diém do nhét dong
hoc. "D§ nhét tuyét dbi", thinh thodng dugc goi 1a 49 nhdt dong luc hoc hodc dd nhat
don thuén, 13 két qua cua do nhét dong hoc va ty trong cua dich (D6 nhét tuyét dbi = Do
nhét dong hoc x ty trong). Chiéu cta do nhét dong hoc 1a LT, trong d6 L 1a chidu dai va
T 1a thoi gian. Thong thuong, do nhét dong hoc duoc biéu thi bf?lng centistoc (cSt). Pon
vi SI ctia dong hoc d nhét 1a mmz/giéy, b%mg 1 c¢St. b6 nhét tuyét ddi dugc biéu thi bﬁng
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don vi centipoazo (cP). Pon vi SI ctia d§ nhét tuyét dbi 13 (mPa-s), trong d6 1 cP = 1
mPa-s.

Nhu dugce st dung & ddy, do nhét & mure thap, khi dé cip dén ché phim theo sang
ché & dang dich, s& c6 d) nhét tuyét d6i nho hon 20 cP. Vi du, ché phém theo sang ché &
dang dich s€& duoc coi la c6 "d0 nhét thép" néu, khi do sir dung k¥ thudt do do nhét ti€u
chuin, ché phdm c6 d6 nhét tuyét dbi khoang 19 cP, khoang 18 cP, khoang 17 cP, khoang
16 cP, khoang 15 cP, khoang 14 cP, khoang 13 cP, khoang 12 cP, khoang 11 cP, khoang
10 cP, khoang 9 cP, khoang 8 cP, khoang 7 cP, khoang 6 cP, khoang 5 cP, khoang 4 cP,
hodc nho6 hon. Nhu dugc st dung & ddy, do nhét & mic trung binh, khi dé cap dén ché
pham theo sang ché & dang dich, s& c6 d6 nhét tuyét d6i ndm trong khoang tir 30 cP dén
20 cP. Vi du, ché phdm dang dich cta sing ché ché phim theo sang ché & dang dich s&
dugc coi 1a ¢ "dd nhét trung binh" néu, khi do st dung k¥ thuat do d6 nhét tidu chuén,
ché phdm c6 d6 nhét tuyét dbi khoang khoang 30 cP, khoang 29 cP, khoang 28 cP,
khoéang 27 cP, khoang 26 cP, khoang 25 cP, khoang 24 cP, khoang 23 cP, khoang 22 cP,
khoang 21 cP hodc khoang 20 cP.

Nhu dugc minh hoa trong Vi du 5 duéi ddy, cac tac gia sang ché dd ngac nhién
phat hién ra ring cac ché phdm dang dich chira khang thé khang hNGF & ndng do cao (v
du, 18n t6i it nhét 13 tir 125 dén 150 mg/mL) c6 thé thu duoc bﬁng cach bao ché theo cong
thirc khéng thé v6i 25 mM histidin va tir 25 mM dén 100 mM arginin. Ngoai ra, ciing
phat hién ra ring d6 nhét ciia ché phdm c6 thé duge 1am giam xubng mirc thip hon bing
cach lam gidm ham lugng sucroza.

Vit chita diing dé chira ché phim va phwong phdp diung

Ché phim theo sang ché c6 thé c6 mit trong vat chtra bat ky thich hop dé bao quan
thudc va cac ché phdm khéac ding dé diéu tri. Vi dy, ché phim c6 thé c6 mit trong vat
chira bang nhya hoic thuy tinh, kin va v6 tring, c6 thé tich xdc dinh nhu éng tiém lidu
nhd, 6ng tiém liéu 16n, bom tiém, hop hodc chai. Céc loai 6ng tiém liéu nhé khac nhau c6
thé duge str dung dé chira ché phadm theo sang ché bao gdm, vi du, cac bng tiém lidu nho
trong sudt va md duc (vi dy, mau hd phéach) bing nhya hoic thuy tinh. Theo cach khéc,
loai bom tiém bAt ky co thé dugc st dung dé chtra va/hodc diung ché phém theo séang ché.
Ché phim trong vt chira c6 thé dugc xir Iy sit dung phuong phap bit ky da biét trong

linh vuc k¥ thuit nay dé loai bo oXy dé cai thién d6 6n dinh cua khéng thé néu can. Oxy
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trong khéng gian diu cua vat chira (khoang khong chira khi ndm trén chét 16ng trong vét

chira kin) c6 thé dugc thay thé bang khi tro, nhu nito hodc argon.

Ché phim theo sang ché c6 thé c6 mit trong bom tiém "vonfram théng thudng"
hoic bom tiém "vonfram thip". Nhu duoc hidu boi ngudi c6 k§ ning binh thudng trong
linh vic k¥ thuét nay, quy trinh san xuit bom tiém bang thiy tinh thudng lién quan dén
viéc st dung s¢i vonfram néng c6 chitc ning ddm xuyén thity tinh, theo cach d6 tao ra 16
dé chit 1ong chay qua va di ra khéi bom tiém. Quy trinh nay tao ra sy ling cin cta mot
lugng rat nh6 vonfram trén bé mit bén trong cia bom ti€m. Budc rira sau 6 va cac budc
xir Iy khéc c6 thé dugc st dung dé 1am giam luong vonfram trong bom tiém. Nhu dugc

st dung & day, thudt ngit "vonfram thong thuong" c6 nghia 1a bom ti€ém chira 16n hon 500

I'4
AR

phan trén ti (ppb) vonfram. Thuat ngit "vonfram thip" c6 nghia 1a bom tiém chira nhod
hon 500 ppb vonfram. Vi dy, bom tiém vonfram thép, theo sang ché, c6 thé chira nhé hon
khoang 490, 480, 470, 460, 450, 440, 430, 420, 410, 390, 350, 300, 250, 200, 150, 100,

90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 hodc vai ppb vonfram.

Céc pittong cao su dugc sir dung trong cac bom ti€ém, va cac nut cao su dugc st
dung 1am kin miéng dng tiém liéu nho, c6 thé dugc phi ngoai dé phong ngira thube trong
bom tiém hoic dng tiém lidu nhé nhidm khudn va/hodc dé duy tri d6 én dinh cua chung.
Do d6, ché phim theo sang ché, theo cac phucmg 4n nhat dinh, c6 thé c6 mit trong bom
tiém chira pittong dugc pht, hodc bén trong éng tiém liéu nhé duge lam kin bing mot nit
cao su dugc phi. Vi dy, pittdng hoic nit c6 thé dugc phit 16p mang flocacbon. Céc vi du
vé niit va/hoic pittdng thich hop dé st dung cho dng tiém liéu nhé va bom tiém chia ché
phim theo sang ché dugc dé cép trong, vi du, bing doc quyén sang ché cia My sb
4,997,423; 5,908,686; 6,286,699; 6,645,635; va 7,226,554, ndi dung cua cac béng doc
quyén sang ché nay dugc két hop & diy bing cach vién din dén toan bd noi dung cua
ching. Vi du cu thé vé pitténg hodc nut cao su duoc phit c6 thé duge sit dung trong noi
dung sang ché 13 san phim dugc ban trén thj truedng véi tén thuong mai "FluroTec®," do
West Pharmaceutical Services, Inc. (Lionville, PA) cung cip.

Theo céc phuong 4n nhét dinh ctia sang ché, ché phim c6 thé c6 mit trong bom
tiém vonfram thip chira pittdng phi 16p mang flocacbon. Tuy nhién, nhw dugc thé hién
trong phin Céc vi du dudi ddy, khang thé khang NGF theo sang ché dudng nhu én dinh

trong t6 hop bét ky gitra bom tiém va pittdng duoc thir nghiém.

-17-



29585

Ché phim c6 thé dugc ding cho bénh nhan bing cac dudng ngoai duodng ti€u hoa
nhu tiém (vi dy, dudi da, trong tinh mach, trong co, trong mang bung, v.v..) hoic ding
duti da, niém mac, mii, phdi vi/hoic qua dudng miéng. Rét nhidu bat tai st dung
va/hoic thiét bj phan phéi ty tiém c6 thé dugc sir dung dé phan phdi ché phim theo sang
ché dudi da. Céc vi du vé& bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, but AUTOPENT
(Owen Mumford, Inc., Woodstock, UK), bat DISETRONIC™ (Disetronic Medical
Systems, Bergdorf, Switzerland), but HUMALOG MIX 75/25™, but HUMALOGT™, bt
HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly and Co., Indianapolis, IN), NOVOPEN™ [, II va III
(Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark)), NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk,
Copenhagen, Denmark), bt BD™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), OPTIPENTM,
OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™, va OPTICLIK™ (Sanofi-Aventis, Frankfurt,
Germany), trong s6 rat nhidu san phim khac. Cac vi du v& bat dung mot 1an va/hodc thiét
bi phan phéi tu tiém c6 cac tng dung trong phan phdi dugc phdm sang ché duéi da bao
gbm, nhung khong chi gidi han &, but SOLOSTAR™ (Sanofi-Aventis), FLEXPEN™
(Novo Nordisk), va KWIKPEN™ (Eli Lilly), thiét bi tu tiém SURECLICK™ (Amgen,
Thousand Oaks, CA), PUSHCLICK™ (Scandinavian Health Ltd. (SHL) Group),
PENLET™ Haselmeier, Stuttgart, Germany), EPIPEN (Dey, L.P.), va bat HUMIRA™
(Abbott Labs, Abbott Park, IL), trong sb rat nhiéu san phém khéc.

Viéc sir dung thiét bj vi truyén d& phan phdi ché phdm theo sang ché ciing duoc
bao gbm trong séng ché. Nhu duogc st dung & day, thuat ngit "thiét bi vi truyén" chi thiét
bi phan phéi duéi da dugc thiét k& dé ding tir tir mot th tich 16n (vi du, 1én dén 2,5 mL
hoic nhiéu hon) ché phdm dé diéu tri trong mgt khoang thoi gian kéo dai (vi du, khoang
10, 15, 20, 25, 30 phuat hoac 14u hon). Xem, vi du, U.S. 6,629,949; US 6,659,982; va
Meehan et al., J. Controlled Release 46:107-116 (1996). Thiét bi vi truyén ddc biét hitu
ich dé phan phdi cac lidu 16n protein trj lidu ¢6 mit véi ndng dd cao (vi du, khoang 100,
125, 150, 175, 200 mg/mL hodc 16n hon) va/hodc cac dung dich nhét.

Sit dung ché phim trong diéu tri

Ché phim theo sang ché hiru ich, trong sd céc tac dung khac, d& didu tri, phong
ngira vi/hodc bat ky bénh hoic réi loan di kém véi hoat tinh cia NGF. C4c bénh va rdi
loan dugc léy lam vi dy, nhung khong phai 1a giéi han pham vi, c6 thé duoc diéu tri
va/hodc phong ngira bing cach ding ché phim theo séng ché bao gdm, chimg dau do tinh

trang bénh 1y bat ky di kém voi chimg dau do than kinh gy ra, chtng dau do bénh thn
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kinh gy ra va chimg dau thu cdm dau. Theo cic phwong 4n nhit dinh cia chimg dau do
bénh than kinh, dwoc goi 1a dau day thén kinh sinh ba, dau d4y thin kinh sau khi mic
bénh mun gidp, dau chi o, r6i loan gdy dau & co va khap, r6i loan hé thin kinh thuc vat
va céc tinh trang dau do thn kinh dugc diéu tri. Theo cac phuong an khéc, ching dau do
bénh ung thu, cu thé 13, ching dau do bénh ung thu xwong, viém khép xuong hodc ching
dau do viém khép dang thép, dau lung dudi, dau do rach sau khi mé, dau do gy xwong,
dau do gdy xuwong trong bénh lodng xuong, lodng xuong, dau khép do bénh git, bénh
than kinh do d4i thdo dwdng, chimg dau di kém véi dau thin kinh toa, cac ching dau di
kém véi khiing hoang huyét héng cau lui liém, dau nira du, va cic chimg dau do bénh
than kinh va/hodc cac ching dau thu cdm dau dugc wu tién diéu tri. Do do, séng ché bao
gbm phuong phap didu tri, phong ngira, va/hodc 1am thuyén giam bénh hoic rdi loan bt
ky di kém véi hoat tinh cia NGF hoac su hoat héa NGF (bao gém bénh hoic rdi loan va
tinh trang bénh bt ky dugc 14y 1am vi du & trén) bang cach sir dung ché phim theo sang
ché. Phuong phap diéu trj theo sang ché bao gdm viéc dung cho d6i twong bit ky ding
ché phim chtra khang thé khang hNGF nhu dugc md ta & day. Déi twgng duge ding ché
phim c6 thé 13, vi du, ngudi hodc dong vat bat ky khong phai 1a ngudi can didu tri, phong
ngua va/hodc lam thuyén gidm, hodc dbi tugng co6 thu loi tir viéc e ché hoic 1am giam
hoat tinh NGF va/hoic hoat tinh dugc diéu chinh bdi NGF. Vi dy, dbi tuong cé thé 1a ca
thé dugc chin doan méc, hodc dbi tuong dugce xem 13 ¢6 nguy co bi mic bénh va rdi loan
bét ky néu trén. Sang ché con bao gdm viée sir dung ché phdm bat ky duge mé ta & day
trong san xuit thubc dé diéu tri, phong ngira va/hodc 1am thuyén giam bénh hodc rdi loan
bét ky di kém véi hoat tinh ctia NGF hoic su hoat héa NGF (bao gbm bénh hoic rbi loan
va tinh trang bénh bt ky dugc ldy lam vi du & trén).

Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du duéi day dugc dua ra dé cung cip cho ngudi c6 k§ ning binh thudong
trong linh vuc k¥ thuét nay phan boc 16 va mé ta hoan chinh cach thirc tao ra va st dung
phuong phép va ché phdm theo sang ché, va khong duoc dy dinh d& gi6i han pham vi cla
sang ché. Mic du cic tac gia sang ché da nd luc x4c dinh chinh xé4c cac con sb dugc st
dung (vi du, lwgng, nhiét d9, v.v..) nhung vin c6 mot sb sai sb va sai léch thi nghiém va
nén dugc xem xét. Trir khi c6 quy dinh khac, cac phan 14 cic phén trong luong, phén tir
lugng 14 phén tir lugng trung binh va nhiét do tinh bing oC, va 4p suit bing hodc gin
bang 4p suét khi quyén.
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Vi du 1. P$ 6n dinh ciia khang thé NGF khang ngudi & ngwdi hoan toan ("mAbl™)
khi bao quan & nhiét d thap

Trong vi du nay, cac ché phidm khac nhau duoc tao ra chira khang thé NGF khang
ngudi khong ¢ mit céc ta duge. Vi du vé khang thé dugc st dung trong vi du nay va tht
ca cac vi du tiép theo dugc néu dudi day 1a khang thé chira HCVR c6 trinh ty axit amin
dugc néu trong SEQ ID NO:20, va LCVR ¢4 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO:22. Khang thé nay & day duoc goi 1a "mAbI1".

Duéi dang thir nghiém so b, do dn dinh ctia mAb1 trong dung dich 1ong dugc xac
dinh sau cc khoang thoi gian bio quan dong lanh khac nhau & -30°C va -80°C. Nong do
cia mAb1 dugc sit dung trong Vi du nay 13 130 mg/mL. O céc diém thoi gian khac nhau,
@6 6n dinh ctia mAb1 dugc xac dinh biang SE-HPLC va bing sic ky 1éng hiéu ning cao
trao ddi ion (cation exchange high performance liquid chromatography - CEX-HPLC).
Db 6n dinh dugc danh gia dua trén % mAb]1 ty nhién con lai trong mau (b%lng SE-HPLC,;
Béng 4) va bing % mAb] c¢6 tinh axit quan sat dugc trong miu (bing CEX-HPLC; Bang
5). Mitc gia ting % mAb] c6 tinh axit phit hop v&i viéc loai nhém amit trong khéang thé

va do do, dugc coi 1a hién tugng khong mong muodn ddi véi ché pham theo sang ché.

Béng 4
% mAb tw nhién con lai (SE-HPLC)
Nhiét dé bdo quin
Thai gian (thang) -80°C -30°C
0 96,6 96,6
1 96,6 95,2
3 96,6 94,6
6 96,6 94,2
9 96,5 93,1
12 96,7 93,3
Bang 5
% mAblcé tinh axit (CEX-HPLC)
Nhiét d6 bdo quan
Thei gian (thang) -80°C -30°C
0 14,3 14,3
| 14,7 14,6
3 14,9 14,5
6 14,1 12,8
9 14,9 14,5
12 14,6 14,6
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Céc két qua nay cho thdy mAbl c6 thé gitr én dinh & ndng dd 130 mg/mL trong it
nhét 12 thang khi bao quéan & -80°C.
Vi du 2. P9 6n dinh ciia ché phAim mAb1 chira hrong ta dwgc nhé

Sau ché phim khac nhau chtra mAb1 dugc bao ché & ndng d6 40 mg/mL véi lwong
nho ta dugc (nhu dugc thé hién trong Bang 6, ciing xem Vi du 2) va duge bao quan & -
20°C hotic -30°C trong céc khoang thoi gian khic nhau. T4t ca céc ché phim déu chia
axetat 10 mM, d6 pH=5,0. Bang 7 (-30°C ) va Bang 8 (-20°C) cho thdy % mADb]1 tu nhién
con lai trong cac ché phdm khic nhau chira t4 dugc v6i lugng nhd, nhu duge xac dinh

bang SE-HPLC.

Bang 6
Cic ché phim chira mAb1 va Iwong nhé ta dwoc
Ché phim T4 dwgc mAbl (mg/mL)
1 0,5% polyetylen glycol 3350 40
2 1,0% polyetylen glycol 3350 40
3 1% sucroza 40
4 2% sucroza 40
5 4% sucroza 40
6 khong 40

Nhu néu trén, cic ché phim duogc thir nghiém vé& d6 én dinh bing SE-HPLC khi
bao quan & cac khoang thoi gian khic nhau & -30°C va -20°C. Cac két qua, duoc biéu thi
bing % mAb]I tw nhién con lai, dwoc thé hién trong Bang 7 (bdo quéan & -30°C) va 8 (bao
quan & -20°C).

Bang 7

% mAbl tw nhién con lai (SE-HPLC) néu béo quén & -30°C

Ché phim s6 (xem Béang 6)
Thoi gian 1 2 3 4 5 6
(thang)

0 983 | 98,1 | 98,0 | 97,9 | 98,1 | 98,0

1 98,0 | 98,1 | 98,0 | 98,0 | 98,0 | 97,0

3 97,8 | 97,9 | 98,0 | 98,0 | 97,9 | 96,0

6 98,2 | 984 | 985 | 984 | 984 | 959

9 98,2 | 983 | 98,5 | 98,5 | 98,8 | 95,1

12 98,2 | 98,4 | 984 | 984 | 98,5 | 957

18 97,7 | 98,2 | 98,1 | 98,1 | 984 | 94,5

24 97,9 | 98,1 | 983 | 98,5 | 98,5 | 94,5
Bang 8
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% mAb]1 tw nhién con lai (SE-HPLC) néu bio quén & -20°C
Ché phim s6 (xem Béng 6)
Theoi gian 1 2 3 4 5 6
(thang) .
0 98,3 | 98,1 | 98,0 | 97,9 | 98,1 | 98,0
1 97,8 | 98,1 | 982 | 98,1 | 98,2 | 95,8
3 97,8 | 97,9 | 98,1 | 98,2 | 98,0 | 93,0
6 97,7 | 98,3 | 98,3 | 984 | 98,5 | 92,6
9 97,8 | 98,1 | 983 | 98,3 | 98,3 | 90,7
12 97,7 | 98,2 | 98,3 | 98,3 | 98,5 | 92,9
18 96,4 | 97,7 | 979 | 98,1 | 98,3 | 86,7
24 96,9 | 97,9 | 98,1 | 98,2 | 98,3 88,6

Nhu dugc thé hién trong Vi du ndy, d6 6n dinh ctia mAb1 dugc git & muc dang ké
& ché phim 1, 2, 3, 4, va 5 khi bao quan vai thang & -20°C va -30°C. Céc két qua nay cho
thdy d6 on dinh ctia mAbl & -30°C c6 thé dugc ting cudng bing cich bd sung it nhit 12
1,0% sucroza, hoic it nhét 14 0,5% polyetylen glycol 3350. C4c két qua nay con cho thiy
d6 6n dinh ctia mAb1 & -20°C c6 thé dugc ting cudng bing cach bd sung it nhét 1a 1,0%
sucroza, hoic it nhit 1a 1,0 polyetylen glycol 3350.
Vi du 3. Ché phdm chita mAb1 dwec lam én dinh

Ché phim duoc 1am 6n dinh chira mAb1 & cdc ndng d6 khac nhau duge bao ché dé
str dung trong Vi du 4 va 5 duéi day. Ché phdm nay, dugc ky hiéu 13 "Ché phim A",
dugc thé hién trong Bang 9.

Bang 9
Ché phim "A" chita mAb1 dwoc Iam 6n dinh

Thanh phin Ché phiam A

mAbl 6 — 100 mg/mL

Axetat 10 mM
Polysorbat 20 0,05%

Sucroza 8%

b6 pH 5,0

Vi du 4. P9 6n dinh ciia ché phim A khi bio quén & 5°C

Ché phém A (xem Vi du 3) chira 6, 20 hodc 100 mg/mL mAbl dugc thir nghi€ém
vé d6 6n dinh khi bao quan vai thang & 5°C trong cac 6ng tiém lidu nho 1am bing thuy
tinh trong subt. Py 6n dinh dugc danh gia bing cc thong s sau: (a) dic tinh bén ngoai
khi quan st bang mit thudng; (b) d6 duc (OD 405 nm); (c) pH; (d) % mAb] tdng thu hdi
dugc khi xac dinh bing RP-HPLC; () % mAbl ty nhién thu hdi duoc (nhu duge xac
dinh bing SE-HPLC); (f) % mAbl dinh chinh thu hdi duoc (nhu dugc xac dinh bing
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CEX-HPLC); va (g) % mAbl c6 tinh axit thu hdi dwoc (nhu duge xac dinh bing CEX-
HPLC). Cé4c két qua vé& d 6n dinh ctia Ché phim A chira 6, 20 va 100 mg/mL mAbl
dwoc tom tit trong Bang 10, 11 va 12, tuong Ung.

Bang 10

D% 6n dinh ciia Ché phim A chira 6 mg/mL mAb1 khi bio quén & 5°C trong ng tiém lidu nhé 1am bing thiy
tinh (0-12 thing)

_ Théi gian bdo quin & 5°C (thing)

_ Thong so 0 1 2 3 6 9 12
bic tinh be ngoai khi quan sat bang Pép (mg Déap ung | Dap tng | Dap ting | Dap ing | Dap ing | Pap ng
mat thudng
D duc (OD 405 nm) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
bopH i 5,1 5,1 5,1 5,0 5,0 5,1 5,1
% mADblI tong thu hoi dugc 100 96 101 99 102 107 107
% mAb1 ty nhién thu hdi dugc
(SE-HPLC) 98,8 98,6 98,7 98,9 98,5 98,8 98,7
% mAb1 dinh chinh thu hdi dugc
(CEX-HPLC) 44.8 46,3 46,4 45,4 41,2 46,2 45,0
% mAb1 thudc phén tr cé tinh axit
thu hdi dwoc (CEX-HPLC) 16,6 16,5 17,4 17,7 15,2 15,9 16,5

Bang 11

D§ on dinh ciia Ché phim A chira 20 mg/mL mAb1 khi bio quan & 5°C dng tiém liéu nhé lam bing thiy tinh
(0-18 théng)

Thoi gian bdo quin & 5°C (thing)

Théng s6 0 1 2 3 6 9 12 18
Dic tinh bé ngoai khi quan sat bing mét Pap |Pép |DPap |DPép |Péap |Pap | DPap Diép
thudng ung | ung ung ung ung ung ung ung
Do duc (OD 405 nm) 0,00 [ 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 [ 0,00
Do pH 5,1 52 5,0 5,1 5,0 5,1 52 5,1
% mAbl tong thu hdi dugc 100 96 99 100 100 | 104 101 102

% mAbl tu nhién thu hdi duge (SE-HPLC) | 99,0 98,4 98,5 98,4 98,6 98,2 98,6 98,2

% mADbI dinh chinh thu hoi dugc (CEX- 44,0 | 44,0 | 44,1 | 438 | 443 | 43,8 | 449 | 43,6
I_H)LC) 3 b b 5 b b 5 b

% mAb1 thudc phan tir cé tinh axit thu hdi

duoc (CEX-HPLC) 15,8 15,5 15,8 15,5 15,5 15,2 15,9 15,3

Bang 12

P 6n dinh ciia Ché phdm A chira 100 mg/mL mAb1 khi bdo quan & 5°C 6ng tiém lidu nhé lam bing thiy
tinh (0-18 thing)

Thdoi gian bdo quin & 5°C (thing)

Théng so 0 1 2 3 6 9 12 18
Dic tinh bé ngoai khi quan sat bing mit bép [Pap |DPap |Pap |Pap |Pap | Pép Dép
thudng ung | Ung ung ung ung ung ung ung
P duc (OD 405 nm) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00
b6 pH 5,0 5,1 5,0 5,1 5,0 5,1 5,0 52
% mAb1 tong thu hdi dugc 100 98 106 104 103 103 101 104

% mAb]1 tu nhién thu hdi dugc (SE-HPLC) | 98,2 97,9 97,5 97,8 98,2 97,4 98,1 97,6

% mAbl dinh chinh thu hoi dugc (CEX- 413 | 40,9 | 392 | 39,0 | 395 | 39,7 | 42,0 | 404
HPLC) > b b 5 b 5 b bl

% mAb1 thudc phén tir ¢6 tinh axit thu hdi

duoc (CEX-HPLC) 14,8 14,9 13,7 14,0 14,0 13,4 13,8 14,0

Céc két qua ctia Vi du nay cho thiy Ché phim A chua 6 mg/mL mAbl git duoc
6n dinh trong it nhit 12 thang béao quan, & 5°C trong cic éng tiém liéu nho bing thiy tinh
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trong subt, véi khoang 98,7% mADbl1 tu nhién hodc nhiéu hon con lai trong mau khi bao
quéan 12 thang trong cic diéu kién nay. Céc két qua cta Vi du nay con cho thiy ring Ché
phim A chira 20 mg/mL mAbl giit dwoc én dinh trong it nhit 18 thang bao quan, & 5°C
trong cac 6ng tiém liéu nhod bing thuy tinh trong sudt, véi khoang 98,2% mAbl tur nhién
con lai trong mau néu 18 thang bao quéan trong céc didu kién nay. Ngoai ra, Ché phdm A
chita 100 mg/mL mADb1 gitt dugc 6n dinh trong it nhit 18 thang bio quan, & 5°C trong
céc dng tiém lidu nhé bing thuy tinh trong sudt, voi khoang 97,6% mAbl ty nhién con lai
trong mau néu 18 thang bao quan trong cic diu kién niy. Ngoai ra, % cac phén tir c6
tinh axit khong thay d6i dang ké so véi thoi diém ban dau (t=0) khi bao quan 12 hoic 18
thang trong cac diéu kién duoc thir nghiém, do d6 khing dinh tinh én dinh ctia ché phim.
Vi du 5. Anh hwéng ciia ndng dd arginin, histidin va sucroza dén do nhét va dé on
dinh ciia ché phidm chira mAb1

Mot vai ché phdm dugc bao ché chira 100 mg/mL, 125 mg/mL va 150 mg/mL
mADbI va histidin, arginin va sucroza véi cac lugng khiac nhau. P9 nhét va ¢ mol duoc
do cho timg ché pham & 25°C. Cac két qua dugc tom tit trong Bang 13.

Béang 13

Anh huéng ciia ndng dd arginin, histidin va sucroza dén d9 nhét ciia ché phim chira mAb1 (T4t ci cac ché
pham chira 10 mM axetat, 46 pH=5,0, va 0,2% polysorbat 20)

mAb1 [Histidin] [Arginin] [Sucroza] Do nhét Do mol

(mg/mL) (mM) (mM) (%) - (cPoazo) (mQOsm)
100 0 0 10 ~13,5 440
100 0 25 10 ~9 510
100 25 0 10 ~9 510
100 0 25 5 ~7 270
100 0 50 10 ~7 560
125 0 0 5 ~20 ~250
125 0 25 5 ~11 290
125 25 0 5 ~12 280
125 0 50 5 ~9 340
125 25 25 5 ~9 330
125 0 0 2 ~16 150
150 0 0 5 ~41 300
150 25 25 5 ~19 360
150 25 25 2 ~15 310
150 0 75 5 ~14 450
150 0 100 5 ~11 510

Céc két qua dugc néu trong Bang 13 cho thdy ring viéc bd sung histidin hoic
arginin & ndng d6 25 mM viao mAb]1 (¢ ndng d6 100 mg/mL), lam giam dang k& do nhat
ctia ché phdm khi so sanh vé&i ché phim chira khéng thé nhung khong chira histidin va
arginin. Ngoai ra, viéc bd sung arginin & 25 mM vao mAbl (& ndng d6 100 mg/mL),

dong thoi giam ndng d6 sucroza tir 10% xubng 5%, 1am do nhot giam thém. Khi ndng do
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khéng thé mAbl ting Ién 125 mg/mL, ca histidin 13n arginin & ndng d6 25 mM déu lam
gidm déng ké d6 nhét khi duge st dung mt minh hodc cuing nhau. Ngoai ra, viéc lam
giam ndng do sucroza tir 5% dén 2% keém theo bd sung histidin va arginin s& lam giam do
nhét ciia ché phidm xudng mic thip hon. Khi ndng do ciia mAbl ting 1én 150 mg/mL,
hén hop gdm histidin va arginin, ndng d6 mdi thanh phin bang 25 mM, s& 1am giam déng
ké d6 nhét. Viéc 1am giam ndng do sucroza tir 5% xudng 2% s& lam d6 nhét giam thém.
Dua trén, it nhit 12 mot phan, vao phdn md ta trén, Ché phdm “B” dudi ddy nhu

duoc néu trong Bang 14 duoc bao ché.

Bang 14
Thanh phan Ché phim B
mAbl 20 — 100 mg/mL
Axetat 10 mM
Polysorbat 20 0,05%
Sucroza 8%
Arginin 25 mM
b pH 5,0

Vi du 6. P9 6n dinh ciia ché phim A chira 100 mg/mL mAb1 khi dwoe sin xuit
trong dng tiém lidu nhé va bom tiém

Ché phdm A (xem Bang 9) chita 100 mg/mL mAbl dugc san xuét trong dng tiém
liéu nhé dung tich 2 mL va trong hai bom tiém khac nhau: vonfram thudng va vonfram
thdp. Céc ché phdm duogc bao quan & 5, 25 va 37°C trong cac khoang thoi gian khac nhau.
Do 6n dinh cia mAbl sau khi bao quan dugc x4c dinh bang SE-HPLC va CEX-HPLC.
Céc két qua dugc thé hién trong Bang 15. (Mrc gia ting % cac phan tir c6 tinh axit phi
hop véi viéc loai nhém amit trong khéng thé va do d6, dugc coi 1a hién tugng khong
mong mudn ddi véi ché phdm theo sang ché). Nhu dugc thé hién trong bang nay, Ché
phim A chtra 100 mg/mL mAbl, dugc bao quan & 5°C trong dng tiém liéu nhé hodic bom
tiém lam bang thuy tinh, twong dbi 6n dinh trong it nhit 18 thang, va it 6n dinh hon chit
& 25° hodc 37° trong céc thoi gian lau hon dugc thir nghiém.

Bang 15

P 6n dinh ciia ché phdm A chira 100 mg/mL mAb1 trong 6ng tiém lidu nhé va bom tiém

Ong tiém liéu nhé dung | Bom tiém vonfram thwong | Bom tiém vonfram thip
tich 2 mL
Nhiét d¢ Thoi % mAblty | % mAbl c¢é | % mAblty | % mAbl ¢é6 | % mAbltw | % mAbl c6
gian nhién tinh axit nhién tinh axit nhién tinh axit
(SE-HPLC) (CEX- (SE- (CEX- (SE- (CEX-
HPLC) HPLC) HPLC) HPLC) HPLC)
- Bit dau 98,2 14,4 98,2 14,1 98,2 14,3
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37°C 7 97,6 13,9 97,6 14,0 97.8 13,9
ngay
37°C 14 ngay 97,2 14,7 97,3 14,6 97,3 14,7
37°C 28 ngay 96,7 15,7 96,6 15,5 96,5 15,5
25°C 1 thang 97,7 13,1 97,5 13,5 97,9 13,3
25°C 3 thang 97,3 14,9 97,2 14,9 97,1 14,8
25°C 6 thang 96,9 17,4 97,1 16,9 96,7 17,4
5°C 1 thang 97,9 14,8 98,1 13,7 98,0 14,0
5°C 3 thang 97,8 13,7 97,6 13,9 97,7 13,5
5°C 6 thang 98,2 14,0 98,1 13,5 98,0 13,7
5°C 9 thang 97,4 13,4 97,6 13,1 97,6 13,2
5°C 12 thang 98,1 13,8 98,1 13,5 98,2 13,1
5°C 18 thang 97,6 14,0 97,6 14,1 97,7 14,0

Vi du 7. P9 én dinh ciia Ché phdm B chira 100 mg/mL mAbl khi dwoc sin xuit
trong ong tiém liéu nhd va bom tiém

Ché phdm B (xem Bang 14) chtra 100 mg/mL mAb1 dugc san xuét trong dng tiém
lidu nho dung tich 2 mL va trong hai bom tiém khic nhau: vonfram thudng va vonfram
thdp. Cac ché phdm dugc bao quan ¢. P6 dn dinh ctia mAbI sau khi bdo quan nhu duge
x4c dinh bing SE-HPLC va CEX-HPLC. Céac két qua dugc thé hién trong Bang 16. (nhu
néu trén, mic gia ting % mAb1 c6 tinh axit phi hop véi viéc loai nhém amit trong khang
thé va do d6, duge coi 12 hién tugng khéng mong mubn dbi véi ché pham theo séng ché).
Nhu duoc thé hién trong bang nay, Ché phdm B chira 100 mg/mL mAbl, dugc bio quan
& 5°C bng tiém lidu nho hodc bom tiém 1am bing thuy tinh, gitr dwgc twong dbi 6n dinh
trong it nhét 12 thang, va twong d6i dn dinh trong it nhét 18 théng, va it én dinh hon chut

& 25° hodc 37° & tht ca cac thoi diém dugc thir nghiém.

Bang 16
P§ 6n dinh ciia ché phdm B chira 100 mg/mL mAb1 trong dng tiém liéu nhé va bom tiém
Ong tiém liéu nhé dung Bom tiém vonfram thudng Bom tiém vonfram thip
tich 2 mL
Nhiét Thaoi % mAb1 % mAbl cé % mAb1 % mAbl cé % mAbl % mADbl c6
do gian tw nhién tinh axit tw nhién tinh axit tw nhién tinh axit
(SE- (CEX- (SE- (CEX- (SE- (CEX-
HPLC) HPLC) HPLC) HPLC) HPLCQC) HPLC)
- Bit dau 98,2 14,2 98,1 14,4 98,2 14,3
37°C 7 ngay 97,4 14,3 97,4 14,3 97,6 14,1
37°C 14 ngay 97,0 14,9 96,9 14,8 96,9 14,8
37°C 28 ngay 96,4 16,3 96,4 16,2 96,4 15,9
25°C 1 thang 97,7 13,6 97,8 13,7 97,7 13,6
25°C 3 thang 96,7 14,7 96,9 14,7 96,8 14,8
25°C 6 thédng 96,6 15,4 96,6 15,5 96,6 15,6
5°C 1 thdng 98,1 13,6 98,0 13,7 98,1 13,5
5°C 2 théng 97,8 14,3 97,9 14,3 97,9 14,2
5°C 3 théng 97,7 14,3 97,3 14,4 97,4 14,2
5°C 6 thang 974 14,4 97,5 14,5 97,6 14,5
5°C 9 thang 97,8 14,2 97,8 14,1 97,7 14,1
5°C 12 thang 98,0 15,1 98,1 14,7 98,2 14,7
5°C 18 thang 91,7 14,3 97,7 39,8 97,7 14,1
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Vi du 8: P 6n dinh ciia ché phim chira mAb1 trong cic bom tiém da dién day

Mot loat thir nghiém dugc tién hanh d& danh gia d6 6n dinh ctia cac ché phim khéc
nhau chira mAb]1 trong cdc bom tiém da dién ddy. D6i vdi cac thir nghiém nay, thiét bi
logic khac nhau va kim nhon, bom tiém vonfram thudong va bom tiém vonfram thép dwoc
sir dung két hop véi cac loai pittdng khac nhau (dwoc phi va khong dugc phi) va cac nép
chup ddu khac nhau. Ché phim dugc thir nghiém vé d6 6n dinh khi bao quéan trong céc
bom tiém d3 dién diy & 37°C, 25°C va 5°C trong cic khoang thdi gian khac nhau (tir 7
ngay dén 6 thang, phu thudc vao cac diéu kién dugc thir nghiém).

Céc ché phdm chtra mAbl1 dudi day dugc thir nghiém vé d6 6n dinh trong cic bom
tiém da dién ddy & trong Vi du nay: (1) Ché phim A (xem Bang 9) chira 100 mg/mL
mAb]I bom tiém di dién ddy va nhon, s 1 dwoc md ta trong Bang 17; (2) Ché phim A
chira 100 mg/mL mAbl bom tiém da dién dﬁy va nhon, sd 2 dugc md ta trong Bang 18;
(3) Ché phidm A chtra 20 mg/mL mAbl bom tiém da dién dy va nhon, sb 1 dugc mod ta
trong Bang 19; (4) Ché phdm A chita 20 mg/mL mAbl bom tiém di dién day va nhon, sd
2 duge mb ta trong Bang 20; (5) Ché phdm A chtra 100 mg/mL mAbl bom tiém da dién
dy va nhon, sb 3 dugc md ta trong Bang 21; va (6) Ché phdm A chira 6 mg/mL mAbl
bom tiém da dién ddy va nhon, s 3 dugc mo ta trong Bang 22.

Bom tiém s 1 1 bom tiém c¢6 ham luong vonfram thap BD dai 1 mL ¢& 29 x %
inso Physiolis; Bom tiém s6 2 12 bom tiém Schott dai 1 mL ¢& SN CF 29 x % inso; va
Bom tiém s6 3 14 bom tiém Daikyo Seiko CZ® (Crystal Zenith) dai 1 mL ¢& STD 30 x %
inso.

Do 6n dinh duoc danh gia bing cac thong s sau: (a) quan sat bang mét; (b) do duc
(OD4gsum); (¢) % thu hdi bang RP-HPLC; (d) % mAbl tu nhién bing SE-HPLC; (e) %
mADb1 dinh chinh bing CEX-HPLC; va (f) % mAb] c6 tinh axit bing CEX-HPLC.

Céc két qua tir thir nghiém dai dién dé danh gia d6 6n dinh ctia Ché phdm A, chira
100 mg/mL mAb] trong bom tiém sb 1 dugc thé hién trong Bang 17 dudi day.

Bang 17
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P 6n dinh ciia ché phim A chira 100 mg/mL mAb1 trong bom tiém di dién diy va nhon, s6 1

M5 ti bom tiém sb 1

Bom tiém: | BD dai 1 mL c& 29 x 1/2" Physiolis, vonfram thip
Pitténg: | Hypak FluroTec® 4023/50 '
Nip chup dau: | BD 260
Silic héa: | Phun
% mAbl
%mAbl tw | % mAbl dinh | c6 tinh axit

Nhiét Quan sét Do duc nhién (SE- chinh (CEX- (CEX-

do Thoi gian | biang mét | (ODagsmm) | % thu hoi HPLC) HPLC) HPLC)
-~ Bit dau Dép timg 0,00 100 98,2 40,2 14,2
37°C 7 ngdy Déap ting 0,00 101 97,8 37,6 13,9
37°C 14 ngay Pip ting 0,00 100 97,3 37,0 14,7
37°C 28 ngay Dap g 0,00 96 96,5 34,9 15,5
25°C 1 thédng Diap ting 0,00 97 97,9 36,9 13,3
25°C 2 thang Diap ting 0,00 103 97,0 38,6 14,9
25°C 3 théng Dap tmg 0,00 100 97,1 35,5 14,8
25°C 6 théang Dap tmg 0,00 104 96,7 36,8 17,4
5°C 1 théng Dap tmg 0,00 96 98,0 39,0 13,8
5°C 2 thang Dap tmg 0,00 103 97,8 39,3 13,6
5°C 3 théng Dap tmg 0,00 100 97,7 39,2 13,5
5°C 6 thang Dap tmg 0,00 100 98,0 39,2 13,7
5°C 9 thang Dap tng 0,00 100 97,6 39,1 13,2
5°C 12 thang Dap tmg 0,00 102 98,2 40,9 13,1
5°C 18 thang Dap ting 0,00 100 97,7 39,6 14,0

Céc két qua tir thir nghiém dai dién dé danh gia d6 6n dinh ctia Ché pham A, chta
100 mg/mL mAb]1 trong Bom tiém sb 2 dugc thé hién trong Bang 18 duéi day.
Béng 18

P 6n dinh cilia ché phim A chira 100 mg/mL mAb1 trong bom tiém di dién diy va nhon, s6 2

M5 ti bom tiém s6 2

Bom tiém: | Schott dai 1 mL ¢& SN CF29 x 1/2"
Pittong: | West FluroTec® 4023/50
Nép chup ddu: | Stelmi 4800 w/RNS
Silic héa: | Phun
Do duc % mAbl cé tinh
Nhiét | Thoi Quansit | (ODys | %thu | % mAbl tw nhién | % mAbl dinh chinh axit (CEX-
do gian bing mit nm) hdi (SE-HPLC) (CEX-HPLC) HPLC)
-- Bit dau | Dap img 0,00 100 98,3 40,3 14,2
37°C | 7ngady | Dapimg 0,00 102 97,5 37,8 14,0
37°C | l4ngay | Dép tng 0,00 102 97,3 37,4 14,7
37°C | 28 ngay | Dap img 0,00 97 96,6 34,6 15,4
25°C | 1thang | Diéptng 0,00 98 97,8 36,8 13,4
25°C | 2thang | Pép tng 0,00 103 97,1 38,8 14,9
25°C | 3thang | Dapimg 0,00 101 97,1 35,6 14,8
25°C | 6thang | Dap ing 0,00 103 96,8 37,4 17,5
5°C | 1thang | Pép tng 0,00 97 97,8 39,8 13,8
5°C | 2thang | Dép tng 0,00 103 97,8 39,4 13,9
5°C | 3thang | Dépimg 0,00 101 97,6 39,8 13,8
5°C | 6thang | DPépung 0,00 101 98,1 40,0 13,9
5°C | 9thang | Dép ling 0,00 102 97,6 39,7 13,4
5°C | 12théang | Diép ling 0,00 100 98,2 41,1 13,0
5°C | 18théang | Dép tng 0,00 102 97,7 39,4 13,9

Cac két qua tir thir nghiém dai dién d& danh gia d6 6n dinh ctia Ché phim A, chira
20 mg/mL mAb] trong Bom tiém sé 1 dugc thé hién trong Bang 19 duéi day.
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Bang 19

DJ on dinh ciia ché phim A chira 20 mg/mL mAbl trong bom tiém da dién diy va nhon, sb 1

M0 t4 bom tiém s6 1
Bom tiém: | BD dai 1 mL c& 29 x 1/2” Physiolis, vonfram thp
Pittdng: | Hypak FluroTec® 4023/50
Nip chup ddu: | BD 260
Silic hoa: | Phun
% mAbl
% mAb1 tu % mAbl dinh | c6 tinh axit

Nhiét Quan sat Do duc nhién (SE- chinh (CEX- (CEX-

do Thoi gian | bingmit | (OD,s wm) | % thu hdi HPLC) HPLC) HPLC)
-- Bit dau Dap ing 0,00 100 98,9 44,5 15,9
37°C 7 ngay Dap ung 0,00 100 98,4 42,1 15,7
37°C 14 ngay DPép \ing 0,00 99 98,3 41,8 16,2
37°C 28 ngay Dap ting 0,00 98 97,6 39,2 17,5
25°C 1 thang Dap ting 0,00 96 98,4 41,4 15,3
25°C 2 thang DPép ung 0,00 100 98,1 41,8 16,0
25°C 3 thang Dép ung 0,00 99 98,0 42,7 17,0
25°C 6 thang Dap ung 0,01 99 98,0 42,0 19,4
5°C 1 thang Dap ung 0,00 97 98,2 44,0 15,7
5°C 2 thang Dap ting 0,00 99 98,5 44,5 15,8
5°C 3 thang Dép ing 0,00 100 98,4 44,4 15,8
5°C 6 thang Dap ing 0,00 99 98,6 44,1 15,6
5°C 9 thang Dép tng 0,00 101 98,2 44,0 15,1
5°C 12 thang Dép ung 0,00 101 98,5 45,4 15,9
5°C 18 thang Dap ting 0,00 101 98,2 43,5 15,3

Céc ket qua tir thir nghiém dai dién dé dénh gi4 do on dinh clia Ché pham A, chia

20 mg/mL mAb] trong Bom tiém sb 2 duge thé hién trong Bang 20 dudi day.
Bang 20

Pj on dinh ciia ché phim A chira 20 mg/mL mAbl trong bom tiém d3 dién day va nhon, s6 2

M5 té bom tiém s6 2
Bom tiém: | Schott 1 mL Long SN CF 29ga x 1/2"
Pittdng: | West FluroTec® 4023/50
Nip chup d4u: | Stelmi 4800 w/RNS
Silic hoa: | Phun
% mAbl cé

% mAbl1 tu % mAb1 dinh tinh axit

Nhiét Quan sat Do duc . nhién (SE- chinh (CEX- (CEX-

do Thoigian | bing mit | (ODuosum) | % thu hdi HPLC) HPLC) HPLC)
-- Bit ddu Dap tmg 0,00 100 98,9 44,5 15,9
37°C 7 ngay Dap img 0,00 101 98,4 42,1 15,6
37°C 14 ngay Dap g 0,00 100 98,2 41,8 16,2
37°C 28 ngay Dap ting 0,00 98 97,6 393 17,4
25°C 1 thang Dép ung 0,00 97 98,3 41,5 15,2
25°C 2 thang Dap ting 0,00 99 98,2 41,9 16,0
25°C 3 thang Pap img 0,00 100 98,0 42,7 16,9
25°C 6 thang Dép ing 0,00 99 97,9 42,1 19,5
5°C 1 thang Dap g 0,00 96 98,4 44,7 15,6
5°C 2 thang Dép ing 0,00 99 98,5 44,3 15,9
5°C 3 thang Dap ting 0,00 99 98,4 44,7 15,7
5°C 6 thang Dép tng 0,00 100 98,7 44,2 15,5
5°C 9 thang Dép ting 0,00 102 98,4 43,8 15,1
5°C 12 thang Dép ung 0,00 102 98,6 45,2 15,9
5°C 18 thang Dép ung 0,00 102 98,3 432 15,2
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Céc két qua tir thir nghiém dai dién d& d4nh gia d6 8n dinh cia Ché phdm A, chira
100 mg/mL mAb]1 trong Bom tiém sé 3 dugc thé hién trong Bang 21 dudi day.
Bang 21

D% 6n dinh ciia ché phim A chira 100 mg/mL mAb]1 trong bom tiém da dién diy va nhon, sé 3

M5 ti bom tiém sb 3

Bom tiém: | Daikyo Seiko CZ 1 mL ¢ STD30x 1/2 "
Pitténg: | Daikyo D-21-6-1 FluroTec® dugc phu
Nip chup dau: | 7028
Silic héa: | N/A

% mAbl

c6 tinh
% mAbl ty | % mAbl dinh axit

Nhiét Quan sét Do duc nhién (SE- chinh (CEX- (CEX-

do Thoi gian | bingmdt | (ODuoswm) | % thu hdi HPLC) HPLC) HPLC)
-- Bit du Diép tmg 0,00 100 97,5 38,5 13,6
37°C 7 ngay Dap img 0,00 101 97,5 40,0 14,0
37°C 14 ngay Dap img 0,00 102 97,3 39,5 15,2
37°C 28 ngay Dap img 0,00 101 96,4 38,3 15,7
25°C 1 thang Diap ting 0,00 105 97,8 38,3 13,6
25°C 2 thang Diép tmg 0,00 102 97,2 374 14,9
25°C 3 thang Diép g 0,00 102 97,2 37,2 14,6
5°C 1 thang Diép img 0,00 104 98,2 38,1 13,3
5°C 2 thang Dap tmg 0,00 101 97,9 38,1 13,4
5°C 3 théng Dap g 0,00 101 97,8 38,4 13,1
5°C 6 thang Dap tmg 0,00 106 97,8 39,6 13,4
5°C 9 théng Diép img 0,00 105 97,9 40,8 13,4
5°C 12 théng Dip g 0,00 112 97,6 38,3 13,5

Céc két qua tir thir nghiém dai dién dé danh gia d6 6n dinh cia Ché phdm A, chta
6 mg/mL mAb1 trong Bom tiém s 3 dugc thé hién trong Bang 22 dudi day.
Bang 22

D4 6n dinh ciia ché phdm A chira 6 mg/mL mAb1 trong bom tiém da didn dly va nhon, s6 3

M5 ti bom tiém sb 3

Bom tiém: | Daikyo Seiko CZ 1 mL ¢& STD30x 1/2 "
Pittdng: | Daikyo D-21-6-1 FluroTec® dugc phu
Nip chup dau: | 7028
Silic hoa: | N/A
% mAbl1
c6 tinh
% mAbl tu | % mAbl dinh axit
Nhiét Quan sat Do duc nhién (SE- chinh (CEX- (CEX-
do Thoi gian | bingmit | (ODagswm) | % thu hdi HPLC) HPLC) HPLC)
- Bit dau Dap tmg 0,00 100 98,8 45,6 16,8
37°C 7 ngay Pép ung 0,00 101 98,7 46,2 17,2
37°C 14 ngay Dép ing 0,00 101 98,5 45,8 18,2
37°C 28 ngay Dép ung 0,00 101 98,3 445 19,8
25°C 1 thang Dap ing 0,00 106 98,8 45,7 17,3
25°C 2 thang Dép ung 0,00 103 98,8 443 18,1
25°C 3 théng Dép ting 0,00 101 98,3 42,9 18,6
5°C 1 thang Dép ung 0,00 105 99,0 46,0 16,6
5°C 2 thang Dap ing 0,00 102 98,8 45,6 16,8
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5°C 3 thang Dép tmg 0,00 101 98,8 45,7 16,3
5°C 6 thang Dép tng 0,00 105 98,5 46,7 16,5
5°C 9 thang Dép tng 0,00 106 98,8 47,8 17,2
5°C 12 thang | Dép lmg 0,00 115 97,8 47,6 17,5

Céc két qua tir loat thir nghiém nay cho thiy céc ché phdm khac nhau giit dugc
tinh dn dinh twong dbi trong c4c bom tiém da dién day, cu thé 1a khi duoc bao quan &
nhiét 46 25°C va duéi day, trong mdt thang hodc 14u hon.

Vi du 9: D§ 6n dinh ciia ché phdm chita mAbl & ndng do thip trong éng tiém lidu
nhé lam bing thiy tinh

Mtc 6n dinh gia tdng va theo thoi gian thyc cia mAbl & néng d6 0,2, 0,5, 1, va 2
mg/mL dugc danh gid trong cac 6ng tiém nhé 1am bang thiy tinh, cac két qua dugc cép
nhat theo thdi gian dugc thé hién trong cac bang tir 23 dén 27. Pbi véi cac thir nghiém
nay, d6 6n dinh ciia mAbl duge xac dinh trong cic dng tiém nhoé 1am bang thiy tinh
bosilicat, loai 1 do Schott san xuét. Ché phim chtra mAbl dugc st dung trong Céc vi du
tir 9 dén 12 tuong ty voi ché phdm duge mod ta trong Bang 9, ngoai trir ndng do cua khéng
thé dugc st dung thip hon ndng d6 duoc thir nghiém trudc d6 va thay dbi trong subt thoi
gian thir nghiém. Nong d6 chinh x4c ciia mAbl dugc st dung trong ting thtr nghiém
duge néu trong timg bang dudi day. Cac ché phim dugc thi nghiém vé& d6 én dinh khi
bao quan trong cic 6ng tiém nhd lam bing thuy tinh & 45°C, 25°C va 5°C trong céc
khoang thoi gian khéc nhau (tir 7 ngay dén 6 thang, phu thudc vao cac diéu kién duoc thir
nghiém).

Céc két qua duoc cip nhat cho thiy su phén hiy gia ting (c4c bién thé két tia, két
tu, phan cit, va mang dién) ctia cac ché phém 0,2 va 0,5 mg/mL khi 4 & 45°C trong tir 7
dén 14 ngay. Ngoai ra, c6 su gia tang két tu dbi véi cac ché pham & tit ca cac ndng d6 < 2
mg/mL khi & & 45°C trong 28 ngay (> 15% so v6i ~2% ddi véi cac ché phim > 6
mg/mL). Quan sét thdy hién tuong két tia khi ché phdm 0,2 mg/mL dugc bao quan & 5°C
trong 6 thang. Khong quan sat thy su phan huy/két tia ding ké ché phim 0,5, 1, va 2
mg/mL dugc bao quan & 5°C trong 6 thang.

Bang 23
Pj 6n dinh ciia mAb1 nong do thip trong cic ong tiém nho 1am bing thiy
tinh (i & 45°C)
Thai gian % mAb]1 thu héi dwec (RP-HPLC)
(ngay) Nong do¢ ciia mAbl (mg/ml ong tiém nho)
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0,2 0,5 1,0 2,0
0 100 100 100 100
7 91 97 103 109
14 67 94 101 108
28 40 82 100 106

Ché phz"lmz 8% Sucroza, 0,05% Polysorbat 20, 10mM axetat, 6 pH=5,0

Bang 24
P 6n dinh mAb1 nong dd thip trong cic ong tiém nhé 1am bing thiy tinh (@
& 25°C)
Thoi gian % mAbl tw nhién thu hdi dwoc (SE-HPLC)
(ngay) Nong d9 ciia mAb1 (mg/ml dng tiém nhé)

0,2 0,5 1,0 2,0

0 98,1 98,4 98,6 98.5

7 98,3 98,6 98,6 98,7

14 98,1 98,7 98,6 98,7

28 97,6 98,5 98,6 98,7

56 92,2 96,6 98,1 98,5

Ché phfim: 8% Sucroza, 0,05% Polysorbat 20, 10mM axetat, 30 pH=5,0

Bang 25
D6 6n dinh mAb1 ndng d¢ thap trong cic Sng tiém nhé lam bing thiy tinh (i
& 5°C)
Thoi gian % mAb1 thu hdi dwoc (RP-HPLC)
(thang) Nong d6 ciia mAb1 (mg/ml éng tiém nhd)

0,2 0,5 1,0 2,0
0 100 100 100 100
1 101 97 105 109
2 99 100 107 110
3 105 99 105 111
6 80 97 102 106

Ché phflm: 8% Sucroza, 0,05% Polysorbat 20, 10mM axetat, do pH=5,0

Bang 26
P 6n dinh mAb1 ndng dd thip trong cic 6ng tiém nhé lam bang thity tinh (&
¢ 5°C)
Thaoi gian % mAb1 tw nhién thu héi dwoc (SE-HPLC)
(thang) Nong d¢ ciia mAbl (mg/ml ong ti€ém nhé)
0,2 0,5 1,0 2,0
0 98,1 98,4 98,6 98,5
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1 97,7 98,6 98,7 98,8
2 97,8 98,3 98,3 98,7
3 98,2 98,7 98,7 98,3
6 97,6 98,4 98,6 98,5
Ché phlem: 8% Sucroza, 0,05% Polysorbat 20, 10mM axetat, d0 pH=5,0

Bing 27: D9 6n dinh mAb1 nong d¢ thip trong cic bom tiém PFS hoic cic éng tiém
nhé lam béng thiy tinh
(6 & 45°C)

A. Cic 6ng tiém nhé lam bing thiy tinh

Thaoi gian % mAbl twr nhién thu hdi dwoc (SE-HPLC)
(ngay) Néng d6 ciia mAbl (mg/ml dng tiém nho)

0,2 0,5 1,0 2,0
0 98,1 98,4 98,6 98,5
7 90,4 97,2 98,3 98,2
14 76,1 92,0 96,1 97,8
28 42,9 51,0 83,7 81,7

Ché phim: 8% Sucroza, 0,05% Polysorbat 20, 10mM axetat, d9 pH=5,0

B. Bom tiém

Thoi gian % mAbl1 tw nhién thu hdi dwoc (SE-HPLC)
(ngay) Nong dd ciia mAb1 (mg/ml éng tiém nhé)

0,2 0,5 1,0 2,0
0 98,1 98,6 98,5 98.4
7 97,6 98,1 98,2 98,1
14 97,9 97,9 97,8 97,8
28 96,9 96,8 96,7 96,6

Ché phém: 8% Sucroza, 0,05% Polysorbat 20, 10mM axetat, 30 pH=5,0

Vi du 10: D$ 6n dinh ciia ché phim chira mAb1 ndng dd thip trong bom tiém BD va
Ompi

D6 bn dinh duoc tang cudng va theo thoi gian thuc cia mAbl 0,2 va 0,6 mg/mL
dugc danh gia trong bom tiém BD va Ompi. C4 hai bom tiém c¢6 chiu dai 1 mL, dugc
san xuit b%mg vonfram thép, va ¢6 ¢d 27 x Y2 inch, thanh mong, d4u nhon. Bom tiém BD
chira 0,8 mg silicon, dugc st dung bang cach phun 1én diu cua pittdng. Bom tiém Ompi
chira 0,5 mg silicon va dugc sir dung biang céng nghé voi chia, ma tao ra 16p phu ddng
nhit hon doc theo chiéu dai cua nong bom tiém. Cac ché phim dugc thir nghiém v& do én
dinh khi bao quéan trong ci hai bom tiém da dién ddy & 45°C, 25°C va 5°C trong cac
khoéng thoi gian khac nhau (tir 7 ngay dén 6 thang, phu thudc vao céc didu kién thir

nghiém).
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Céc két qua duoc thé hién trong Bang 28 dén 30, cho thdy d6 on dinh ciia mAbl &
45°C trong bom ti€ém BD dugc cai thién nhiéu so véi loai 1, 6ng ti€ém nhé bfmg bosilicat
thity tinh nhu dwge x4c dinh bang phan tich RP-HPLC (két taa) va SE-HPLC (loai két tu
va phén cit).

Po 6n dinh cia mAbl & 45°C trong bom ti€ém Ompi dugc cai thién so véi loai 1,
cac 6ng tiém nhé 1am bang bosilicat thiy tinh, nhung it 6n dinh hon dang ké so v6i trong
bom tiém BD. S6 liéu nay goi ¥ ring silicon c6 thé ngin chin sy twong tac ciia ché phim
v6i bé mit thiy tinh, do d6 cai thién do én dinh. Do bom tiém BD chira nhidu silicon hon
doc theo ndng bom tiém thiy tinh so v6i bom tiém Ompi, nén diéu nay c6 thé giai thich
tai sao ché phim nay 6n dinh hon trong bom tiém BD so véi bom tiém Ompi.

Quan sat thiy sy phan hay khong dang ké khi mAbl dugc bao quan trong bom tiém
BD va Ompi & 5°C ho#c 25°C trong 6 thang nhur dugc xac dinh bing phan tich SE-HPLC
va CEX-HPLC.

Bang 28
Do 6n dinh cia 0,6 mg/mL mAbl trong bom tiém BD, bom tiém Ompi hoidc
ong tiém nho lam bing thiy tinh (i & 45°C)
Thoi gian % mAbl tw nhién thu hdi dwoc (SE-HPLC)
(ngay) Ong tiém nho bing thiy | Bom tiém BD | Bom tiém Ompi
tinh loai 1

0 98,6 98.6 98,9
7 98,2 98,4 98,5
14 97,7 98,0 98,5
28 66,1 97,1 84,5
54 - 95,6 24,5

Ché phflm: 8% Sucroza, 0,05% Polysorbat 20, 10mM axetat, d6 pH=5,0

Bang 29

D§ 6n dinh ciia mAb1 nong d9 thip trong bom tiém BD va Ompi (& & 5°C;
SE-HPLC)

% mAbl1 tw nhié¢n thu hoi dwoc (SE-HPLC)
Nong d9 cia mAb1 (mg/mL)
Thoi gian Ong tiém nhé BD Ompi
(thang)

0,2 0,6 0,2 0,6 0,2 0,6
0 98,6 98,6 | 984 | 986 98,7 98,9
1 98,7 99,0 | 98,5 98,9 98,5 98,9
2 98,3 98,9 | 98,7 | 989 98,6 98,9
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3 98,4 98,6 98,4 98,7 98,3 98,7
6 98,3 98,6 98,3 98,7 98,2 98,7
Ché phflm: 8% Sucroza, 0,05% Polysorbat 20, 10mM axetat, do pH=5,0

Bing 30

P on dinh mAbl ndng do thip trong dng tiém nhd, bom tiém BD va Ompi (&
¢ 45°C; RP-HPLO)
% mADb1 thu héi dwgec (RP-HPLC)

Nong d6 ciia mAb1 (ng/mL)

Thoi gian ong tiém nhé BD CZ

(ngay) 0,2 0,6 0,2 0,6 0,2 0,6
0 100 100 100 100 100 100
7 92 103 96 107 99 106
14 88 96 96 99 104 100
28 39 94 85 99 104 101
42 - - 61 - 94 -
56 - - 55 - 96 -
62 - - - 88 - 98

Ché pham: 8% Sucroza, 0,05% Polysorbat 20, 10mM axetat, ) pH=5,0

Vidu 11: D$ 6n dinh ciia ché phim chira mAb1 & ndng do thip trong thiét bi bao
quan thay thé

Céc nghién ctru dugc tién hanh dé xac dinh d6 6n dinh cia mAb] trong céc thiét
bi bdo qunar khéc, bao gébm: bom tiém West CZ (polyolefin vong), éng tiém nho 1am
bing thiy tinh Schott plus® loai 1 (16p phu SiO, day 100 — 200 nm trén bé mit bén trong
cua Loai 1, 6ng tiém nhd lam béng thuy tinh bosilicat), va Schott Loai 1, cac 6ng tiém
nho 1am bing thuty tinh bosilicat c6 khoang khong du 6ng chira nito (khong khi duoc
loai bo khéi khoang khong dau ng tiém nho va duoc thay thé bang khi nito).

Céc két qua, nhu dugc thé hién trong Bang tir 31 dén 36, cho thiy d6 én dinh &
45°C dugc cai thién nhiéu dbi véi cac ché phém 0,2 va 0,6 mg/mL trong bom tiém CZ so
v6i bom ti€ém BD nhu duogc xac dinh b%lng RP-HPLC va SE-HPLC. Ngoai ra, d bn dinh
ctia ché phdm chira mAbl & 45°C cai thién nhidu & ndéng d¢ 0,2 va 0,6 mg/mL trong cac
6ng tiém nhé 1am bing thiy tinh Loai 1 plus® so v6i éng tiém nhod Loai 1 nhu dugc xac
dinh bang RP-HPLC va SE-HPLC.

Quan sét thdy sy phan hiy dang ké bing SE-HPLC déi v6i ché phim 0,2 mg/mL
trong dng tiém nhé 1am bang thiy tinh Loai 1 khi duge u & 25°C hodc 5°C trong 3 thang.
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Quan sat thiy su phan hiy khong dang ké déi voi ché phim 0,2 mg/mL trong cac 6ng
tiém nho 1am bing thiy tinh Loai 1 plus® khi dugc 4 & 25°C hoidc 5°C trong 3 thang.

Do 6n dinh & 45°C duoc cai thién nhiéu ddi véi ché phim 0,2 mg/mL trong 6ng
tiém nho 1am bing thily tinh Loai 1 ¢6 16p phu nito, so v6i dng tiém nhé 1am bing thuy
tinh Loai 1 v6i khoang khong gian diu dng chira khong khi nhu dugc x4c dinh bang SE-
HPLC. Viéc loai b oxy khéi khoang khong gian ddu dng tao ra tac dung lam dn dinh rat
16n ddi véi mAbl & ndng d6 0,2 mg/mL dugc bao ché cung vai 0,05% polysorbat 20
(nhu trong Ché phdm A) mic dit vin quan st thiy tbc do phan huy gia ting so v6i ché
pham 0,2 mg/mL ma khong chtra polysorbat 20.

Bang 31

Do 6n dinh mAb1 & ndng dd thap trong éng tiém nhé, bom tiém BD va CZ (&
¢ 45°C; SE-HPLC)

% MADb1 tw nhién (SE-HPLC)
Nong d6 cia mAb1 (mg/mL)

Thoi gian Ong tiém nhé BD CZ

(ngay) 0,2 0,6 0,2 0,6 0,2 0,6
0 98,8 98,7 | 98,5 98,5 98,7 98,6
7 96,5 98,3 | 97,6 98,3 97,0 98,3
14 82,0 97,2 | 958 97,2 97,1 97,0
28 58,2 64,5 | 70,6 95,8 96,1 96,2
42 - - 48,8 - 93,3 -
56 - - 36,4 - 89,6 -
62 - - - 93,4 - 90,3

Ché phlem: 8% Sucroza, 0,05% Polysorbat 20, 10mM axetat, d0 pH=5,0

Bang 32

Po 6n dinh mAb1 & ndng do thip trong ong tiém nhé Loai 1 plus®, (i &
45°C; RP-HPLC)
% mAbl thu hoi dwge (RP-HPLC)

Thoi gian Nong dd ciia mAb1 (mg/mL)
(ngay) ong tiém nhé Loai 1 ong tiém nhoé Loai 1 plus®
0,2 0,6 0,2 0,6
0 100 100 100 | 100
7 92 103 99 106
14 88 96 100 99
28 39 94 101 100

Ché phém: 8% Sucroza, 0,05% Polysorbat 20, 10mM axetat, d6 pH=5,0

Bang 33
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Dj 6n dinh mAb1 & ndng d¢ thip trong Sng tiém nhé Loai 1 plus® (@ & 45°;

SE-HPLC)
% MADb1 tw nhién (SE-HPLC)
Thoi gian Nong dd ciia mAbl (mg/mL)

(ngay) ong tiém nhé Loai 1 ong tiém nhé Loai 1 plus®

0,2 0,6 0,2 0,6

0 98,8 98,7 98,7 98,6

7 96,5 98,3 97,3 98,3

14 82,0 97,2 97,4 97,2

28 58,2 64,5 70,6 95,2

Ché phim: 8% Sucroza, 0,05% Polysorbat 20, 10mM axetat, do0 pH=5,0

Bang 34

P§ 6n dinh mAb1 & nong dd thip trong Sng tiém nhé Loai 1 plus® (& & 25°

SE-HPLC)
% MAD1 tw nhién (SE-HPLC)
Thoi gian Nong d ciia mAbl (mng/mL)
(thang) ong tiém nhé Loai 1 ong tiém nhé Loai 1 plus®
0,2 0,6 0,2 0,6
0 98,8 98,7 98,7 98,6
1 98,7 98,7 98,6 98,8
2 98,2 98,6 98,2 98,6
3 92,5 97,2 97,5 97,4
Ché phém: 8% Sucroza, 0,05% Polysorbat 20, 10mM axetat, d0 pH=5,0

Bing 35

D§ 6n dinh mAb1 & ndng dd thip trong dng tiém nhé Loai 1 Plus® (i & 5%

SE-HPLC)
% MADb1 tw nhién (SE-HPLC)
Thoi gian Nong dd ciia mAbl (mg/mL)

(thang) ong tiém nhé Loai 1 ong tiém nhé Loai 1 Plus®

0,2 0,6 0,2 0,6

0 98,8 98,7 98,7 98,7

1 98,9 98,9 98,5 98,7

2 98,7 98,9 98,6 98,6

3 96,5 97,7 97,9 97,7

Ché phim: 8% Sucroza, 0,05% Polysorbat 20, 10mM axetat, d6 pH=5,0

Bang 36

Pj on dinh ciia mAb1 & ndng d 0,2 mg/mL trong éng tiém nhé Loai 1 dugc
phi 16p khi nito (@ & 45°C; SE-HPLC)

% MADb]1 ty nhién (SE-HPLC)
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Thoigian | Khoang khong dau 6ng | Khoang khong diu dng chira nito
(thang) chira khong khi
0 97,5 97,1
7 95,2 95,7
14 84.6 96,6
21 60,9 96,7
28 53,9 96,7
56 - 92,4
Ché pham: 8% Sucroza, 0,05% Polysorbat 20, 10mM axetat, 40 pH=5,0

Vi du 12: Anh hwéng ciia vonfram dén d¢ én dinh cia mAb1 & ndng dd thip

Céc nghién ctru dugce tién hanh dé x4c dinh d6 én dinh cia mAbl1 khi duoc 1am
nhon bing chit chiét pin vonfram khéng loc. Pin vonfram dugc sit dung trong quy trinh
san xuét cac bom tiém da dién diy dé tao ra 18 trong bom tiém Luer. Chit chiét cua pin
vonfram dugc st dung trén diy chuyén san xuét béi BD dwoc tao ra sir dung thude vor
mAb]1 (twong ty Ché phdm A khong chira mAbl). Chat chiét pin khong loc chua tit ca
céc loai vonfram c6 thé gitt lai trong bom tiém dudi dang tap chéit (cac mudi vonfram tan
va oxit vonfram khong tan).

Céc két qua ctia phép phan tich SE-HPLC, nhu dugc thé hién trong Bang tir 37 dén
38, cho thiy ring d6 én dinh & 25°C bi giam so véi dng tiém nhé ddi ching khong chira
vonfram ddi v&i ché phim 0,6 mg/mL chira mirc vonfram > 500 ppb. Bom ti€m vonfram
thp thuong chira < 500 ppb vonfram, trong khi d6 bom tiém binh thudng c6 thé chira rit
nhiéu vonfram va khoang 2500 ppb.

Khoéng quan sat thiy su phan hay dbi v6i ché phim 0,6 mg/mL chira vonfram 1én
dén 2500 ppb khi dwoc & 5°C trong 6 thang.

Bang 37

D§ 6n dinh ciia mAb1 & nong d9 0,6 mg/mL khi bio quin & 25°C trong chit chiét pin vonfram (SE-
HPLC)

% MADI ty nhién (SE-HPLC)
Thoi gian | Ong tiém ddi S0 ppb W | 100 ppb W | 500 ppb W | 1000 ppb W | 2500 ppb W
(tudn) chirng
0 98,7 98,8 98,9 98,8 98,8 98,7
1 98,7 98,6 98,7 98,6 98,7 98,7
2 98,6 98,6 98,6 98,4 98,4 98,4
4 98,5 98,5 98,5 98,6 98,2 98,5
8 98,6 98,7 98,6 98,2 98,3 98,6
26 97,4 97,8 97,5 78,6 76,5 74,8
Ché phim: 0,6 mg/mL mAb1 trong 8% sucroza, 0,05% polysorbat 20, 10mM axetat, d6 pH=5,0

Bang 38
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Po 6n dinh ciia mAb1 & ndng d$ 0,6 mg/mL khi b4o quin & 5°C trong chit chiét pin vonfram (SE-

HPLO)
% MADbI1 tu nhién (SE-HPLC)
Thoi gian | Ong tiém | 50 ppb W | 100 ppb W | 500 ppb 1000 ppb W 2500 ppb W
(tuin) | d@di chirng W

0 98,7 98,8 98,9 98,8 98,8 98,7

1 98,5 98,5 98,6 98,7 98,6 98,4

3 97,7 98,0 98,2 98,2 98,2 98,2

6 98,8 98,6 98,7 98,7 98,8 98,4
Ché phfnm: 0,6 m&/mL mADbl trong 8% Sucroza, 0,05% polysorbat 20, axetat 10mM, do pH=5,0

Séng ché khong bi giéi han pham vi & céc phuong 4n cu thé duge mé ta & day.
Thuc viy, cac cai bién khac nhau cta sang ché ngoai cac phuong 4n dugc md ta & day sé
trd 1én 18 rang v6i ngudi c6 k§ ndng trong linh vuc k¥ thuat nay nhd phin mé ta & trén va
cac hinh v& di kém. Cac cai bién nay duoc du dinh ndm trong pham vi clia cac diém yéu

cau bao ho di kem.
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YEU CAU BAO HQ
1. Dugc pham chira:

(i) 50 dén 100 mg/ml khang thé cta nguoi lién két dic hidu véi yéu td sinh
truéng than kinh cia ngudi (human nerve growth factor: hNGF),

(i1) 0,05% polysorbat 20;

(i1i) 8% sucroza; va

(iv) 10 mM axetat;

trong do

- khang thé nguoi nay lién két ddc hidu v6i hNGF gdm c6 hai chudi ning va
hai chudi nhe, mdi chudi ning chira ving bién ddi chudi nang (HCVR) chira
trinh tu axit amin SEQ ID NO: 20 va viung ¢d dinh chudi ning chira trinh ty
axit amin SEQ ID NO: 31, va mdi chubi nhe chira ving bién dbi chudi nhe
(LCVR) chira trinh tw axit amin SEQ ID NO: 22 va viing c¢é dinh chudi nhe;

- dugc phém nay sau khi bao quan 6 thang & 5°C, van duy tri dugc do 6n dinh
sao cho 97% hoic nhiéu hon lugng khang thé duoc gift lai & dang ban dau cua
n6 nhu dugc phat hién bang phuong phap sic ky loai theo kich thudc hidu ning
cao; va

- d6 pH ctia duoc phim nay 14 5,0.

2. Dugc phim theo diém 1, trong d6 dugc phdm nay dugc chira trong lo thiy tinh hoic

bom ti€m thuy tinh, lo nhya, va bom ti€ém nhya.

3. Duoc phdm theo diém 2, trong d6

(a) lo thuy tinh la lg thuy tinh dugc phu silic dioxit; tuy y trong d6 khoang khong gian
trén cua lo thuy tinh nay duoc nap khi tro dé loai bo oxy, tét hon 14 trong d6 khi tro nay 1a
argon hodc nito; hodc

(b) bom tiém bao gdm pittdng dugc phu flocacbon; tity ¥ trong d6 bom tiém nay 1a bom
tiém c6 ham lrong vonfram thap, tot hon 14 bom tiém 13 bom tiém c6 ham lugng vonfram

thdp va bao gbém pittong duoc phii flocacbon.

4. Dugc phim theo diém 1 hodc 2; trong d6 dugc phdm nay dugc chira trong thiét b tu

tiém hodc thiét bi vi truyén.

5. Dugc phim theo diém bt ky trong sd cac diém tir 1 dén 4, trong d6 duoc phdm nay &

dang dugc dung trong tinh mach hodc duéi da.

-40-



<110>

<120>
<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

Scott walsh

Terra Potocky

Daniel Dix

Renuka Sivendran

29585

LIET KE TRINH TU

Dugc phim dugc 1am én dinh chita khang thé khang yéu t6 sinh trudng than kinh -

Puoc chi dinh
Puoc chi dinh

Puogc ndp kém theo day

61/364,112
2010-07-14

<160> 31

<170>

<210>
<211>

<212>
<213>

<400> 1

agcgtccgga
ggtgcatagc
acaggcggaa
ctggactaaa
agcggcgata
gtttaaaaag
agctgcagac
tcacaggagc
tgacagtgtc
ggtgatggtg
gaccaagtgc
ctggaactca
gcaggctgcc
ggctgtgaga
ctgggcc

<210> 2
<211> 115
<212> PRT

<213> Nguoi

<400> 2
Ser Ser
1

1
847

ADN
Nguoi

sSer

val Trp val
val
35

Phe

val Met

Phe
50
Arg

Tyr
Cys Gly
65
His

Thr Phe

Ile Arg Ile
Ala

115

Arg Arg

<210> 3
<211> 357

cccaataaca
gtaatgtcca
ccacactcag
cttcagcatt
gctgcacgceg
cggcgactcc
actcaggatc
aagcggtcat
agcgtgtggg
ttgggagagg
cgggacccaa
tattgtacca
tggcggttta
agagcctgac

His Pro
Gly
20
Leu

Asp

Gly GI1

Glu Thr

Ile Se
70

Th

Asp
Ala Leu
85

Thr

Asp Al

100

Lys

Lys

gttttaccaa
tgttgttcta
agagcaatgt
cccttgacac
tggcggggca
gttcaccccg
tggacttcga
catcccatcc
ttggggataa
tgagcattaa
atcccgttga
cgactcacac
tccggataga
ctgccgacac

Phe His

Thr Thr

val Asn
40

Arg

u

Cys
55

r Lys His

r Met Asp

a Cys val

FastSEQ cho Windows phién ban 4.0

gggagcagct
cactctgatc
ccctgcagga
tgcccttcge
gacccgcaac
tgtgctgttt
ggtcggtggt
catcttccac
gaccaccgcc
caacagtgta
cagcgggtgce
ctttgtcaag
tacggcctgt
gctccctecc

Gly Glu
10

Thr

Arg

Ala
25
Ile

ASp

Asn Asn

Asp Pro Asn
Ser
75

Gln

Trp Asn

Gly Lys

Cys val Leu

105

-41-

ttctatcctg
acagcttttc
cacaccatcc
agagcccgca
attactgtgg
agcacccagc
gctgccccect
aggggcgaat
acagacatca
ttcaaacagt
cggggcattg
gcgctgacca
atgtgtgtgc
cctgcccctt

Phe Ser val

ITle Lys Gly

val Phe
45

val

ser

Pro
60
Tyr

Asp

Cys Thr

Ala Ala Trp

Ser Arg Lys

110

gccacactga
tgatcggcat
cccaagccca
gcgccccggc
accccaggct
ctccccgtga
tcaacaggac
tctcggtgtg
agggcaagga
acttttttga
actcaaagca
tggatggcaa
tcagcaggaa
ctacactctc

val
15
Lys

ser
Glu
Lys Gln
Ser Gly
Thr

80
Phe

Thr

Arg
95

Ala val

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
847



<212> ADN
<213> Nhaén tao
<220>
<223> Tong hop
<400> 3
caggtgcagc tggtgcagtc cggcgccgag
tcctgcaagg tgtccggctt caccctgacc
cccggcaagg gcctggagtg gatgggcggc
gcccagaagt tccagggccg ggtgaccatg
atggagctgt cctccctgcg gtccgaggac
ggcgtggtga ccaacttcga caactggggc
<210> 4
<211> 119
<212> PRT
<213> Nhan tao
<220>
<223> Tong hop
<400> 4
G}n val GIn Leu v§1 Gln ser Gly
Ser val Lys val Ser Cys Lys val
20
Ser Met His Trp val Arg Gln Ala
35 40
Gly Gly Phe Asp Pro Glu Asp Gly
50 55
GIn Gly Arg val Thr Met Thr Glu
65 70
Met Glu Leu Ser ger Leu Arg Ser
5
Ser Thr ITe Phe Gly val val Thr
100
Thr Leu val Thr val Ser Ser
115
<210> 5
<211> 24
<212> ADN
<213> Nhan tao
<220>
<223> Tong hop
<400> 5
ggattcaccc tcactgaatt atcc
<210> 6
<211> 8
<212> PRT
<213> Nhan tao
<220> .
<223> Tong hop
<400> 6

Gly Phe Thr Leu Thr Glu Leu Ser
1

<210> 7
<211> 24

<212> ADN
<213> Nhant

5

a0

29585

gtgaagaagc
gagctgtcca
ttcgaccccg
accgaggaca
accgccgtgt
cagggcaccc

Ala Glu val

Ser Phe
25

Pro

Gly

Gly Lys

Glu Thr Ile

Thr Ser
75
Thr

Asp
Glu Asp
90
Asn Phe

105

Asp

-42-

ccggcegectce
tgcactgggt
aggacggcga
cctccaccga
actactgctc
tggtgaccgt

Lys Lys Pro
Thr
30

Glu

Thr Leu

Leu
45
Ala

Gly

Tyr Gln

Thr Asp Thr

Ala val Tyr

Asn Gly

110

Trp

cgtgaaggtg
gcggcaggec
gaccatctac
caccgcctac
caccatcttc
gtcctcc

Gly Ala

Glu Leu

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80
Tyr Cys

Gln Gly

60

120
180
240
300
357

24



<220>

<223> Téng hop

<400> 7

tttgatcctg aagatggtga aaca

<210> 8
<211> 8
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223>

<400> 8

Téng hop

Phe Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr
1 5

<210> 9
<211> 36

<212> ADN

<213> Nhan tao

<220>
<223>

<400> 9

Téng hop

29585

tcaacgattt ttggagtggt taccaacttt gacaac

<210> 10
<211> 12
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 10

Nhan tao

Tbng hop

ser Thr ITe Phe Gly val val Thr Asn Pge Asp Asn
1 1

<210> 11
<211> 324

<212> ADN

5

<213> Nhan tao

<220>

<223> Tbng hop

<400> 11

gacatccaga
atcacctgcc
ggcaaggccc
cggttctccg
gaggacttcg
ggcaccaagg

<210> 12
<211> 108
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 12

tgacccagtc
gggcctccca
ccaagcggct
gctccggctc
ccacctacta
tggagatcaa

Nhén tao

Téng hop

cccctectcec
ggccatccgg
gatctacgcc
cggcaccgag
ctgccagcag
gcgg

ctgtccgect
aacgacctgg
gccttcaacc
ttcaccctga
tacaaccggt

-43-

ccgtgggcga
gctggtacca
tgcagtccgg
ccatctcctc
acccctggac

ccgggtgacc
gcagaagccc
cgtgccctcc
cctgcagecc
cttcggccag

24

36

60

120
180
240
300
324
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Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly

1 5 10 15
Asp Arg val Tgr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ala Ile égg Asn Asp
2 25
Leu Gly Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Phe Asn Leu GIn Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala ghr Tyr Tyr Cys GIn GIn Tyr Asn Arg Tyr gro Trp
5 90 5
Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg
100 105
<210> 13
<211> 18
<212> ADN
<213> Nhan tao
<220>
<223> Tong hop
<400> 13
caggccatta gaaatgat
<210> 14
<211> 6
<212> PRT
<213> Nhén tao
<220> i
<223> Tong hop
<400> 14

Gln Ala Ile Arg Asn Asp
1 5

<210> 15
<211> 9

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 15
gctgcattc

<210> 16
<211> 3
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 16
Ala Ala Phe
1

<210> 17
<211> 27

<212> ADN
<213> Nhan tao



29585

<220>
<223> Tong hop

<400> 17
caacagtata atagataccc gtggacg 27

<210> 18
<211> 9
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 18
Gln Gln Tyr Asn Arg Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 19
<211> 357
<212> ADN

<213> Nhin tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 19

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc 60
tcctgcaagg tttccggatt caccctcact gaattatcca ttcactgggt gcgacagget 120
cctggaaaag ggcttgagtg gatgggaggt tttgatcctg aagatggtga aacaatctac 180
gcacagaagt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctacaga cacagcctac 240
atggagctga ccagcctgag atcggaagac acggccgtgt attactgttc aacgattttt 300
ggagtggtta ccaactttga caactggggc cagggaaccc tggtcaccgt ctcctca 357

<210> 20
<211> 119
<212> PRT
<213> Nhan tao
<220> i
<223> Tong hop
<400> 20
Gln val Gln Leu V§1 GIn ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro G}y Ala
10 1
Ser val Lys val Ser Cys Lys val Ser Gly Phe Thr Leu Thr Glu Leu
20 25 30
Ser Ile His Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly ggy Phe Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr Ile E%r Ala GIn Lys Phe
55
Gln Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Thr ger Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr gyr Cys
5 90 5
Ser Thr Ile Phe Gly val val Thr Asn pPhe Asp Asn Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu val Thr val Ser Ser
115
<210> 21
<211> 324
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>

<223> Téng hop

-45-



<400> 21
gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc
atcacttgcc gggcaagtca ggccattaga
gggaaagccc ctaagcgcct gatctatgct
agattcagcg gcagtggatc tgggacagaa
gaagatcttg caagttatta ctgtcaacag
gggaccaagg tggaaatcaa acga
<210> 22
<211> 108
<212> PRT
<213> Nhan tao
<220> i
<223> Tong hop
<400> 22
Asp ITe GIn Met Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Leu Gly Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Ala Ala Phe Asn Leu Gln Ser
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr
65 70
Glu Asp Leu Ala Ser Tyr Tyr Cys
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys val
100
<210> 23
<211> 8
<212> PRT
<213> Nhan tao
<220>
<223> Tong hop
<220>
<221> VARIANT
<222> (... .
<223> Xaa = Axit amin bat ky
<400> 23
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5
<210> 24
<211> 8
<212> PRT
<213> Nhan tao
<220> .
<223> Tong hop
<220>
<221> VARIANT
<222> (1...(8) )
<223> Xaa = Axit amin bat ky
<400> 24

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1

5

29585

ctgtctgcat
aatgatttag
gcattcaatt
ttcactctca
tataatagat

Ser Ser Leu
10
Ser

Ala Gln

25
Gly

Lys Ala

Gly val Pro
Ile
75

Tyr

Leu Thr
Gln
90
Ile

Gln

Glu
105

Lys

-46-

ctgcaggaga cagagtcacc 60

gctggtatca gcagaaacca 120
tgcaaagtgg ggtcccatca 180
caatcagtag cctgcagcct 240
acccgtggac gttcggccaa ggg

Ala
15
Asn

Ser Ala Ser Gly

Ala ITe Arg
30

Arg

Asp

Pro Lys Leu Ile

45
Ser Arg Phe Ser
60

Ser

Gly

GIln Pro
80

Trp

Ser Leu

Pro
95

Asn Arg Tyr

Arg



29585

<210> 25
<211> 18
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<220>
<221> VARIANT
<222> (1)...(18)

<223> Xaa = Axit amin bat ky

<400> 25

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15

Xaa Xaa

<210> 26
<211> 6
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<220>

<221> VARIANT

<222> (1)...(6) )
<223> Xaa= Axit amin bat ky

<400> 26
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5

<210> 27
<211> 3
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<220>

<221> VARIANT

<222> (1)...(3) )
<223> Xaa = Axit amin bat ky

<400> 27
Xaa Xaa Xaa
1

<210> 28
<211> 9
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<220>

<221> VARIANT

<222> (1)...(9) )
<223> Xaa= Axit amin bat ky

-47-
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<400> 28
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5

<210> 29
<211> 330
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 29
Ala ser Thr Lys Gly Pro Ser val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5

Ser Thr Ser Ggy Gly Thr Ala Ala Egu Gly Cys Leu val 5%5 Asp Tyr
2
Phe Pro g1u Pro val Thr val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
5 40 45
Gly val His Thr Phe Pro Ala val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
50 55 60
Leu ser Ser val val Thr val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
65 70 75 80
Tyr Ile Cys Asn Xg] Asn His Lys Pro Sgr Asn Thr Lys val Sgp Lys
Lys val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110
Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125
Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr cys
130 135 140
val val val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160
Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175
Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser val Leu Thr val Leu
180 185 190
His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn
195 200 205
Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 215 220
Gln Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
225 230 235 240
Leu Thr Lys Asn Gln val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255
Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270
Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285
Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
290 295 300
val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 320
Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

<210> 30
<211> 327
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 30
Ala ser Thr Lys Gly Pro Ser val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg
1 5 10 - 15
Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu val g%s Asp Tyr
25

-48-



Phe Pro Glu Pro
35
Gly val His Thr
50
Leu Ser Ser val
65
Tyr Thr Cys Asn

Arg val Glu Sser
100

Glu Phe Leu Gly

115
Asp Thr Leu Met
130

Asp val Ser Gln

145

Gly val Glu val

Asn Ser Thr Tyr
180

Trp Leu Asn Gly

195
Pro Ser Ser Ile
210

Glu Pro Gln val

225

Asn GIn val Ser

ITe Ala val Glu
260

Thr Thr Pro Pro

275
Arg Leu Thr val
290

Cys Ser val Met

305

Leu Ser Leu Ser

<210> 31
<211> 327
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> Tong hop

<400> 31
A}a Ser Thr Lys

Ser Thr Ser Glu
20

Phe Pro g1u Pro

5
Gly val His Thr
50

Leu Ser Ser Vval

65

Tyr Thr Cys Asn

Arg val Glu Ser
100

Glu Phe Leu Gly

115
Asp Thr Leu Met
130

Asp val Ser Gln

145

Gly val Glu val

Asn Ser Thr Tyr

val
Phe
val
val
85

Lys
Gly
Ile
Glu
His
165
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
245
Trp
val
Asp
His

Leu
325

Gly
5
Ser
val
Phe
val
val
85
Lys
Gly
Ile
Glu
His
165
Arg

Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr
Pro
Ser
Asp
150
Asn
val
Glu
Lys
Thr
230
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

310
Gly

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr
Pro
Ser
Asp
150
Asn

val

val
Ala
55

val
His
Gly
Ser
Arg
135
Pro
Ala
val
Tyr
Thr
215
Leu
cys
ser
Asp
Ser
295
Ala

Lys

ser
Ala
val
Ala
val
His
Gly
Ser
Arg
135
Pro

Ala

val

Ser
40

val
Pro
Lys
Pro
val
120
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
200
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
280
Arg

Leu

val
Ala
Ser
40

val
Pro
Lys
Pro
val
120
Thr
Glu
Lys

Ser

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
105
Phe
Pro
val
Thr
val
185
Cys
Ser
Pro
val
Gly
265
Asp
Trp

His

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
105
Phe
Pro
val
Thr

val

29585

Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Leu
Glu
Gln
Lys
170
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
250
Gln
Gly
Gln

Asn

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Leu
Glu
Gln
Lys

170
Leu

Ser
Ser
Ser
75

AsSn
Pro
Phe
val
Phe
155
Pro
Thr
val
Ala
Gln
235
Gly
Pro
Ser
Glu

His
315

Leu
cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
Pro
Phe
val
Phe
155
Pro

Thr

-49-

Gly
Ser
60

Leu
Thr
Ser
Pro
Thr
140
Asn
Arg
val
Ser
Lys
220
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

300
Tyr

Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Pro
Pro
Thr
140
Asn
Arg

val

Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
125
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
205
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
285
Asn

Thr

Pro
val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
125
Cys
Trp
Glu

Leu

Leu
Leu
Thr
val
Pro
110
Lys
val
Tyr
Glu
His
190
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
270
Leu
val

Gln

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
val
Pro
110
Lys
val
Tyr
Glu

His

Thr
TYyr
Lys
Asp
Ala
Pro
val
val
Gln
175
Gln
Gly
Pro
Thr
Ser
255
Tyr
TYyr
Phe

Lys

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
Ala
Pro
val
val
Gln

175
Gln

Ser
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Lys
val
Asp
160
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
240
Asp
Lys
Ser
Ser

ser
320

Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Lys
val
Asp
160
Phe

Asp



Trp
Pro
Glu
225
Asn
Ile
Thr
Arg
Cys

305
Leu

Leu
Ser
210
Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
290
Ser

Ser

Asn
195
Ser
Gln
val
val
Pro
275
Thr
val

Leu

180
Gly

Ile
val
Ser
Glu
260
Pro
val
Met

ser

Lys
Glu
Tyr
Leu
245
Trp
val
Asp
His

Leu
325

Glu
Lys
Thr
230
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

310
Gly

Tyr
Thr
215
Leu
Cys
Ser
Asp
ser
295
Ala

Lys

Lys
200
Ile
Pro
Leu
ASnh
Ser
280
Arg

Leu

185
Cys

Ser
Pro
val
Gly
265
Asp
Trp

His

29585

Lys
Lys
Ser
Lys
250
Gln
Gly
Gln

Asn

val
Ala
GlIn
235
Gly
Pro
Ser

Glu

His
315

-50-

Ser
Lys
220
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

300
Tyr

Asn
205
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
285
Asn

Thr

190
Lys

Gln
Met
Pro
Asn
270
Leu
val

Gln

Gly
Pro
Thr
Ser
255
Tyr
Tyr
Phe

Lys

Leu
Arg
Lys
240
Asp
Lys
ser
ser

ser
320





