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Linh vwe k§ thuit dwogc dé cip

Sang ché dé cap dén ché phdm dé diu tri bénh qua trung gian interleukin 5 (IL-

5).
Tinh trang k¥ thuét cia sang ché

IL-5 d6ng vai trd quan trong trong cic bénh khic nhau nhu hen suyén, hen
suyén ting bach cAu 4i toan trdm trong, hen suyén ndng, hen suyén ting bach cau 4i
toan khong kiém soat, hen suyén ting bach cAu 4i toan, hen suyén tang bach cau &i
toan & mirc nhd, bénh phéi tic nghén man tinh, viém mach va da u hat di Gng, hoi
ching tang bach cAu 4i toan, polyp miii xoang, bénh pemphigoid bong nudc va bénh
viém thuc quan tang bach cAu 4i toan. CAc bénh nguy hiém nay anh hudng dén hang
tram triéu nguoi trén toan thé gidi.

Mepolizumab la khang thé don dong ma gin két voi IL-5 hoa tan va phong bé
IL-5 hoa tan nay khong gén két voi thu thé cta né. Cau tric cta IL-5 1a chi béo cia
protein dugc tiét va khong c6 bét ky dit liéu nao vé dang lién két mang bét ky cta IL-5
trén céc loai té bao bit ky. Do do, vai tro dép tmg lai kich thich Fc khong phai 1a mot
phin cia co ché tac dong ctia mepolizumab. Trén co s& co ché tac dong va dic tinh
duoc dong hoc cua mepolizumab, c6 hai viung chic nang tham gia vao hoat tinh sinh
hoc cta khang thé don dong nay. Do 1a a) gin két v6i IL-5 trong ving quyét dinh bd
tro (complementary determining region - CDR) ma tao ra co ché tac dong; va b) gin
két v6i thu thé Fc méi sinh (neonatal Fc receptor - FcRn) trong vung Fe, ma quyét
dinh thoi gian ban hiy. Thong qua viéc thuc hi¢n cac nghién ciu tdp trung xac dinh
dac tinh dé phét trién san phém, su khir amit, oxy hoa, va két tu dugc xac dinh 1a cac
déc tinh chét Irong quan trong cia mepolizumab. Quan trong hon 1a, muc cu thé cua

bién thé nay duoc xé4c dinh 13 phai duoc duy tri dé ¢am bao chirc ning sinh Iy phu hop.

Do d6, c6 nhu cau déi v6i ché phdm thich hop dé duy tri chirc nang sinh ly cua
mepolizumab va dé diéu tri bénh qua trung gian IL-5. Do d¢, séng ché dé xuit ché

pham va phuong phép lién quan nay.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché
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Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét ché phém chira khéng thé co trinh tu axit
amin chudi niing nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi
nhe nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2, hodc bién thé khang thé ¢6 trinh tu axit
amin chudi nang it nhit 90% tuong ddng véi trinh tu axit amin chudi ning nay va/hodc
trinh tu axit amin chudi nhe it nhit 90% twong ddng vdi trinh tu axit amin chudi nhe

nay, trong d6 ché phidm nay chira: <80% bién thé khang thé axit.

Theo mot khia canh khdc, sang ché d& xuét ché phim chira khang thé c6 trinh tu
axit amin chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin
chudi nhe nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 2, hodc bién thé khang thé c6 trinh ty
axit amin chudi ning it nhit 90% twong dong vdi trinh ty axit amin chudi niing nay
va/hodc trinh ty axit amin chudi nhe it nhit 90% twong ddng véi trinh ty axit amin
chudi nhe nay, trong d6 ché phdm nay chtra: <80% bién thé khang thé axit va <20%

bién thé khang thé két tu.

Theo mdt khia canh khac, sang ché d& xuét ché pham chira khang thé c6 trinh tu
axit amin chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin
chudi nhe nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2, hogc bién thé khang thé ¢6 trinh tu
axit amin chudi ning it nhét 90% tuwong ddng voi trinh ty axit amin chudi ning nay
va/hodc trinh ty axit amin chudi nhe it nhat 90% tuong déng v64i trinh ty axit amin
chudi nhe nay, trong dé ché pham nay chtra: <25% bién thé khang thé dugc khir amit &

N31 ctia trinh tu axit amin chudi nhe; va <20% bién thé khang thé két tu.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét ché phém chira khang thé ¢6 trinh tu
axit amin chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin
chudi nhe nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2, hogc bién thé khang thé c6 trinh tu
axit amin chudi ning it nhat 90% twrong ddng véi trinh ty axit amin chudi nang nay
va/hodc trinh ty axit amin chudi nhe it nhat 90% tuong déng véi trinh ty axit amin
chudi nhe nay, trong d6 ché phim nay chtra: <25% bién thé khang thé dugc khir amit &
N31 cua trinh tu axit amin chudi nhe; <55% bién thé khang thé dugc oxy hoa & M64
ctia trinh ty axit amin chudi ning; <3% bién thé dugc oxy héa & W52 clia trinh tyr axit

amin chudi nang; va <20% bién thé khang thé két tu.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét ché phém chira khang thé ¢6 trinh tu

axit amin chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin
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chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2, hodc bién thé khang thé ¢6 trinh tu
axit amin chudi ning it nhat 90% tuong ddng véi trinh tu axit amin chudi ning nay
va/hodc trinh ty axit amin chudi nhe it nhét 90% tuwong ddng véi trinh ty axit amin
chudi nhe nay, trong d6 ché phdm nay chra: <25% bién thé khang thé dugc khir amit &
N31 cua trinh ty axit amin chudi nhe; <35% bién thé khang thé dugc khir amit & N386

clia trinh tu axit amin chudi nang; va <20% bién thé khang thé két tu.

Theo mot khia canh khéc, sdng ché d& xuét ché pham chtra khang thé c6 trinh tu
axit amin chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin
chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2, hogc bién thé khang thé c6 trinh tu
axit amin chudi nang it nhit 90% twong ddng voi trinh ty axit amin chudi ning nay
va/hodc trinh ty axit amin chudi nhe it nhét 90% tuong déng v6i trinh tu axit amin
chudi nhe nay, trong d6 ché phdm nay chura: <25% bién thé khang thé dugc khir amit &
N31 cua trinh tu axit amin chudi nhe; <35% bién thé khang thé dugc khir amit & N386
clia trinh tu axit amin chudi nang; <55% bién thé khang thé duogc oxy hoa ¢ M64 cla
trinh tu axit amin chudi ning, M254 cia trinh tu axit amin chudi ning, M430 cua trinh
tu axit amin chudi niang; <3% bién thé khang thé duoc oxy hoa & W52 cua trinh tu axit

amin chudi ning; va <20% bién thé khang thé két tu.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét ché phdm chtra hén hop thanh phan
tinh ché cia khang thé don dong va chit dém, trong d6 ché phédm nay 12 & pH tir 6,8
dén 7,2, trong do chit dém 1a histidin, phosphat, axit xitric, xitrat hodc mudi cua
ching, trong d6 hdn hop thanh phan tinh ché chtra dang tuong tu (isoform) dac trung
boi dinh 65, dinh 78, dinh 88, dinh 92, dinh chinh va dinh 112 duogc thé hién trong Fig.
1, trong d6 khang thé nay chuta trinh ty axit amin chudi ning co it nhét 90% tuong
ddéng véi trinh ty axit amin cua SEQ ID NO: 1 va trinh tu axit amin chudi nhe c6 it
nhét 90% twong ddng véi trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 2, va trong d6 khang thé

duoc tao ra tir té bao budng trimg chudt Hamster Trung Qudc.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xudt ché phém chira hdn hop thanh phén
tinh ché ctia khang thé don dong va chit dém, trong do ché phdm nay 1a & pH tir 6,8
dén 7,2, trong d6 chit dém 1a phosphat hodc mudi cia ching, trong do hdn hop thanh
phin tinh ché chtra dang twong tw ddc trung boi dinh 65, dinh 78, dinh 88, dinh 92,
dinh chinh va dinh 112 dugc thé hién trong Fig. 1, trong d6 khéng thé nay chira trinh

ty axit amin chudi ning co it nhit 90% tuong ddng véi trinh ty axit amin cia SEQ ID
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NO: 1 va trinh tu axit amin chudi nhe ¢o it nhit 90% tuong ddng véi trinh ty axit amin
ctia SEQ ID NO: 2, va trong do khang thé duoc tao ra tir té bao budng trimg chudt

Hamster Trung Qudc.

Theo mot khia canh khéc, sang ché @& xuét ché phdm chira a) khang thé khang
IL-5 chua trinh tu chudi ning c6 it nhit 90% twong dong véi trinh tu axit amin dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chudi nhe c6 it nhét 90% tuong ddng véi trinh
tuy axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; va b) dang chinh cua khang thé chua
nhidu hon, hodc bang, 50% 1a protein trong ché phidm nhu duoc xac dinh bang céch st

dung dién di mao quan hoi tu dang dién doi véi che pham.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuit ché phém chira a) khang thé khang
IL-5 chtra trinh tu chudi ndng co it nhét 90% tuong dong véi trinh tu axit amin duoc
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chudi nhe ¢6 it nhat 90% tuong ddng véi trinh
tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; b) dang chinh cua khéang thé chua
nhiéu hon, hodc bang, 50% la protein trong ché phdm nhu dugc xac dinh bang cach st
dung dién di mao quan hdi tu déng dién d6i v&i ché phdm; va c) dang axit cua khang
thé chtra khoang 20% dén khoang 45% la protein trong ché phim nhu duoc xac dinh

bing cach st dung dién di mao quén hi tu dang dién do6i voi che pham.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé& xuét ché phdm chira a) khang thé khang
IL-5 chua trinh tu chudi ning c6 it nhét 90% tuong dong véi trinh ty axit amin dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty chudi nhe c6 it nhat 90% tuong ddng véi trinh
tir axit amin duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2; b) dang chinh cua khang thé chira
nhiéu hon, hoic béng, 50% la protein trong ché phém nhu duoc xac dinh béng cach su
dung dién di mao quan hoi tu déng dién dbi voi ché pham; va c) dang bazo cla khang
thé chira khoang 1% dén khoang 15% la protein trong ché phdm nhu duoc xéac dinh

bing cach str dung dién di mao quéan hoi tu dang dién doi v&i che pham.

Theo mot khia canh khéc, sang ché @& xuét ché phdm chira a) khang thé khang
[L-5 chira trinh tu chudi ning co it nhét 90% tuong ddng véi trinh ty axit amin dugce
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty chudi nhe c6 it nhét 90% tuong dong véi trinh
tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; b) dang chinh cua khang thé chua
nhidu hon, hodc bang, 50% la protein trong ché phdm nhu dugce xac dinh bang cach st

dung dién di mao quéan hoi tu déng dién d6i voi ché phdm; ¢) dang axit clia khdng thé
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chira khoang 20% dén khoang 45% 1a protein trong ché phdm nhu dugce xac dinh bing
cach st dung dién di mao quéan hdi tu ding dién ddi voi ché phdm; va d) dang bazo
ctia khang thé chtra khodng 1% dén khoang 15% 1a protein trong ché phidm nhu dugc

xé4c dinh bang cach sir dung dién di mao quan hoi tu dang dién doi vGi che pham.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét ché phdm chira a) khang thé khang
IL-5 chira trinh tuy chudi ning ¢ it nhét 90% tuong dong véi trinh ty axit amin dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chudi nhe c6 it nhat 90% tuong ddng véi trinh
tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; va b) dang duoc khir amit cia khéng
thé chtra it nhit mot dang dugce chon tir nhém bao gém géc axit amin chudi ning dugc
khtr amit & asparagin 299, gbc axit amin chudi nang dugc khir amit ¢ asparagin 317,
gbc axit amin chudi nang duogc khir amit ¢ asparagin 386 va gbc axit amin chudi nhe

duogc khir amit ¢ asparagin 31.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuét ché phém chtra a) khang thé khang
IL-5 chira trinh tu chudi ning c6 it nhét 90% tuwong ddng véi trinh ty axit amin dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tw chudi nhe c6 it nhét 90% twong dong v6i trinh
tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; va b) dang dugc oxy hoa cia khang
thé chira it nhAt mot dang dugce chon tir nhom bao gbém gbc axit amin chudi ning dugc
oxy hoéa & tryptophan 52, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hda & metionin 64, gbe
axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy
hoa & metionin 85, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ xystein 222, gbc axit
amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 254, gbc axit amin chudi ning dugc oxy
hoa & metionin 360, gdc axit amin chudi niang dugc oxy hoéa & metionin 430, gbe axit
amin chudi nhe dugc oxy héa & metionin 4 va géc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &

xystein 220.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét ché phidm chtra a) khang thé khang
IL-5 chta trinh tu chudi ning co it nhit 90% twong dong véi trinh ty axit amin duge
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty chudi nhe co it nhat 90% tuong déng Vi trinh
tuy axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; b) dang dugc khu amit cia khang thé
chtra it nhat mot dang dugc chon tir nhém bao gém géc axit amin chudi niang dugc
khtr amit & asparagin 299, gbc axit amin chudi ning duogc khir amit ¢ asparagin 317,
gbc axit amin chudi ning duogc khir amit & asparagin 386 va gbc axit amin chudi nhe

duoc khir amit & asparagin 31; va c) dang dugc oxy hoa ctia khang thé chtra it nhét
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mdt dang dugc chon tir nhom bao gbm gbe axit amin chudi ning dugc oxy hda &
tryptophan 52, gbc axit amin chudi ndng dugc oxy héa & metionin 64, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa &
metionin 85, gdc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ xystein 222, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hdéa ¢ metionin 254, gbe axit amin chudi ning duoc oxy hoa &
metionin 360, gbc axit amin chudi ning duge oxy héa ¢ metionin 430, gbc axit amin
chudi nhe dugc oxy héa ¢ metionin 4 va gbc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &

xystein 220.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché @ xuit ché phdm chira a) khang thé khang
IL-5 chira vung bién dbi chudi nang c6 trinh ty axit amin CDRHI1 duoc thé hién trong
SEQ ID NO: 5, trinh ty axit amin CDRH2 duoc thé hién trong SEQ ID NO: 6, va trinh
tu axit amin CDRH3 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 7; va ving bién d6i chudi nhe
¢6 trinh tu axit amin CDRL1 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 8, trinh trr axit amin
CDRL2 duogc thé hién trong SEQ ID NO: 9, va trinh tu axit amin CDRL3 dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 10; va b) dang dugc khir amit ciia khang thé chtra gbe axit

amin chudi nhe dugc khir amit ¢ asparagin 31.

Theo mot khia canh khdac, sang ché d& xuét ché phdm chua a) khang thé khing
IL-5 chira ving bién dbi chudi ning c6 trinh ty axit amin CDRHI1 dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 5, trinh ty axit amin CDRH2 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 6, va trinh
tu axit amin CDRH3 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 7; va ving bién d6i chudi nhe
¢6 trinh tu axit amin CDRL1 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 8, trinh ty axit amin
CDRL2 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 9, va trinh tu axit amin CDRL3 duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 10; va b) dang dugc oxy hoa cua khang thé chira gbc axit amin

chudi ning duogc oxy hoa ¢ metionin 64.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d xut ché phdm chira a) khang thé khéng
IL-5 chtra ving bién ddi chudi ning ¢ trinh ty axit amin CDRHI1 dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 3, trinh tu axit amin CDRH2 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 6, va trinh
tu axit amin CDRH3 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 7; va ving bién dbi chudi nhe
¢6 trinh tu axit amin CDRL1 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 8, trinh ty axit amin
CDRL2 duogc thé hién trong SEQ ID NO: 9, va trinh tu axit amin CDRL3 dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 10; va b) dang dugc oxy hoa ctia khang thé chua gde axit amin
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chudi ning duge oxy hoa & metionin 64; va ¢) dang duge kKhir amit clia khéng thé chira

gbc axit amin chudi nhe dugc khir amit & asparagin 31.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuit ché phdm chtra a) khang thé khang
IL-5 chtra vung bién ddi trinh tu chudi ning ¢6 trinh ty axit amin duoc thé hién trong
SEQ ID NO: 3 va vung bién dbi chudi nhe trinh tu c6 trinh ty axit amin duoc thé hién
trong SEQ ID NO: 4; va b) dang dugc khir amit cua khéang thé chira géc axit amin

chudi nhe dugc khir amit & asparagin 31.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuét ché phim chira a) khang thé khang
IL-5 chtta vung bién ddi trinh tu chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 3 va ving bién ddi chudi nhe trinh tw c6 trinh tu axit amin dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 4; va b) dang dugc oxy hoa cta khang thé chira it nhat mot dang
duoc chon tir nhém bao gdm gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoéa & tryptophan 52,
gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 64, gbc axit amin chudi ning dugc
oxy hoa & metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 85 va gbe

axit amin chudi nhe duoc oxy héa & metionin 4.

Theo mot khia canh khac, sang ché @& xuét ché phdm chtra a) khang thé khang
IL-5 chira ving bién dbi trinh ty chudi ning c¢6 trinh ty axit amin dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 3 va vung bién ddi chudi nhe trinh tu cé trinh tu axit amin dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 4; b) dang dugc khir amit cua khang thé chua gdc axit amin chudi
nhe dugc khir amit & asparagin 31; va ¢) dang dugc oxy hoa cua khang thé chura it nhit
mot dang dugc chon tir nhém bao gdm gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa &
tryptophan 52, gbc axit amin chudi nang dugc oxy héa & metionin 64, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa &

metionin 85 va goc axit amin chudi nhe duoc oxy hda & metionin 4.

Theo mét khia canh khac, sang ché dé xuét ché phdm chira cac khang thé khang
IL-5 ¢6 a) dang dugc bién dbi cta trinh tu axit amin chudi nang khang thé duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 1 chtra it nhét mét su bién ddi vé géc axit amin dugc chon tur
nhém bao gém gbc pyroglutamat diu cudi amino & gbc axit amin 1, gbc axit amin
glyxin dau cudi carboxy & gbc axit amin 448, gbc asparagin dugc khir amit & vi tri
299, gbc asparagin duge khir amit & vi tri 317, gbc asparagin dugce khir amit & vi tri

386, gbc tryptophan dugc oxy hoa ¢ vi tri 52, gbc metionin dugc oxy hoa ¢ vi tri 64,
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gbc metionin dugc oxy hoa & vi tri 82, gbc metionin dugc oxy hoa & vi tri 85, xystein
duoc oxy héa & vi tri 222, metionin dugc oxy hoa & vi tri 254, metionin dugc oxy hoa
O vi tri 360 va géc metionin dugc oxy hda & vi tri 430; va b) dang duoc bién dbi cua
trinh tw axit amin chudi nhe khéng thé duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2 chta it nhét
mot sy bién dbi v& gbe axit amin dugc chon tir nhém bao gdm gdc asparagin duge khir
amit & gdc axit amin 31, gbc metionin dugc oxy hoa & vi tri 4 va xystein dugc oxy hoa

& vi tri 220.

- Theo mdt khia canh khéc, sang ché @& xuét ché pham chira cac khang thé khang
IL-5 ¢6 a) dang dugce bién ddi cia trinh tu axit amin chudi ning khang thé duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 1 chtra it nhit mot su bién dbi vé géc axit amin dugc chon tu
nhém bao gdm gdc asparagin duge khir amit & vi tri 299, gbc asparagin dugce khir amit
& vi trf 317, gbe asparagin dugce khir amit ¢ vi tri 386, gbc tryptophan dugc oxy hoa &
vi tri 52, géc metionin dugc oxy hoa & vi tri 64, géc metionin dugc oxy hoa & vi tri 82,
géc metionin duoc oxy hoa & vi tri 85, xystein dugc oxy hoa ¢ vi tri 222, metionin
dugc oxy héa & vi tri 254, metionin dugc oxy héa & vi tri 360, va géc metionin dugc
oxy héa & vi tri 430; va b) dang dugc bién ddi cia trinh tu axit amin chudi nhe khang
thé dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2 chua it nhit mot su bién dbi vé géc axit amin
duoc chon tir nhom bao gdm gbc asparagin duge khir amit & gbc axit amin 31, gbc

metionin dugc oxy hoa & vi tri 4 va xystein dugc oxy héa & vi tri 220.

Theo mdt khia canh khac, sang ché d@ xudt ché pham chira cac khang thé khang
IL-5 ¢6 a) dang dugc bién ddi cta trinh tu axit amin chudi ning khang thé duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 1 chura it nhit mot sy bién dbi vé géc axit amin dugc chon tur
nhom bao gdm gde asparagin dugc khtr amit & vi trf 299, gbc asparagin dugc khir amit
& vi tri 317 va gdc asparagin duge khir amit ¢ vi tri 386; va b) dang dugc bién ddi ctia
trinh ty axit amin chudi nhe khang thé dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2 chtra gbe

asparagin dugc khtr amit ¢ goc axit amin 31.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xut ché pham chira cac khang thé khang
IL-5 ¢6 a) dang duoc bién ddi cla trinh ty axit amin chudi ning khang thé dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 1 chua it nh4t mot su bién ddi vé géc axit amin dugc chon tir
nhom bao gébm gdc tryptophan dugc oxy héa & vi tri 52, gbc metionin duge oxy hoa &
vi tri 64, gbc metionin dugc oxy hoa & vi tri 82, gbc metionin dugc oxy hoa & vi tri 85,

xystein dugc oxy hoa & vi tri 222, metionin dugc oxy hoa & vi tri 254, metionin dugc
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oxy hoa ¢ vi tri 360, va géc metionin dugc oxy hoa & vi tri 430; va b) dang duoc bién
ddi cua trinh tu axit amin chudi nhe khang thé dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2 chira
it nhat mét dang dugc chon tir nhém bao gém géc metionin dugc oxy héa & vi tri 4 va

xystein dugc oxy héa & vi tri 220.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuét ché pham chira a) khang thé khang
IL-5 chira trinh ty chudi ning cé it nhit 90% tuong déng véi trinh tu axit amin dugc
thd hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chui nhe c6 it nhat 90% twong dong vdi trinh
ty axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; va b) dang chinh cua khang thé chua
nhidu hon, hodc bang, 20% la protein trong ché phidm nhu dugc xac dinh bang cach str

dung dién di mao quan hoi tu dang dién doi véi che pham.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuit ché phdm chtra a) khang thé khang
IL-5 chia trinh tu chudi ning c6 it nhét 90% tuong dé)ng v64i trinh tu axit amin dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chudi nhe cé it nhéit 90% tuong déng Vi trinh
tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; b) dang chinh cua khang thé chira
nhiéu hon, hoic béng, 20% la protein trong ché phém nhu duogc xac dinh béng cach st
dung dién di mao quéan hoi tu déng dién dbi véi ché phém; va ¢) dang axit cia khang
thé chira 1én dén khoang 80% la protein trong ché phdm nhu duoc xac dinh bang cach

str dung dién di mao quéan hoi tu déng dién dbi vai ché phém.
MO ta viin tit cac hinh vé

Fig. 1. bién di dd cua dién di mao quéan hoi tu déng dién (capillary isoelectric
focusing - cIEF) tiéu biéu cua ché phém tiéu chudn tham chiéu (reference standard -
RS) chira mepolizumab.

Fig. 2. Pién di dd cIEF tiéu biéu ciia ché phim tiéu chuén tham chiéu chia
mepolizumab (dbi chimg) va cac mé khac nhau cua ché pham chita mepolizumab dugc
cho thoai bién cudng birc trong ba ngay & pH 9,0.

Fig. 3. Sic ky d6 cta séc ky loai trir kich thudc (size exclusion chromatography
- SEC) loai toan phén tiéu biéu cia ché phdm RS chira mepolizumab.

Fig. 4. Sc ky dd SEC loai khuéch dai ciia ché phdm RS chira mepolizumab.

Fig. 5. Sic ky d6 SEC-tan xa 4nh sang da goc (multi-angle light scattering -
MALS) tiéu biéu ctia ché pham RS chira mepolizumab.
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Fig. 6. Sic ky dd SEC-MALS tiéu bidu cia mé ciia ché pham chira

mepolizumab.

Fig. 7. Sc ky dd SEC tiéu biu cia ché phdm RS chira mepolizumab va dbi véi

cé4c mé khac nhau cta ché phdm cudng bire pH 3,5 chtra mepolizumab & ngay 7.
MO té chi tiét sing ché
Séang ché d& xuit ché phdm, dé diéu tri bénh qua trung gian interleukin 5 (IL-5),

va doi tuong lién quan.

Thuat ngit “hen suyén” nhu dugc st dung trong ban md ta nay c6 nghia 1a bénh
viém cua dudng thd dic trung boi tic nghén duong khi thd nghich ddo va co thit phé
quan. Céc triéu ching thong dung bao gdm su thé kho khe, ho, co thit 16ng nguc, va

kho the.

Péi v6i phuong phap theo sang ché, “hen suyén” c6 the 1a “hen suyén ting
bach ciu 4i toan trAm trong”. Déi tuong méc hen suyén tdng bach clu 4i toan trAm
trong c6 thé c6 hen suyén va bach cdu 4i toan trong mau nhidu hon hoic bang 300
bach cAu 4i toan mdi pL ctia mau trong 12 thang trudc. D6i trong méc hen suyén tang
bach cdu i toan trAm trong co thé ¢6, mot hodc nhiéu trong sd, céc chi tiéu duge mo ta

trong bang 1.

Béang 1

Déi tuong c6 hen suyén tang bach cau ai toan tram trong n€u dap ung cac chi

tiéu sau day:

1) déi twong c6 dic trung 14m sang ctia hen suyén dé khang trAm trong tuong tu
v6i ngudi bénh duge mo ta trong the American Thoracic Society Workshop on

Refractory Asthma (162 Am. J. Respir. Crit. Care Med. 2341 (2000) trong >12

thang.

2) dbi tuong can dugc theo doi cAn than bang tu liéu dbi véi viee diéu tri
thudng xuyén bing lidu cao corticosteroid dang hit (inhaled corticosteroids -
ICS) (cu thé 13, >880 pg/ngay fluticason propionat hodc tuwong duong hang
ngay), véi viéc duy tri hodc khong can duy tri corticosteroid dung qua duong

miéng (oral corticosteroids - OCS), trong 12 thang trudc.
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3) dbi tirgng can dugc theo di cén than bang tu liéu dbi véi thudc ngin ngira,
vi dy, chit chil van beta-2 tac dung kéo dai, chat dbi khang thu thé leukotrien

hodc theophyllin trong 12 thang trudc.

4) dbi twong li€n tuc bi tac nghén duong thd nhu duoc xac dinh bsi FEV: trude
thir nghiém gidn phé quan <80% dugc ghi nhén hodc su bién thién hang ngay

theo dong dinh 1a >20% trong 3 hodc nhiéu ngay.

5) d6i tugng c6 sy viém dudng thd ma coé thé 1a do bach cau ai toan trong
nature nhu dugce xac dinh béi mot trong so cac dac trung sau ddy ¢ thoi di€m

hién thoi hodc dugc theo dbi bang tu liéu trong 12 thang trude:

— Mtc bach ciu &i toan trong méu ngoai vi ting >300/uL ma lién quan dén hen

suyén hoic
—Bach cAu 4i toan trong dom >3% hodc
— Nbdng dd NO trong khi thé >50 ppb hodc

— D4y manh viéc lam gidm viéc kiém soat hen suyén (trén co s& ban ghi qua
trinh 14m sang hodc thong s6 do muc tiéu) tiép theo <25% murc giam vé lidu
duy tri thuong xuyén cua liéu corticosteroid dang hit hodc dung qua duong

miéng trong 12 thang trudec.

8) dbi tugng c6 ban ghi nhan trude do vé hai hogc nhiéu 1in bénh hen suyén tr&s
1én trAm trong can diéu tri v&i corticosteroid dung theo duong mi¢ng hogc toan
than trong trude 12 thang trude, khong ké viéc str dung ICS liéu cao va thudc
ngan ngira khac. D6i v6i dbi twong nhan OCS duy tri v6i ICS lidu cao cing véi
thube ngan ngura, viéc diéu tri OCS ddi voi viée bénh trd 1én trAm trong can

dén hai 14n hodc murc tang nhidu hon vé liéu cia OCS.
9) dbi twong c6 hen suyén nhu duoc theo doi bang tu liéu theo mdt trong s6:

— Mirc thuan nghich duong thé (FEV1 >12% va 200 mL) & thoi diém hién thoi
hotic dugc theo ddi bang tu liéu trong 12 thang trudce hodc

— Tang déap tng duong thd (ndng d6 kich thich do giam 20% vé FEV, cua
methacholin <8 mg/mL hodc lidu kich thich do giam 20% vé FEV: cua

histamin <7,8 umol) duoc theo doi bang tu lidu trong trude 12 thang hodc
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— Muc bién thién dudng thé vé FEV) lam sang >20% gitta hai lan kiém tra
duoc theo ddi bang tu liéu trong trude 12 thang (FEV: dugc ghi nhan trong

viéc bénh trd 1én tram trong 1a khong c6 co sd) hodc

_ Mitc bién thién dudng thd nhu dugc xéc dinh bai >20% mitc bién thién hang

ngay trong dong dinh duoc quan sét trong 3 hodc nhiéu ngay.

Quan trong hon la, dbi tuong méc hen suyén ting bach cAu 4i toan trim trong
theo céc chi tiéu ndy c6 thé c6 nhd hon 150 bach cAu 4i toan mdi pL cta mau & thoi
didm bét dAu cta viéc diéu tri. Mepolizumab 1 khang thé don dong chira trinh ty axit
amin chudi ning duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi nhe
dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2. Mepolizumab, va protein gin két khang nguyén,
cu thé 12 phan t& khéng thé, chira CDR chudi ning va CDR chudi nhe cua
mepolizumab, cé thé duoc str dung dé diéu tri hen suyén ting bach cdu 4i toan trdm
trong theo phuong phép theo sang ché. Vi du, mepolizumab, hodc protein gin két
khang nguyén lién quan, cé thé dugc chi dinh dbi véi viée diéu tri duy tri bd sung a6i
v6i hen suyén ting bach cAu 4i toan trAm trong, nhu dugc xac dinh bdi mirc bach cau
4i toan trong mau nhiéu hon hodc bang 300 té bao/uL trong 12 thang trude va/hodc
mrc bach cdu &i toan trong méau nhiéu hon hodc bing 150 t& bao/uL & thoi diém bat
dau cta viée diéu tri va/hodc mic bach cAu 4i toan trong mau nhé hon 150 té bao/uL &
thoi diém bit diu cua viée diéu tri, trong nguoi bénh. Theo mot phuong an khac,
mepolizumab, hodc protein gin két khang nguyén lién quan, c6 thé duoc chi dinh dbi
v6i viée didu tri duy tri bd sung d6i voi hen suyén ting bach cAu 4i toan trdm trong,
nhu duge x4c dinh boi bach cau 4i toan trong mau nhiéu hon hodc bing 300 té€ bao/uL
trong 12 thang trudc va/hodc bach cdu 4i toan trong mau nhiéu hon hoic bang 150 té
bao/uL. & thoi didm bit ddu cua viée diéu tri, trong ngudi bénh. Mepolizumab, hogc
protein gin két khang nguyén lién quan, c6 thd dwoc chi dinh dbi vai vige didu tri duy
tri bd sung dbi voi hen suyén tang bach cAu 4i toan trAm trong, nhu dugc xéac dinh boi
bach ciu ai toan trong mau nhidu hon hogc bing 300 té bao/uL trong 12 thang trudc
va/hodc bach ciu 4i toan trong mau nhé hon 150 té bao/uL & thoi diém bat dau cua
viée didu tri, trong ngudi bénh. Nguoi bénh nay cé thé & do tudi 12 tudi hodc gia hon.
Viée diéu tri v6i mepolizumab c¢6 thé 1am giam viéc bénh hen suyén trd 1én trdm trong

trong ngudi bénh (vi du, nguodi bénh co tien sir v€ viée bénh tr¢ 1€n tram trong).
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Phuong phap theo sang ché c6 thé duge st dung khi viée diéu tri v6i mepolizumab
dugce chi dinh (cu thé 13, viéc diéu tri v6i mepolizumab nay c6 thé duge két hop véi

phuong phép theo sing ché). Viéc diéu tri véi mepolizumab co thé:

a) Tao ra mrc gidm v& thn suét viéc bénh tré 1én trAm trong. So véi gia dugc,
viéc diéu tri v6i mepolizumab, nhu 100 mg mdi dbi tuwong dugc st dung dudi da hodc
75 mg mdi dbi twong dugc st dung trong tinh mach, c6 thé 1am giam ty 1€ cta 1) viéc
bénh try 1én trim trong dang ké vé mit 14m sang, 2) viéc bénh trd 1én trdm trong cin
phai nhdp vién hodc s6 1an phai nhéap khoa cép ctru, va 3) viéc bénh trd 1én trim trong
can phai nhap vién. Loi ich ndy c6 thé 1am gidm hiéu qua vé su hoanh hanh cta bénh

tat va bién co gdy tir vong do hen suyén;

b) Tao ra murc giam vé 1iéu OCS hang ngay: Viéc diéu tri v6i mepolizumab,
nhu 100 mg mdi dbi twong duge st dung dudi da hodc 75 mg mdi ddi twgng duoc sir
dung trong tinh mach, c6 thé cho phép d6i trgng 1am giam lidu hang ngay cua ho dbi
v6i corticosteroid dung két hop ma khong gip phai sy mét kiém soat hen suyén. Dbi
tugng duoc diéu tri voi mepolizumab c¢6 thé tao ra % murc giam trung binh 1a 50% tur
duong co so vé lidu corticosteroid dung hang ngay theo dudong miéng (OCS) so voi
0% dbi voi dbi tuong duge didu tri véi gia duge. Ngoai ra, 54% dbi twong dugc dicu
tri v&i mepolizumab c6 thé tao ra mirc giam cua lidu OCS dén 5,0 mg so vé6i 32% déi

tuong dugc didu tri v6i gia dugc (p=0,025);

c¢) Tao ra su cai thién trong chirc nang phéi: Su thay dbi c6 lién quan vé& mit
l1Am sang trong trudc va sau khi dung chit gian phé quan FEV; ¢ thé duoc ching
minh véi viéc diéu tri véi mepolizumab, nhu 100 mg mdi d6i twong duoc st dung
duéi da hodc 75 mg moi dbi tuong duoc st dung trong tinh mach, so v6i gia duge. Su
cai thién bit ky vé chtrc nang phdi c6 tdm quan trong ldm sang dic biét trong céc a6i
trong nay nhu trong hau hét tri liéu hen suyén t6t nhat bao gdm ICS lidu cao
(corticosteroid dang hit) va/hodac OCS cung véi thudc ngan ngira;

d) Tao ra sy cdi thién trong kiém soét hen suyén: Su céi thién c6 y nghia vé mat
théng ké va c6 lién quan vé mit 1am sang c6 thé dugc quan st trong ACQ-5 véi
mepolizumab, nhu 100 mg mdi dbi tuong duge st dung dudi da hodc 75 mg mdi dbi

twong dugc st dung trong tinh mach, so véi gia duoc, didu nay cho thay ring doi
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tugng c6 thé tao ra ki€ém soat hen suyén véi viéc bo sung mepolizumab vao qué trinh

diéu tri hen xuyén hién thoi ctia ho;

e) Tao ra su cdi thién v& chat lugng cudc song: su thay dbi c6 y nghia v& mit
thdng ké va c6 lién quan vé mit 14m sang v& diém SGRQ ¢6 thé duoc chimg minh v&i
mepolizumab, nhu 100 mg mdi ddi tuong dugc st dung dudi da hodc 75 mg mdi dbi
tugng duoc st dung trong tinh mach, so véi gia dugc. Déi twong c6 thé co su cai thién

15 rang vé tridu chimg hen suyén va khé nang thyc hién hoat dong hang ngay;

f) Tao ra su 6n dinh vé hiéu qua diéu tri va duoc luc hoc: Trong khoang thoi
gian diéu tri 32 va/hoic 52 tudn, kéo dai sy giam vé s6 14n bénh hen suyén tré 1én tram
trong va bach cAu 4i toan trong mau, va cai thién chirc nang phoi, kidm so4t hen suyén,
va céi thién chat lugng cudc séng ma khong c6 su tang khang thudc c6 thé quan sét

duoc; va

g) Tao ra murc giam vé bach cAu 4i toan trong méu. Viéc diéu tri véi ché phém
chtra mepolizumab, nhu 100 mg ctia mepolizumab mdi dbi twong duge st dung dudi
da hodc 75 mg mdi d6i tuong duoc st dung trong tinh mach, ¢6 thé tao ra mirc giam
nhanh cta bach ciu ai toan trong mau (khoang 80% & lan danh gia dAu tién & tudn 4

sau viée didu tri ddu tién; vi dy, tir 250-290 t& bao/uL dén 40-60 té bao/uL v.v.).

Péi v6i phwong phap theo sang ché, “hen suyén” c6 thé 12 “hen suyén ning”.
Pbi tuong mic hen suyén ning thoa man dinh nghia v& bénh hen suyén ning dugc md
ta trong Huéng din cua Hiép hoi Ho hip Chau Au (European Respiratory Society -
ERS)/Hiép hoi Ldng nguc Hoa Ky (American Thoracic Society - ATS) d6i v6i bénh
hen suyén ning. Do do, hen suyén ning 1a hen suyén ma can viée diéu tri v6i thude
nhu dugc dé xuét trong huéng dan cia T6 chtc phong chéng hen toan cau (Global
Initiative for Asthma - GINA) cac bude 4-5 (corticosteroid dang hit [ICS] lidu cao
cung Vvai chidt chu van beta2 tic dung dai [LABA] hodac thubc wc ché
leukotrien/theophyllin) trong ndm trugce d6, hodc corticosteroid toan than (CS) dbi véi
>=50% clia nim trude do dé duy tri kiém soat bénh hen suyén & dbi tuong. Viéc didu
tri v6i ché phdm chtra mepolizumab c6 thé duge st dung dé didu tri hen suyén ning

theo phuong phép theo sdng ché.
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Déi véi phuong phap theo sang ché, “hen suyén” c6 thé la “hen suyén ting
bach cdu 4i toan khong kiém soat”. Pdi twong mac hen suyén ting bach cau 4i toan

khong kiém soat thoa man céc chi tiéu dugc mo ta trong bang 2.

Bang 2

Déi twong ¢ hen suyén ting bach cau 4i toan khong kiém soat néu dap Ung cac

chi tiéu sau day:

1) d6i twong co6 tién st duwoc chuin doan méc hen suyén trong it nhét trude 12

thang.

2) dbi twong duge ké don sir dung hang ngay ICS liéu binh thuong hodc lidu
cao (corticosteroid dang hit) cung véi LABA (chit chu vén beta tac dung dai)
trong it nhit trudc 12 thang.

3) lidu ctia thubc ngan ngira hen suyén khéc cua dbi twong phai 6n dinh trong it
nhét trude 30 ngdy.

4) dbi twong c6 it nhét 2 14n bénh hen suyén tr& [én trAm trong dugc theo ddi
bang tu liéu trong trude 12 thdng ma can str dung corticosteroid toan thén tac

dung nhanh.

Viéc diéu tri véi ché phém chira mepolizumab ¢6 thé dugc str dung dé diéu tri
hen suyén ting bach cAu 4i toan khong kiém soét theo phuong phép theo sang ché.

Pbi véi phuong phép theo sdng ché, “hen suyén” co thé 1a “hen suyén tdng
bach cau &i toan”. Péi twong mic hen suyén ting bach ciu 4i toan khong kiém soat

thoa man céc chi tiéu duge md ta trong bang 3.

Bang 3

Déi tuong c6 hen suyén ting bach cau i toan néu dap tng cac chi tiéu sau day:

1) ngudi bénh da dugce chudn doan mac hen suyén.
2) nguoi bénh co it nhit 1 14n bénh hen suyén tr 1én trdm trong can phai st
dung corticosteroid theo dudng miéng, trong co (im), hodc trong tinh mach (iv)

trong it nhit 3 ngdy trong trudc 12 thang.
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3) ngudi bénh cé mirc bach cau 4i toan hién hanh trong mau it nhét 1a 400/pl.

4) ngudi bénh ¢6 muc thuén nghich duong thé it nhét 1a 12% dbi v6i viéc st

dung chét chil van beta.
5) ngudi bénh ¢6 diém ACQ it nhat 1a 1,5.

6) ngudi bénh dung fluticason dang hit ¢ lidu it nhat 13 440 pg, hodc tuong
duong, hang ngay. Cling c6 thé sir dung corticosteroid dung theo duong miéng
man tinh (khong nhiéu hon 10 mg/ngdy prednison hodc tuong duong). Ché do
tri liéu hen suyén duong co s clia ngudi bénh (bao gdm, nhung khong chi giéi
han &, corticosteroid dang hit, corticosteroid dung theo duong miéng lén dén
lidu tdi da 12 10 mg prednison hang ngdy hodc tuong duong, chit dbi khang
leukotrien, chit wc ché S-lipoxygenaza, hodc cromolyn) phai on dinh trong

trude 30 ngay.

Péi voi phuong phép theo sang che, “hen suyén” c6 thé 1a “hen suyén ting
bach cau 4i toan & mtrc nho”. Doi twgng mac hen suyén ting bach cau 4i toan khong

kiém soat théa mén céc chi tiéu duge md ta trong bang 4.

Bang 4

Déi tugng c6 hen suyén tdng bach cau 4i toan ¢ mirc nho néu dap g cac chi

tiéu sau day:

1) nguoi bénh da duoc chudn doan mic hen suyén.

2) nguoi bénh c¢o it nhét 1 14n bénh hen suyén tré lén trAm trong cAn phai st
dung corticosteroid theo dudng miéng, trong co (im), hodc trong tinh mach (iv)
trong it nhit 3 ngay trong trudc 12 thang.

3) ngudi bénh c6 muirc bach cAu ai toan hién hanh trong méau la nhé hon 400/pl.
4) ngudi bénh ¢6 mirc thuan nghich dudng thd it nhét 1a 12% dbi véi viéc st
dung chat chil vén beta.

5) ngudi bénh ¢6 diém ACQ it nhat 1a 1,5.

6) ngudi bénh dung fluticason dang hit & lidu it nhét 12 440 pg, hodc twong

duong, hang ngay. Cé thé st dung corticosteroid dung theo duong miéng man
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tinh (khoéng nhiéu hon 10 mg/ngay prednison hodc twong duong). Ché do tri
liéu hen suyén dudng co s& cua ngudi bénh (bao gbdm, nhung khong chi gidi
han &, corticosteroid dang hit, corticosteroid ding theo duong miéng Ién dén
lidu tdi da 12 10 mg prednison hang ngdy hodc tuong duong, chét @i khéng
leukotrien, chit wc ché 5-lipoxygenaza, hodc cromolyn) phai 6n dinh trong

trude 30 ngay.

Viéc diéu tri v6i ché pham chia mepolizumab c6 theé duge st dung dé dieu tri
hen suy@n ting bach cdu di toan & mirc nhé va cling c6 thé dugc str dung dé dicu tri

hen suyén ting bach cu &i toan & mirc nhé theo phuong phdp theo sang ché.

Thuat ngit “bénh pemphigoid bong nudc” (bullous pemphigoid - BP) nhu dugc
st dung trong ban mo ta nay c6 nghia la bénh tu mién & da cép tinh hodc man tinh, bao
gOm sy tao ra cac chd phdng & da, con duge goi 12 bong nude, & khoang trdng gifta cac
16p da biéu bi va ha bi. BP 14 bénh phdng da tw mién thong dung nhét. Bénh nay anh
hudng dén nguoi gia (>70 tudi) voi ty 16 méac bénh hang ndm 13 5 dén 35 trén mdi triéu
nguoi. Ty 1€ m#c BP tang rat nhanh véi trung binh 14 17% mdi nam. BP thuong bit
diu voi cac tdn thuong & da rat ngra twong ty nhu cham boi nhiém hodc chirng may
day trude khi bong nudce va cac chd phong & da phat trién. Trong 10-30% ngudi bénh,
BP con bao gém niém mac miéng. Mtc d0 nghiém trong ctia bénh co6 thé duoc xac
dinh by c6 nghia la cua diém sb cuong do r6i loan da c6 bong nudc tu mién
(autoimmune bullous skin disorder intensity score - ABSIS) ma danh gid vung lién
quan cfing nhu hoat tinh bénh. Bénh do dap ung tu mién dbi vé6i thanh phéan cau tric
ctia phirc hop két dinh khép lam ton hai dén 16p chuyén tiép da-biéu bi véi sy tao
thanh chd phong rop dudi biéu bi. Cu thé hon, dép Ung cla té bao B va T tu phan (g
duoc xéc dinh 13 chéng lai khang nguyén thé ban lién két BP180 va BP230. Mirc huyét
thanh cuia tu khang thé ddi voi BP180 phan 4nh muc d6 nghiém trong va hoat tinh cta
bénh. Té bao T 13 té bao CD4+ nho tao ra ca xytokin Thl va Th2, chi yéu 1a IL-4, IL-
5 va IL-13. IL-5 cling nhu eotaxin chu yéu duge tim thdy trong dich 16ng chd phong.
Trén thuc té, viéc san xuat IL-5 1a co lién quan dén bach cau 4i toan trong mau va su
thAm nhiém bach ciu 4i toan dang ké trong da ctia nguoi bénh BP. Bach ciu 4i toan
duogc cho la tham gia dang ké vao su tao thanh chd phong rop bang cach giai phong

protein dang hat c6 ddc tinh (ESP, MBP) va enzym phan giai protein.
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Thudt ngit “bénh viém thuc quan ting bach ciu 4i toan” (eosinophilic
esophagitis - EoE) nhu dugc sir dung trong ban md ta nay ¢ nghia la tinh trang bénh
ly viém di Gng cta thuc quan ma bao gbdm bach cAu 4i toan. Triéu chimg bao gdm khé
nudt, su tac ddong cta thuc phém, va chung ¢ néng. EoE dic trung bdi sy tham nhiém
nang vaéi té bao mau tréng cua loai bach cu 4i toan vao trong niém mac biéu mé cua
thue quan. EoE dugc cho 13 phan tng di Gng chéng lai thuc phdm dugc tiéu hoa, trén
co s& tAm quan trong bach cAu 4i toan déng vai trd quan trong trong phan ng di Gng.
Panel chudn doan EoE c6 thé dugc sir dung dé chun doan EoE. EoE ciing ¢6 thé dugc
chudn doan néu trao ngugc da day thuc quan khong dap Gng voi thi nghiém 6 tuin
ctia chit trc ché bom proton lidu cao hai 1dn mdt ngay (proton pump inhibitor - PPT)
hodc néu nghién ctru do pH lién tuc am tinh loai trir trao nguoc da day thuc quan bénh
(gastroesophageal reflux disease - GERD). Bing k¥ thuét ndi soi, dinh, ranh, hodc
vong tron coO thé quan sét thdy trong thanh thyc quan. D6i khi, cic vong tron ¢ thé co
trong thue quan, do d6 tao ra thuat ngt "thuc quan ¢ nép nhin" hogc "thyc quan nhu
méo" do dic tinh tuong tw ctia vong tron so véi thue quan meo. Su xuét hién cia dich
tiét mau tring trong thuc quéan ciing 1a mot goi y cho viéc chuén doan. Nh¢ viée sinh
thiét duoc thyc hién & thoi didm cta ky thudt ndi soi, cdc bach cau i toan thudng c6
thé quan sat thiy trong bé mat biéu mo. It nhét 15 bach ciu 4i toan mdi truong nhin
khéch dai 16n cin dé thuc hién viéc chudn doan. Su viém bach cau 4i toan khong chi
gi6i han & thuc quan, va kéo dai hét toan bd dudng tiéu hoa. Bach cau 4i toan dugc
loai bd hat dén mirc tdi da cling c6 thé c6 mat, nhu c6 thé vi ap xe va viéc kéo dai ciia
16p nén. Xét vé khia canh tia X hoc, thuat ngit "thyc quan c6 vong" dugc s dung dbi
voi su biéu hién ctia bénh viém thuc quan tang bach cau 4i toan trén nghién cuu nudt
bari trai v6i sy biéu hién ciia nép ngang tam thoi ma do6i khi duge quan sat v0i trao

nguoc thuc quan (con goi la "thue quan giéng meéo").

Viéc didu tri voi ché pham chira mepolizumab c6 thé duge s dung dé dicu tri

COPD theo phuong phép theo sang ché.

Péi tuong méc “bénh phéi tac nghén man tinh” (COPD) ¢6 thé c6 mot hodc
nhiéu tiéu chi sau day: a) chudn doan da mic COPD trudc day: dbi tuong voi tién sir
l1am sang ciia COPD duogc theo ddi bang tu liéu trong it nhét 1 nim theo dinh nghia bai
Hiép hoi Long nguc Hoa Ky/Hiép hoi HO hip Chau Au; b) mirc dd nghiém trong ctia
COPD: Péi tugng 6 thé co tiéu chi sau: Ty 1& duge xdc dinh cia thé tich khi thd ra
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ging strc trong 1 gidy dAu tién/thé tich khi toan bd duoc thd ra géng strc trong mot lan
thd (FEV1/FVC) trude va sau dung salbutamol la <0,70 d8 x4c nhén viéc chudn doan
ctia COPD; FEV; sau khi dung salbutamol duogc x4c dinh >20 phén trim va <=80 phan
trim cua gid tri binh thudng du doan dugc tinh bang cach st dung phuong trinh tham
chiéu trong Piéu tra khao sat vé Dinh dudng va Stc khde Hoa Ky 1an thir 11T (National
Health and Nutrition Examination Survey - NHANES); ¢) tién st ctia viéc bénh trd 1én
trdm trong: tién st dugc theo ddi bang tu liéu (nhu ban ghi nhéan strc khoe) trong 12
thang cta: it nhat hai 14n viéc bénh COPD binh thudng trd 1én trAm trong. Binh thuong
dugc xac dinh 13 viéc st dung corticosteroid toan than (IM, trong tinh mach, hodc theo
dudng miéng) va/hodc viéc diéu tri voi chét khang sinh, hodc it nhit mot lan viéc bénh
COPD nghiém trong trd 1én trdm trong. Nghiém trong dugc xdc dinh 1a phai nhdp
vién. Can luu y rang: ft nhat mot 14n viéc bénh tré 1én trAm trong phai xay ra trong khi
dbi tuong dung corticosteroid dang hit (ICS) cung véi chit chu véan beta2 tac dung dai
(LABA) cung véi chit d6i khang muscarin tac dung dai (LAMA). Cén lyu y 1a: Viée
sit dung trude chi chdt khang sinh khong tot vi viéc bénh binh thuong trd 1én tram
trong trir khi viéc str dung la cu thé dbi véi viée diéu tri lam trAm trong triéu ching cia
COPD: va d) liéu phap COPD ddng thi: cAn dugc theo ddi bang tw ligu dbi voi ligu
phap co ban vé tiéu chudn cham soc tdi wu (SoC) ma bao gbdm ICS cung véi 2 thude
COPD bd sung (cu thé 13, liéu phap didu tri bo 3) dbi véi 12 thang trude va thoa man
tidéu chi sau day: Ngay trudce khi dén nha cung cp dich vu chdm soc strc khoe dé kiém
tra, it nhat 3 thang st dung corticosteroid dang hit (& liéu >=500 microgam (mcg)/ngay

fluticason propionat ciing véi duong luong liéu); hoiic LABA va LAMA.

Viéc diéu tri v6i ché pham chira mepolizumab c6 thé duge sir dung dé dicu tri

COPD theo phuong phép theo sang ché.

Thuét ngt “viém mach va da u hat di Gng” (EGPA) nhu dugc s dung trong
ban md ta ndy cO nghia 1 tinh trang bénh ly tu mién ma gy ra sy viém ctia mach mau
kich thudc trung binh va nh6 (viém mach) & ngudi véi tién st cta sy qua min di Ung
duong thé (tang di ung). EGPA cling ¢ thé con duoc goi 1a Hoi chirng Churg-Strauss
(Churg-Strauss Syndrome - CSS) hodc bénh u hat di ung. EGPA thuong biéu 19 trong
ba giai doan. Giai doan sé6m (tién triéu chiing) duoc thé hién ro bsi su viém duong
thd; hdu hét tit ca ngudi bénh méc hen suyén va/hodc viém miii di tng. Giai doan hai

dac trung boi sb lugng cao bét thudng cuia bach cAu 4i toan (tang bach ciu 4i toan), ma
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gdy ra sy ton thuong mo, hdu nhu chi & phoi va duong tiéu hoa. Giai doan ba bao gbm

viém mach, ma c6 thé dan dén sy ché té bao va ¢ thé de doa dén mang sOng.

Déi twgng mic EGPA c6 thé c6 mot hodc nhiéu tiéu chi sau déy: a) hen suyeén;
b) mic bach cAu 4i toan trong mau nhiéu hon 10% lugng té bao mau tring biét hoa; ¢)
su xut hién ctia bénh mot ddy than kinh hodc bénh da day than kinh; d) thim nhiém
phéi khong c¢b dinh; e) su xuét hién cia xoang canh miii bat thudng; va €) co sd mo
hoc chirng minh bach clu 4i toan ngoai mach. Pbi vé6i viée phan loai, ngudi bénh s&

duoc cho 12 mac EGPA néu c6 it nhat bon trong sd sau tiéu chi trén day.

Viéc diéu tri voi ché phém chira mepolizumab co thé duoc st dung dé diéu tri
EGPA theo phuong phép theo sang ché. Ché phadm theo sang ché ¢ thé dugc str dung

cho ngudi bénh EGPA véi lugng 1a 300 mg mot 1n mdi 4 tuan.

Thuat ngit “hdi chimg tdng bach ciu ai toan" (HES) nhu dugc sir dung trong
ban md ta nay c6 nghia 1a bénh ddc trung boi luong bach cdu 4i toan lién tyc ting (=
1500 bach ciu 4i toan/mm?) trong mdu trong it nhéit sau thang ma khong c6 bét ky

nguyén nhan nao, bao gbm tim, hé than kinh, hodc tly xuong.

Déi twong mic hoi ching tang bach cAu 4i toan c6 thé c6 mot hodc nhiéu tiéu
chi sau ddy: a) tién st dugc theo doi bang tu liéu ctia hdi ching tang bach cau 4i toan;
b) lvong bach cau 4i toan trong mau nhidu hon 1500 té bao trong 6 thang; ¢) d4u hiéu
va triéu ching lién quan dén hé cac co quan; va d) khong c6 ky sinh trung, di ing hodc

nguyén nhan khac lam ting bach cAu 4i toan sau khi dugc danh gia toan dién.

Viée diéu trj véi ché pham chita mepolizumab c6 thé duoc sir dung dé diéu tri
hoi ching tang bach cAu 4i toan theo phuong phap theo sang ché. Ché pham theo sang
ché c6 thé dugc st dung cho nguoi bénh mic hoi chimg ting bach cdu 4i toan voi
luong 1a 300 mg mot 1An mdi 4 tuan.

Thuét ngit “polyp miii xoang" nhu duge su dung trong ban mo ta nay cé nghia
1a bénh dic trung boi su xuét hién cua polyp hdc miii. Cac polyp nay c6 thé 1a trong
héc mii trén va/hoic c6 thé co ngudn gde tir trong phirc hop 15 - nghach.

Péi tuong méc polyp mili xoang co thé c6 mot hodc nhiéu tiéu chi sau déy: a)
tidn sir duge theo doi bang tu lidu cua polyp mili xoang; hodc b) polyp miii rd rang

trong qua trinh kiém tra (vi dy, qua trinh kiém tra bang k¥ thuat ndi soi).
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Viéc diéu trj voi ché phém chira mepolizumab c6 thé dugc st dung dé diéu tri
polyp mili xoang theo phuong phdp theo sang ché. Ché phdm theo sang ché c6 thé
duoc st dung cho nguoi bénh méc polyp mili xoang v6i luong 14 750 mg mot 14n mdi

4 tuan.

Thuét nglt “khéng thé” nhu duge st dung trong ban md ta nay dé cép dén phan
t&r v6i ving twong tw nhu immunoglobulin (vi du, IgG, IgM, IgA, IgD hodc IgE) va
bao gdm khang thé don dong, téi t& hop, da dong, don dong, téi t6 hop, da dong, thé
kham, & ngudi, va phan tr duge nhén hoa ctia dang nay. Khang thé don dong c6 thé
duoc tao ra tir dong té bao c6 nhan v tinh biéu hién khang thé. Khéng thé don dong
cling c6 thé duge tao ra tir dong té bao c6 nhan ma c6 thé tai td hop biéu hién chudi
nang va chudi nhe cia khang thé nho c6 trinh tu axit nucleic mad hoa ching dugc bd
sung vao trong té bao. Phuong phap dé tao ra khang thé tr cac dong té bao c6 nhan
khéc nhau nhu t& bao budng trimg chudt Hamster Trung Quéc, té bao lai hodc té bao

khang thé dugc lam bét tt c¢6 ngudn gbe tir dong vat (vi du, nguoi) la da biét.

Khang thé c6 thé c6 ngudn gde tir chudt, chudt nhét, dong vat linh trudng (vi
du, khi cynomolgus, khi miii dai hodc khi dot khéng 15), ngudi hodc cac ngudn khac
nhu axit nucleic duoc tao ra bing cach str dung k¥ thuat sinh hoc phan tr ma ma hoa

phan tir khang thé.

Khang thé c6 thé chaa vang hang dinh, ma c6 thé ¢c6 isotyp (kiéu twong duong)
hodc tiéu nhom bat ky. Ving hing dinh c6 thé c6 isotyp IgG, vi du, 1gGr, IgGo, 1gGs,
IgG4 hodc bién thé cua chung. Viung hing dinh cta protein ghn két khang nguyén c6
thé 1a IgG1,

Protein gén két khang nguyén c6 thé chira mot hodc nhiéu bién dbi duge chon
tir mién hing dinh dugc dot bién sao cho khang thé co vai tro dap ung lai kich
thich/ADCC duogc nang cao va/hoic hoat tinh bd thé.

Khéng thé co thé c¢6 kha ning ghn két v6i khang nguyén dich. Vi du vé khang
nguyén dich nay bao gdm IL-5 & ngudi chira trinh ty axit amin duge thé hién trong

SEQ ID NO: 11.

Mepolizumab chira trinh tu axit amin chudi ning duogc thé hién trong SEQ 1D
NO: 1 va trinh tu axit amin chudi nhe dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2 la vi du vé

khang thé. Mepolizumab gén két v6i IL-5 & nguoi va d6i khang hoat tinh cta no.
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Mepolizumab 1a khang thé don dong dugc nhan hoa tai td hop (IgG1, Kappa)

Mepolizumab c¢6 hai chudi ning va hai chudi nhe.

Chudi ning cua Mepolizumab dugc ma hoa bang trinh ty axit nucleic duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 13. Chudi nang cuia Mepolizumab chira 449 axit amin voi khéi
lwong phan tir uéc tinh 1a khoang 49 kDa. Trinh ty axit amin chudi ning trudng thanh

du kién ddi v6i mepolizumab la:

QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTVSGFSLTSYSVHWYVRQPP GKGLEWLGVIW
ASGGTDYNSALMSRLSISKDTSRNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARDPPSSLL
RLDYWGRGTPVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN*STYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 1)

Trong trinh ty axit amin chudi ning trén day, b khung chudi ning va CDR
theo dinh nghia ctia Kabat dugc xac dinh nhu by khung duoc thé hién bang gach duéi
hinh dic décl, CDR1 dugc thé hién bing dudng gach du6i dam, bo khung dugc the
hién bang gach dudi hinh dic dic2, CDR2 dugc thé hién bing duong gach dudi dam,
b6 khung dugc thé hién bing gach dudi hinh dic ddc3, CDR3 dugc thé hién bing
dudng gach dudi ddm va zbd khung hinh dic dic4 theo thtr tu tir phﬁn dau gén amino
dén phan dau cudi carboxy cua trinh ty duoc thé hién. Trong trinh ty axit amin chudi
nang trén day, dAu hoa thi bén phai cua ky tu dbi v6i ma cia axit amin ky tu don thé

hién gbc axit amin dén bén trai c6 thé 1a vi tri N-glycosylat hoa.

Chudi nhe cta Mepolizumab dugc mi hoa bang trinh tu axit nucleic dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 14. Chubi nhe ctia Mepolizumab chira 220 axit amin gbe véi
khéi lugng phan tir ude tinh 1a khoang 24 kDa. Trinh ty axit amin chudi nhe truéng
thanh la:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSOSLLNSGNOKNYLAWYQQKPGQPPKLL
IYGASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOQAEDVAVYYCONVHSFPFTFGGG
TKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNAL
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QSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SFNRGEC (SEQ ID NO: 2)

Trong trinh tw axit amin chudi nhe trén ddy, bo khung chudi nhe va CDR theo
dinh nghia cua Kabat dugc xac dinh nhu bo khung duge thé hién bang gach duéi hinh
dic décl, CDRI duoc thé hién bing duong gach du6i dam, bd khung duge thé hién
bing gach dudi hinh dic déc2, CDR2 duge thé hién bing duong gach dudi dam, bo
khung dugc thé hién béng gach dudi hinh dic dic3, CDR3 duoc thé hién béng duong
gach dudi dam va zbd khung hinh dic dic4 theo th ty tir phan dau ghn amino dé phan

dau cudi carboxy cua trinh ty duoc thé hién.

Chudi nang va chudi nhe cia Mepolizumab duoc lién két cong hoéa tri bang lién |
két disulfua duy nhét va chudi nang dugc lién két vi nhau bing hai lién két disulfua
tao ra phan tir IgG tiéu bidu. Ca chudi ning co6 thé dugc glycosylat hoa & asparagin
299 voi oligosacarit anten phtrc hop. Khéi luong phén tir polypeptit du doan khodng
146 kDa va khéi luong phan tir hydrat cacbon du doan khodng 3 kDa cho tbng khbi
luong phén t& ude tinh 1a 149,2 kD dbi v6i mepolizumab. Mepolizumab nhu dugc ma
hoa c6 1338 gbc axit amin (220 gbc axit amin mdi chudi nhe, 449 gbc axit amin mdi
chudi ning). PI chinh cia mepolizumab khoang 8,7 — 9,1, hing s6 phan ly can bing
(Kp) dbi véi sy twong tac phan tr cua mepolizumab va IL-5 & nguoi nhu duge xac
dinh bang cach str dung thir nghiém cdng hudng bé& mit plasmon tiéu chuén 14 nho hon

2,29x10°1 M.

Mepolizumab c6 thé duoc tao ra dudi dang bot dugc 1am khd lanh chira khang
thé va td dugc ma c6 thé dugc hoan nguyén véi chit mang dugce dung (vi dy, nude vo
tring). Duoc phdm dugc hoan nguyén nay sau do6 co thé duoc stir dung dudi da hodc
trong tinh mach (vi du, v6i viéc duge pha lodng hon nita). Mepolizumab ciing ¢6 thé
duogc tao ra dudi dang duoc phém long chira khang thé, ta duogc va chét mang dugc
dung. Duoc phdm 1éng nay c6 thé sau d6 duoc st dung dudi da hodc trong tinh mach
(vi du, véi viéce dugce pha lodng hon nita).

Thuét ngir “bién thé khang thé” nhu duoc sir dung trong ban mo ta nay cé nghia
1a khang thé ma khéac véi khang thé gbc do it nhdt mot su bién d6i axit amin (vi du,
béng cach c6 mach nhanh axit amin khéc), bién ddi sau dich ma hodc cac bién d6i

khéc trong it nhdt mot chudi nang, chudi nhe, hodc dang két hop cua ching ma 1am
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thay ddi cAu trac (vi du, mach nhanh axit amin khac, bién ddi sau dich ma khac hodc
cac bién ddi khac) lién quan dén khang thé gbc. Mepolizumab 1a vi du v& khang thé
gdc nay. Su thay dbi vé chu tric c¢6 thé duoc xé4c dinh truc tiép bang céc phuong phap
d3 biét trong linh vuc nay nhu LC-MS, gidi trinh tu truc tiép hodc gidn tiép thong qua
phuong phap nhu hoi tu tai didm ding dién va phuong phép twong tu. Phuong phap

nay la da biét d6i voi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

Thuat ngit “IL-5” nhu dugc sir dung trong ban moé ta nay c6 nghia 1a IL-5 ¢

nguoi chira trinh ty axit amin duge thé hién trong SEQ ID NO: 11.

Thuét ngit “gdn két dic hiéu v6i”, nhu duge st dung trong ban md ta nay lién
quan dén protein gin két khang nguyén c6 nghia 1a protein gin két khang nguyén gén
két voi khang nguyén dich cling nhu ving roi rac, hodc trinh tu axit amin roi rac, bén
trong khang nguyén dich ma khong c6 hodc gin két khong dang ké voi protein (vi du,
khong lién quan) khac. Tuy nhién, thuét ngit nay khong loai trr thue té 13 protein gin
két khang nguyén cling co thé phan tmg chéo voi phén i ¢6 lién quan (Vi du, phéan tu
v6i su twong dong vé trinh ty mirc do cao hodc tur gidng hoic loai khac). Protein gén
két khang nguyén dugc mo ta trong bin mo ta nay co thé gin két v6i IL-5 & nguoi
hodic thu thé TL-5 & ngudi v6i 4i luc cao hon it nhit 2, 5, 10, 50, 100, hodc 1000 lan

chiing gan két véi phan tr ¢6 lién quan.

Ai luc gén két (Kp) cua su tuong tac gifta protein ghn két khang nguyén-khang
nguyén dich cé thé 12 1 mM hodc nhé hon, 100 nM hodc nhé hon, 10 nM hodc nho
hon, 2 nM hodc nhé hon hodc 1 nM hodc nhé hon. Theo mdt phuong én khéc, Kp ¢o
thé ndm trong khoang 5 va 10 nM; hogc trong khoang 1 va 2 nM. Kp ¢6 thé nam trong
khoang 1 pM va 500 pM; hodc trong khoang 500 pM va 1 nM. Ai luc gin két clia
protein gin két khang nguyén dugc xac dinh bing hing sd két hop (Ka) va hing sb
phan ly (Kd) (KD = Kd/Ka). Ai luc gn két c6 the duge xac dinh bing BIACORE™,
vi dy, bang cach bét gitt khang thé thir nghiém trén bé mit cam bién dugc phu bang
protein-A va tao dong khang nguyén dich trén bé mit nay. Theo mdt phuong an khéc,
ai luc gin két c6 thé dugc xac dinh bang FORTEBIO, vi du, véi thy thé khang thé thir
nghiém duogc bét gift trén kim dugc phi bang protein-A va tao dong khing nguyén

dich trén bé mat nay.
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Kq ¢6 thé 1a 1x10-3 Ms™! hodic nhé hon, 1x10** Ms™ hodc nho hon, hodc 1x107
Ms™! hodc nhé hon. Kqg ¢6 thé nim trong khoang 1x10° Ms™ va 1x10* Ms™!; hodc
trong khoang 1x10"* Ms™ va 1x10~ Ms™ Kq nho ¢6 thé tao ra su phan ly chdm cia
phtc hop protein gin két khang nguyén-khang nguyén dich va nang cao kha nang

trung hoa cua khang nguyén dich.

Thuét nglt “hoat tinh gin két khang nguyén dic hiéu” nhu dugc s dung trong
ban mo ta nay c6 nghia la hoat tinh gén két khang nguyén nhu dugc xdc dinh bang
cdng hudng plasmon bé mit (Surface Plasmon Resonance - SPR). Hoat tinh gén két
dic hidu IL-5 co thé 1a duoc xdc dinh bing SPR bing cach st dung thiét bi
BIACORE™, vi du dugc thyc hién trong ché d6 gén két. N6 1a hoat tinh gén két chia

cho tdng ham lugng protein (vi du, mepolizumab) trong mau.

Thuéit ngit “hoat tinh gin két FcRn” nhu dugc st dung trong ban mo t4 nay co
nghia 1a hoat tinh gén két thy thé Fc méi sinh (FcRn) nhu duoc xac dinh bing cong
hudng plasmon bé mit (SPR). Viéc ghn két FcRn ¢6 thé duoc xac dinh bing cach st
dung thiét bi BIACORE™. N¢ 1a hoat tinh gén két vé6i thu thé FcRn, chia cho téng

ndng dd protein clia mau.

Phuong phép SPR d6i voi viee gén két khang nguyén dic hiéu va viée ghn két
FcRn st dung tiéu chudn tham chiéu ctia mepolizumab. Tiéu chudn tham chiéu cia
mepolizumab c6 thé dugc str dung trong thtr nghiém dé tao ra tinh tuong thich cua hé
théng va dit liéu so sanh mAu, dé dam bao phuong phap duge thyc hién phu hop. Tiéu
chuén tham chiéu c6 thé cho phép thiét 1ap dudng cong chudn va ndng do cia mau

dugce ndi suy tir duong cong.

Vi du, ché phim tiéu chun tham chiéu chira SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:2.
Theo mdt phuong an khéc, ché phdm tiéu chuén tham chiéu chira SEQ ID NO:1 va
SEQ ID NO:2, va 98% hodc nhidu hon 1a bién thé dugc loai bo lysin d4u cudi C HC,
va 95% hogc nhiéu hon 1a bién thé pyro-glutamat dau cudi N HC. Theo mdt phuong
an khac nita, ché phim tiéu chuin tham chiéu chira SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:2, va
98% hodic nhidu hon 1a bién thé duoc loai b lysin dau cudi C HC, 95% hodc nhiéu
hon 1a bién thé pyro-glutamat dau cudi N HC, va 6% hogc it hon 1a bién the dugc khir
amit. Theo mdt phuong an khéc, ché pham tiéu chuén tham chiéu chira SEQ ID NO:1
va SEQ ID NO:2, va 98% hodc nhiéu hon 1a bién thé dugc loai bo lysin dau cudi C
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HC, 95% hoidc nhiéu hon 14 bién thé pyro-glutamat diu cudi N HC, 6% hoic it hon 1a
bién thé duoc khir amit, 4% hodc it hon 1a metionin hogc bién thé dugc oxy héa
xystein, va 0,1% bién thé dugc oxy hoa tryptophan. Theo mét phuong an khac nira,
ché phém tiéu chudn tham chiéu chtra SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:2, va 98% hodc
nhidu hon 14 bién thé dugc loai bo lysin dau cudi C HC, 95% hogc nhiéu hon la bién
thé pyro-glutamat dau cudi N HC, 6% hoic it hon la bién thé dugc khir amit, 4% hodc
it hon 14 metionin hodc bién thé duoc oxy hoa xystein, 0,1% hodc it hon 1a bién thé
duoc oxy héa tryptophan, va 0,4% hodc it hon 1a bién thé két tu. Theo mdt phuong an
khac, ché phém tiéu chuin tham chiéu chua dang twong tu (isoform) ddc trung boi
dinh 65, dinh 78, dinh 88, dinh 92, dinh chinh va dinh 112 duoc thé hién trong Fig. 1.
Theo mot phuong an khac, ché pham tiéu chudn tham chiéu chita SEQ ID NO: 1 va
SEQ ID NO:2, khoang 62,9% dinh chinh, khoang 35,9% dinh axit, khoang 1,2% dinh
bazo, khoang 99,6% monome, khoang 0,4% két tu, khoang 0% manh, khoang 0,8%
chudi ning duoc khir amit N317, khoang 5,5% chudi ning dugc khir amit N386,
khoang 5,2% chudi ning dugc khir amit N31, khoang 0,2% chudi ning dugc khir amit
N299, khoang 0,9% chudi ning dugc oxy hoéa M64, khoang 3,5% chudi ning dugc
oxy hoa M254, khoing 0,5% chudi ning dugc oxy hoa M360, khoang 0,5% chudi
ning dugc oxy héa M430, khoang 0,3% chudi ning dugc oxy hoa M82 va M35,
khoang 0,2% chudi nhe dugc oxy hoa M4, khodng 0,0% chudi nhe duogc oxy hoa
€220, khoang 0,1% chudi ning dwgc oxy héa W52, 98% hogc nhiéu hon la bién thé
duogc loai bo lysin diu cudi C HC, va 95% hodc nhiéu hon 1a bién thé pyro-glutamat

diu cudi N HC.

Theo mdt phuong 4n, ché phém ¢O hoat tinh gén két IL-5 dic hiéu 1a >0,70; va
hoat tinh gin két FcRn 1a > 70%. Vi du, viéc gén két khang nguyén dic hiéu nam trong
khoang tur 0,70 dén 1,30; va/hoidc viéc gén két FcRn nam trong khoang tir 70% dén
130%, khi so v6i tiéu chudn tham chiéu ma duoc thiét 1ap 1am hoat tinh ghn két IL-5

dac hiéu 1,0, va hoat tinh gén két FcRn 100%.

Ty 1&¢ EDso trung hoa IL-5 la EDso cta khang thé chudn tham chiéu (vi du,
khang thé mepolizumab chudn chira trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 1 va SEQ ID
NO: 2) chia cho EDso ctia khang thé mAu (vi du, mau bién thé mepolizumab hodc mau
ctia mé duoc san xuét cla ché phdm chtra khang thé mepolizumab chira trinh ty axit

amin cua SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2).
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Thuét ngit “duge phan 18p”, nghia 1 phén tir, nhu protein gin két khang nguyén
hodc axit nucleic, duge tach ra tir moi truong trong do no ¢d thé duge tim thiy trong tu
nhién. Vi dy, phén tir ¢6 thé duoc tinh ché tir cac chét trong d6 n6 thudong cd mat trong

tu nhién. Vi du, khdi lugng ctia phan ti trong méu c6 thé 13 95% tdng khdi lugng.

Céc thuét ngir “Vu” va “V.” dugce sir dung trong ban mo ta nay lan lugt dé cap
dén vung bién doi chudi ning va vung bién doi chudi nhe cta protein gan két khang

nguyén.

“CDR” duoc xac dinh 14 trinh ty axit amin vung quyét dinh bd tro cta protein
gin két khang nguyén. Co nhidu ving siéu bién ctia chudi ning va chudi nhe cua
immunoglobulin. C6 ba CDR chudi ning va ba chudi nhe (hodc ving CDR) trong
phan bién dbi ctia immunoglobulin. Do d6, "CDR" nhu dugc st dung trong ban mo ta
nay dé cap dén tt ca ba CDR chudi nang, tit ca ba CDR chudi nhe, tit ca CDR chudi
nhe va chudi ning, hodc it nhit mdt CDR va trong do it nhit mdét CDR 1a CDRH3.
Vung bo khung sau mdi trong sb cac ving CDR nay. Cac vung b khung 1, bo khung
2 va bo khung 3 ¢o thé chdp nhén cua ving bién dbi chudi ning va ving bién ddi
chudi nhe dé dang dugc xac dinh béi nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vurc nay.
Ving hang dinh chudi ning (bao gdm ving ban 18) va ving hing dinh chudi nhe ¢6
thé chip nhan dé dang dugc xac dinh bdi nguoi ¢o hiéu biét trung binh trong linh vuc
nay. Tuong ty, isotyp cia khang thé c6 thé chip nhan dé dang dugc xdc dinh boi

nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

Trong ban mo td nay, gbe axit amin trong trinh tu ving bién ddi va trinh tu
khang thé c6 chidu dai hoan chinh dugc dénh sé theo quy udc danh s Kabat. Tuong
tw, thuat ngdt “CDR”, “CDRL1”, “CDRL2”, “CDRL37, “CDRH1”, “CDRH2”,

“CDRH3” duoc st dung trong ban mo ta ndy ciing theo quy udc danh s6 Kabat.

R rang 1a ddi v6i nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, ¢6 quy udc
danh sé khac d6i v6i gde axit amin trong trinh ti ving bién ddi va trinh tw khang thé
¢6 chiéu dai hoan chinh. Ciing c6 quy wéc danh s6 khac dbi véi trinh tw CDR, vi du,
danh sb theo quy u6c danh s6 Chothia. C4u trac va doan gép protein clia khdng thé c6
thé ¢6 nghia 1a cac gbc khac duge xem 1a mot phan ctia trinh ty CDR va s& dugc hiéu

nhu béi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.
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Quy udc danh s6 khac ddi véi trinh ty CDR 14 sén ¢ dbi véi nguoi ¢o hiéu biét
trung binh trong linh vuc nay bao gdm phuong phap “AbM” (University of Bath) va
phuong phap “tiép xuc” (University College London). Vung trang ldp td1 thiéu bing
céch st dung it nhit hai trong s cac phuong phdp Kabat, Chothia, AbM va phuong
phap tiép xtic 6 thé duoc xac dinh dé tao ra “don vi ghn két t6i thidu”. Pon vi gin két

t6i thiéu co thé 1a tiéu phan ctia CDR.

Bang S sau day thé hién mot dinh nghia bang cach st dung mdi quy udc danh
sé dbi voi mdi CDR hoic don vi gén két. Phuong phép danh sb Kabat duoc st dung
trong bang 5 @ danh sb trinh tu ving bién dbi axit amin. Cin luu ¥ ring mot vai trong

sb cac dinh nghia CDR ¢6 thé thay dbi phu thudc vao mdi cong bd duge str dung.

Béang 5
CDR theo
CDR theo CDR theo CDR theo Pon vi
phuong .z
phuong phéap 4 phuong phdp | phuong phap | gén ket
a . . .
Kabat PP AbM tiep xuc toi thiu
Chothia
H1 |31- 26- 26- 30- 31-32
35/35A/35B 32/33/34 35/35A/35B 35/35A/35B
H2 | 50-65 52-56 50-58 47-58 52-56
H3 | 95-102 95-102 95-102 93-101 95-101
L1 |24-34 24-34 24-34 30-36 30-34
L2 |50-56 50-56 50-56 46-55 50-55
L3 | 89-97 89-97 89-97 89-96 89-96

“Phin tram twong ddng” gifta trinh ty axit nucleic truy van va trinh tu axit
nucleic dich 1a gia tri “twong ddng”, dugc thé hién dudi dang phan trim, ma dugc tinh

bing thuét toan BLASTN khi trinh ty axit nucleic dich c¢6 100% mirc dd che phu truy
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van voi trinh tu axit nucleic truy vén sau su sip thing hang BLASTN bét cap duge
thuc hién. Su sip thang hang BLASTN bt cip nay giita trinh ty axit nucleic truy vén
va trinh tu axit nucleic dich dugc thyc hién béng cach sir dung mo hinh chuén cua
thuat toan BLASTN sén c6 trén trang web ctia “the National Center for Biotechnology
Institute” véi viée tét bd loc ddi véi ving phirc hop thap. Quan trong hon 1, trinh tu
truy vAn c6 thé duge mo ta béng trinh ty axit nucleic duge xac dinh trong mot hoéc

nhiéu diém yéu ciu bao ho trong ban mo ta nay.

Trinh tu axit nucleic ma co thé 1a hiru dung, va bao gbm, trong ché phim va
phuong phap lién quan theo sang ché co thé co6 khoang 85% dén khoang 100%,
khoang 90% dén khoang 100%, khoang 95% dén khoang 100%, khoang 91%, khoang
92%, khoang 93%, khoang 94%, khoang 95%, khoang 96%, khoang 97%, khoang
98%, khoang 99% va khoang 100% tuong ddng véi trinh ty axit nucleic dugc xdc dinh
trong ban md ta nay (vi duy, axit nucleic ma hoa chudi ning khang thé hodc chudi nhe
khang thé). Trong ban md ta nay, phan tram twong ddng giita trinh ty axit nucleic dugc
md ta c6 thé bao gdm bét ky khodng nho roi rac cla phan trim khoang tuong dong
dugc mo ta trén day (vi dy, bt ky khoang cua gia tri nguyén trong khoang cu thé hosc

gia tri nho roi rac trong khoang cu the).

“Phin trdm twong dong” gifta trinh ty axit amin truy vAn va trinh tu axit amin
dich la gia tri “twong ddng”, duoc thé hién duéi dang phan tram, ma dugc tinh bang
thuét toan BLASTP khi trinh tu axit amin dich c6 100% muc d6 che phu truy van véi
trinh tu axit amin truy van sau sy sép thang hang BLASTP bét cap duoc thuc hién. Su
sip thing hang BLASTP bt cap nay gifta trinh ty axit amin truy van va trinh tu axit
amin dich dugc thuc hién bang cach st dung mo hinh chuén ctia BLASTP thuét toan
1a sin c6 trang web cua “the National Center for Biotechnology Institute” v6i viée tit
bd loc dbi v6i ving phitc hop thap. Quan trong hon 14, trinh tu truy vén c6 thé duge
mo ta béng trinh tu axit amin dugc xac dinh trong mot hodc nhiéu diém yéu ciu bao ho
trong ban mo ta nay.

Trinh tu axit amin ma c6 thé 13 hitu dung, va bao gdm, trong ché phim va
phuong phap lién quan theo sang ché co thé co6 khoang 85% dén khoang 100%,
khoang 90% dén khoang 100%, khoang 95% dén khoang 100%, khoang 91%, khoang
92%, khoang 93%, khoang 94%, khoang 95%, khoang 96%, khoang 97%, khoang

98%, khoang 99% va khoang 100% tuong ddng voi trinh ty axit amin duoc xac dinh
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trong ban md ta nay (vi du, dbi voi chudi ning khang thé hodc chudi nhe khéng thé).
Trong ban mo ta nay, phin trim twong ddng gitta trinh ty axit amin duge mo ta c6 thé
bao gdm bat ky khoang nho rdi rac cia phan trim khoéng tuong ddng duge md ta trén
day (vi du, bét ky khoang cua gié tri nguyén trong khodng cu thé hodc gia tri nho roi

rac trong khoang cu thé).

Thuét ngfr “peptit”, “polypeptit”, “protein” va “mach peptit” d& cap dén phan tir

chira hai hodc nhidu gdc axit amin. Peptit c6 thé 1a dang monome hodc dang polyme.

Nhu duge x4c dinh trong linh vuc nady mot s6 sy thé axit amin dugc xem 1
"bao toan". Axit amin dugc phén loai thanh nhiéu nhom trén co s& dic tinh mach
nhanh thong thuong va su thé trong nhém ma duy tri tit ca hoic hiu nhu tat ca ai luc
gin két ctia protein gin két khang nguyén dugc xem 1a su thé bao toan. Xem, Bang 6.
Protein gén két khang nguyén dugc bdc 10 trong ban md ta nay c6 thé chira su thé axit

amin “bdo toan” nay.

Béang 6

Mach nhénh Thanh phan

Ky nuéc met, ala, val, leu, ile
Trung hoa va nuéce cys, ser, thr

Cé tinh axit asp, glu

C¢ tinh bazo asn, gln, his, lys, arg
Gbc ma anh huong dén sy dinh huéng mach gly, pro

Thom trp, tyr, phe

Thuat ngtt “dugc pham” nhur dugc st dung trong ban mo ta nay c6 nghia la ché

pham thich hop dé str dung cho nguoi bénh.

Dugc phim duge mo té trong ban md ta ny c6 thé chira hdn hop thanh phan

tinh ché ctia khang thé nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay.
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Vi du, duge phdm c6 thé chira hdn hop thanh phan tinh ché cua khang thé nhu

dugc mo ta trong ban mo ta nay két hop v6i chit mang dugc dung.

N6i chung, duoc phidm nay chira chét mang duoc dung nhu da biét va dugc su
dung trong thuc tién thuc hanh co6 thé chap nhan dugc vé& duogc phém. Vi du vé nay
chit mang bao gbm chat mang dugc vo tring, nhu nude mudi, dung dich Ringer, hodc
dung dich dextroza, tuy y dugc dém véi chét démthich hop dén pH trong khoang 1a 5
dén 8.

Duoc phém 6 thé duogc st dung béng cach tiém hodc truyén (vi du, trong tinh
mach, trong bung, trong da, duéi da, trong co, hodc qua da). Tt hon néu ché phdm
nay khong chira vat chét dang hat c6 thé quan st dugc bing mat. Dugc phdm c6 thé
chtra trong khoang tir 1 mg dén 10 g cia protein gin két khang nguyén, vi duy, trong
khoang tir 5 mg va 1 g cua protein gin két khang nguyén. Theo mdt phuong an khac,
ché phidm c6 thé chira trong khoang tir 5 mg va 500 mg cua protein gin két khang

nguyén, vi du, trong khoang tir 5 mg va 50 mg.

Phuong phap bao ché dugc phdm nay 1a da biét d6i véi nguoi co hidu biét trung
binh trong linh vuc nay. Duogc phim c6 thé chta trong khoang tir 1 mg dén 10 g cia
protein gin két khang nguyén trong dang lidu don vi, tlly y cung v6i hudng dan sir
dung. Dugc pham c6 thé duoc 1am kho lanh (1am dong kho) dé hoan nguyén truge khi
st dung theo phuong phéap da biét hodc hién nhién ddi véi ngudi co hidu biét trung
binh trong linh vuc nay. Néu khang thé c¢6 kiéu twong dwong (isotyp) I1gG1, chét chelat
hoa cua déng, nhu xitrat (vi du, natri xitrat) hodc EDTA hodc histidin, c6 thé dugc bd
sung vao dugc phim dé 1am giam muc do cla sy thodi bién do ddng cua khang thé co
isotyp nay. Duogc pham cling c6 th& chira chit 1am tan, nhu arginin, chit hoat dong bé
mit/chat chdng két tu nhu polysorbat 80, va khi tro nhu nito dé thay thé oxy trogn

khoang trdng trong 10.

Thuat ngt “luvgng hitu hiéu c6 tac dung tri liéu” nhu duoc su dung trong ban
md ta ndy ¢ nghia la lugng cua chét (nhu khang thé hoic duoc pham), ma tao ra loi
ich tri liéu trong viéc didu tri hodc kiém so4t mot hodc nhiéu triéu chirng cta tinh trang
bénh ly dugc didu tri (nhw hen suyén, hen suyén ting bach cAu 4i toan trdm trong, hen
suyén ting bach cAu 4i toan khong kiém soat, hen suyén tdng bach cau 4i toan, hen

suyén ting bach cau 4i toan & muiic nhd, bénh phoi tac ngh&n man tinh, viém mach va
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da u hat di tng (EGPA), hoi ching tdng bach ciu 4i toan va polyp mili xoang). Vi du
vé viée didu tri hodc kidm soat ciia mot hodc nhiéu tridu chimg nay cua hen suyén -
bao gdm hen suyén ting bach cAu 4i toan trAm trong, hen suyén ting bach cdu 4i toan
khong kiém sodt, hen suyén ting bach céu 4i toan hodc hen suyén ting bach ciu &i
toan & muc nhod - bao gdm 1) giam tudn sut bénh hen suyén tré nén trdm trong; 2)
giam vé thoi gian dbi véi viee bénh 14n dau tréd 1én tram trong déng ké v& miat 1am sang
can phai ding corticosteroid toan than hodc theo dudng miéng, nhép vién, va/hodc
nhap khoa cap ctru (emergency department - ED); 3) giam tan sudt cta viéc bénh trg
1én trAm trong cén phai nhap vién (bao gdm viéc phai ludn dng vao khi quéan va viéc
phéi vao phong cham séc déc biét hodc s6 1an phai nhap khoa cép ciru; 4) gidm thoi
gian dbi v6i viee bénh 1an dau trd 1én trdm trong can phai nhap vién hodc nhap khoa
chp ctu (ED); 5) thay dbi tr duong co s trong tién thir nghiém gidn phé quan 1am
sang FEV1; 6) thay dbi tir dudng co s& trong hau thir nghiém gian phé quan 1am sang
FEV1; 7) thay ddi tir dudng co s trong didm cau héi didu tra kiém soat hen suyén
(ACQ); 8) tang chirc ndng phdi nhu duge dénh gia bang phép do dung tich phdi (vi du,
dung tich séng (VC), thé tich khi toan bd duogc tho ra ging strc trong mot lan thé
(FVC), thé tich khi thé ra géng strc trong 1 gidy dau tién (FEV) & céac khoang thoi gian
12 0,5, 1,0 (FEV)), 2,0, va 3,0 gidy, luu luong tho tdi da 1a 25-75% (FEF 25-75) va
thong khi tu t6i da (MVV) téng dung tich phoi, thé tich khi luu thong, thé tich khi cin,
thé tich duy trit tho ra, thé tich duy tri hit vao, dung tich hit vao, dung tich séng hit vao,
dung tich sdng, dung tich c&n chirc ning, thé tich khi can dwoc thé hién duéi dang
phin trim clia tong dung tich phdi, thé tich khi phé nang, thé tich thuc cta phdi bao
gdm thé tich cta phé quan dan, thé tich khi toan bd duoc thd ra ging stc trong mot lan
thd, v.v.); va 9) mac giam v& 14n bénh hen suyén tré 1én trdm trong can dung steroit dé
kidm soat (nhu steroit ding theo dudng miéng hodc steroit—nhu prednison,
prednisolon v.v.--dugc st dung theo dudng bét ky). Mtic giam vé viéc bénh hen suyén
tr& 1én trdm trong can dung steroit dé kiém soat c6 thé 1a khoang 50% mirc giam vé
viéc bénh tré 1én tram trong can dung steroit (vi du, steroit dung theo duong miéng).

Luong hitu hiéu c6 tac dung tri liéu va ché do diéu tri thuong duge xac dinh
theo kinh nghi€ém va co thé phu thudc vao cac yéu td, nhu tudi, can ning, va tinh trang
strc khoe ctia nguoi bénh va bénh hodc ri loan can duoc diéu tri. Céc yéu t6 nay trong
tAm hiéu biét ctia bic s¥.
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Lidu cta protein gén két khang nguyén dugc st dung cho dbi tugng thuong
nam trong khoang 1 pg/kg dén 150 mg/kg, trong khoang tur 0,1 mg/kg va 100 mg/kg,
trong khoang tir 0,5 mg/kg va 50 mg/kg, trong khoang tir 1 va 25 mg/kg, trong khoang
tir khoang 0,3 mg/kg va khoang 3 mg/kg hodc trong khoang 1 va 10 mg/kg thé trong
ctia dbi twong. Vi du, lidu c6 thé 1a 10 mg/kg, 30 mg/kg, hodc 60 mg/kg. Liéu ciing c6
thé 1a tr 10 mg/kg dén 110 mg/mg 15 mg/kg dé 25 mg/kg hodc 15 mg/kg dén 100
mg/kg. Protein gin két khang nguyén co thé duogc st dung, vi du, ngoai dudng ti€u
hoa, duédi da, trong tinh mach, hodc trong co. Liéu ciing c6 thé duoc str dung trén co s
mdi dbi twong nhu khoang 20 mg mdi ddi twong dén khoang 750 mg mdi ddi tugng,
khoang 75 mg mdi dbi twong dén khoang 750 mg mdi dbi tugng, khoang 20 mg mdi
dbi teong dén khoang 200 mg mdi dbi twong. Liéu c6 thé 1a bat ky khoang nho rdi rac
trong khoang lidu nay. Vi du, lidu (nhu liéu ctia mepolizumab hodc dugc phim chira
mepolizumab) cling ¢o thé dugc str dung dudi da trén co s& mdi dbi tuong nhu khoang
100 mg mdi dbi twong (vi du, mot 1An mdi bdn tuin), hoic 300 mg mdi dbi tuwong
(hoic liéu khac dugc st dung c6 thé 1a dudi da véi, do sinh kha dung vé co ban la
twrong ddng, hoic twong dwong, dugc tao ra nhu voi viéc st dung trong tinh mach - vi
du, ba lidu 12 100 mg mdi ddi twong dé tao ra téng lidu dugc sir dung dudi da 1a 300

mg mdi ddi tugng).

Khoang dugc mb ta trong ban mo ta ndy, cla loai bat ky, bao gom tat ca cac gia
tri trong khoang cu thé dugc mo ta va gia tri xung quanh diém cudi doi véi khoang cu

thé.

Néu can, liéu hang ngay hitu hiéu ctia ché pham tri li¢u ¢ thé duoc sir dung la
hai, ba, bon, nam, sau hodc nhiéu liéu duge st dung mot cach riéng r& ¢ khoadng thoi

gian thich hop trong ngay, tuy y, & dang lidu don vi.

Viéc st dung cua lidu ¢6 thé 12 bing céc truyén cham lién tuc trong khoang thoi
gian tur 2 dén 24 gid, nhu 1a tir 2 dén 12 giv, hodc tir 2 dén 6 gid. Viéc sir dung nay co
thé lam giam tc dung phu.

Viéc st dung cua lidu ¢6 thé duoc lap lai mot hodc nhiéu 14n néu cén, vi du, ba
1An mdi ngdy, mdt 1an mdi ngay, mot 14n mdi 2 ngay, mot JAn mot tudn, mot 1an mdi
14 ngay, mot lan thang, mot JAn mdi 3 thang, mot 1an mdi 4 thang, mot 1an mdi 6

thang, hodc mot 1an mdi 12 thang. Protein ghn két khang nguyén c6 thé dugc str dung
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theo liéu phap duy tri, vi du mot ]An mot tudn trong thoi gian 6 thang hodc nhiéu hon.
Protein gin két khang nguyén c6 thé dugc st dung theo liéu phap gidn doan, vi dy,
trong thoi gian 3 dén 6 thang va sau d6 khong c6 lidu nao trong 3 dén 6 thang, sau do
sir dung cuia protein gén két khang nguyén lai trong 3 dén 6 thang, va tuong ty, theo
chu ky.

Vi du, liéu ¢6 thé duogc st dung dudi da, mot 1An mdi 14 hodc 28 ngay, & dang
da liéu trén mdi ngay viéc st dung. Theo mot phuong an, lidu ctia ché pham 1a 100 mg

mot 1an mdi 4 tun (28 ngay).

Protein gén két khang nguyén co6 thé duoc sir dung cho dbi tuong theo cach

hudng dich tri liéu vao vi tri cu thé.

Protein gin két khang nguyén trong phuong phép theo sang ché c6 thé dugce st
dung két hop véi mot hodc nhiéu hoat chét tri liéu khac, nhu khang thé hodc chit tc

ché phén tir nho.

Thuat ngt "diéu tri" va cdc thuat ngit bién ddi ctia n6 nhu dugc st dung trong
ban mo ta nay nghia la liéu phép didu tri. Khi lién quan dén tinh trang bénh ly cu thé,
diéu tri c6 nghia 1a: (1) dé cai thién tinh trang bénh ly ciia mot hodc nhiéu su biéu 19
sinh hoc cua tinh trang bénh ly, (2) dé can thiép véi a) mot hoac nhiéu diém trong con
duong sinh hoc ma din dén hoic chiu trach nhiém cho tinh trang bénh ly hoac b) mot
hodc nhidu sy bidu 16 sinh hoc cta tinh trang bénh 1y, (3) dé lam thuyén giam mot
hozic nhiéu tridu ching, tic dong hodc tic dung phu lién quan dén tinh trang bénh ly
hodc viéc diéu tri cia chung, (4) dé 1am cham su tién trién cta tinh trang bénh 1y hodc
mdt hogc nhidu su biéu 1§ sinh hoc cua tinh trang bénh ly hodc (5) dé ngin ngura sy
khéi phat ciia mot hodc nhiéu sy biéu 16 sinh hoc cta tinh trang bénh ly. Li€u phap
ngin ngtra cling dugc xem la nam trong pham vi nay. Ngudi c6 hiéu biét trung binh s&
xéc dinh duoc rang "viéc ngén nglra" khong thuét ngi tuyét d6i. Trong y té, "viéc ngin
ngua" dugc hidu 1a d& cap dén viéc st dung thubc dé ngin ngira dé hau nhu gidm bat
kha ning x4y ra hodc mtrc dd nghiém trong cta tinh trang bénh ly hodc su biéu 10 sinh
hoc cua chung, hodc d8 tri hodn su khéi phat cia tinh trang bénh 1y nay hoac su biéu 16

sinh hoc ctia chiing.

Thuat ngtt “ca thd”, “ddi tugng” va “nguoi bénh” duge sir dung thay thé cho

nhau trong ban mo ta nay. Déi tugng thudong 1a ngudi. Déi tuong cling ¢6 thé 14 dong
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vat ¢6 vu, nhu chudt nhét, chudt, hodc dong vat linh trudng (vi dy, khi dudi sé¢ hodc
khi). Pi tugng c6 thé 1a dong vat khong phai la ngudi. Protein gin két khang nguyén,
ché phim va phuong phép theo sang ché cling c6 st dung trong thu y. Déi tugng can
duoc diéu tri co thé 12 dong vt trang trai, vi du, bo hodc bo duc, cim, lon, trau, dé
hoac ngua, hodc co thé 1a dong vat gia dinh nhu ché hodc meo. Dong vat 6 thé c6 do

tudi bat ky, hodc dong vét trudng thanh.

Viéc diéu tri c6 thé 1a chita bénh, phong ngira hodc ngén ngura. Doi tuong 1a doi
tuong can mot trong so viéc di€u tri nay. Déi tuong can viée dicu tri c6 the bao gbm ca

thé d méc bénh cu thé, cling cac bénh c6 thé phat trién trong twong lai.

Do d6, phuong phap, protein gin két khang nguyén va ché phdm theo séng ché
dugc mo ta trong ban mo ta nay co thé duoc sir dung dbi véi viée diéu tri phong nglra
hodc viée diéu tri ngin ngira néu can. Trong trudng hop ndy, phuong phdp, protein gin
két khang nguyén va ché pham theo sang ché c6 thé duogc st dung dé ngin nglra hodc
tri hodn sy khai phat ciia mot hodc nhiéu khia canh hoic triéu chting cta bénh. Pbi
tugng co thé khong c6 triéu chimg cla bénh. Péi tugng c6 thé co gen dé méc bénh.
Luong hitu hiéu c6 tac dung phong ngira cua protein gin két khang nguyén dugc st
dung cho ca thé nay. Luong hitu hiéu c¢6 tac dung phong ngira 1a luong ma ngén ngra
hodc tri hodn sy khéi phét ciia mot hodc nhiéu khia canh hoic triéu chung ctia bénh

dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Phuong phéap, protein gin két khang nguyén va ché phdm theo séng ché khong
nht thiét phai chita khoi bénh hoan toan, hodc loai bé mdi triéu ching hodc su biéu 16
cua bénh dé tao ra viéc diéu tri bénh tin cdy. Nhu dugc xdc dinh trong linh vuc nay,
thudc duoc st dung lam thudc chira bénh trong phuong phéap didu tri c6 thé lam gidm
mic do nghiém trong cia tinh trang bénh cu thé, nhung khong nhAt thiét phai loai bd
mdi sy biéu 16 cia bénh duge xem la thube chira bénh hitu dung. Tuong tu, viéc diéu
tri phong ngua khong nhat thiét phai 1a hitu hiéu hoan toan trong viéc ngén nglra sy
khdi phéat cua bénh dé tao ra thudc phong ngira tin cdy. Viéc don thuan chi lam giam
tdc dong cta bénh (vi du, bing cach gidm s6 1an hodac muc dd nghiém trong cua triéu
chiing cta nd, hodc ting hi¢u qua cua viéc diéu tri khac, hodc béng cach tao ra hiéu
qua c6 lgi khac), hodc giam kha ndng ma bénh sé& xay ra (vi du bang céach tri hodn su

khai phat ciia bénh) hodc trdm trong trong d6i tuong, 1a du.
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Theo mot khia canh, sang ché dé xuét ché pham chira khéng thé co trinh tu axit
amin chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi
nhe nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2, hodc bién thé khang thé ¢6 trinh tu axit
amin chudi ning it nhit 90% tuong ddng véi trinh tu axit amin chudi niing nay va/hodc
trinh tu axit amin chudi nhe it nhit 90% twong ddng véi trinh tw axit amin chudi nhe

nay, trong do ché pham nay chta: <80% bién thé khang thé axit.

Theo mdt phuong an, ché pham c6: a) >0,70 su gén két khang nguyén dic hiéu
IL-5; va/hodc b) > 70% su gén két FcRn. Su gén két khang nguyén dac hiéu IL-5, nhu
gén két v4i IL-5 & nguoi chira trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 11, ¢6 thé duogc xac
dinh bang cach st dung chuén thir nghiém, nhu cdng hudng plasmon bé miat (vi du,
BIACORE™), ma da biét trong linh vuc nay. Su gén két FcRn tuong tu ¢co thé dugc
x4c dinh bang cich st dung chuén thr nghiém, nhu cong hudng plasmon bé mat (vi

du, BIACORE™), ma d3 biét trong linh vyc nay.

Theo mot phuong an khac a) su gén két khang nguyén dac higu nim trong
khoang tir 0,70 dén 1,30; va/hodc b) su gin két FcRn nam trong khoang tir 70% dén
130%. Theo mdt sd phuong an khéc, su gfn két khang nguyén dac hiéu c6 thé 1a trong
khoang 1a khoang 0,9 dén 1,1, 0,75 dén khoang 1, khoang 0,7 dén khoang 0,8, khoang
0,7, khoang 0,91 dén khoang 0,95, khoang 0,994 dén khoang 0,997 hodc khoang 0,7
dén khoang 0,9. Theo mdt s6 phuong an khac, su gfn két FcRn nam trong khoang tir
khoang 70% dén khoang 100%, khoang 100% dén khoang 130%, khoang 70%,
khoang 80%, khoang 90%, khoang 100%, khodng 110%, khoang 120%, khoang 80%
dén khoang 90%, khoang 80% dén khoang 100%, khoang 100% dén khoang 110%,
khoang 110% dén khoang 120%, khoang 120% dén khoang 130%, khodng 80% dén
khoang 120% va khoang 90% dén khoang 110%.

Theo mt phuong 4n, ché phim chira: <80% bién thé khang thé axit. Vi du, ché
phim c6 thé chira <75%, <70%, <65%, <60%, <55%, <50%, hodc <45% bién thé
khang thé axit.

Theo mét phuong 4n khac, ché phdm chira: <35% bién thé khang thé dugc khir

amit.

Theo mot phuong an khac, ché phim chira: <25% bién thé khang thé duoc khi

amit & N31 cua trinh tu axit amin chudi nhe. Vi du, ché phém c6 thé chira <22,5%,
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<20%, <17.5%, <15%, <125, <10%, hodc <7,5% bién thé khang thé dugc khir amit &

N31 ctia trinh tw axit amin chudi nhe.

Theo mdt phuong én khac, ché phim chira: <35% bién thé khang thé dugc khir
amit & N386 cua trinh tu axit amin chudi ning. Vi du, ché phém c6 thé chira <32,5%,
<30%, <25,5%, hodc <20%, <17,5%, <15%, <12,5%, <10%, hodc <7,5% bién thé

khang thé dugc khir amit & N386 cua trinh tu axit amin chudi ning.

Theo mot phuong an khac, ché pham chira: <55% bién thé khang thé dugc oxy

hoa.

Theo mot phuong an khac, ché pham chira: <55% bién thé khang thé dugc oxy
hoa & bit ky mot hodc dang két hop cta: a) M64 ctia trinh tu axit amin chudi ning; b)
M254 cua trinh tu axit amin chudi ning; va/hodc c) M430 cia trinh ty axit amin chudi
nang. Vi du, ché phim co thé chira <50%, <45%, <40%, <35%, <30%, hodc <25%,
<20%, <15%, <10%, hodc <5% bién thé khang thé dugc oxy héa & M64, M254,

va/hodc M430 cua trinh ty axit amin chudi ning.

Theo mot phuong an khac, ché phdm chtra: <3% bién thé khang thé dugc oxy
héa & W52 cia trinh tw axit amin chudi nang. Vi du, ché phim co thé chira <2,5%,
D%, <1,5%, <1%, <0,5%, <0,4%, <0,3%, <0,25%, <0,2%, <0,15%, hoic <0,1% bién
thé khang thé dugc oxy hoa & W52 cla trinh ty axit amin chudi ning.

Theo mdt phuong an khac, lugng bién thé khang thé dugc khir amit va/hodc

luong bién thé duoc oxy hoa, duge xac dinh bing lap ban d6 peptit LC-MS/MS.

Theo mot phuong 4n khac, ché pham chira: <20% bién thé khang thé két tu. Vi
du, ché phim 6 thé chira <17,5%, <15%, <12,5, <10%, <7,5%, <5%, hodc <4%, bién
thé két tu. Ché phém c6 thé chira nho hon hodc béng 3%, 2%, 1% hoac 0,5% khang
thé k&t tu. Ché pham c6 thé chira nhidu hon hodc bing 98% khang thé dang monome.

Theo mot phuong 4n khac, bién thé khang thé két tu chira dime. Khang thé két
tu ndy c6 thé chira hai phén tir khang thé (vi dy, hai phén tir khing thé IgG1).

Theo mdt phwong an khac, lugng bién thé khang thé két tu duge xac dinh bang
sc ky loai trr kich thude (SEC). Phuong phap thue hién sic ky loai trir kich thudce va

do kich thudc phén tir protein la da biét trong linh vuc nay.
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Theo mot phuong an khéc, ché phdm chta: >50% bién thé khang thé dugc loai
b6 lysin K449 dAu cudi C cta trinh ty axit amin chudi ning. Vi dy, ché phédm c6 thé
chita >60%, >70%, >75, >80%, >85%, >90%, hodc >95% bién thé khang thé duoc loai

bo lysin K449 dAu cudi C ciia trinh ty axit amin chudi nang.

Theo mot phuong an khéc, ché phim chira: >50% bién thé khang thé pyro-
glutamat diu cudi N cua trinh tu axit amin chudi ning. Vi du, ché phém c6 thé chua
>60%, >70%, >75, >80%, >85%, >90%, hodc >95% bién thé khang thé pyro-glutamat

du cudi N cia trinh ty axit amin chudi ning.

Theo mdt phuong an khac, ché pham chira protein té bao vat chu (Host Cell
Protein - HCP). HCP c6 thé dugc tao ra tir t& bao CHO. HCP la tap chit phat sinh
trong quy trinh trai vGi cac chét lién quan dén san phdm mepolizumab (cu thé 1a
mepolizumab cung voi bién thé mepolizumab). Gi6i han c6 thé chép nhan vé tiéu
chuan cong nghiép dbi véi HCP ¢6 thé 1a lén dén 100ppm (bing 100ng/mg). Ham
lugng HCP trong ché pham dugc md ta trong ban md ta nay c6 thé 1a < 50 ng/mg, <40
ng/mg, < 30 ng/mg, hogc <20 ng/mg. Vi dy, ham lugng HCP cta ché phim co thé 1a <
10 ng/mg. Cu thé 1a embodiment, ham lugng HCP cua ché phdm co thé 1a < 5 ng/mg

hodc <2 ng/mg.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuét ché phém chira khang thé c6 trinh tu
axit amin chudi ning nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu axit amin
chudi nhe nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2, hofc bién the khéng thé co trinh tu
axit amin chudi nang it nhit 90% tuong ddng véi trinh ty axit amin chudi ning nay
va/hodc trinh tu axit amin chudi nhe it nhat 90% tuong déng v&i trinh tu axit amin
chudi nhe nay, trong do ché phdm nay chira: <80% bién thé khang thé axit va <20%

bién thé khang thé két tu.

Theo mot khia canh khac, séng ché dé xuit ché pham chira khang thé c6 trinh tu
axit amin chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu axit amin
chudi nhe nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 2, hodc bién thé khang thé c6 trinh tu
axit amin chudi ning it nhat 90% tuong ddng véi trinh ty axit amin chudi ning nay
va/hodc trinh ty axit amin chudi nhe it nhat 90% tuong ddng véi trinh ty axit amin
chudi nhe nay, trong d6 ché phim nay chita: <25% bién thé khang thé duoc khtr amit &

N31 cda trinh ty axit amin chudi nhe; va <20% bién thé khéng thé két tu.
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Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuit ché phém chtra khang thé ¢6 trinh tu
axit amin chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin
chudi nhe nhu duge thé hién trong SEQ ID NO: 2, hofc bién thé khang thé ¢6 trinh tu
axit amin chudi nang it nhit 90% twong ddng véi trinh ty axit amin chudi ning nay
va/hodc trinh tu axit amin chudi nhe it nhét 90% tuong dé)ng v6i trinh tu axit amin
chudi nhe nay, trong do ché phdm nay chua: <25% bién thé khang thé dugc khir amit &
N31 ctia trinh tu axit amin chudi nhe; <55% bién thé khang thé dugc oxy hoa & M64
cla trinh tu axit amin chudi ning; <3% bién thé duoc oxy hoa & W52 cua trinh ty axit

amin chudi ning; va <20% bién thé khang thé két tu.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xut ché phdm chira khang thé ¢6 trinh ty
axit amin chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu axit amin
chudi nhe nhur duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2, hodc bién thé khang thé ¢6 trinh ty
axit amin chudi ning it nhit 90% twong ddng véi trinh ty axit amin chudi ning nay
va/hodc trinh tu axit amin chudi nhe it nhit 90% tuong déng v04i trinh ty axit amin
chudi nhe nay, trong d6 ché phdm nay chua: <25% bién thé khang thé dugc khir amit &
N31 cua trinh tu axit amin chudi nhe; <35% bién thé khang thé duoc khir amit & N386

cua trinh tu axit amin chudi niang; va <20% bién thé khéng thé két tu.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét ché phim chtra khang thé c6 trinh tu
axit amin chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu axit amin
chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2, hodc bién thé khang thé ¢ trinh tu
axit amin chudi nang it nhit 90% twong ddng véi trinh ty axit amin chudi ning nay
va/hodc trinh ty axit amin chudi nhe it nhat 90% tuong dé)ng v§i trinh tu axit amin
chudi nhe nay, trong d6 ché phdm nay chua: <25% bién thé khang thé dugc khir amit &
N31 ciia trinh tur axit amin chudi nhe; <35% bién thé khang thé dugc khir amit & N386
ctia trinh ty axit amin chudi nang; <55% bién thé khang thé dugc oxy hoa 6 M64 cla
trinh tu axit amin chudi ning, M254 cia trinh ty axit amin chudi ning, M430 cua trinh
tur axit amin chudi niang; <3% bién thé khang thé duogc oxy héa & W52 cuia trinh tu axit
amin chudi ning; va <20% bién thé khang thé két tu.

Ché pham theo séng ché co thé con chira chit dém duge chon tir nhom bao gbém
natri phosphat diaxit heptahydrat, phosphat, axit xitric, xitrat, natri phosphat, kali
phosphat, natri xitrat, va histidin, mién 12 pH nam trong khoang 6,8 va 7,2 hogc pH la

tur pH 6,2 dén pH 6,6 v6i gid tri pH 12 6,3 duge uu tién. Chét dém trong ché pham theo
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séng ché c6 thé c6 mat trong khoang tir khoang 10-30 mM, khoang 10-20 mM, khoéang
20 mM hodc khoang 15,5 mM. Vi du, chit dém trong ché pham theo sing ché c6 mit
trong khoang 20 mM, hodc ¢ khodng 15,5 mM natri phosphat diaxit heptahydrat.

Ché pham theo séng ché c6 thé chira chit dém natri phosphat diaxit heptahydrat
va axit xitric mién 1a pH 1a tir 6,2 dén 6,6, trong do6 gia tri pH 1a 6,3 dugc uu tién. Chét
dém natri phosphat diaxit heptahydrat c6 thé ¢6 mit trong khoang tir khodng 15-16,4
mM va chit dém axit xitric ¢o thé c6 mit trong khoang tir khoang 3,8-4,9 mM. Vi du,
ché phim theo sang ché c6 thé chira khoang 15,5 mM natri phosphat diaxit
heptahydrat va khoang 4,5 mM axit xitric monohydrat.

Ché pham theo sang ché c6 thé con chira duong. Ché phim theo sang ché c6 thé
con chira sucroza. Sucroza co thé c6 mit trong ché phdm theo sang ché trong khoang
tir khoang 5-20%; khoang 10-15%, khoang 11-13% hodc & khoang 12% khéi lwong
theo thé tich.

Ché pham theo séng ché c6 thé con chira polysorbat 80. Polysorbat 80 c6 thé co
mit trong khoang tir khoang 0,01-0,1% khéi luong theo thé tich. Vi du, polysorbat 80
6 thé c6 mit trong ché phém theo séng ché & khoang 0,02% Kkhdi luong theo thé tich,
hodic & khoang 0,05% khi lugng theo thé tich.

Ché phdm theo sdng ché c6 thé con chira EDTA. EDTA ¢6 thé c6 mit trong
khoang tr khoang 0,01-0,1 mM. Vi du, EDTA ¢6 thé ¢6 mat & khoang 0,05 mM.

Theo mdt phuong an, ché phém theo sang ché con chira 20 mM natri phosphat
diaxit heptahydrat, 12% khdi luong ctia sucroza theo thé tich va 0,05% khdi lugng cia
polysorbat 80 theo thé tich.

Theo mot phuong an khac, ché pham theo sang ché con chta 15,5 mM natri
phosphat diaxit, 3,9 mM axit xitric monohydrat, 12% khdi luong cua sucroza theo thé

tich, 0,02% Kkhdi luong ctia polysorbat 80 theo thé tich va 0,05 mM EDTA.

Ché pham theo sang ché c6 thé chia ché phdm 1éng chtra nude & pH 6,2 chira
16,1 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 3,9 mM axit xitric monohydrat, 12% khéi
luong cia sucroza theo thé tich, 0,02% khdi luong cua polysorbat 80 theo thé tich va

0,05 mM EDTA.
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Ché phidm theo sang ché co thé chua ché phdm 16ng chira nudc & pH 6,2 chira
15,2 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 4,8 mM axit xitric monohydrat, 12% khéi
lugng cia sucroza theo thé tich, 0,02% khdi luong cta polysorbat 80 theo thé tich va

0,05 mM EDTA.

Ché phim theo sang ché co6 thé chtra ché pham 1éng chira nudc 6 pH 6,4 chia
15,8 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 4,2 mM axit xitric monohydrat, 12% khbi
lugng cuia sucroza theo thé tich, 0,02% khdi luong cta polysorbat 80 theo thé tich va

0,05 mM EDTA.

Ché phdm theo sang ché ¢6 thé chira ché pham léng chira nude ¢ pH 6,6 chia
16,3 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 3,7 mM axit xitric monohydrat, 12% khoi
lugng cda sucroza theo thé tich, 0,02% khdi lugng cua polysorbat 80 theo thé tich va

0,05 mM EDTA.

Ché phadm theo sang ché ¢o6 thé chtra ché pham léng chira nude ¢ pH 6,3 chua
15,5 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 4,5 mM axit xitric monohydrat, 12% khéi
luong cda sucroza theo thé tich, 0,02% khdi luong cua polysorbat 80 theo thé tich va
0,05 mM EDTA. Quan trong hon 1a, loc tiép tuyén va budc trao ddi siéu loc ctia Vi du
1 sau day c6 thé dugc didu chinh d tao ra ché pham theo séng ché, nhu ché phim theo
sang ché chtra 15,5 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 4,5 mM axit Xxitric
monohydrat, 12% khdi luong theo thé tich sucroza, 0,02% khdi luong theo thé tich
polysorbat 80, 0,05 mM EDTA & pH 1a 6,3—hodc cac ché phdm 1ong khéc.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuét ché pham chura hdn hop thanh phéan
tinh ché cta khang thé don dong va chit dém, trong d6 ché phadm nay 1a & pH tir 6,8
dén 7,2, trong do chdt dém la histidin, phosphat, axit xitric, Xitrat hoac mudi cla
ching, trong d6 hdn hop thanh phan tinh ché chua dang tuong tu ddc trung boi dinh
65, dinh 78, dinh 88, dinh 92, dinh chinh va dinh 112 duoc thé hién trong Fig. 1, trong
d6 khang thé nay chira trinh ty axit amin chudi ning co it nhit 90% twong dong véi
trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi nhe c6 it nhit 90%
tuong ddng véi trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 2, va trong do6 khang thé dugce tao
ra tr t& bao budng tring chudt Hamster Trung Québc. Trong ché phdm, chudi nang co
thé chira trinh tu axit amin c6 it nhit 95%, 96%, 96,88%, 97%, 98% hodc 99% tuong

dbng véi trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 1. Trong ché phdm, chudi nhe co thé chia
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trinh tu axit amin co it nhat 98%, 98,63 hodc 99% tuong déng v§i trinh tu axit amin

cua SEQ ID NO: 2,

Theo mdt phuong 4n, chét dém 1a it nhdt mot dang dugce chon tir nhém bao gdm

natri phosphat diaxit heptahydrat, phosphat, axit xitric va xitrat.

Theo mot phuong an khac, chit dém 1a natri phosphat, kali phosphat, hodc natri

xitrat.

Theo mot phuong an khac, ché phim con chtra dudng, hydrat cacbon va/hodc
mudi.
Theo mot phuong an khéc, ché phim chira sucroza.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét ché phim chira hon hop thanh phéan
tinh ché cta khang thé don dong va chit dém, trong do ché phdm nay 1a ¢ pH tir 6,8
dén 7,2, trong d6 chit dém 1a phosphat hodc mubdi ctia chiing, trong d6 hén hgp thanh
phén tinh ché chira dang twong ty ddc trung boi dinh 65, dinh 78, dinh 88, dinh 92,
dinh chinh va dinh 112 duogc thé hién trong Fig. 1, trong d6 khéang thé nay chtra trinh
ty axit amin chudi ning c6 it nhit 90% tuong ddng véi trinh ty axit amin ctia SEQ ID
NO: 1 v trinh tu axit amin chudi nhe c6 it nhit 90% twong ddng véi trinh tu axit amin
cua SEQ ID NO: 2, va trong d6 khang thé duoc tao ra tir t& bao budng trimg chudt

Hamster Trung Quéc.

Theo mot phuong an khac, chét dém 1a it nhat mot dang dugce chon tir nhém

bao gdm natri phosphat diaxit heptahydrat, phosphat, axit xitric va xitrat.
Theo mot phuong an khéc, ché pham con chira dudng.
Theo mot phuong an khéac, dudng la sucroza.
Theo mot phuong an khac, ché phdm chira polysorbat 80.

Theo mdt phuong an khdc, ché phidm chtra mot thanh phan dugc chon tir thanh
phan ché pham tht nhét bao gdbm 20 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 12% khdi
lugng cta sucroza theo thé tich va 0,05% khdi luong cua polysorbat 80 theo thé tich;
va thanh phan ché phdm thir hai 1a 15,5 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 3,9 mM
axit xitric monohydrat, 12% khdi luong clia sucroza theo thé tich, 0,02% khdi luong
cia polysorbat 80 theo thé tich va 0,05 mM EDTA; va thanh phan ché pham thir ba
bao gdbm 26 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 15% khdi luong ctia sucroza theo
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thé tich va 0,065% khéi lwong cita polysorbat 80 theo thé tich. Ché pham c6 thé 1a &
pH gitta khoang 6,8 dén khoang 7,2, khoang 6,1 dén khoang 6,5 hodc khoang 6 dén
khoang 6,6,

Theo mot phuong an khac, khang thé c6 hing sd phan ly bang, hodc nho hon,
khoang 3,5x10°'!' M ddi véi interleukin-5 & ngudi chtra trinh ty axit amin dugc thé

hién trong SEQ ID NO: 11,

Theo mdt khia canh khéc, sang ché @ xuit ché phdm chtra a) khang thé khang
IL-5 chira trinh tu chudi ning co it nhit 90% tuwong déng v6i trinh tuy axit amin duoc
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chudi nhe cé it nhat 90% tuong ddng véi trinh
tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; va b) dang chinh cta khang thé chua
nhidu hon, hodc bing, 50% la protein trong ché phim nhu dugc xac dinh bing cach st
dung dién di mao quan hoi tu dang dién ddi véi ché pham. Dang chinh ctia khdng thé
ciing ¢6 thé chira nhiéu hon, hodc bang, 57,9%, 59,4%, va 60% la protein trong ché
phim nhu duge xac dinh bang cach st dung dién di mao quéan hoi tu ding dién db6i véi

ché pham.

Theo mdt phuong an khéc, dang chinh cua khang thé chira it nhat mot gde axit
amin dugc oxy hoéa dugce chon tir nhém bao gém géc axit amin chudi ning dugc oxy
héa & tryptophan 52, gbc axit amin chudi ndng dugc oxy héa & metionin 64, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 82, géc axit amin chudi ning dugc oxy hoa
& metionin 85, gbc axit amin chudi nang dugc oxy héa & xystein 222, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 254, géc axit amin chudi ning dugc oxy hoa &
metionin 360, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 430, gbc axit amin
chudi nhe dugc oxy héa & metionin 4 va gbe axit amin chudi nhe duoc oxy hda ¢

xystein 220.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuét ché phim chira a) khang thé khang
IL-5 chta trinh tu chudi ning co it nhit 90% tuong déng v6i trinh tu axit amin dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chudi nhe c6 it nhat 90% tuong ddng véi trinh
tu axit amin duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2; b) dang chinh ctia khang thé chira
nhiéu hon, hoic béng, 50% la protein trong ché phém nhu duoc xac dinh béng cach su
dung dién di mao quan hoi tu dang dién ddi véi ché phdm; va c) dang axit ctia khdng

thé chtra khoang 20% dén khoang 45% 1a protein trong ché phim nhu dugc xac dinh
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bang cach sir dung dién di mao quan hoi tu déng dién ddi véi ché phdm. Dang axit cta
khéng thé cling c6 thé chira nhidu hon, hodc béng, 37,6%, 37,8%, 38,4% va 39,8% la
protein trong ché phdm nhu duge xé4c dinh bang cach st dung dién di mao quan hoi tu
dAng dién dbi v6i ché phédm. Téng dién tich dinh axit dugc xac dinh bang cIEF ¢6 thé

cao lén dén 72% va van duy tri sy gén két dzc hiéu IL-5 0,74 va su gén két FcRn80%.

Theo mdt phuong an khac, dang axit cia khang thé chua it nhat mot dang duge
chon tir nhém bao gé)ln dang axit ctia dinh 65, dang axit cia dinh 78, dang axit cua
dinh 88 va dang axit cia dinh 92.

Theo mot phuong an khéc, dang axit cua khang thé chura it nhat mot gbe axit
amin dugc khir amit dugc chon tir nhém bao gém géc axit amin chudi ning dugc khir
amit & asparagin 299, gbc axit amin chudi ning dugc khir amit ¢ asparagin 317, gbe
axit amin chudi ning dugc khir amit & asparagin 386 va géc axit amin chudi nhe dugc
khtr amit & asparagin 31. Mirc ¢6 thé chép nhén cua su khir amit trén chudi nhe N31
nhiéu hon hoic b%mg 17%, hoac nhiéu hon hodc béng 17,4% nhu dugc xac dinh béng
céch 1ap ban dd peptit chudi nhe MS/MS. Mirc c6 thé chip nhan cia sy khir amit trén
chudi ning 386 nhidu hon hodic bing 30% nhu duge xac dinh bang cach lap ban dd
peptit chudi nhe MS/MS. Mic 16n hon ¢6 thé chap nhan dugc c6 thé 1a mérc cia bién
thé cu thé ma cho phép phan tir khang thé trong ché pham duy tri hoat tinh gin két
khang nguyén la khoang 0,70 dén khoang 1,30 nhu dugc xac dinh bang SPR va hoat
tinh gin két FcRn 1a khoang 70% dén khoang 130% nhu duoc xac dinh bang SPR
hoac gia tri hoat tinh gfn két khang nguyén hodc hoat tinh gin két FcRn khac, hodc

khoang, duogc boc 10 trong ban mo ta nay.

Theo mot phuong &n khac, dang axit ciia khang thé chira it nht mot gde axit
amin dugc oxy hoa dugce chon tir nhém bao gbm gbc axit amin chudi ning dugc oxy
héa & tryptophan 52, gbc axit amin chudi nang dugc oxy hoa & metionin 64, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 82, gbc axit amin chudi nang dugc oxy hoa
& metionin 85, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hda & xystein 222, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoa & metionin 254,a gbc axit amin chudi nang duoc oxy hoéa &
metionin 360, gbc axit amin chudi ndng duwgc oxy héa & metionin 430, gbc axit amin
chudi nhe dugc oxy hoa & metionin 4 va géc axit amin chudi nhe duoc oxy hoa &
xystein 220. Mtrc oxy hoa cé thé chip nhén trén chudi ning gbc cua khang thé nhu

duge xéc dinh bing cach 1ap ban dd peptit LC-MS/MS c6 thé 1a khoang 50% dbi véi
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chudi ning M64, M254, va M430 va khoang 3% dbi voi chudi ning W52. Muc 16n
hon c6 thé chdp nhan duoc co thé 12 muc cia bién thé cy thé ma cho phép phén tir
khang thé trong ché phdm duy tri hoat tinh gén két khang nguyén 1a khoang 0,70 dén
khoang 1,30 nhu dugc xac dinh bing SPR va hoat tinh gén két FcRn 1a khoang 70%
dén khoang 130% nhu duoc xdc dinh bang SPR hodc gia trj hoat tinh gén két khang
nguyén hodc hoat tinh gén két FcRn khac, hodc khoang, dugc bdc 10 trong ban mo ta
nay.

Theo mot phuong 4n khac, dang chinh cua khang thé chtra it nhat mot gde axit
amin dugc oxy héa dugc chon tir nhom bao gbm gdc axit amin chudi niing dugc oxy
héa & tryptophan 52, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 64, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy hda & metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa
& metionin 85, gbc axit amin chudi ning duoc oxy hoa ¢ xystein 222, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 254, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa &
metionin 360, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hda ¢ metionin 430, gbc axit amin
chudi nhe dugc oxy hoa ¢ metionin 4 va gbc axit amin chudi nhe dugc oxy héa &
xystein 220; va dang axit ciia khang thé chira it nhAt mot gbc axit amin dugc oxy hoéa
duoc chon tir nhém bao gbm gde axit amin chudi ning dugc oxy hoa & tryptophan 52,
gbc axit amin chudi ning duogc oxy héa & metionin 64, gbc axit amin chudi niang duoc
oxy hoa ¢ metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 85, gbc axit
amin chudi ning dugc oxy hoa & xystein 222, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa
& metionin 254, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 360, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy héa ¢ metionin 430, gbc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &

metionin 4 va gdc axit amin chudi nhe dugc oxy hda & xystein 220.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét ché phdm chtra a) khang thé khang
IL-5 chtra trinh tu chudi ning c6 it nhét 90% tuong doéng véi trinh ty axit amin dugce
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tur chudi nhe c6 it nhat 90% tuong déng v0i trinh
ty axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; b) dang chinh ctia khang thé chua
nhiéu hon, hodc bang, 50% la protein trong ché phdm nhu dugc x4c dinh bang céach st
dung dién di mao quan hoi tu déng dién dbi voi ché phém; va ¢) dang bazo cia khang
thé chua khoéng 1% dén khoang 15% la protein trong ché phidm nhu duoc xé4c dinh
bing cach st dung dién di mao quan hdi tu ding dién ddi véi ché phidm. Dang bazo

ctia khang thé ciing c6 thé chira nhidu hon, hodc bang, 2,2% va 2,3% la protein trong
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ché pham nhu dugc xéc dinh bang cach sir dung dién di mao quan hoi tu déng dién dbi

véi ché pham.

Theo mdt phuong 4n khac, dang bazo cia khang thé chtra dang bazo c6 dinh
112.
Theo mdt phuong 4n khac, dang bazo cla khang thé chira chudi ning c6 gbe

dAu cudi carboxy ma 1 glyxin 448.

Theo mot phuong 4n khéc, dang bazo cua khang thé chira it nhat mot gbc axit
amin dugc oxy héa dugc chon tir nhém bao gbm gbc axit amin chudi ning dugc oxy
hda & tryptophan 52, gbc axit amin chudi nang dugc oxy hoa & metionin 64, gbc axit
amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 82, gbc axit amin chudi niing dugc oxy hoda
& metionin 85, gdc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & xystein 222, gbc axit amin
chudi nang dugc oxy hoa ¢ metionin 254, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa &
metionin 360, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 430, gbc axit amin
chudi nhe dugc oxy hoéa & metionin 4 va gbc axit amin chudi nhe dugc oxy héa &

xystein 220.

Theo mdt phuong 4n khéc, dang chinh cua khang thé chira it nhat mot gde axit
amin dugc oxy hoa dugc chon tir nhém bao gbm gbc axit amin chudi ning dugc oxy
hoa & tryptophan 52, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoéa & metionin 64, gbe axit
amin chudi ning duoc oxy hda & metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa
& metionin 85, gdc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & xystein 222, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoa & metionin 254, géc axit amin chudi ning dugc oxy héa &
metionin 360, gbc axit amin chudi ning duoc oxy hda & metionin 430, gdc axit amin
chudi nhe dugc oxy hoa ¢ metionin 4 va géc axit amin chudi nhe dugc oxy héa &
xystein 220; va dang bazo cua khang thé chtra it nhat mot gde axit amin dugc oxy hoa
dugc chon tir nhém bao gbm gdc axit amin chudi niang duogc oxy hoa ¢ tryptophan 52,
gdc axit amin chudi ning duge oxy hoa ¢ metionin 64, gbc axit amin chudi ning duoc
oxy héa ¢ metionin 82, gbc axit amin chudi ning duge oxy hoa & metionin 85, gbc axit
amin chudi ning dugc oxy hoa & xystein 222, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa
& metionin 254, gdc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 360, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoéa & metionin 430, gbc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &

metionin 4 va gdc axit amin chudi ning duge oxy hoa & xystein 222.
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Theo mdt khia canh khéac, sang ché dé xuét ché phém chtra a) khang thé khang
IL-5 chia trinh tu chudi ning ¢ it nhét 90% tuong ddng véi trinh ty axit amin dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty chudi nhe c6 it nhat 90% tuong ddng véi trinh
tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; b) dang chinh cta khang thé chtra
nhidu hon, hodc bing, 50% la protein trong ché phdm nhu dugc xac dinh bang cach st
dung dién di mao quéan hdi tu déng dién dbi voi ché phém; ¢) dang axit cia khang thé
chira khoang 20% dén khoang 45% la protein trong ché phadm nhu duge xac dinh bang
cach st dung dién di mao quan hoi tu dang dién dbi véi ché phim; va d) dang bazo
ctia khang thé chtra khoang 1% dén khoang 15% la protein trong ché pham nhu dugc

xac dinh bang cach sir dung dién di mao quan hoi tu dang dién doi véi cheé pham.

Theo mdt phuong 4n khac, dang axit ciia khang thé chira it nhat mot gbe axit
amin duogc oxy héa dugc chon tir nhom bao gbm gde axit amin chudi nang dugc oxy
héa ¢ tryptophan 52, gbe axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 64, gbc axit
amin chudi ning dugc oxy hda ¢ metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoéa
& metionin 85, gdc axit amin chudi ning duoc oxy hoa & xystein 222, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoda & metionin 254, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa &
metionin 360, gbc axit amin chudi ning duoc oxy hoéa & metionin 430, gbc axit amin
chudi nhe dugc oxy hoa ¢ metionin 4 va géc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &
xystein 220; va dang bazo cia khang thé chira it nhat mot gdc axit amin dugc oxy hoa
dugc chon tir nhém bao gdm gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ tryptophan 52,
gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 64, gbc axit amin chudi niang dugc
oxy hoa ¢ metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 85, gbc axit
amin chudi ning dugc oxy hoa & xystein 222, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa
& metionin 254, gdc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 360, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoéa & metionin 430, gbc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &

metionin 4 va goc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & xystein 222.

Theo mot phwong an khac, dang chinh cta khang thé chtra it nhat mot gde axit
amin dugc oxy héa dugc chon tir nhém bao gbm gdc axit amin chudi ning dugc oxy
héa & tryptophan 52, gbc axit amin chudi ning duge oxy hoa & metionin 64, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoda
& metionin 85, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoda & xystein 222, gbc axit amin

chudi nang dugc oxy héa ¢ metionin 254, goc axit amin chudi ning dugc oxy hoa &
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metionin 360, gbc axit amin chudi ndng dugc oxy hoa ¢ metionin 430, gbe axit amin
chudi nhe dugc oxy hoa & metionin 4 va gbc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &
xystein 220; dang axit cua khang thé chura it nhdt mot gbc axit amin duge oxy hoa
duoc chon tir nhém bao gbm gde axit amin chudi ning dugc oxy hoa & tryptophan 52,
gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 64, gbc axit amin chudi ning duoc
oxy héa & metionin 82, gbc axit amin chudi niang dugc oxy hoa & metionin 85, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy hoa & xystein 222, gbc axit amin chudi niing dugc oxy hoéa
& metionin 254, gdc axit amin chudi ning dugc oxy hda ¢ metionin 360, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hda ¢ metionin 430, gbc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &
metionin 4 va gbc axit amin chudi nhe dugc oxy héa & xystein 220; va trong d6 dang
bazo cua khang thé chira it nhit mot géc axit amin dugc oxy héa dugc chon tir nhom
bao gdbm gdc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & tryptophan 52, gbc axit amin chudi
niang dugc oxy hoa & metionin 64, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin
82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 85, gbc axit amin chudi ning
duogc oxy hoa ¢ xystein 222, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 254,
gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 360, gbe axit amin chudi ning
duogc oxy hoa & metionin 430, géc axit amin chudi nhe duoc oxy hda ¢ metionin 4 va

gbc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa & xystein 220.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét ché phdm chtra a) khang thé khang
IL-5 chua trinh tu chudi ning co it nhat 90% tuong déng v6i trinh ty axit amin duoc
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty chudi nhe c6 it nhat 90% tuong ddng véi trinh
tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; va b) dang dugc khir amit cia khang
thé chira it nhdt mot dang dugc chon tir nhdm bao gbm gbc axit amin chudi ning dugc
khtr amit ¢ asparagin 299, gbc axit amin chudi ning dugc khir amit & asparagin 317,
gbc axit amin chudi nang dugc khir amit & asparagin 386 va gbc axit amin chudi nhe

dugc khir amit & asparagin 31.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuit ché phdm chtra a) khang thé khang
IL-5 chtra trinh tu chudi ning co it nhét 90% tuong dong véi trinh ty axit amin dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chudi nhe c6 it nhét 90% tuong déng Vi trinh
tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; va b) dang dugc oxy hoa cta khang
thé chira it nhat mot dang dugc chon tir nhém bao gbm gbe axit amin chudi niang duoc

oxy hoa ¢ tryptophan 52, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 64, gbe
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axit amin chudi ning dugc oxy héa ¢ metionin 82, géc axit amin chudi ning dugc oxy
hoa & metionin 85, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ xystein 222, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 254, gbc axit amin chudi ning dugc oxy
hoéa & metionin 360, gbc axit amin chudi nang dugc oxy héa & metionin 430, gbc axit
amin chudi nhe duoc oxy hda & metionin 4 va gdc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &

xystein 220.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét ché phdm chua a) khang thé khéng
IL-5 chua trinh tu chudi ning co it nhit 90% twong ddng véi trinh ty axit amin dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chudi nhe c6 it nhit 90% tuong d6ng véi trinh
tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; b) dang dugc khtt amit cua khang thé
chtra it nhdt mot dang dugce chon tir nhém bao gém géo axit amin chudi ning duoc
khtr amit & asparagin 299, gbc axit amin chudi ning dugc khir amit & asparagin 317,
gdc axit amin chudi ning duoc khir amit & asparagin 386 va gbc axit amin chudi nhe
dwoc khir amit & asparagin 31; va c¢) dang duogc oxy hoa cia khang thé chira it nhét
mdt dang dugc chon tir nhém bao gbdm gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa &
tryptophan 52, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 64, gdc axit amin
chudi ning dugc oxy héa & metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa &
metionin 85, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & xystein 222, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoa & metionin 254, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa &
metionin 360, gdc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 430, gbc axit amin
chudi nhe dugc oxy hda ¢ metionin 4 va géc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &

xystein 220.

Theo mdt khia canh khéc, sdng ché @ xuit ché phdm chira a) khang thé khang
IL-5 chira ving bién doi chudi ndng c6 trinh ty axit amin CDRHI dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 5, trinh ty axit amin CDRH2 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 6, va trinh
tuy axit amin CDRH3 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 7; va ving bién dbi chudi nhe
¢6 trinh tu axit amin CDRL1 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 8, trinh tu axit amin
CDRL2 duoc thé hién trong SEQ ID NO: 9, va trinh ty axit amin CDRL3 dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 10; va b) dang dugc khir amit ctia khang thé chtra gbc axit
amin chudi nhe dugc khir amit ¢ asparagin 31. Trong ché pham, CDRH2 ¢6 thé chira

trinh tu axit amin co6 it nhit 85% hoic 87,5% tuong ddng véi trinh ty axit amin cia
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SEQ ID NO: 6. Trong ché phdm, CDRL1 c6 thé chtra trinh tw axit amin c6 & 93%,
94% hodac 94,11% tuong déng véi trinh tu axit amin cia SEQ ID NO: 8.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuét ché phdm chira a) khang thé khang
IL-5 chira vung bién dbi chudi ning c6 trinh tu axit amin CDRHI dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 5, trinh ty axit amin CDRH2 duoc thé hién trong SEQ ID NO: 6, va trinh
tw axit amin CDRH3 duoc thé hién trong SEQ ID NO: 7; va ving bién dbi chudi nhe
¢6 trinh tu axit amin CDRL1 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 8, trinh tu axit amin
CDRL2 duoc thé hién trong SEQ ID NO: 9, va trinh ty axit amin CDRL3 dugce thé
hién trong SEQ ID NO: 10; va b) dang dugc oxy héa cua khang thé chtra gbc axit amin

chudi nang dugc oxy hda & metionin 64.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xudt ché phadm chura a) khang thé khang
[L-5 chta ving bién ddi chudi ning c6 trinh ty axit amin CDRHI dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 5, trinh ty axit amin CDRH2 duoc thé hién trong SEQ ID NO: 6, va trinh
ty axit amin CDRH3 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 7; va vung bién dbi chudi nhe
¢6 trinh tu axit amin CDRL1 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 8, trinh ty axit amin
CDRL2 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 9, va trinh tu axit amin CDRL3 dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 10; va b) dang dugc oxy hoa ctia khang thé chira gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoa & metionin 64; va c) dang dugc khtr amit ciia khang thé chira

goc axit amin chudi nhe dugc khtr amit & asparagin 31.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& xuat ché phdm chira a) khang thé khang
[L-5 chira vung bién ddi trinh tu chudi ning co trinh tu axit amin duoc thé hién trong
SEQ ID NO: 3 va vung bién dbi chudi nhe trinh tu ¢6 trinh ty axit amin dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 4; va b) dang dugc khir amit cta khang thé chta gbc axit amin
chudi nhe dugc khtr amit ¢ asparagin 31. Trong ché phdm, ving bién ddi chudi ning
¢6 thé chira trinh tu axit amin co it nhét 90%, 95% hodc 95,57% tuong déng véi trinh
ty axit amin cia SEQ ID NO: 3. Trong ché phém, vung bién ddi chudi nhe co6 thé chtra
trinh tur axit amin c6 it nhit 90%, 98% hodc 98,31% twong dong Véi trinh ty axit amin

cia SEQ ID NO: 3.

Theo mot khia canh khac, sdng ché d& xuét ché phim chira a) khang thé khang
IL-5 chira vung bién ddi trinh tu chudi ning c6 trinh ty axit amin dugc thé hién trong

SEQ ID NO: 3 va vung bién ddi chudi nhe trinh ty ¢6 trinh ty axit amin dugc thé hién
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trong SEQ ID NO: 4; va b) dang dugc oxy hoa cta khang thé chia it nhit mot dang
dugc chon tir nhom bao gbdm gde axit amin chudi ning dugc oxy hoa & tryptophan 52,
gbc axit amin chudi ning dugc oxy hda ¢ metionin 64, gbc axit amin chudi ning duoc
oxy hoa & metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 85 va gbe

axit amin chudi nhe dugc oxy hda & metionin 4.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuét ché phdm chta a) khang thé khang
IL-5 chira vung bién ddi trinh tu chudi ning co trinh ty axit amin dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 3 va vung bién ddi chudi nhe trinh tu c6 trinh ty axit amin dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 4; b) dang dugc khir amit cua khéng thé chira gbe axit amin chudi
nhe duge khir amit & asparagin 31; va ¢) dang dugc oxy hoa ctia khang thé chira it nhét
mdt dang dugc chon tir nhém bao gém géc axit amin chudi ning dugc oxy hoa &
tryptophan 52, gbe axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 64, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoa & metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa &

metionin 85 va goc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa & metionin 4.

Theo mot phuong an khéc, tdng ndng do protein khoang 75 mg/mL. Téng ndng
do protein cling cé thé 1a khoang ctia cap gid tri bét ky, hodc gia tri duy nhét trong
khoang 1a khoang 75 mg/mL dén khoang 150 mg/mL, nhu khoang 75 mg/mL dén
khoang 100 mg/mL, khoang 67,3 dén khoang 87,5 mg/mL, khoang 76 g protein/L dén
khoang 82 g protein/L, khoang 46 g protein/L dén khoang 66 g protein/L hodc khoang
100 mg/mL. Trong ché pham, do tinh khiét cta khang thé khang IL-5 & ngudi trong
mau 1a nhiéu hon, hoic béng, 97,0%, 96%, 95%, hodc 80%, 85%.

Theo mot phuong an khac, ché phidm con chira a) dang chinh cta khéang thé
chtra nhidu hon, hodic bing, 50% la protein trong ché phdm nhu duge xac dinh bang

cach st dung dién di mao quan hoi tu dang dién do6i véi che pham.

Theo mdt phuong an khéc, ché phidm con chtra a) dang chinh cta khang thé
chtra nhiéu hon, hoic bé“mg, 50% la protein trong ché phém nhu dugc xac dinh béng
cach st dung dién di mao quén hdi tu dang dién d6i voi ché pham; va b) dang axit clia
khang thé chira khoang 20% dén khoang 45% 1a protein trong ché pham nhu duge xac

dinh bang cach st dung dién di mao quan hoi tu ding dién do6i vdi che pham.

Theo mot phuong an khac, ché phidm con chira a) dang chinh cta khang thé

chira nhiéu hon, hodc bing, 50% la protein trong ché pham nhu dugc xac dinh bang
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cach st dung dién di mao quan hdi tu ding dién d6i véi ché phdm; va b) dang bazo
ctia khang thé chira khoang 1% dén khoang 15% la protein trong ché pham nhu dugc

xac dinh bang cach st dung dién di mao quan hdi tu ding dién doi véi ché pham.

Theo mot phuong an khac, ché phdm con chira a) dang chinh cua Khang thé
ch@a nhiéu hon, hodc bing, 50% la protein trong ché phdm nhu duge x4c dinh bang
cach st dung dién di mao quan hoi tu déng dién d6i véi ché pham; b) dang axit cia
khang thé chira khoéng 20% dén khoang 45% l1a protein trong ché phdm nhu duge xac
dinh béng cach st dung dién di mao quén hoi tu déng dién dbi véi ché phém; va c)
dang bazo ctua khang thé chira khoang 1% dén khoang 15% la protein trong ché pham
nhu duoc x4c dinh bing cach st dung dién di mao quén hoi tu déng dién di v6i ché

pham.

Theo mot khia canh khéc, sdng ché d& xuit ché pham chira cdc khang thé khang
IL-5 ¢6 a) dang dugc bién ddi ctia trinh tu axit amin chudi ning khang thé duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 1 chtra it nhét mét su bién ddi vé géc axit amin dugc chon tur
nhém bao gdm gbc pyroglutamat dAu cudi amino & gbc axit amin 1, gbc axit amin
glyxin dau cudi carboxy & gdc axit amin 448, duogc khir amit aparagin gbc & vi tri 299,
géc asparagin dugc khir amit & vi tri 317, géc asparagin dugc khir amit & vi tri 386,
gbc tryptophan dugce oxy héa & vi tri 52, gbc metionin dugc oxy hoa & vi tri 64, gbe
metionin dugc oxy hoa & vi tri 82, gbc metionin dugc oxy hoa & vi tri 85, gbc xystein
dugc oxy hoa & vi tri 222, metionin dugc oxy hoa & vi tri 254, metionin dugc oxy hoa
O vi tri 360 va géc metionin dugc oxy héa & vi tri 430; va b) dang dugc bién dbi cua
trinh tu axit amin chudi nhe khang thé duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2 chira it nhét
mdt su bién dbi vé gdc axit amin duge chon tir nhém bao gbm gbc asparagin dugc khir
amit & gbc axit amin 31, gbc metionin dugc oxy hoa ¢ vi tri 4 va gbe xystein dugc oxy

héa & vi tri 220.

Theo mot phuong an khac, ché phdm chira a) khoang nhidu hon hoic bang 92%
1a cac khang thé chira gbe pyroglutamat diu cudi amino & gde axit amin 1 cua chudi
nang khang thé, b) khoang nhiéu hon hodc bang 90% la cac khang thé chua gde axit
amin glyxin dau cudi carboxy ¢ gdc axit amin 448 cia chudi ning khang thé, ¢) nho
hon hodic bang 6,0% la cac khang thé chira gbc asparagin dugc khir amit & vi tri 386
ctia chudi ning khang thé; d) khoang nhé hon hodc bang 1,5% la cac khang thé chtra

gbc metionin dugc oxy hoa & vi tri 64 cua chudi ning khang thé, e) khoang nhé hon
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hodc bang 4,5% la cac khang thé chira metionin dugc oxy hoa & vi tri 254 cua chudi
nang khang thé, f) khoang nho hon hodc bang 0,8% la cac khang thé chura goc
metionin duoc oxy hoa & vi tri 430 cua chudi ning khang thé, va g) khoang nho hon
hodc bang 6,6% la cdc khang thé chira gbc asparagin dugc khir amit & gbc axit amin

31 ctia chudi nhe khang thé.

Theo mot phuong an khac, ché pham chira a) khoang 92% dén khoang 99% 1a
céc khang thé chira gbc pyroglutamat dau cudi amino & gbc axit amin 1 cua chudi
ning khang thé, b) khoang 95% dén khoang 99,5% la cac khang thé chua gbc axit
amin glyxin dau cubi carboxy & gdc axit amin 448 cla chudi ning khang thé, c)
khoang 0,3% dén khoang 1,5% la cac khang thé chira gbc asparagin duoc khir amit &
vi trf 317 cta chudi ning khang thé, d) khoang 1,5% dén khoang 4,5% 1a cac khang
thé chtra gbc asparagin dugc khir amit ¢ vi tri 386 cua chudi ning khang thé; e)
khoang 0,5% dén khoang 1,5% la cac khang thé chira gbc metionin dugc oxy hoa & vi
tri 64 cta chudi ning khang thé, f) khoang 0,2% dén khoang 1,5% la cac khang thé
chira géc metionin dugc oxy hoa & vi tri 82 cua chudi ning khang thé hoic géc
metionin dugc oxy hoa & vi tri 85 cua chudi ning khang thé, g) khoang 2,5% dén
khoang 3,5% la cac khang thé chira metionin duoc oxy hoa & vi tri 254 cla chudi ning
khang thé, h) khoang 0,4% dén khoang 0,8% la cac khang thé chtra gbc metionin dugc
oxy hoa ¢ vi tri 430 cia chudi ning khang thé, i) khoang 3,3% dén khoang 6,6% 1a cac
khang thé chtra gbe asparagin dugce khir amit & gbc axit amin 31 cia chudi nhe khang
thé, va j) khoang 0,1% dén khoang 1% la cic khang thé chtra gbc metionin dugc oxy

héa & vi tri 4 cta chudi nhe khang thé.

Theo mdt phuong an khéc, ché phdm chira: a) khoang 93,7% dén khoang 98,6%
1a cac khang thé chira gbc pyroglutamat dau cudi amino & gde axit amin 1 cua chudi
ning khang thé, b) khoang 97,6% dén khoang 99,2% la cac khang thé chira gdc axit
amin glyxin dau cubi carboxy & gbc axit amin 448 cla chudi ning khang thé, ¢)
khoang 0,4% dén khoang 1,2% la cac khang thé chua gdc asparagin dugc khir amit &
vi tri 317 cua chudi ning khang thé, d) khoang 1,6% dén khoang 4,2% la cac khang
thé chira gbc asparagin duoc khir amit ¢ vi tri 386 cia chudi ning khang thé; e)
khoéang 0,7% dén khoang 0,9% la cic khing thé chira gbc metionin duge oxy hoa & vi
tri 64 ctia chudi ning khang thé, f) khoang 0,3% dén khoang 1,1% la cac khang thé

chita goc metionin dugc oxy hoéa & vi tri 82 cua chudi ning khang thé hodc goc
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metionin dugc oxy hoéa & vi tri 85 cua chudi ning khang thé, g) khoang 2,6% dén
khoang 3,3% la cac khang thé chira metionin duoc oxy hoa & vi tri 254 cla chudi ning
khang thé, h) khoang 0,5% dén khoang 0,7% la cac khang thé chira gbc metionin dugc
oxy hoa & vi trf 430 cua chudi ning khang thé, i) khoang 3,4% dén khoang 6,5% la cac
khang thé chtra gbc asparagin dugc khir amit & gbc axit amin 31 cua chudi nhe khang
thé, va j) khoang 0,2% dén khoang 0,8% la cac khang thé chira gbc metionin dugc oxy

hoéa & vi tri 4 ctia chudi nhe khang thé.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xut ché pham chira cdc khang thé khang
IL-5 ¢6 a) dang duoc bién ddi cua trinh tu axit amin chudi ning khang thé duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 1 chtra it nhat mot sy bién dbi vé géc axit amin dugc chon tr
nhém bao gdm gdc asparagin duge khir amit & vi tri 299, gbc asparagin dugc khir amit
& vi tri 317, gbc asparagin dugc khir amit & vi tri 386, gbc tryptophan dugc oxy héa &
vi tri 52, géc metionin dugc oxy hoa & vi tri 64, géc metionin dugc oxy héa & vi tri 82,
gbc metionin dugc oxy hoa ¢ vi tri 85, gbe xystein dugc oxy hoa 6 vi tri 222, metionin
duoc oxy hoa & vi tri 254, metionin dugc oxy hoa ¢ vi tri 360 va géc metionin dugc
oxy hoa & vi tri 430; va b) dang dugc bién ddi cua trinh tu axit amin chudi nhe khang
thé duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2 chura it nhit mot su bién ddi vé géc axit amin
duogc chon tir nhém bao gbm gbc asparagin duoc khir amit & gbc axit amin 31, gbe

metionin dugc oxy héa & vi tri 4 va gdc xystein dugc oxy hoa & vi tri 222.

Theo mot phuong an khéc, ché phdm chta: a) khoang 0,3% dén khoang 1,5% la
cac khang thé chta gbc asparagin dugce khir amit & vi trf 317 cua chudi ning khang
thé, b) khoang 1,5% dén khoang 4,5% la cac khang thé chira gbc asparagin duoc khir
amit & vi tri 386 cua chudi ning khang thé; ¢) khoang 0,5% dén khoang 1,5% la cac
khang thé chua géc metionin dugc oxy hoda & vi tri 64 cia chudi ning khang thé, d)
khoang 0,2% dén khoang 1,5% la cc khang thé chira géc metionin duge oxy hoéa & vi
tri 82 ctia chudi ning khang thé hoac gbc metionin duge oxy hoa & vi tri 85 cua chudi
ning khang thé, e) khoang 2,5% dén khoang 3,5% la cac khang thé chtra metionin
duoc oxy hoa & vi tri 254 cla chudi ning khang thé, f) khoang 0,4% dén khoang 0,8%
1a cac khang thé chira gbc metionin dugc oxy hoa ¢ vi tri 430 cua chudi ning khang
thé, g) khoang 3,3% dén khoang 6,6% la cac khang thé chtra gbc asparagin duge khi
amit & gbc axit amin 31 cua chudi nhe khang thé, va h) khoang 0,1% dén khoang 1%

1a cac khang thé chira gbc metionin duge oxy hoa ¢ vi tri 4 cua chudi nhe khang thé.
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Theo mot phuong 4n khéc, ché phdm chira: a) khoang 0,4% dén khoang 1,2% 1a
céc khang thé chira gbc asparagin dugce khir amit & vi trf 317 cla chudi ning khang
thé, b) khoang 1,6% dén khodng 4,2% la céc khang thé chtra gbc asparagin dugc khir
amit & vi tri 386 cua chudi nidng khang thé; ¢) khoang 0,7% dén khoang 0,9% 1a cac
khang thé chtra gbc metionin dugc oxy héa & vi tri 64 cua chudi ning khang thé, d)
khoéng 0,3% dén khoang 1,1% la cc khang thé chua gbc metionin dugce oxy hoa & vi
tr 82 cia chudi ning khang thé hodc gbc metionin dugc oxy héa & vi tri 85 clia chudi
ning khang thé, e) khoang 2,6% dén khoang 3,3% la cac khang thé chira metionin
duogc oxy hoa & vi tri 254 cua chudi ning khang thé, f) khoang 0,5% dén khoang 0,7%
1a cac khang thé chira gbc metionin duge oxy hoa & vi tri 430 cua chudi ning khéng
thé, g) khoang 3,4% dén khoang 6,5% 1a cac khang thé chira gbc asparagin duoc khir
amit & gbc axit amin 31 cua chudi nhe khang thé, va h) khoang 0,2% dén khoang 0,8%

1a cac khang thé chira goc metionin dugc oxy hoa ¢ vi tri 4 cua chudi nhe khang thé.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét ché phém chira cac khang thé khang
[L-5 ¢6 a) dang dugc bién ddi cta trinh ty axit amin chudi ning khang thé dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 1 chtra it nhit mot su bién dbi vé géc axit amin dugc chon tur
nhém bao gdm dugc khir amit & gbc asparagin & vi tri 299, gbc asparagin dugc khir
amit & vitri 317 va géc asparagin dugc khir amit & vi tri 386; va b) dang duoc bién ddi
cua trinh tu axit amin chudi nhe khéang thé duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2 chta

gbc asparagin dugc khir amit & goc axit amin 31.

Theo mdt phuong an khéc, ché phdm chira: a) khoang 0,3% dén khoang 1,5% la
céc khang thé chtra gbc asparagin dugce khir amit & vi tri 317 cia chudi ning khang
thé, b) khoang 1,5% dén khoang 4,5% la cac khang thé chira gbc asparagin dugc khir
amit & vi tri 386 ctia chudi ning khang thé; va c) khoang 3,3% dén khoang 6,6% la céc
khang thé chira gbc asparagin duoc khir amit & gbc axit amin 31 cla chudi nhe khang

thé.

Theo mot phuong an khac, ché phém chira: a) khoang 0,4% dén khoang 1,2% 1a
céc khang thé chtra gbc asparagin duge khir amit & vi tri 317 cua chudi ning khang
thé, b) khoang 1,6% dén khoang 4,2% 1a céac khang thé chira gbc asparagin dugc khir
amit & vi tri 386 ctia chudi ning khang thé; va c) khoang 3,4% dén khoang 6,5% la céc
khang thé chira gbc asparagin duge khtr amit & gbc axit amin 31 cua chudi nhe khang

thé.
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Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuét ché phdm chira cdc khang thé khang
IL-5 ¢6 a) dang dugc bién dbi cta trinh tu axit amin chudi ning khang thé duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 1 chtra it nhit mét su bién dbi vé géc axit amin dugc chon tur
nhém bao gdm gbc tryptophan dugc oxy hoa & vi tri 52, gbc metionin duge oxy hoa &
vi tri 64, gbc metionin dugc oxy hoa & vi tri 82, gbc metionin dugc oxy héa & vi tri 85,
géc xystein dugc oxy hoa & vi tri 222, metionin dugc oxy hoéa & vi tri 254, metionin
duoc oxy hoa ¢ vi tri 360 va géc metionin dugc oxy héa & vi tri 430; va b) dang dugc
bién dbi cta trinh tur axit amin chudi nhe khang thé duge thé hién trong SEQ ID NO: 2
chira it nhit mot sy bién ddi vé gbc axit amin dugc chon tir nhém bao gdm gbe

metionin dugc oxy hoa & vi tri 4 va goc xystein dugc oxy hoa & vi tri 220.

Theo mt phuong an khac, ché phim chira: a) khoang 0,5% dén khoang 1,5% 1a
c4c khéang thé chtra gbc metionin dugc oxy héa & vi tri 64 cia chudi ning khang thé, b)
khoang 0,2% dén khoang 1,5% la cac khang thé chira gbc metionin dugc oxy héa & vi
tri 82 ctia chudi ning khéang thé hodc géc metionin dugc oxy hoa & vi tri 85 clia chudi
nang khang thé, ¢) khoang 2,5% dén khoang 3,5% la cac khang thé chtra metionin
duoc oxy hoa & vi trf 254 cua chudi ning khang thé, d) khoang 0,4% dén khoang 0,8%
1a cac khang thé chira gbc metionin dugc oxy héa & vi tri 430 cia chudi ning khang
thé, va e) khoang 0,1% dén khoang 1% la cac khang thé chira gbc metionin dugc oxy

hoa & vi tri 4 cia chudi nhe khang thé.

Theo mot phuong an khéc, ché phim chira: a) khoang 0,7% dén khoang 0,9% 1a
cac khang thé chtra gbc metionin dugc oxy hoa & vi tri 64 cuia chudi ning khang thé, b)
khoang 0,3% dén khoéng 1,1% la cic khdng thé chira gbc metionin dugc oxy héa & vi
tri 82 cia chudi ning khang thé hodc gbc metionin duge oxy hoéa & vi tri 85 cta chudi
ning khang thé, ¢) khoang 2,6% dén khoang 3,3% la cac khang thé chira metionin
duoc oxy hoa ¢ vi tri 254 cua chudi ning khang thé, d) khoang 0,5% dén khoang 0,7%
1a cac khang thé chia gbc metionin dugc oxy hoa & vi tri 430 cla chudi ning khang
thé, va e) khoang 0,2% dén khoang 0,8% la cac khang thé chtra gbc metionin dugc oxy
hoa & vi tri 4 cia chudi nhe khang thé.

Theo mot khia canh khéac, sang ché @& xuit ché pham chura a) khang thé khang
IL-5 chira trinh tu chudi ning cé it nhét 90% tuong déng v6i trinh tu axit amin dugce
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chudi nhe c6 it nhét 90% tuong dong Vi trinh
tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; va b) dang chinh cta khang thé chta
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nhidu hon, hodc bang, 20% la protein trong ché phdm nhu duoc xé4c dinh bang céach st

dung dién di mao quan hoi tu dang dién doi voi ché pham.

Theo mdt khia canh khéac, sang ché dé& xuét ché phém chira a) khang thé khang
IL-5 chtra trinh tu chudi ning c6 it nhét 90% tuong dong véi trinh ty axit amin duoc
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chudi nhe c6 it nhat 90% twong ddng véi trinh
tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; b) dang chinh cua khéang thé chua
nhidu hon, hodc bang, 20% la protein trong ché phidm nhu duoc xac dinh bang cach st
dung dién di mao quan hdi tu déng dién dbi véi ché pham; va c) dang axit clia khéng
thé chtra 1én dén khoang 80% la protein trong ché phdm nhu dugc xac dinh bang cach

stt dung dién di mao quén hoi tu dang dién doi voi ché pham.

Theo mdt phuong an khac, ché phém dugc dung dé diéu tri bénh dugc chon tur
nhém bao gdm hen suyén, hen suyén ting bach cdu 4i toan trdm trong, hen suyén
ning, hen suyén tang bach ciu 4i toan khong kiém soét, hen suyén ting bach ciu ai
toan, hen suyén tang bach cAu 4i toan & murc nho, bénh phéi tac ngh&n man tinh, viém
mach va da u hat di ing, hoi ching tdng bach ciu ai toan, polyp mili xoang, bénh

pemphigoid bong nudc va bénh viém thue quan tang bach cau 4i toan.

Theo mdt vi du khéc, sang ché mo ta phuong phap didu tri bénh trong d6i tugng
bao gdm cac bude a) xac dinh dbi twong v6i bénh duge chon tir nhom bao gdm hen
suyén, hen suyén ting bach cAu 4i toan trdm trong, hen suyén ning, hen suyén ting
bach cdu &i toan khong kiém so4t, hen suyén tdng bach cAu 4i toan, hen suyén tang
bach cAu 4i toan & muc nho, bénh phéi tac nghén man tinh, viém mach va da u hat di
g, hoi chiing ting bach cAu 4i toan, polyp mili xoang, bénh pemphigoid bong nudc
va bénh viém thyc quan ting bach cu 4i toan; va b) sir dung lugng hitu hi€u co6 tac
dung tri liéu cuia ché phém theo sang ché cho d6i twong; nho d6 bénh & dbi tuong duoc
didu tri.

Theo mdt phuong an khac, sang ché d& xuét phuong phép tao ra ché pham theo
sang ché, bao gbdm céc budc: a) biéu hién trong té bao vat chu khang thé c6 trinh tu
axit amin chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin
chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2, hodc bién thé khéang thé ¢6 trinh tu
axit amin chudi ning it nhat 90% tuong ddng véi trinh ty axit amin chudi ning nay

va/hoidc trinh tu axit amin chudi nhe it nhat 90% tuong ddng v6i trinh tu axit amin
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chudi nhe nay; b) phat trién té bao & pH 1a khoang 6,75 dén khoang 7,00; ¢) thu hoach
dich nbi moi trudng nudi cdy té bao; d) cho dich n6i méi trudng nudi cly té bao tiép
xtic v4i nhua protein A hodc nhua protein G dé gén két phan t&r khang thé; e) rira giai
phan tir khang thé tir nhya dé tao ra dich rira giai thi nhat; ) x@ Iy dich rira giai thir
nhit & pH la khoang 3,3 dén khoang 3,7 trong khoang 15 dén khoang 240 phut dé tao
ra dich rira giai thr nhét duogc xir ly; g) cho dich rira gidi thir nhit duge xir Iy tiép xtc
v6i nhya trao ddi anion & pH tai l1a khodng 8,3 dén khoang 8,7; h) thu gom dich rtra
giai thir hai (dich rira giai thong qua dong chay) tur nhya trao ddi anion va gitt nhua
nay trong khoang 96 gid hodc nho hon; i) xur ly dich rtra giai thir hai véi guanidin va
amoni sulfat dé tao ra dung dich; j) cho dung dich nay tiép xtc voi tdng nhua sdc ky
twong tac ky nudc ¢ ty 1& tai la ty 1€ tai khoang 12 g protein/L nhya dén khoang 27 g
protein/L cua nhua; k) rira giai dich rira giai thir ba chira phén tr khang thé tir nhua sic
ky twong tac ky nudc voi thé tich gradien rira giai 1a khoang 9 thé tich ting nhya dén
khoang 11 thé tich tdng nhya va diém cét dinh rtra giai 1a khoang 17% chiéu cao dinh
t5i da dén khoang 23% chidu cao dinh t6i da; va 1) bao ché dich rira gidi thir ba; nhd do
ché phdm theo sang ché duoc tao ra. Trong phuong phép theo sang ché, trinh tu axit
nucleic bét ky thich hop dé bidu hién khang thé c6 trinh tu axit amin chudi ning nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu axit amin chudi nhe nhu dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 2, hoac bién thé khang thé ¢6 trinh tu axit amin chudi ning it nhét
90% twong dong voi trinh ty axit amin chudi ning nay va/hodc trinh tur axit amin chudi
nhe it nhat 90% tuong ddng v6i trinh ty axit amin chudi nhe nay. Vi du, trinh tu axit
nucleic cia SEQ ID NO: 13 hogc SEQ ID NO: 14 ¢6 thé dugc sir dung dé biéu hién
khang thé trong té bao c6 nhan. Theo mdt phuong dn khéc, trinh tu axit nucleic khéc
vé6i trinh tu khac ma ma hoa (vi du, do vigc st dung ma b0 ba khac) trinh ty axit amin
chudi ning khang thé nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu axit amin
chudi nhe khang thé nhu duogc thé hién trong SEQ ID NO: 2 c6 thé dugc st dung.
Trong phuong phap theo sang ché, sy khtr amit ¢ thé duoc kiém soét bang cach phat
trién té bao & pH la khoang 6,75 dén khoang 7,00. Trong phuong phép theo sang ché,
su khir amit c6 thé dugc kim so4t bang cach phat trién t& bao trong khoang 12 dén
khoang 18 ngay d6i v6i do tudi té bao in vitro ciia nho hon hodc bang 166 ngay. Trong
phuong phap theo sang ché, sy khtr amit c6 thé duge kiém soat bang cho dich rtra giai

thir nhat dwoc xir ly tiép xtc véi nhya trao ddi anion & pH tai 1a khodng 8,3 dén
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khoang 8,7 va thu gom dich rira giai thit hai tUr nhya trao dbi anion va gitt nhya nay
trong khoang 96 gi hodc nhé hon. Trong phuong phap theo sang ché, su két tu c6 thé
kidm soat trong sic ky dong chdy nhanh phenyl SEPHAROSE™ bang cho dung dich
tiép xuc vai tang nhya sdc ky twong tac ky nude ¢ ty 1¢ tai la khoang 12 g protein/L
nhua dén khoang 27 g protein/L cta nhya; rira giai dich rira giai thir ba chira phan tr
khang thé tir nhua séc ky tuong tdc ky nudc véi thé tich gradien ria giai 1a khoang 9
thé tich tAng nhwa dén khoang 11 thé tich ting nhua va diém cat dinh rta giai la
khoang 17% chiéu cao dinh t6i da dén khoang 23% chiéu cao dinh t6i da. Su két tu
cling co thé dugc han ché sau 1an loc cudi, nap déy va lam lanh duoc phém theo sang
ché dén nhé hon hodc bang khoang 6 gid. Quan trong hon 1a, bude bt ky trong sb cac
budc cuia phuong phap duoc bdc 10 o thé dugc bd qua, hodc dugce két hop dé tao ra

ché pham theo séng ché.

Trong qua trinh san xuét khang thé, su bién ddi sau dich ma c6 thé xay ra. Diéu
nay c6 thé bao gdm su phan ct ctia mot sb trinh tuw din dau, sy bd sung cua céc gbc
dudng trong cic qué trinh glycosylat hoa, sy khur amit (vi du & gbc asparagin hodc
glutamin), oxy hoéa (vi du & gbc metionin, tryptophan hodc xystein ty do), su xdo tron
lién két disulfua, sy dong phan héa (vi du & gbc axit aspartic), sy cét lysin dau cudi C
(vi du tr mdt hodc ca chudi ning), va sy dong vong glutamin dau cudi N (vi du trong

chudi ning va/hodc chudi nhe).

Ché phdm chita khang thé ¢6 thé chra (i) khang thé (cu thé 13, khang thé co
trinh tu axit amin chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu axit
amin chudi nhe nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2); va (ii) bién thé khang thé ma
bao gdm mdt hodc nhidu hodc dang két hop cua: bién thé mang dién tich (vi du, bién
thé axit va bazo), bién thé trinh tu axit amin, va bién thé cu tric khang thé (vi du,

bién thé két tu va phan manh).

Bién thé khang thé axit hodc bazo ¢6 thé c6 dic trung va dugc phan biét tr
khéng thé trén co sd dién tich chung axit hodc bazo cua ching. Vi du, su phan bd dién
tich cta ché phdm chira khéng thé c¢6 thé duoc phat hién bang cach sir dung dién di
mao.quén diém ding dién (cIEF) hodc sic ky trao d6i ion. Bién thé axit c6 thé chira
bién thé khang thé duoc khir amit, bién thé khang thé dugc bd sung phan tir dudng,
bién thé khang thé dugc sialylat hoa, va bién thé khang thé duogc oxy hoa. Sy oxy hoa

xystein va tryptophan trong bién thé khang thé tao ra do chuyén dich pI (cu thé 13, su
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thay do6i vé dién tich) va dugc phat hién voi bién thé khang thé axit khac. Su oxy hoa
metionin trong bién thé khang thé c6 thé duoc theo ddi bai thay dbi trong sy gén két

khang nguyén, hoédc bang cach 1ap ban dd peptit, vi du bang LC-MS/MS.

Sy khtr amit 12 phan trng xtc tac boi enzym v& co ban chuyén héa asparagin (N)
thanh axit iso-aspartic (iso-aspartat) (iso-D) va axit aspartic (aspartat) (D) & ty 1€
khoang 3:1. Vi thé phan Gng khir amit nay lién quan dén sy ddéng phén hoa cla
aspartat (D) thanh iso-aspartat. Su khir amit clia asparagin va su ddng phan hoa cua
aspartat, déu lién quan dén san pham trung gian suxcinimit. & murc do nho hon, sy khir
amit c6 thé xay ra voi gbc glutamin theo cach tuong tu. Su khtr amit ¢o thé xay ra

trong CDR, trong Fab (ving khong CDR), hodc trong vung Fe.

Sy khtr amit 1am thay ddi vé dién tich ctia khang thé, sao cho bién thé khang thé
dwoc khir amit c6 tinh axit so v6i khang thé. Ché pham chira khang thé c6 thé chira
<35% bién thé khang thé dugc khir amit. Vi dy, N31 cua chudi nhe c6 thé dugc khir
amit thanh Iso-D, D ho#c suxcinimit. Ché phim chtra khang thé co thé chira <25%
bién thé khang thé dugc khir amit & vi tri 31 cua chudi nhe. Diéu nay co6 thé tao ra mot
su thay d6i axit amin trong trinh tur ctia chudi nhe cta khang thé, vi du trong <25% ché

pham chira khang thé.

Vi du, N386 cua chudi ning co thd duoc khit amit thanh Iso-D, D hodc
suxcinimit. Ché pham chira khang thé c6 thé chira <35% bién thé khang thé dugc khir
amit & vi tri 386 cua chudi ning. Diéu nay co thé tao ra mot sy thay dbi axit amin
trong trinh ty cua chudi ning cua khing thé, vi du trong <35% ché phdm chua khang
thd. Ché pham c6 thé chira hdn hop cuia bién thé khang thé. Sy khir amit c6 thé tich
tlty, sao cho hai hodc nhidu gbc asparagin dugc khur amit. Do d6, ché phim chta
khang thé ¢6 thé chira it nhat mot su thay ddi axit amin trong trinh tu cta chudi ning
cua khang thé va/hoic it nhét mot sy thay ddi axit amin trong trinh ty cta chudi ning
ctia khang thé. Vi du, ché phim chtra khang thé ¢6 thé chira bién thé khang thé dugc
khir amit & vi tri 31 cua chudi nhe va bién thé khang thé duoc khir amit & vi tri 386 cta
chudi ning.

Su oxy hoa ¢ thé x4y ra trong qua trinh san xut va luu trit (cu thé 13, voi su co
mit cua diéu kién oxy hoa) va lam bién ddi hoa tri cua protein, dugc gy ra truc tiép

boi chét chira oxy hoat dong hodc gian tiép bang phan ng v6i san pham phy tht clp
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mAt can bang oxy héa. Sy oxy hoa vé co ban xay ra voi gbc metionin, nhung ¢ thé
xdy ra & gbc tryptophan va gbe tu do xystein. Sy oxy héa ¢6 thé xay ra trong CDR,

trong ving Fab (khong CDR), hodc trong vung Fc.

Su oxy hoa c6 thé 1am thay dbi dién tich ctia khang thé, sao cho bién thé khing
thé dugc oxy héa c6 tinh axit so véi khang thd. Mot sb bién thé khang thé dugc oxy
hoa c6 cung dién tich nhu khang thé. Ché pham chira khang thé c6 thé chira <55% bién
thé khéang thé dugc oxy héa. Vi du, bit ki mot hodc két hop ctia M64, M254, va/hodc
M430 cta chudi ning co thé dugc oxy hoa. Ché phim chta khang thé c6 thé chira
<55% bién thé khang thé dugc oxy hoa & bat ky mdt hodc két hop clia M64, M254,
va/hodc M430 ciia chudi ning. Vi du, W52 ctia chudi nang c6 thé dugc oxy hoa. Ché
phim chira khang thé c6 thé chira <3% bién thé khang thé duogc oxy héa & W52 cla

chudi ndng.

Ché pham co thé chtra hon hgp cua bién thé khang thé. Do do, ché pham chua
khang thé c6 thé chua it nhat mot sy thay ddi axit amin trong trinh ty cua chudi ning
ctia khang thé va/hoic it nhit mot sy thay doi axit amin trong trinh ty cla chudi nang
cia khang thé. Vi du, ché phidm chtra khéng thd ¢6 thé chira bién thé khang thé dugc
khir amit & vi tri 31 ciia chudi nhe; va/hodc bién thé khang thé dugce khir amit & vi trf
386 ctia chudi ning; va/hodc oxy hoa & bt ky mot hodc két hop cua M64, M254,
va/hodc M430 va/hodc W52 cua chudi ning.

Su x40 trdn lién két disulfua c6 thé xay ra trong qua trinh san xuét va diéu kién
luu trit bdo quén cé tinh bazo. Du¢i mot sé diéu kién, lién két disulfua co thé bi bé gay
hodc & dang khong phu hop, tao ra gbc xystein khong dugc bét cip (-SH). Sulfhydryl
tu do (khong duogc bét cip) nay (-SH) ¢6 thé thuc diy su sip xép lai trat tu.

N-terminal glutamin (Q) va glutamat (axit glutamic) (E) trong chudi ning
va/hoic chudi nhe ¢o thé tao ra pyroglutamat (pGlu) thong qua su vong hoa. Héu hét
qua trinh tao ra pGlu dugc cho la xay ra trong thiét bi phan tng sinh hoc clia qua trinh
san xudt, nhung né cling c6 thé duoc tao ra khong can enzym xGc tac, phu thudc vao
pH va nhiét do cua diéu kién xtr Iy va luu trit. Su vong hoa cua dAu cudi N Q hodc E
thuong duge quan sat trong khang thé ngudi tu nhién. Ché pham chira khang thé dugc
mé ta trong ban md t ndy c6 thé chira >50% pGlu & dau cudi N clia khang thé. PGlu

6 thé ¢6 mit trong chudi ning. Piéu nay c6 the tao ra mot su thay doi axit amin trong
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trinh ty cta chudi ning hodc chudi nhe cta khang thé, vi du trong >50% ché phém

chira khang thé.

Ché pham c6 thé chira hdn hop cta bién thé khang thé. Sy thay doi trinh tur c6
thé tich tiiy, sao cho ché phim chira hai hodc nhiéu sy thay ddi trinh tu trong chudi
nang va/hodc chudi nhe. Do do, ché phém chira khang thé c6 thé chira it nhit mot su
thay ddi axit amin trong trinh ty cla chudi ning ctia khang thé va/hodc it nhit mét su
thay ddi axit amin trong trinh ty clia chudi ning cta khang thé. Vi du, ché pham chtra
khang thé c6 thé chia bién thé khang thé duoc khir amit & vi tri 31 cua chudi nhe;
va’hodc bién thé khang thé duogc khir amit & vi tri 386 cua chudi ning; va/hodc oxy hoa
& bit ky mot hodc két hop cta M64, M254, va/hogc M430 va/hodc W52 cua chudi

ning; va/hodc pGlu & dau cudi N cua chudi ning va/hodc chudi nhe.

Su cét lysin dau cudi C 1a phan tmg xtc tac boi enzym duge xuc tac bang
carboxypeptidaza, va thuong dugc quan sat trong khang thé tai t6 hop va khang thé
nguoi ty nhién. Bién thé cta qua trinh xr Iy nay bao gbm sy loai bo lysin tir mot hodce
c4 hai chudi ning do enzym t& bao tir t& bao vat chu tai to hop. Pé s dung cho a6i
twong 13 ngudi/ngudi bénh c6 thé lam loai b bét ky dau cudi C lysin con lai. Ché
phdm chira khéng thé duoc mo ta trong ban mo ta nay co thé chtra >50% dau cubi C
duoc loai bo lysin & dau cudi C cta khang thé. K449 co thé dugc loai bod trong mot
hodc ca hai chudi ning cta khang th&. Do d6 ¢o hai bién thé khang thé: su chi loai bo
lysin trong chudi nang, va su loa bo lysin kép trong chudi ning. Khang thé (cu thé 13,
khang thé ¢6 trinh tu axit amin chudi ning nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va
trinh ty axit amin chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2) c6 ca lysin
nguyén ven/hién tai. Diéu nay c6 thé tao ra mot su thay dbi axit amin trong trinh ty clia

chudi ning ctia khang thé, vi du trong >50% ché pham chira khang thé.

Ché phém c6 thé chtra hdn hop cua bién thé khang thé. Vi du, ché pham chtta
khéng thé ¢6 thé chia bién thé khang thé duoc khtr amit & vi tri 31 cla chudi nhe;
va/hoic bién thé khang thé duoc khir amit & vi tri 386 clia chudi niang; va/hodc oxy hoa
& bat ky mot hodc két hop ciia M64, M254, va/hogec M430 va/hodc W52 cua chudi
nang; va/hodc pGlu ¢ dau cudi N cua chudi ning va/hodc chudi nhe; va/hodc dau cudi

C duoc loai bo lysin & dau cuoi C.
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Su két tu hodc phan manh bién thé khang thé co thé c6 dic trung va dugc phan
biét tir khang thé trén co s kich thudce cua ching. Vi dy, sy phén bd kich thuéc cta
ché phdm chira khang thé 6 thé dugc phat hién bing cach sir dung sic ky loai trir kich

thuée (SEC).

Ché phim chira khang thé c6 thé chira <20% bién thé khang thé ket tu. Bién thé
khang thé két tu co thd chtra dime. Ché phim c6 thé chira hdn hop cua bién thé khang
thé. Vi du, ché phdm chta khéng thé co thé chtra bién thé khang thé dugce khir amit &
vi tri 31 cta chudi nhe; va/hodc bién thé khang thé dugc khtr amit & vi tri 386 cua
chudi niing; va/hodc oxy hoa & b4t ky mot hoic két hop ctia M64, M254, va/hodc
M430 va/hodc W52 cta chudi ning; va/hoic pGlu ¢ dau cubi N cia chudi nang
va/hodc chudi nhe; va/hodc dau cudi C dugc loai b lysin & dau cudi C; va/hoic bién

thé khang thé két tu.

Ché phadm dugc md ta c6 thé dugc cho tham gia, hodc trai qua, mot hodc nhiéu
su bién dbi sau dich ma. Sy bién dbi co thé xay ra trong CDR, by khung ving bién dbi,
hodc ving hing dinh. Sy bién ddi c6 thé lam thay doi trong dién tich cta phan ti. Su
bién dbi sau dich ma va thay ddi trong trinh ty axit amin chinh dugc md ta trén day,
khong tao ra su thay dbi dang ké trong ai luc gén két khéang nguyén, hoat tinh sinh hoc,
PK/PD, su két tu, tinh tao mién dich, hodic gén két voi thy thé Fe, clia ché phim. Ché

phdm hau nhu khong chira tap chét ban.

Ché phdm chtra khéng thé chra khang thé va bién thé khang thé dugc mo ta
trén day duy tri su gén két khang nguyén ddc hiéu va/hodc su ghn két FcRn. Vi dy, ché
phim chtra khang thé chtra khéng thé va bién thé khang thé dugc md ta trén day c6
>0,70 su gén két khang nguyén ddc hiéu IL-5; va/hode > 70% sy gén két FeRn. Do do,
céc muc (%) cua bién thé nay c6 thé dugc sit dung trong ché phim chira khéng thé ma

khong anh huéng dén chirc ning.

Ché pham dugc md t& trong ban md ta ndy co thé duoc tao ra tir cac ky thudt
thong thuong bét ky. Vi du, ché pham c6 thé duoc biéu hién trong va dugc tinh ché tir
hé bidu hién tai tb hop. Theo mot phuong an, ché pham dugc tao ra tir phuong phap
nudi cy té bao vét chil dudi didu kién thich hop dé biéu hién polypeptit chira SEQ ID
NO: 1 va SEQ ID NO:2, trong d6 ché phdm nay dugc bicu hién, va tiy y dugc tinh

ché, va thy y duoc bao ché thanh duoc pham.
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Cac hé biéu hién khac nhau va ché do tinh ché co thé dugc sir dung dé tao ra
ché pham. Té bao vat chu thudng duge bién nap véi vecto bidu hién tai to hop ma hoa
khéang thé. Cac té bao vat chi khac nhau co thé dwoc sir dung, bao gdbm dong té bao c6
nhan ¢6 ngudn gde tir déng vat c6 vi (vi du, CHO, Perc6, HEK293, HeLa, NSO). Té
bao vat chu thich hop bao gém té bao dong vat ¢c6 vi nhu CHO (vi dy, CHOK1 va
CHO-DG44).

Té bao vat chi cé thé 1a té bao vat chi dugc phéan lap. Té bao vat chi thuong
khong phia 1a mot phén cua sinh vat da bao (vi du, thyc vét hodc dong vét). Té bao vat
chtt c6 thé 1a té bao vat chti khong phai tir nguoi.

Vecto biéu hién va tao dong thich hop dé stir dung cho vat chu té bao c6 nhan

hoidc ddng vat c6 vi va phuong phép tao dong la dé biét trong linh vuc nay.

Té bao c6 thé duge nudi cdy dudi diéu kién ma ddy manh su biéu hién khang
thé. Vi du, thiét bi phan ng sinh hoc cia qud trinh san xuét duogc st dung dé nudi céy
té bao. Thé tich thiét bi phan tng sinh hoc cta qua trinh san xuét co thé 1a: (i) khoang
20.000 L, khoang 10.000 L; khoang 5.000 L; khoang 2.000 L; khoang 1.000 L; hodc
khoang 500 L; hoic (ii) trong khoang 500 va 20.000 L; trong khoang 500 va 10.000 L;
trong khoang 500 va 5.000 L; trong khoang 1.000 va 10.000 L, hodc trong khoang
2.000 va 10.000 L. Vi du, té& bao c6 thé duge nudi cy trong thiét bi phan img sinh hoc
clia qua trinh san xuét & pH 1a khoang 6,75 dén pH 7,00. Theo mt phwong 4n khac, té
bao ¢6 thé duoc nudi cdy trong thiét bi phan tg sinh hoc clia qua trinh san xuét trong
khoang 12 dén khoang 18 ngay. Theo mdt phwong én khéc, té bao co thé duge nudi
cdy trong thiét bi phan tng sinh hoc cla qué trinh san xuét & pH la khoang 6,75 dén
pH 7,00, trong khoang 12 dén khoang 18 ngay. Budc nudi cdy nay c6 thé giup kiém
so4t mirc cta bién thé khang thé duoc khir amit, vi du, dé lam giam muc cua bién thé

khang thé dwgc khir amit nay.

Ché phim c6 thé duoc thu hdi va duogc tinh ché bang phuong phap tinh ché
protein truyén théng. Vi du, ché phém c6 thé dugc thu hoach tryc tiép tir mdi truong
nudi cdy. Viéc thu hoach ctia mdi truong nudi chy té bao co thé 1a thong qua qué trinh
lam sach, vi du bang ly tdm va/hodc loc séu. Viéc thu hdi cia ché phdm sau qud trinh

tinh ché dé dam bao do tinh khiét thich hop.
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Mot hoac nhidu bude tinh ché ¢ thé dugce st dung trong qué trinh tinh ché, vi
du mot hoic nhidu nhua séc ky; va/hodc mot hode nhiéu bude loc. Vi du sdc ky 4i luc
béng cach st dung nhua, nhu protein A, G, hodc L ¢o thé dugc str dung dé tinh ché
ché phdm. Theo mot phuong 4n khéc, hodc ngoai ra, nhya trao dbi ion nhu nhuya trao
ddi cation c6 thé duogc sir dung dé tinh ché ché phidm. Theo mot phuwong an khac, hodc
ngoai ra, nhya sic ky twong tac ky nude co thé duogc sir dung dé tinh ché ché pham.
Theo mot phuong an khéc, budc tinh ché bao gdbm: budc st dung nhya sic ky 4i luc,
tiép theo 1a budc str dung nghua trao dbi cation, tiép theo la budc st dung nhya sdc ky

tuong tac ky nudc.

Vi du, sén phém thu hoach dugc cho tiép xuc voi nhya protein A. Dung dich
chtra ché pham co thé dugc pha lodng tir nhya protein A va duge xtt ly & pH 3.3 dén
3,7 trong 15 dén 240 phat. Bude st dung nhya protein A nay co thé giup kiém soat
mitc cta bién thé khang thé két tu, vi du, dé 1am giam mirc cua bién thé khang thé két

tu nay.

Dung dich chtra ché phdm co thé sau d6 con duoc tinh ché bang loc sau va/hodc

loc 16p kép.

Theo mot phuong an khéc, hodc ngoai ra, nhya trao ddi anion c6 thé duoc st
dung. Dung dich chira ché phém ¢ thé duge cho tiép xuc véi nhua trao dbi anion (vi
du séc ky trao dbi anion Q-SEPHAROSE™ Fast Flow) ¢ pH tai la 8,3 dén 8,7. Dung
dich chra ché phidm c6 thé duge pha loang tir nhya trao dbi anion va duogc duy tri
trong 96 gid hodc nhod hon. Budc st dung nhya trao db6i anion nay c6 thé gitp kiém
so4t mirc cia bién thé khang thé dugc khit amit, vi duy, dé 1am giam murc cla bién thé

khang thé duoc khir amit nay.

Tuy y, guanidin va/hodc amoni sulfat c6 thé duoc bd sung dung dich chua ché

pham, va duge duy tri trong 15 dén 240 phut.

Theo modt phuong an khéc, hodc ngoai ra, nhya sdc ky twong tac ky nudce co thé
duoc st dung. Dung dich chira ché phém c6 thé dugc cho tiép xtc v6i nhua sic ky
twong tac ky nude (vi du, sic ky dong chay nhanh phenyl SEPHAROSE™,) & ty 1€ tai
1a 12 dén 27g protein /L nhya. Vi dy, dung dich chtra ché pham c6 thé duoc pha loang
bang cach st dung thé tich gradien rira giai (don vi thé tich co s&; BV) 1a khoang 9 dén

khoang 11, diém cit dinh rira gidi (% chidu cao dinh ti da) la khoang 17 dén khoang
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23 ¢6 thé duoc str dung trong viée rira giai tir nhya sic ky tuong tac ky nude. Budce st
dung nhua sic ky tuong tac ky nudce nay cd thé gitp kiém soat muc clia bién thé khang

thé két tu, vi du, d& 1am giam muc ciia bién thé khang thé két tu.

Dung dich chtra ché pham sau d6 c6 thé duoc loc dé loai bo virut. Dung dich
chtta ché phdm co thé sau d6 dugc bao ché & ndéng do khang thé 1a khoang 76 g
protein/L. dén khoang 82 g protein/L, hodc dén khoang 100 g protein/L. Dung dich
chira ché pham c6 thé duogc nap ddy vao trong vét chira va dugc két dong. Phan phan
ude cua dung dich chura ché phém c6 thé dugce 1am kho lanh. Séan phém kho lanh ¢6
thé duoc hoan nguyén bang cach bd sung nudc dé tao ra ché pham chtra 75 mg/L cua
protein, khang thé mepolizumab khang IL-5 don dong va 20 mM natri phosphat diaxit
heptahydrat, 12% khéi lugng cia sucroza theo thé tich va 0,05% khdi luong cta

polysorbat 80 theo thé tich & pH 1a tir khoang 6,8 dén khoang 7,2.

Theo mot phuong an khac, ché phdm theo sang ché duoc tao ra bang cach st

dung phuong phép tao ra ché pham theo sang ché.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét ché phim chira hdn hop thanh phan
tinh ché cua khang thé don dong va chit dém, trong d6 ché pham nay 1a & pH tir 6,2
dén 6,6, trong do6 chit dém 1a histidin, phosphat, axit xitric, axit xitric monohydrat,
xitrat hoic mubi cia chiing, trong d6 hdn hop thanh phan tinh ché chira dang tuong tu
dic trung béi dinh 65, dinh 78, dinh 88, dinh 92, dinh chinh va dinh 112 duogc thé hién
trong Fig. 1, trong d6 khang thé nay chira trinh ty axit amin chudi ning ¢ it nhat 90%
tuong df”)ng v6i trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi nhe
¢6 it nhat 90% tuong ddng véi trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 2, va trong dé

khang thé duoc tao ra tur té bao budng tring chudt Hamster Trung Qubc.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét ché phim chira hdn hop thanh phan
tinh ché cta khang thé don dong va chit dém, trong d6 ché phdm nay 1a & pH tir 6,2
dén 6,6, trong d6 chit dém la phosphat hodc mudi ctia chung, trong d6 hdn hop thanh
phin tinh ché chira dang twong ty ddc trung boi dinh 65, dinh 78, dinh 88, dinh 92,
dinh chinh va dinh 112 duoc thé hién trong Fig. 1, trong d6 khang thé nay chira trinh
tu axit amin chudi ning cé it nhét 90% tuong ddng véi trinh ty axit amin cia SEQ ID

NO: 1 v trinh ty axit amin chudi nhe c6 it nhit 90% tuong ddng véi trinh ty axit amin
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cia SEQ ID NO: 2, va trong d6 khang thé duogc tao ra tir té bao buéng trimg chudt

Hamster Trung Qudc.

Theo mdt phuong &n khéc cua ché pham theo séng ché, chit dém 1a it nhit mot
dang dugc chon tir nhom bao gdm natri phosphat diaxit heptahydrat, phosphat va axit
xitric.

Theo mot phuong 4n khac, ché pham theo sang ché chira mot thanh phan duoc
chon tir thanh phan ché phdm tha nhdt bao gdm 16,1 mM natri phosphat diaxit
heptahydrat, 3,9 mM axit xitric, 12% khdi luong ctia sucroza theo thé tich, 0,02% khdi
lugng cua polysorbat 80 theo thé tich va 0,05 mM EDTA; thanh phén ché pham thir
hai bao gdm 15,2 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 4,8 mM axit xitric, 12% khoi
lugng cua sucroza theo thé tich, 0,02% khdi luong ctia polysorbat 80 theo thé tich va
0,05 mM EDTA; thanh phén ché pham thir ba bao gdm 15,8 mM natri phosphat diaxit
heptahydrat, 4,2 mM axit xitric, 12% khdi lugng cta sucroza theo thé tich, 0,02% khoi
lugng cta polysorbat 80 theo thé tich va 0,05 mM EDTA; thanh phan ché pham tht tu
bao gdm 16,3 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 3,7 mM axit xitric, 12% khéi
lugng cia sucroza theo thé tich, 0,02% khéi lugng ctia polysorbat 80 theo thé tich va
0,05 mM EDTA; va thanh phan ché phdm thtr nam bao gbm 15,5 mM natri phosphat
diaxit heptahydrat, 4,5 mM axit xitric, 12% khéi luong cta sucroza theo thé tich,
0,02% khéi lugng cua polysorbat 80 theo thé tich va 0,05 mM EDTA.

Tém lai, sang ché dé xuét:

1. Ché phim chira khang thé ¢6 trinh tu axit amin chudi ning nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi nhe nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2,
hodc bién thé khang thé co trinh tu axit amin chudi ning it nhét 90% tuong dong voi
trinh tu axit amin chudi ning nay va/hodc trinh ty axit amin chudi nhe it nhat 90%
twrong dong véi trinh ty axit amin chudi nhe nay, trong do6 ché phim nay chtra: <80%
bién thé khang thé axit.

2. Ché phdm theo muc 1, trong d6 ché phim nay co:

a) >0,70 sy gin két khang nguyén dac hiéu IL-5; va/hodc

b) > 70% su gin két FcRn.

-68-



36488

3. Ché phdm theo muc 2, trong do6 a) su gén két khdng nguyén dac hiéu nam trong
khoang tir 0,70 dén 1,30; va/hodc b) sur gin két FcRn nim trong khoéang tir 70% dén
130%.

4. Ché phim theo muc bét ky trong sb cac muc trén day, trong d6 ché pham nay chira:

<35% bién thé khang thé dugc khir amit.

5. Ché pham theo theo muc bét ky trong s6 cac muc trén day, trong do ché phim nay

chira: <25% bién thé khang thé duoc khir amit & N31 cua trinh ty axit amin chudi nhe.

6. Ché pham theo theo muc bét ky trong sb cac myc trén déy, trong d6 ché phdm nay
chira: <35% bién thé khéng thé dugc khir amit & N386 cua trinh ty axit amin chudi

nang.

7. Ché phdm theo muc bét ky trong sb cac muc trén day, trong do ché phim nay chua:

<55% bién thé khang thé dugc oxy hoa & bét ky mot hodc dang két hop cua:
a) M64 cua trinh ty axit amin chudi ning;
b) M254 cua trinh ty axit amin chudi ning; va/hodc
¢) M430 cta trinh ty axit amin chudi ning.

8. Ché phim theo muc bat ky trong s6 cac muc trén ddy, trong d6 ché phdm nay chia:

<3% bién thé khang thé dugc oxy héa & W52 cua trinh ty axit amin chudi ning.

9. Ché phim theo bt ky mot trong sb 4 dén 8, trong d6 lugng bién thé khang thé dugc
khir amit va/hodc luong bién thé duge oxy héa, dugc xéc dinh bang cch 1ap ban do

peptit LC-MS/MS.

10. Ché pham theo muc bét ky trong s6 cac muc trén day, trong do ché phdm nay

chtra: <20% bién thé khang thé két tu.
11. Ché pham theo muc 10, trong d6 bién thé khang thé két tu chira dime.

12. Ché phém theo muc 10 hodc 11, trong d6 lugng bién thé khang thé két tu duoc xac
dinh bang SEC.

13. Ché phdm theo muc bét ky trong s6 cac muc trén day, trong do ché phém nay
chira: >50% bién thé khang thé dugc loai bo lysin K449 dau cudi C cua trinh ty axit

amin chudi nang.
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14. Ché phidm theo muc bt ky trong sb6 cdc muc trén ddy, trong do ché phdm nay
chtra: >50% bién thé khang thé pyro-glutamat diu cubi N cua trinh tu axit amin chudi

nang.

15. Ché phém chtra khang thé ¢6 trinh ty axit amin chudi ndng nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi nhe nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2,
hodc bién thé khang thé c6 trinh ty axit amin chudi ning it nhit 90% tuwong ddng véi
trinh ty axit amin chudi ning nay va/hodc trinh tu axit amin chudi nhe it nhit 90%
twong dong véi trinh tu axit amin chudi nhe nay, trong do ché phdm nay chtra: <80%

bién thé khang thé axit va <20% bién thé khang thé két tu.

16. Ché pham chira khéng thé ¢6 trinh tu axit amin chudi ning nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi nhe nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2,
hogc bién thé khang thé c6 trinh tu axit amin chudi ning it nhéat 90% tuong ddng vai
trinh ty axit amin chudi ning nay va/hodc trinh tu axit amin chudi nhe it nhit 90%
twong dong véi trinh ty axit amin chudi nhe nay, trong do6 ché pham nay chira: <25%
bién thé khang thé duoc khir amit & N31 cua trinh ty axit amin chudi nhe; va <20%

bién thé khang thé két tu.

17. Ché phém chtra khang thé ¢6 trinh tu axit amin chudi ning nhu duge thé hién trong
SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi nhe nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2,
hoic bién thé khang thé co trinh ty axit amin chudi ning it nhit 90% tuong ddng véi
trinh ty axit amin chudi ning nay va/hodc trinh ty axit amin chudi nhe it nhit 90%
trong ddng véi trinh ty axit amin chudi nhe nay, trong do ché pham nay chtra: <25%
bién thé khang thé duge khir amit & N31 clia trinh t axit amin chudi nhe; <55% bién
thé khang thé duge oxy héa & M64 cua trinh tu axit amin chudi niang; <3% bién thé
khang thé dugc oxy héa & W52 cua trinh tu axit amin chudi ning; va <20% bién thé

khang thé két tu.

18. Ché pham chtra khang thé ¢6 trinh ty axit amin chudi ning nhu duoc thé hién trong
SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi nhe nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2,
hodc bién thé khang thé co trinh tu axit amin chudi ning it nhat 90% twong dong véi
trinh tw axit amin chudi ning nay va/hodc trinh ty axit amin chudi nhe it nhit 90%
twong ddng véi trinh ty axit amin chudi nhe nay, trong do6 ché phadm nay chtra: <25%

bién thé khang thé duoc khtr amit & N31 cua trinh ty axit amin chudi nhe; <35% bién
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thé khang thé dugc khtr amit & N386 cta trinh tur axit amin chudi ning; va <20% bién

thé khang thé két tu.

19. Ché pham chtra khéng thé ¢6 trinh ty axit amin chudi ndng nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2,
hodc bién thé khang thé c6 trinh ty axit amin chudi ning it nhat 90% tuwong dong véi
trinh tu axit amin chudi ning nay va/hodc trinh ty axit amin chudi nhe it nhit 90%
twong doéng véi trinh ty axit amin chudi nhe nay, trong do ché phdm nay chtra: <25%
bién thé khang thé dugc khir amit & N31 cua trinh ty axit amin chudi nhe; <35% bién
thé khang thé duoc khir amit & N386 cta trinh tyr axit amin chudi nang; <55% bién thé
khang thé duoc oxy hoa & M64 cua trinh tu axit amin chudi ning, M254 cua trinh tu
axit amin chudi ning, M430 cta trinh tu axit amin chudi ning; <3% bién thé khang thé
dugc oxy héa & W52 cua trinh ty axit amin chudi ning; va <20% bién thé khang thé

két tu.

20. Ché pham chtra hdn hgp thanh phan tinh ché cuia khang thé don dong va chit dém,
trong d6 ché phdm nay 1a & pH tir 6,8 dén 7,2,

trong do chét dém 12 histidin, phosphat, axit xitric, Xitrat hodc mudi ctia chung,

trong d6 hdn hop thanh phin tinh ché chira dang tuong tu ddc trung bdi dinh 65, dinh
78, dinh 88, dinh 92, dinh chinh va dinh 112 dugc thé hién trong Fig. 1,

trong d6 khang thé nay chua trinh ty axit amin chudi ning co it nhit 90% tuwong dong
v6i trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi nhe c¢6 it nhét

90% twong ddng voi trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 2, va
trong d6 khang thé dugc tao ra tur té bao budng trimg chudt Hamster Trung Qubc.

21. Ché phém theo muc 20, trong dé chit dém 1a it nh4t mét dang duoc chon tir nhom

bao gdm natri phosphat diaxit heptahydrat, phosphat, axit xitric va xitrat.

22. Ché pham theo muc 20, trong d6 chit dém 13 natri phosphat, kali phosphat, hodc

natri xitrat.

23. Ché phdm theo muc 20, trong d6 ché phdm nay con chaa dudng, hydrat cacbon

va/hoic mudi.

24. Ché pham theo muc 23, trong do ché phdm nay chtra sucroza.
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25. Ché pham chitra hon hgp thanh phéan tinh ché cta khang thé don dong va chét dém,
trong d6 ché pham nay 12 & pH tir 6,8 dén 7.2, |

trong d6 chat dém 1a phosphat hodc mudi cta chiing,

trong d6 hdn hop thanh phin tinh ché chira dang twong tw ddc trung boi dinh 65, dinh
78, dinh 88, dinh 92, dinh chinh va dinh 112 dugc thé hién trong Fig. 1,

trong do khang thé nay chtra trinh ty axit amin chudi ning co it nhit 90% twong dong
v6i trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi nhe c¢6 it nhét

90% twong ddng véi trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 2, va
trong d6 khang thé duoc tao ra tir té bao budng tring chudt Hamster Trung Qude.

26. Ché phém theo muc 25, trong do chit dém 14 it nhit mot dang duoc chon tir nhém

bao gdm natri phosphat diaxit heptahydrat, phosphat, axit xitric va xitrat.
27. Ché phim theo muc 26, trong d6 ché phim nay con chta dudng.

28. Ché pham theo muc 27, trong d6 duong la sucroza.

29. Ché phdm theo muc 28, trong do6 ché phim nay chura polysorbat 80.

30. Ché phém theo muc 29, trong d6 ché pham nay chira mot thanh phan dugc chon tir
thanh phéan ché pham thtt nhat bao gdbm 20 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 12%
khéi lwong ctia sucroza theo thé tich va 0,05% khéi lugng ctia polysorbat 80 theo thé
tich; thanh phin ché phdm thtt hai bao gdbm 15,5 mM natri phosphat diaxit
heptahydrat, 3,9 mM axit xitric monohydrat, 12% khéi luong ctia sucroza theo thé
tich, 0,02% khéi lugng ctia polysorbat 80 theo thé tich va 0,05 mM EDTA; va thanh
phan ché pham thir ba bao gdbm 26 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 15% khéi
lugng cua sucroza theo thé tich va 0,065% khdi lugng clia polysorbat 80 theo thé tich.

31. Ché pham theo muc 29, trong d6 khang thé c¢6 hing s6 phan ly bang, hodc nho
hon, khoang 3,5x10"'' M d&i véi interleukin-5 ¢ nguoi chira trinh ty axit amin duoc
thé hién trong SEQ ID NO: 11.

32. Ché phim theo muyc 31, trong do ndng do khang thé don dong khoang 75 mg/mL
hodc khoang 100 mg/mL.
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33. Ché phim theo muc 30, trong d6 khang thé ¢6 hing sd phan ly bang, hodc nhd
hon, khoang 3,5x107"!' M ddi vé6i interleukin-5 & ngudi chira trinh ty axit amin dugc

thé hién trong SEQ ID NO: 11.

34, Ché phim theo muc 33, trong d6 ndéng do khang thé don dong khoang 75 mg/mL
hodc khoang 100 mg/mL.

35. Ché phim chra:

a) khang thé khang IL-5 chira trinh tu chudi ning co it nhét 90% twong dong véi
trinh ty axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tur chudi nhe c6 it
nhét 90% tuong déng v6i trinh tu axit amin dugce thé hién trong SEQ ID NO: 2;

va

b) dang chinh cta khéng thé chira nhiéu hon, hodc bang, 50% la protein trong ché
pham nhu duge x4c dinh bang cach sir dung dién di mao quan hoi tu ding dién

ddi voi ché pham.
36. Ché pham theo muc 35, trong d6 dang chinh cua khéng thé chira it nhit mot gbc
axit amin dugc oxy hoa dugc chon tr nhdm bao gdm gdc axit amin chudi niang duogc
oxy hoa & tryptophan 52, gbc axit amin chudi ndng dugc oxy héa & metionin 64, gbe
axit amin chudi ning dugc oxy hda & metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy
hoa & metionin 85, gbc axit amin chudi ning dwgc oxy hoa & xystein 222, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 254, géc axit amin chudi ning dugc oxy
héa & metionin 360, gdc axit amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 430, gbc axit
amin chudi nhe duoc oxy hoa & metionin 4 va gbc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &

xystein 220.
37. Ché phdm chtra:
a) khang thé khang IL-5 chua trinh tu chudi ning c6 it nhat 90% twong dong véi
trinh tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chudi nhe co it

nhit 90% twong ddng véi trinh ty axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2;

b) dang chinh cta khang thé chtra nhidu hon, hodc bing, 50% la protein trong ché
phém nhu duoc x4c dinh bang cach sit dung dién di mao quan hdi ty déng dién

doi véi ché pham; va
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¢) dang axit cia khang thé chira khoang 20% dén khoang 45% la protein trong ché
pham nhu duoc x4c dinh bang cach st dung dién di mao quan héi tu dang dién
d6i v6i ché pham.
38. Ché phim theo muc 37, trong d6 dang axit ctia khang thé chira it nhat mot dang
dwoc chon tir nhom bao gdm dinh 65 dang axit, dinh 78 dang axit, dinh 88 dang axit va
dinh 92 dang axit.
39. Ché phdm theo muc 38, trong d6 dang axit ctia khang thé chtra it nhit mot gde axit
amin duoc khir amit dugc chon tir nhém bao gém géc axit amin chudi ning duogc khu
amit & asparagin 299, gbc axit amin chudi nang dugc khir amit & asparagin 317, gbe
axit amin chudi nang dugc khir amit & asparagin 386 va gbc axit amin chudi nhe dugc

khir amit ¢ asparagin 31.

40. Ché phdm theo muc 39, trong d6 dang chinh ctia khdng thé chira it nhit mot gbe
axit amin dugc oxy hoa dugc chon tir nhém bao gdm gdc axit amin chudi ning dugc
oxy hoéa & tryptophan 52, gbc axit amin chudi ning duoc oxy hoa & metionin 64, gbe
axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy
héa & metionin 85, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa ¢ xystein 222, gbe axit
amin chudi ning duoc oxy hoa & metionin 254, gbc axit amin chudi ning dugc oxy
héa & metionin 360, gdc axit amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 430, gbe axit
amin chudi nhe dugc oxy hoa & metionin 4 va gbc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &

xystein 220.

41. Ché phdm theo muc 39, trong d6 dang axit ctia khdng thé chtra it nhat mot gde axit
amin duoc oxy hoa dugc chon tir nhom bao gbm gde axit amin chudi ning dugc oxy
héa & tryptophan 52, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoéa ¢ metionin 64, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 82, géc axit amin chudi ning dugc oxy hoa
& metionin 85, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & xystein 222, gbc axit amin
chudi ning duoc oxy hoéa & metionin 254, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa &
metionin 360, gdc axit amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 430, gbc axit amin
chudi nhe duoc oxy héa & metionin 4 va gdc axit amin chudi nhe dugc oxy héa &

xystein 220.,

42. Ché pham theo muc 39, trong d6 dang chinh cta khing thé chira it nhat mot gbe
axit amin dugc oxy héa dugc chon tir nhém bao gdm géc axit amin chudi ning dugc

oxy hoéa & tryptophan 52, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoéa ¢ metionin 64, gbe
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axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 82, gbc axit amin chudi ndng dugc oxy
hoa & metionin 85, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & xystein 222, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 254, gbc axit amin chudi nang dugc oxy
héa & metionin 360, gbc axit amin chudi nang dugc oxy hoa ¢ metionin 430, gbe axit
amin chudi nhe dugc oxy hoa & metionin 4 va gbc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &

xystein 220; va

trong d6 dang axit cuia khang thé chira it nhat mot gbc axit amin dugc oxy hoa duge
chon tir nhém bao gdm gbe axit amin chudi ning dugc oxy hoa & tryptophan 52, gbe
axit amin chudi ning duoc oxy hoéa ¢ metionin 64, géc axit amin chudi ning dugc oxy
hoa & metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 85, gbe axit
amin chudi ning duoc oxy hoa & xystein 222, gbc axit amin chudi ning duoc oxy héa
& metionin 254, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa ¢ metionin 360, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy héa ¢ metionin 430, gbc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &

metionin 4 va gdc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa & xystein 220.
43. Ché phim chira:

a) khang thé khang IL-5 chta trinh tu chudi nang c6 it nhat 90% tuong ddng véi
trinh tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty chudi nhe c6 it

nhét 90% tvong ddng v&i trinh tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2;

b) dang chinh cta khang thé ch(ra nhiéu hon, hoic bing, 50% la protein trong ché
phdm nhu dugc x4c dinh bang cach st dung dién di mao quan hoi tu déng dién
d6i v6i ché pham; va

¢) dang bazo cia khang thé chira khoang 1% dén khoang 15% la protein trong ché
phém nhu duoc xac dinh béng cach str dung dién di mao quan hoi tu ding dién
d6i v6i ché pham.

44. Ché phim theo muc 43, trong d6 dang bazo ctia khang thé chtra dang bazo c6 dinh
112.
45. Ché phdm theo muc 44, trong d6 dang bazo ciia khing thé chtra chudi ning c6 goc

d4u cubi carboxy ma la glyxin 448.

46. Ché phidm theo muc 45, trong d6 dang chinh ctia khéng thé chira it nhat mot gbc
axit amin dugc oxy hoa dugc chon tir nhém bao gdm gbc axit amin chudi nang dugc

oxy hoa ¢ tryptophan 52, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 64, gbe
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axit amin chudi ning dugc oxy hda & metionin 82, gbc axit amin chudi ndng dugc oxy
héa & metionin 85, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoéa & xystein 222, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 254, gbc axit amin chudi nang duogc oxy
hoa & metionin 360, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 430, gbe axit
amin chudi nhe dugc oxy hoa & metionin 4 va géc axit amin chudi nhe dugc oxy héa &

xystein 220.

47. Ché phim theo muc 45, trong d6 dang bazo cla khang thé chua it nhat mot gbe
axit amin dugc oxy hoa dugc chon tir nhém bao gdm gbc axit amin chudi niing dugc
oxy héa & tryptophan 52, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 64, gbe
axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 82, géo axit amin chudi ning duoc oxy
héa & metionin 85, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa & xystein 222, gbe axit
amin chudi ning duoc oxy hoa ¢ metionin 254, gbc axit amin chudi ndng dugc oxy
hoa & metionin 360, gdc axit amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 430, gbe axit
amin chudi nhe duoc oxy hoa & metionin 4 va gbc axit amin chudi nang dugc oxy hoa

& xystein 220.

48. Ché pham theo muc 45, trong d6 dang chinh cta khang thé chira it nhat mot gbe
axit amin duoc oxy hda dugc chon tir nhém bao gdm gde axit amin chudi ning duogc
oxy hoéa & tryptophan 52, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 64, gbe
axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 82, gbc axit amin chudi nang dugc oxy
héa & metionin 85, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa & xystein 222, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy hoéa & metionin 254, gbc axit amin chudi ning dugc oxy
hoa & metionin 360, gbc axit amin chudi ndng dugc oxy hoa & metionin 430, gbe axit
amin chudi nhe duoc oxy hoa & metionin 4 va gbc axit amin chudi nang dugc oxy hoa

& xystein 220; va

trong d6 dang bazo cia khang thé chira it nhit mot gdc axit amin duge oxy hoa duoc
chon tir nhém bao gdm gde axit amin chudi ndng dugc oxy héa & tryptophan 52, gbc
axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 64, gbc axit amin chudi nang dugc oxy
héa & metionin 82, gdc axit amin chudi nang duge oxy hoa & metionin 85, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy héa & xystein 222, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa
& metionin 254, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hda ¢ metionin 360, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hdéa & metionin 430, géc axit amin chudi nhe duoc oxy hoa &

metionin 4 va gdc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa & xystein 220.
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49. Ché phdm chira:

a) khang thé khang IL-5 chura trinh tu chudi ning c6 it nhit 90% tuong dong
vai trinh tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chudi
nhe c6 it nhat 90% twong dong véi trinh ty axit amin dugc thé hién trong

SEQ ID NO: 2;

b) dang chinh cta khéng thé chtra nhiéu hon, hodc bing, 50% la protein trong
ché phém nhu duoc xdc dinh béng cach str dung dién di mao quan hoi tu
dfing dién ddi véi ché phim;

¢) dang axit ciia khang thé chira khoang 20% dén khoang 45% la protein trong
ché phém nhu duoc xac dinh béng cach st dung dién di mao quan hoi tu
déng dién db6i véi ché phim; va

d) dang bazo cua khéang thé chira khoang 1% dén khoang 15% la protein trong
ché phém nhu dugc xac dinh béng cach st dung dién di mao quan hdi tu
ding dién dbi v6i ché pham.

50. Ché phim theo muc 49, trong d6 dang axit cua khang thé chura it nhat mot dang
duoc chon tir nhém bao gém dinh 65 dang axit, dinh 78 dang axit, dinh 88 dang axit va
dinh 92 dang axit.

51. Ché phdm theo muc 50, trong d6 dang axit ctia khang thé chtra it nhit mot gde axit
amin duoc khir amit dugce chon tir nhém bao gdm gde axit amin chudi ning dugc khir
amit & asparagin 299, géc axit amin chudi ning dugc khir amit & asparagin 317, géc
axit amin chudi ning dugc khir amit ¢ asparagin 386 va gbc axit amin chudi nhe dugc
khtr amit & asparagin 31.

52. Ché pham theo muc 49, trong d6 dang bazo cua khang thé chtra dang bazo ¢6 dinh
112.

53. Ché pham theo muc 52, trong d6 dang bazo cla khang thé chira chudi ning c6 gdc
du cudi carboxy ma la glyxin 448.

54. Ché phdm theo muc 49, trong d6 dang chinh cta khéng thé chira it nhit mot gbc
axit amin dugc oxy hoa dugc chon tir nhém bao gbm gdc axit amin chudi ning dugc
oxy hoéa & tryptophan 52, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 64, gbe
axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 82, géc axit amin chudi ning dugc oxy
hoa & metionin 85, gbc axit amin chudi nang duoc oxy héa & xystein 222, gbe axit

amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 254, goc axit amin chudi ning dugc oxy
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hoéa & metionin 360, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 430, gdc axit
amin chudi nhe duoc oxy hda & metionin 4 va goc axit amin chudi nhe dugc oxy héa &

xystein 220.

55. Ché pham theo muc 49, trong d6 dang axit clia khang thé chira it nhit mot gde axit
amin dugc oxy héa dugc chon tir nhém bao gdm gde axit amin chudi ning dugc oxy
hoa ¢ tryptophan 52, gbc axit amin chudi nang dugc oxy hoa & metionin 64, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 82, géc axit amin chudi ning dugc oxy hoa
& metionin 85, gdc axit amin chudi nang dugc oxy héa & xystein 222, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoa & metionin 254, gbc axit amin chudi ndng duoc oxy héa &
metionin 360, gbc axit amin chudi ndng dugc oxy héa & metionin 430, gbc axit amin
chudi nhe duge oxy hdéa & metionin 4 va géc axit amin chudi ning dugc oxy hoa &

xystein 220.

56. Ché pham theo muc 49, trong d6 dang bazo cla khang thé chira it nhit mot gbc
axit amin dugc oxy hoa dugce chon tir nhom bao gé)m géc axit amin chudi ning duoc
oxy héa & tryptophan 52, gbc axit amin chudi ndng dugc oxy héa & metionin 64, gbc
axit amin chudi ning duogc oxy héa & metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy
hoa & metionin 85, gc axit amin chudi ning dugc oxy héa & xystein 222, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 254, gbc axit amin chudi ndng dugc oxy
hoéa & metionin 360, gdc axit amin chudi nang dugc oxy héa & metionin 430, gbc axit
amin chudi nhe dugc oxy hda & metionin 4 va géc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &

xystein 220.

57. Ché phém theo muc 49, trong d6 dang chinh cua khang thé chira it nhdt mot géc
axit amin dugc oxy héa duge chon tir nhém bao gbm gbc axit amin chudi niing duoc
oxy hoa & tryptophan 52, gdc axit amin chudi nang dugc oxy hoa & metionin 64, gbe
axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 82, gbc axit amin chudi ndng dugc oxy
hoa & metionin 85, gbc axit amin chudi nang dugc oxy héa & xystein 222, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 254, gbc axit amin chudi ning dugc oxy
héa & metionin 360, gdc axit amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 430, gbc axit
amin chudi nhe dugc oxy hda & metionin 4 va géc axit amin chudi ning dugc oxy hoa

& xystein 222; va
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trong d6 dang axit ciia khang thé chira it nhit mot gde axit amin duge oxy héa dugc
chon tir nhém bao gdm gbc axit amin chudi ning dugc oxy hda & tryptophan 52, gbe
axit amin chudi niing duoc oxy héa & metionin 64, gbc axit amin chudi nang dugc oxy
hoa & metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa ¢ metionin 85, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy héa & xystein 222, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa
& metionin 254, gdc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 360, gdc axit amin
chudi ning dugc oxy hoéa & metionin 430, géc axit amin chudi nhe duoc oxy hoa &

metionin 4 va gbc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa & xystein 220.

58. Ché phdm theo muc 49, trong d6 dang axit ctia khéng thé chua it nhit mot gde axit
amin dugc oxy hda dugc chon tir nhém bao gém géc axit amin chudi ning duoc oxy
héa & tryptophan 52, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 64, gbc axit
amin chudi niing dugc oxy hoa & metionin 82, géc axit amin chudi ning dugc oxy hoa
& metionin 85, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa & xystein 222, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoa & metionin 254, géc axit amin chudi ning dugc oxy hoa &
metionin 360, géc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 430, géc axit amin
chudi nhe dugc oxy hoa & metionin 4 va gdc axit amin chudi nhe dugc oxy hoéa &

xystein 220; va

trong d6 dang bazo cua khang thé chtra it nhdt mot gde axit amin dugc oxy hoa duge
chon tir nhém bao gdm gbe axit amin chudi ning dugc oxy héa ¢ tryptophan 52, gbe
axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 64, gbc axit amin chudi nang dugc oxy
héa & metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa ¢ metionin 85, gbe axit
amin chudi ning dugc oxy hoda & xystein 222, géc axit amin chudi ning duoc oxy hoa
& metionin 254, gdc axit amin chudi ning dugc oxy héa ¢ metionin 360, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hda & metionin 430, géc axit amin chudi nhe duoc oxy hoa &

metionin 4 va gdc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa & xystein 220.

59. Ché phdm theo muc 49, trong d6 dang chinh ctia khang thé chtra it nhat mot goc
axit amin duogc oxy hda dugc chon tir nhém bao gdm gbc axit amin chudi ning dugc
oxy hoa ¢ tryptophan 52, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoéa & metionin 64, gbe
axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy
héa & metionin 85, gdc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & xystein 222, gbe axit
amin chudi ning duoc oxy hoa & metionin 254, gbc axit amin chudi ning dugc oxy

héa & metionin 360, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 430, goc axit
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amin chudi nhe dugc oxy hoa & metionin 4 va goc axit amin chudi nhe dugc oxy héa &

xystein 220; va

trong do dang bazo cua khang thé chtra it nhdt mot gde axit amin dugc oxy hoa dugc
chon tir nhém bao gdm gde axit amin chudi ning dugc oxy hoa & tryptophan 52, gbe
axit amin chudi ning duogc oxy héa & metionin 64, géc axit amin chudi ning duoc oxy
héa & metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hda & metionin 85, gbe axit
amin chudi ning duogc oxy hoa & xystein 222, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa
& metionin 254, gdc axit amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 360, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoa & metionin 430, gbc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &

metionin 4 va gdc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa & xystein 220.

60. Ché phdm theo muc 49, trong d6 dang chinh ctia khdng thé chira it nhét mot gbc
axit amin dugc oxy hoa dugc chon tir nhém bao gbm gbc axit amin chudi niang duoc
oxy hoa ¢ tryptophan 52, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 64, gbe
axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 82, géc axit amin chudi ning dugc oxy
hoa & metionin 85, gdc axit amin chudi ning dugc oxy hoéa & xystein 222, gbe axit
amin chudi ning duoc oxy hoa & metionin 254, gbc axit amin chudi ning dugc oxy
héa & metionin 360, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 430, gbe axit
amin chudi nhe dugc oxy héa & metionin 4 va gbc axit amin chudi nhe duge oxy hoa &

xystein 220;

trong d6 dang axit cia khang thé chira it nhdt mot gde axit amin dugc oxy hoa dugc
chon tir nhém bao gdm gde axit amin chudi ndng dugce oxy hoa & tryptophan 52, gbc
axit amin chudi ning dugc oxy hoa & metionin 64, gbc axit amin chudi ning dugc oxy
héa & metionin 82, gdc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 85, gbe axit
amin chudi ning duoc oxy hoa & xystein 220, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa
& metionin 254, gdc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 360, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoa & metionin 430, gbc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &
metionin 4 va gdc axit amin chudi nhe dugce oxy hoa & xystein 220; va

trong d6 dang bazo ctia khang thé chtra it nhit mot gde axit amin duge oxy hoa dugce
chon tir nhém bao gdm gdc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & tryptophan 52, gbe
axit amin chudi ning duoc oxy hoa & metionin 64, gbc axit amin chudi ning dugc oxy

héa & metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa ¢ metionin 85, goc axit
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amin chudi ning dugc oxy héa & xystein 222, goc axit amin chudi ning duoc oxy hoa

¢ metionin 254, goc axit amin chudi niing dugc oxy hoa & metionin 360, goc axit amin

chudi ning duge oxy hoéa & metionin 430, goc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa &

metionin 4 va gdc axit amin chudi nhe duge oxy hoéa & xystein 220.

61. Ché phim chira:

a)

b)

khang thé khang IL-5 chra trinh tu chudi ning c6 it nhit 90% tuong ddng véi
trinh tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty chudi nhe c6 it
nhit 90% twong ddng véi trinh ty axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2;

va

dang dugc khir amit cua khang thé chira it nhdt mot dang dugc chon tir nhom
bao gdm gdc axit amin chudi ndng dwgc khir amit & asparagin 299, gbc axit
amin chudi ning dugc khir amit ¢ asparagin 317, gbc axit amin chudi ning
duoc khir amit & asparagin 386 va gbc axit amin chudi nhe dugc khir amit &

asparagin 31.

62. Ché pham chira:

a)

b)

khang thé khang IL-5 chira trinh tu chudi ning c6 it nhit 90% tuong dong véi
trinh tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chudi nhe co it
nhat 90% tuong dong véi trinh tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2;

va

dang dugc oxy hoda cta khang thé chira it nhat mot dang dugc chon tr nhom
bao gdm gdc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & tryptophan 52, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hda & metionin 64, géc axit amin chudi ning dugc oxy
hoa & metionin 82, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 85, gbe
axit amin chudi ning duoc oxy hda & xystein 222, gbc axit amin chudi ning
duoc oxy hda & metionin 254, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa &
metionin 360, gbc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 430, gbc axit
amin chudi nhe dugc oxy héa & metionin 4 va géc axit amin chudi nhe duoc

oxy hoa & xystein 220.

63. Ché phdm chua:
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khang thé khang IL-5 chta trinh tu chudi niing c6 it nhét 90% tuong dong véi
trinh tu axit amin duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chudi nhe cé it

nhét 90% tuong ddng véi trinh tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2;

dang duogc khtr amit cua khéng thé chita it nhit mot dang duge chon tir nhom
bao gdm gbe axit amin chudi ning dugc khir amit & asparagin 299, géc axit
amin chudi ning dugc khit amit & asparagin 317, gbc axit amin chudi ning
duoc khtr amit ¢ asparagin 386 va gbc axit amin chudi nhe duoc khir amit &
asparagin 31; va

dang duoc oxy hoéa cta khing thé chira it nhat mot dang duwoc chon tir nhom
bao gdm gdc axit amin chudi ning dugc oxy hoa & tryptophan 52, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoa & metionin 64, gbc axit amin chudi ning dugc oxy
héa & metionin 82, gbc axit amin chudi ndng dugc oxy héa ¢ metionin 85, gbe
axit amin chudi ning duge oxy héa & xystein 222, gbc axit amin chudi nang
dugc oxy hdéa & metionin 254, géc axit amin chudi ning dugc oxy hda &
metionin 360, gbc axit amin chudi ning dugc oxy héa ¢ metionin 430, gbc axit
amin chudi nhe dugc oxy héa ¢ metionin 4 va géc axit amin chudi nhe duoc

oxy hoa & xystein 220.

64. Ché pham chta:

a)

b)

khéang thé khang IL-5 chua ving bién d6i chudi ning c6 trinh ty axit amin
CDRHI1 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 5, trinh ty axit amin CDRH2 duoc
thé hién trong SEQ ID NO: 6, va trinh tu axit amin CDRH3 dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 7; va vung bién d6i chudi nhe c6 trinh ty axit amin CDRL1 dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 8, trinh tu axit amin CDRL2 dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 9, va trinh ty axit amin CDRL3 dugc thé hién trong SEQ ID NO:

10; va

dang duoc khir amit cua khang thé chtra gbe axit amin chudi nhe duge khir amit

& asparagin 31.

65. Ché phdm chua:

a)

khang thé khang IL-5 chira ving bién ddi chudi niang c6 trinh ty axit amin
CDRH1 duge thé hién trong SEQ ID NO: 5, trinh ty axit amin CDRH2 duoc
thé hién trong SEQ ID NO: 6, va trinh ty axit amin CDRH3 duoc thé hién trong
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SEQ ID NO: 7; va vung bién ddi chudi nhe co trinh tu axit amin CDRL1 dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 8, trinh ty axit amin CDRL2 dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 9, va trinh ty axit amin CDRL3 dugc thé hién trong SEQ ID NO:

10; va

b) dang dugc oxy hoa cua khang thé chtra it nhat mdt dang duogc chon tr nhom
bao gébm gbc axit amin chudi ndng dugc oxy hoa ¢ tryptophan 52 va gbc axit

amin chudi ning dugc oxy héa & metionin 64.
66. Ché pham chrra:

a) khang thé khang IL-5 chta ving bién ddi chudi ning cé trinh ty axit amin
CDRHI1 dugc thé hién trong SEQ ID NO: 5, trinh tu axit amin CDRH2 duoc
thé hién trong SEQ ID NO: 6, va trinh ty axit amin CDRH3 dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 7; va vung bién ddi chudi nhe c6 trinh ty axit amin CDRL1 duoc
thé hién trong SEQ ID NO: 8, trinh ty axit amin CDRL2 dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 9, va trinh ty axit amin CDRL3 dugc thé hién trong SEQ ID NO:
10;

b) dang dugc oxy hoa clia khang thé chira it nhat mot dang duogc chon tir nhom
bao gém gbc axit amin chudi ndng dugc oxy hoa & tryptophan 52 va gbe axit
amin chudi nang dugc oxy hda & metionin 64; va

¢) dang dugc khtr amit cia khang thé chira géc axit amin chudi nhe duoc khir amit
O asparagin 31.

67. Ché phim chira:

a) khéang thé khéang IL-5 chira ving bién d6i trinh tw chudi ning c6 trinh ty axit

amin duoc thé hién trong SEQ ID NO: 3 va vung bién dbi chudi nhe trinh tu cé

trinh tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 4; va

b) dang dugc khir amit ctia khang thé chira gbc axit amin chudi nhe duge khir amit

& asparagin 31.
68. Ché phdm chrra:

a) khéng thé khang IL-5 chira vung bién ddi trinh tw chudi ning c6 trinh ty axit
amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 3 va vung bién dbi chudi nhe trinh tu cé

trinh tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 4; va
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dang duogc oxy hoda cia khiang thé chira it nhat mot dang dugce chon tir nhém
bao gdm gdc axit amin chudi ning dugc oxy hoa ¢ tryptophan 52, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hoa ¢ metionin 64, gbc axit amin chudi ning dugc oxy
héa & metionin 82, gbc axit amin chudi nang dugc oxy hda & metionin 85 va

gbc axit amin chudi nhe dugc oxy hoa ¢ metionin 4.

69. Ché pham chtra:

a)

b)

khang thé khang IL-5 chia ving bién dbi trinh tu chudi ning cd trinh ty axit
amin duoc thé hién trong SEQ ID NO: 3 va ving bién dbi chudi nhe trinh tu ¢6

trinh tu axit amin duoc thé hién trong SEQ ID NO: 4;

dang dugc khir amit cia khang thé chtra gbc axit amin chudi nhe dugc khir amit
& asparagin 31; va

dang dugc oxy hoa cta khang thé chtra it nhit mot dang dugce chon tir nhom
bao gdm gdc axit amin chudi nang dugc oxy hoéa ¢ tryptophan 52, gbc axit amin
chudi ning dugc oxy hda & metionin 64, gbc axit amin chudi ning duoc oxy
héa & metionin 82, gbc axit amin chudi nang dugc oxy hoa ¢ metionin 85 va

gbc axit amin chudi nhe duge oxy hoa & metionin 4.

70. Ché pham chtra cac khéng thé khang IL-5 co:

a)

b)

dang duogc bién dbi cua trinh tu axit amin chudi ning khang thé dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 1 chura it nhit mot su bién dbi vé géc axit amin dugc chon
tir nhoém bao gdm gbe pyroglutamat diu cudi amino & gde axit amin 1, gbc axit
amin glyxin dau cudi carboxy & gdc axit amin 448, gbc asparagin dugc khu
amit & vi trf 299, gbc asparagin duge khir amit & vi tri 317, gbc asparagin dugc
khir amit & vi tri 386, gdc tryptophan duge oxy hoa & vi tri 52, gbc metionin
duoc oxy hoa & vi tri 64, gbc metionin duge oxy hoa & vi tri 82, gbc metionin
duoc oxy hoa & vi tri 85, xystein dugc oxy héa & vi tri 222, metionin dugc oxy
héa & vi tri 254, metionin dugc oxy héda & vi tri 360 va gbc metionin dugc oxy
hoa & vi tri 430; va

dang dugc bién dbi cua trinh tu axit amin chudi nhe khang thé duoc thé hién
trong SEQ ID NO: 2 chtra it nhét mot su bién dbi vé géc axit amin dugc chon
tir nhom bao gém gdc asparagin dugc khir amit & gbc axit amin 31, gbc

metionin dugc oxy hoa & vi trf 4 va xystein duge oxy hoa & vi tri 220.
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71. Ché phdm theo muc 70, trong do:

a)

b)

c)

d)

2

khoang nhiéu hon hodc bang 92% la cac khang thé chira gbc pyroglutamat
dAu cudi amino & gde axit amin 1 ctia chudi ning khang thé,

khoang nhiéu hon hodc bing 90% la cac khéang thé chira gbc axit amin
glyxin dau cubi carboxy & gdc axit amin 448 cta chudi niang khang thé,

nho hon hoic bang 6,0% la cac khéng thé chua gdc asparagin dugc khtr amit
& vi tri 386 ctia chudi ning khang thé;

khoang nho hon hodc bing 1,5% la cac khang thé chta gbc metionin duoc
oxy hoa & vi trf 64 cua chudi ning khang thé,

khoang nhé hon hodc bang 4,5% la c4c khang thé chtra metionin duogc oxy
hoa & vi tri 254 cua chudi ning khang thé,

khoang nho hon hodc bing 0,8% la cac khang thé chtra gbc metionin dugc
oxy hoa & vi tri 430 ctia chudi ning khang thé, va

khoang nhé hon hodc bing 6,6% la cic khang thé chira gbc asparagin dugc

khtr amit & géc‘axit amin 31 cua chudi nhe khang thé.

72. Ché phdm theo muc 71, trong do:

a)

b)

c)

d)

g)

khoang 93,7% dén khoang 98,6% la cac khang thé chua gbc pyroglutamat
dAu cudi amino & gde axit amin 1 ctia chudi ning khéng thé,

khoang 97,6% dén khoang 99,2% la céc khang thé chira gbc axit amin
glyxin dau cubi carboxy ¢ gdc axit amin 448 cua chudi ning khang thé,
khoang 0,4% dén khoang 1,2% 1a céc khang thé chtra gdc asparagin dugc
khir amit & vi tri 317 ctia chudi ning khéng thé,

khoang 1,6% dén khoang 4,2% la cac khang thé chua gdc asparagin duge
khtr amit & vi tri 386 cta chudi ning khang thé:

khoang 0,7% dén khoang 0,9% la cac khang thé chira gbc metionin dugc
oxy hoa & vi tri 64 cua chudi ning khing thé,

khoang 0,3% dén khoang 1,1% la cac khang thé chira gbc metionin duoc
oxy hoa & vi tri 82 cua chudi ning khéng thé hodc gbc metionin duge oxy
héa & vi tri 85 ctia chudi ning khang thé,

khoang 2,6% dén khoang 3,3% la cdc khang thé chtra metionin dugc oxy

héa & vi tri 254 ciia chudi ning khéang thé,
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h) khoang 0,5% dén khoang 0,7% la cac khang thé chira gbc metionin dugc
oxy hoa ¢ vi tri 430 cua chudi ning khang thé,

i) khoang 3,4% dén khoang 6,5% 1a cac khang thé chira gbc asparagin dugc
khtr amit & géc axit amin 31 ctia chudi nhe khang thé, va

i) khoang 0,2% dén khoang 0,8% la cic khang thé chira gbc metionin dugc

oxy hoa & vi tri 4 cua chudi nhe khang thé.

73. Ché phdm chtra c4c khang thé khang IL-5 c6 :

a)

b)

dang dugc bién ddi cua trinh tu axit amin chudi ning khang thé dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 1 chuira it nhit mot sy bién d6i vé gbe axit amin dugc chon
tir nhom bao gdm gde asparagin duge khir amit & vi tri 299, gbc asparagin dugc
khir amit & vi tri 317, gbc asparagin dugc khir amit & vi tri 386, gbc tryptophan
dugc oxy hoa & vi tri 52, géc metionin dugc oxy hda & vi tri 64, gbc metionin
duoc oxy hoa & vi tri 82, gbc metionin dugc oxy hoa & vi tri 85, xystein dugce
oxy hoa & vi trf 222, metionin dugc oxy héa ¢ vi tri 254, metionin dugc oxy hoa
& vi tri 254, metionin dugc oxy hda & vi tri 360 va géc metionin dugc oxy hoa ¢
vi tri 430; va

dang dugc bién ddi cta trinh tu axit amin chudi nhe khang thé duoc thé hién
trong SEQ ID NO: 2 chura it nhit mot su bién dbi vé géc axit amin dugc chon
tr nhom bao gdm gbc asparagin duge khir amit o gbc axit amin 31, gbe

metionin dugc oxy hda & vi tri 4 va xystein dugc oxy hoa ¢ vi tri 220.

74. Ché phdm theo muc 73, trong do:

a) khoang 0,3% dén khoang 1,5% la cac khang thé chira gbc asparagin dugc
khir amit & vi trf 317 cta chudi ning khang thé,

b) khoang 1,5% dén khoang 4,5% la céc khang thé chua gdc asparagin dugc
khir amit & vi tri 386 cua chudi nang khang thé;

¢) khoang 0,5% dén khoang 1,5% la céc khang thé chira gbc metionin dugc
oxy hoa ¢ vi tri 64 cua chudi ning khang thé,

d) khoang 0,2% dén khoang 1,5% la cac khang thé chira gbc metionin dugc
oxy héa & vi tri 82 cua chudi ning khéng thé hodc gbc metionin duge oxy

hoéa & vi tri 85 ctia chudi ning khang thé,
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khoang 2,5% dén khoang 3,5% la céc khang thé chira metionin dugc oxy
hoa & vi tri 254 cua chudi nang khing thé,

khoang 0,4% dén khoang 0,8% la cac khang thé chtra gbc metionin dugc
oxy héa & vi tri 430 cua chudi ning khéng thé,

khoang 3,3% dén khoang 6,6% la cac khang thé chua gdc asparagin dugc
khir amit & gbc axit amin 31 clia chudi nhe khang thé, va

khoang 0,1% dén khoang 1% la cac khang thé chira gbc metionin dugc oxy

héa & vi tri 4 cta chudi nhe khéng thé.

75. Ché phém theo muc 74, trong do:

a)

b)

c)

d)

g)

h)

khoang 0,4% dén khoang 1,2% la cac khang thé chua gdc asparagin dugc
khir amit & vi tri 317 cta chudi ning khang thé,

khoang 1,6% dén khoang 4,2% 1a céc khang thé chua gde asparagin dugce
khir amit & vi tri 386 cia chudi ning khang thé;

khoang 0,7% dén khoang 0,9% la cac khang thé chira gbc metionin dugc
oxy hoa & vi tri 64 ctia chudi nang khang thé,

khoang 0,3% dén khoang 1,1% la céc khang thé chira gbc metionin dugc
oxy hoa & vi tri 82 cua chudi ning khang thé hoic gbc metionin dugc oxy
héa & vi tri 85 ctia chudi ning khang thé,

khoang 2,6% dén khoang 3,3% la cac khang thé chira metionin dugc oxy
héa & vi tri 254 ctia chudi ning khang thé,

khoang 0,5% dén khoang 0,7% la cac khang thé chira gbc metionin duoc
oxy hoa & vi tri 430 ctia chudi ning khang thé,

khoang 3,4% dén khoang 6,5% la cac khang thé chira gbc asparagin dugc
khtr amit & géc axit amin 31 cua chudi nhe khang thé, va

khoang 0,2% dén khoang 0,8% la cac khang thé chira gbc metionin dugc

oxy hoéa & vi tri 4 clia chudi nhe khang the.

76. Ché phdm chtra cac khéng thé khang IL-5 co:

a)

dang duogc bién ddi cua trinh ty axit amin chudi ning khang thé duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 1 chua it nhit mot su bién ddi vé gbc axit amin

duge chon tir nhém bao gém goc asparagin duge khir amit & vi trf 299, goc
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asparagin dugc khtr amit & vi trf 317 va gdc asparagin dwgc khir amit & vi tri

386; va

b) dang duogc bién ddi cta trinh tu axit amin chudi nhe khang thé duoc thé hién

trong SEQ ID NO: 2 chira gbc asparagin dugc khir amit & gbc axit amin 31.

77. Ché phém theo muc 76, trong do:

a)

khoang 0,3% dén khoang 1,5% la céc khang thé chira gdc asparagin dugc

khir amit & vi trf 317 cta chudi nang khang thé,

b) khoang 1,5% dén khoang 4,5% 1a cac khang thé chira gbc asparagin dugc

c)

khir amit & vi tri 386 ctia chudi ning khang thé; va

khoang 3,3% dén khoang 6,6% la cac khéng thé chira gbc asparagin dugc

khir amit & gbc axit amin 31 ctia chudi nhe khang thé.

78. Ché phdm theo muc 77, trong do:

a)

khoang 0,4% dén khoang 1,2% la cac khéng thé chua gbc asparagin dugc

khir amit & vi trf 317 cta chudi nang khang thé,

b) khoang 1,6% dén khoang 4,2% 1a céc khang thé chira gdc asparagin dugc

©)

khir amit & vi tri 386 cia chudi ning khang thé; va
khoang 3,4% dén khoang 6,5% la céc khang thé chua gdc asparagin duge

khir amit & gdc axit amin 31 ctia chudi nhe khang thé.

79. Ché phdm chtra c4c khéng thé khang IL-5 c6:

a)

b)

dang duoc bién dbi cta trinh ty axit amin chudi ning khang thé duoc thé
hién trong SEQ ID NO: 1 chua it nhét mot su bién d6i vé géc axit amin
dwoc chon tir nhém bao gdm gde tryptophan duge oxy héa & vi tri 52, gbc
metionin dugc oxy hda & vi tri 64, géc metionin dugc oxy hda & vi tri 82,
gbc metionin dugc oxy héa & vi tri 85, xystein dugc oxy héa & vi tr 222,
metionin dugc oxy hoa & vi tri 254 , metionin dugc oxy hoéa & vi tri 360 va
gbc metionin dugc oxy héa & vi tri 430; va

dang dugc bién dbi cta trinh ty axit amin chudi nhe khang thé dugc thé hién
trong SEQ ID NO: 2 chua it nhat mot su bién ddi vé géc axit amin dugc
chon tir nhom bao gébm gdc metionin dugc oxy hoa & vi tri 4 va xystein

dugc oxy hoa & vi tri 220.
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80. Ché pham theo muc 79, trong do:

¢) khoang 0,5% dén khoang 1,5% la cac khang thé chira gdc metionin dugc
oxy hoa & vi tri 64 ctia chudi ning khang thé,

d) khoang 0,2% dén khoang 1,5% la cdc khang thé chira gdc metionin dugc
oxy héa & vi tri 82 cua chudi ning khang thé hodc géc metionin dugc oxy
hoéa & vi tri 85 cua chudi ning khang thé,

e) khoang 2,5% dén khoang 3,5% la cac khang thé chia metionin dugc oxy
hoa & vi tri 254 ctia chudi ning khang thé,

f) khoang 0,4% dén khoang 0,8% la cac khang thé chua gbc metionin duge
oxy héa & vi tri 430 cta chudi ning khang thé, va

g) khoang 0,1% dén khoang 1% la cac khang thé chira gbc metionin dugc oxy

héa & vi tri 4 ctia chudi nhe khéng thé.
81. Ché pham theo muc 80, trong do:

a) khoang 0,7% dén khoang 0,9% la cac khang thé chura géc metionin dugc
oxy hoa & vi tri 64 ctia chudi ndng khéng thé,

b) khoang 0,3% dén khoang 1,1% la cac khang thé chua gbc metionin dugc
oxy hoa & vi tri 82 ciia chudi ning khang thé hodc gbc metionin dugc oxy
héa & vi tri 85 cia chudi ning khang thé,

¢) khoang 2,6% dén khoang 3,3% la cac khang thé chtra metionin dugc oxy
héa & vi tri 254 cua chudi nang khéng thé,

d) khoang 0,5% dén khoang 0,7% la cac khang thé chua géc metionin duogc
oxy hoa ¢ vi tri 430 ctia chudi ning khang thé, va

¢) khoang 0,2% dén khoang 0,8% la céc khang thé chtra gbc metionin dugc
oxy hoa & vi tri 4 cia chudi nhe khéng thé.

82. Ché phdm chra:
a) khang thé khang IL-5 chtra trinh ty chudi ning c6 it nhat 90% tuong dong véi
trinh tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chudi nhe c6 it

nhét 90% tuong déng v6i trinh tu axit amin dugce thé hién trong SEQ ID NO: 2;

va
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b) dang chinh cta khang thé chira nhiéu hon, hoic bang, 20% la protein trong ché
phém nhu dugc xac dinh béng cach str dung dién di mao quan hoi tu déng dién
d6i véi ché pham.

83. Ché pham chira:

a) khang thé khang IL-5 chia trinh ty chudi ning co it nhét 90% tuong dong vai
trinh tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu chudi nhe c6 it
nhét 90% tuong déng véi trinh tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2;
b) dang chinh ctia khang thé chira nhidu hon, hodc bang, 20% la protein trong ché
phém nhu duoc x4c dinh bing cach str dung dién di mao quan hoi tu déng dién
d6i voi ché phdm; va
¢) dang axit cia khang thé chira 1én dén khoang 80% la protein trong ché phdm
nhu dugc xac dinh béng cach st dung dién di mao quéan hoi tu déng dién dbi
v6i ché pham.
84. Ché phém theo muc bét ky trong sb cac muc trén day dé diéu tri bénh dugc chon tir
nhém bao gdm hen suyén, hen suyén ting bach cdu 4i toan trdm trong, hen suyén
ning, hen suyén ting bach clu 4i toan khong kiém soét, hen suyén ting bach ciu &i
toan, hen suyén ting bach cdu 4i toan & mirc nhd, bénh phdi tic nghén man tinh, viém
mach va da u hat di tng, hdi chung ting bach cau 4i toan, polyp miii xoang, bénh
pemphigoid bong nudc va bénh viém thue quan ting bach cAu 4i toan.
85. Ché phim theo muc 20 dén 83, trong d6 ché phdm nay cé:
a) >0,70 su gan két khang nguyén dic hiéu IL-5; va/hodc
b) > 70% su gin két FcRn.
86. Ché phdm theo muc 20 dén 83, trong d6 a) su gin két khang nguyén dic hiéu nim
trong khoang tir 0,70 dén 1,30; va/hoic b) su gén két FcRn nim trong khoang tr 70%
dén 130%.
87. Ché phdm theo muc 20 dén 83, trong d6 ché phim nay chira: <20% bién thé khang
thé két tu.

88. Ché phim theo muc 20 dén 83, trong d6 bién thé khang thé két tu chtra dime.

89. Phuong phap tao ra ché phdm theo muc tir 1 dén 83, bao gdm cac budc:
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a) biéu hién trong té bao vét cha khang thé ¢6 trinh tu axit amin chudi ning nhu dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi nhe nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 2, hodc bién thé khang thé c6 trinh tu axit amin chudi ning it nhit 90%
tuong déng voi trinh tu axit amin chudi ning ndy va/hodc trinh ty axit amin chudi nhe

it nhat 90% twong ddng véi trinh ty axit amin chudi nhe nay;

b) phat trién t& bao & pH la khoang 6,75 dén khoang 7,00 trong khoang 12 dén khoang

18 ngay ddi véi té bao in vitro c6 do tudi nho hon hodc bing 166 ngay;
¢) thu hoach dich n6i méi trudng nudi chy té bao;

d) cho dich ndi moi trudng nudi cdy t€ bao tiép xGic v6i nhya protein A hodc nhua

protein G dé gén két phan t& khéng thé;
e) rira giai phén tr khang thé tir nhwa dé tao ra dich rira giai tha nhét;

f) xt Iy dich rtra giai thtr nhét & pH 1a khoéng 3,3 dén khoang 3,7 trong khoang 15 dén
khoang 240 phut dé tao ra dich rtra giai thir nhét duge xir ly;

g) cho dich rira gidi thr nhét duge xir Iy tiép xac v6i nhya trao dbi anion & pH tai 1a

khoang 8,3 dén khoang 8,7;

h) thu gom dich rira giai tht hai tir nhya trao ddi anion va giit nhura nay trong khoang

96 git hodac nho hon;
i) xtr Iy dich rira giai tha hai voi guanidin va amoni sulfat dé tao ra dung dich;

i) cho dung dich tiép xtc vdi tng nhya sic ky twong téc ky nude ¢ ty 1€ tai la khoang

12 g protein/L nhya dén khoang 27 g protein/L cta nhya;

k) rira giai dich rtra giai thir ba chura phéan tir khang thé tir nhua sic ky twong tac ky,
nudce véi thé tich gradien rira giai 1a khoang 9 thé tich tAng nhya dén khoang 11 thé
tich tAng nhwa va diém cit dinh rira giai 1a khoang 17% chidu cao dinh t6i da dén

khoang 23% chiéu cao dinh tbi da; va

1) bao ché dich rira giai thit ba;

nhd d6 ché phém theo muc tu 1 dén 83 duoc tao ra.

90. Ché phdm theo muc tir 1 dén 83 duoc tao ra bang phuong phap theo muc 89.

91. Ché phadm chtra hdn hop thanh phén tinh ché ctia khéng thé don dong va chit dém,
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trong d6 ché pham nay 13 & pH tir 6,2 dén 6,6,

trong do chit dém 1a histidin, phosphat, axit xitric, axit xitric monohydrat, xitrat hoéc

muoi cia chung,

trong d6 hdn hop thanh phan tinh ché chira dang twong tu dic trung boi dinh 65, dinh
78, dinh 88, dinh 92, dinh chinh va dinh 112 duoc thé hién trong Fig. 1,

trong d6 khang thé nay chira trinh ty axit amin chudi ning co it nhit 90% twong dong
v6i trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi nhe c6 it nhét

90% tuong dong véi trinh tr axit amin ctia SEQ ID NO: 2, va
trong d6 khang thé dugc tao ra tlr té bao budng tring chudt Hamster Trung Qube.

92. Ché phém theo muc 91, trong do chét dém 1a it nhdt mot dang duoc chon tir nhém
bao gdm natri phosphat diaxit heptahydrat, phosphat, axit xitric va axit Xxitric

monohydrat.

93. Ché phdm theo muc 91, trong d6 chit dém 1a natri phosphat, kali phosphat, axit

xitric, axit xitric monohydrat hodc natri xitrat.

94, Ché phdm theo muc 91, trong d6 ché phdm nay con chtra duong, hydrat cacbon
va/hodc mubi.

95. Ché pham theo muc 94, trong d6 ché phim nay chtra sucroza.

96. Ché phim chtra hdn hop thanh phin tinh ché ctia khang thé don dong va chat dém,
trong d6 ché pham nay 1 & pH tir 6,2 dén 6,6,

trong d6 chit dém 1a phosphat hodc mubi cta ching,

trong d6 hdn hop thanh phén tinh ché chira dang twong ty ddc trung boi dinh 65, dinh
78, dinh 88, dinh 92, dinh chinh va dinh 112 duogc thé hién trong Fig. 1,

trong d6 khang thé nay chira trinh ty axit amin chudi nang c6 it nhit 90% tuong dong
v6i trinh tu axit amin cua SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi nhe c6 it nhét

90% twong ddng vdi trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 2, va

trong d6 khang thé dugc tao ra tir té bao budng trang chudt Hamster Trung Qubc.
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97. Ché pham theo muc 96, trong d6 chit dém 12 it nhdt mot dang duge chon tir nhém
bao gdm natri phosphat diaxit heptahydrat, phosphat, axit xitric, axit xitric monohydrat

va xitrat.

98. Ché phdm theo muc 97, trong d6 ché phim nay con chtra duong.

99. Ché phdm theo muc 98, trong d6 dudng 1a sucroza.

100. Ché pham theo muc 99, trong d6 ché phim nay chtra polysorbat 80.

101. Ché pham theo muc 100, trong d6 ché pham nay chira mot thanh phan duge chon
tir thanh phan ché pham tht nhit bao gdm 16,1 mM natri phosphat diaxit heptahydrat,
3,9 mM axit xitric monohydrat, 12% khéi lugng cla sucroza theo thé tich, 0,02% khéi
lugng cua polysorbat 80 theo thé tich va 0,05 mM EDTA; thanh phan ché phédm tha
hai bao gébm 15,2 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 4,8 mM axit xitric
monohydrat, 12% khdi lwgng cta sucroza theo thé tich, 0,02% khdi luong cua
polysorbat 80 theo thé tich va 0,05 mM EDTA; thanh phin ché phim thir ba bao gdm
15,8 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 4,2 mM axit xitric monohydrat, 12% khéi
lwgng cla sucroza theo thé tich, 0,02% khéi luong ctia polysorbat 80 theo thé tich va
0,05 mM EDTA; thanh phan ché pham tht tu bao gbm 16,3 mM natri phosphat diaxit
heptahydrat, 3,7 mM axit xitric monohydrat, 12% khéi luong ciia sucroza theo thé
tich, 0,02% khdi lurong cua polysorbat 80 theo thé tich va 0,05 mM EDTA; va thanh
phin ché pham th&r ndm bao gdm 15,5 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 4,5 mM
axit xitric monohydrat, 12% khéi luong cua sucroza theo thé tich, 0,02% khdi lugng

cda polysorbat 80 theo thé tich va 0,05 mM EDTA.

102. Ché phim theo muc 100, trong d6 khéng thé c6 hing sb phan ly bang, hodc nhé
hon, khoang 3,5x10'! M dbi véi interleukin-5 & nguoi chra trinh ty axit amin duoc

thé hién trong SEQ ID NO: 11.

103. Ché phdm theo muc 100, trong d6 ndng do khang thé don dong khoang 75
mg/mL hodc khoang 100 mg/mL.

104. Ché phim theo muc 102, trong d6 khéng thé ¢6 hang sb phan ly bang, hoic nhod
hon, khoang 3,5x10"" M dbi véi interleukin-5 & nguoi chira trinh tu axit amin dugc

thé hién trong SEQ ID NO: 11.
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105. Ché pham theo muc bét ky trong sd cac muc trén day, trong d6 khang thé & ndng
d6 nim trong khoang 75 mg/ml dén khoang 100 mg/ml.

106. Ché phdm theo muc bét ky trong sd cac muc trén day, trong do ché pham nay con
chira mot thanh phan hozc hdn hop cta:

a) chit dém duoc chon tir nhém bao gém natri phosphat diaxit heptahydrat,
phosphat, xitrat, natri phosphat, kali phosphat, natri xitrat, va histidin, mién 1a pH nam
trong khoang 6,8 va 7,2; va/hodc

b) duong; va’hodc

¢) polysorbat 80; va/hodc d) EDTA.

107. Ché phdm theo muc bét ky trong sé cac muc trén day, trong d6 ché phim nay con
chira mot thanh phan hozc hdn hgp cta:

a) chit dém duoc chon tir nhém bao gbm natri phosphat diaxit heptahydrat,
phosphat, xitrat, axit xitric monohydrat, natri phosphat, kali phosphat, natri xitrat, va
histidin, mién 12 pH nam trong khoang 6,2 va 6,6; va’hodc

b) dudng; va’hoac

¢) polysorbat 80; va/hodc d) EDTA.

108. Ché phim theo muc bét ky trong s6 cac muc tir 1 dén 107, dé st dung trong tri
liéu.

109. Ché pham theo muc bét ky trong s6 cac muc tir 1 dén 107, d& str dung trong diéu
tri hen suyén, hen suyén ting bach clu 4i toan trAm trong, hen suyén nang, hen suyén
tang bach cdu 4i toan khong kiém so4t, hen suyén ting bach cdu 4i toan, hen suyén
tang bach cAu 4i toan & mirc nhd, bénh phéi tdc nghén man tinh, viém mach va da u hat
di mg, hoi chiing ting bach cau 4l toan, polyp mili xoang, bénh pemphigoid bong

nugce va bénh viém thuc quan tang bach cAu i toan.
Vi du thwe hién sang ché

Vidul

Bao ché ché phim

Céc mé cta ché phim chira khang thé khéng IL-5 don dong mepolizumab duoc

tao ra.
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Chét cdy truyén t& bao budng trimg chudt Hamster Trung Quéc duge chuyén
nhiém mét cach 6n dinh véi cAu tric vecto biéu hién chuta trinh tu axit nucleic duoc
thé hién SEQ ID NO: 13 va SEQ ID NO: 14 dugc nudi cdy trong thiét bi phan tng
sinh hoc dung tich 5000 L chira mdi trudng nudi ciy té bao léng. Khang thé truong
thanh dugc ma hoa bang cic axit nucleic nay 1a mepolizumab va chira trinh ty axit
amin chudi ning duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va trinh ty axit amin chudi nhe

duge thé hién trong SEQ ID NO: 2.

Thiét bi phan tng sinh hoc dugc vAn hanh & nhiét d 1a khoang 34,5°C dén
khoang 35,5°C. Khong khi va oxy duoc thdi vao trong mdi trudng nudi cdy va pH la
khoang 6,75 dén 7,00 duoc duy tri. Thoi gian nudi cdy 1a khoang 12 dén 18 ngay. Do
tudi t& bao in vitro (s6 ngay nudi ciy tir khi rd dong ngan hang té bao chu dén khi thu
hoach san phidm) 1a 166 ngay hodc nho hon. Sau d6, dich ndi moi trudng nudi cdy té
bao duoc tinh ché dugc thu hoach béng ly tdm va loc sdu mdi truong nudi céy té bao.
Dich ndi bé mat dugc tinh ché nay sau d6 dugc cho sic ky protein A va tap chét dugc
cho chay ra khoi cot sic ky. Protein gin két bao gdbm phan tir khang thé sau do dugc
pha lodng tir cdt protein, dugce xu ly & pH 1a khoang 3,3 dén 3,7 trong khoang 15 dén
240 phut. Thanh phan hdn hop duge xir ly nay sau d6 dugc diéu chinh dén khoang pH
4,3 dén 4,7 va duoc duy tri trong khoang 20 dén 1110 phut. Thanh phan hén hop duoc
Xt ly nay sau d6 duogc tinh ché théng qua dudng loc ctia b loc sau va b loc 16p kép
0,5/0,2 pm. Hdn hop thanh phan dugc loc sau d6 duge cho sic ky trao d6i anion Q-
SEPHAROSE™ Fast Flow ¢ pH tai 14 khoang 8,3 dén 8,7 va dugc pha loang tir cot
sic ky. Dich ria giai nay sau d6 dugc duy tri trong khoang 96 gid hodc nho hon.
Guanidin va amoni sulfat sau d6 duoc bd sung. Guanidin dugc bd sung dén néng do la
khoang 1,8 M dén 2,2 M va duge duy tri trong khoang 15 dén 240 phut. Dung dich
ndy sau d6 duoc cho sic ky dong chay nhanh phenyl SEPHAROSE™ ¢ ty 1€ tai la
khoang 12 g protein/L nhya dén khoang 27 g/L nhya, thé tich gradien rira giai (don vi
thé tich co s&; BV) 1a khoang 9 dén khoang 11, va diém cét dinh rira giai (% chiéu cao
dinh t6i da) 12 khoang 17 dén khoang 23. Viéc loc virut sau d6 dugc thuc hién bing
cach str dung bo loai bo virut Planova 20N. Phén nuée loc nay sau d6 dugc diéu chinh
dé ndng d6 dich 1a khoang 46 g protein/L dén khoang 66 g protein/L va khéi thube
(bulk drug substances - BDS) dugc bao ché bang loc tiép tuyén va trao dbi siéu loc véi

dung dich chira khoang 20 mM natri phosphat diaxit heptahydrat va 12% khéi lugng
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clia sucroza theo thé tich. Dung dich nay sau d6 dugc diéu chinh dé ndéng do dich 1a 76
g protein/L dén khoang 82 g protein/L va khoang 0,05% khéi lugng ctia polysorbat 80
theo thé tich dugc bd sung. Dung dich nay sau d6 dugc loc thong qua bd loc PES
0,5/0,2 um va vét chtra dung dich dugc nap ddy va dugc két dong. San phim thudc
duoc san xuét bang cach str dung qua trinh san xuét vo tring bao gbm ra dong va két
hop vao thé tich vat chua, tiép theo 1a loc thé tich vao trong lo, lam kho lanh sén phém,
dong nip bang nut va cudn mép bang qua trinh sén xuét da biét trong linh vuc nay.

San phim thudc thanh phdm 12 san pham thube duoc lam kho lanh trong lo riéng ré.

San pham kho lanh tr m&i mé dugc tao ra duge hoan nguyén béng cach bd
sung nude dé tao ra ché phim chtra 100 mg/mL cua protein, khang thé mepolizumab
khang IL-5 don dong va 26 mM natri phosphat diaxit heptahydrat, 15% khéi lugng
clia sucroza theo thé tich va 0,065% khéi lugng ctia polysorbat 80 theo thé tich & pH 1a
tir khoadng 6,8 dén khoang 7,2.

Vidu 2
X4c dinh dic tinh ctia ché pham

MAu tir mé cia ché phdm chira khang thé khang IL-5 don dong dugc tao ra nhu

duoc mo ta trén ddy dugc xac dinh déc tinh.

Dién di mao quan hoi tu dang dién (cIEF) cho théy su xuét hién 6n dinh cia séu
dang tuong tu cta khang thé trong ché pham (vi du, ché phim tiéu chuin tham chiéu
(RS) 101245722). Xem, Fig. 1. Cac dang twong tu nay la dang twong tu ¢ dinh 65,
dinh 78, dinh 88, dinh 92, dinh chinh va dinh 112 dugc thé hién trong Fig. 1. Mau cta
ché phdm duoc cho cIEF bang céch str dung phuong phép chuén. Tiéu chuan PI 7,9 va
pl 9,46 bao gdm trong mau dugc phan tich bang cIEF. Dién di dd cIEF duoc thé hién

trong Fig. 1 dai dién cho cdc dang tuong tu d6i voi ché phdm tir cac mé.

Dién di dd cho thdy ché pham chira dang chinh, dang axit va dang bazo cla
khang thé. Dang chinh c6 thé dugce quan sat trong Fig. 1 va cling dugc xac dinh nhu
dinh 100 trong mot s6 truong hop. Dang axit ctia khang thé twong ng voi cac dang co
dinh 65, dinh 78, dinh 88 va dinh 92 cta Fig. 1, dang bazo cta khang thé tuong tmg
véi dang dinh 112 cua Fig. 1.

Cong thire duge str dung dé thiét 1ap dinh nhu sau:
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tén dinh=int{(pldinh-8)/(plchinh-8)*100} trong do: int = sb nguyén va pldinh = pl cua
dinh duogc dat tén. Bang 7 thé hién quy udc dat tén dinh ddi vai dién di dd cIEF cua
ché phim chira khang thé khang IL-5 don dong. Tén cta dinh duge xdc dinh nhu dugc
mo ta trong ban mo ta nay t6t hon 1a duge x4c dinh trén co sé mu dién di/ sic ky dugc
quan sat. Dinh ma khong nam trong khoang dugc md ta ban md td nay tdt hon 1 duoc

xir Iy theo Cong thurc trén day.

Bang 7. Xac dinh dinh cIEF

Dinh | Pinh |Pinh | Pinh |Dinh |Dinh |Dbinh | Dinh

Dinh

voi

Thoi 62 75 &5 89 100 103 109 120
gian luu
nhiéu

hon

Thoi 68 81 91 95 100 109 115 126
gian luu

nho hon

Puoc Pinh | Pinh | Pinh | Pinh | Pinh | Dinh | Dinh | DPinh
ghi 65 78 88 92 100 106 112 123
nhan la

dinh

Phan tich tich phén cta dinh dién di dd duge thuc hién. Xem, Bang 8.

Bang 8. Téng dién tich dinh trong dién di dd cIEF chon loc cia cdc mé ché phém khac

nhau.
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Mé MDS1 Mé MDS2
T04L009 T04MO001 | TO4NO002 T0414001 | T0414002 | T0414003
(PPQ'1) (PPQ!2) (PPQ'3)
Dién tich dang tuong tw bang cIEF
Dién tich dinh | Dién tich | Dién tich | Dién tich | Dién tich | Dién tich
dinh dinh dinh dinh dinh
619% dbi vei | 03:9% dbi | 60.6% dbi | 58,1% dbi|61,8% dbi|62,3% dbi
dinh chinh: vol dinh | véi dinh | véi dinh | voi dinh | vé1  dinh
chinh; chinh; chinh; chinh; chinh;
) 34,4% abi|38,0% dbi|37,1% dbi|34,1% dbi|33,0% dbi
37,5% doi véi ' , , , ) , ) , o,
, voi  tong | véi  tong | voi  tong | véi  tOng | vOi  tOng
tong dinh ¢o
dinh cO | dinh co | dinh cO | dinh c6 | dinh co
tinh axit; . ] ) ] )
tinh axit; tinh axit; tinh axit; tinh axit; tinh axit;
12% dbi véi .. . . . ‘.
. 1,6% doi|1,3% doi|4,9% do6i|4,0% doi|4,7% doi
tong dinh c¢o _ . . . , . ) . L
véi  tong | véi  tong | voi  tong | véi  tOng | vGi  tong
tinh bazo
dinh cO | dinh cO | dinh cO | dinh c6 | dinh c¢o
tinh bazo tinh bazo tinh bazo tinh bazo tinh bazo

Piéu nay thé hién dang chinh c6 madt nhiéu hon hoic béng 50,0% téng dién tich

dinh trong mau (véi gid tri gitra tir khoang 58,1% va 62,3% nhu dugc quan sat). Piédu

ndy ciing thé hién dang axit c6 mit nho hon hogc bing 45,0% tong dién tich dinh trong

méu (v6i gia tri ndm trong khoang tir khoédng 20% dén khoang 45% nhu 32,2% va

40,7% nhu dugc quan sat). Dang bazo c6 mdt tir khoang 1% dén khoang 15% tong

dién tich dinh trong mau (v6i gia tri ndm trong khoang tir khoang 1,2% dén khoang

4,9% nhu dugce quan sat).
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Phan dinh cta dang chinh, dang axit va dang bazo dugc tao ra tir cIEF sau do
con duge phan tich bang trao d6i cation yéu (weak cation exchange - WCX), lap ban
dd peptit trypsin va phan tich quang phdi khéi lwong-sic ky léng/quang phdi khéi
lugng (LC-MS/MS). Phuong phéap chudn duoc sir dung ddi v6i cac phan tich nay.

Két qua WCX, 1ap ban dd peptit trypsin va LC-MS/MS thé hién rang phan doan
dinh chinh chta hai sy bién dbi IgG1 mAb. Do dd, trong trinh tu axit amin chudi ning
khang thé cia SEQ ID NO: 99,6% cta dau cudi N glutamin (Gln, Q) duge vong hoa
thanh pyroaxit glutamic (pGlu) va 99,9% cua chudi ning (HC) dau cudi C lysin (Lys,
K) 449 bi phan cat. Mtrc pGlu thudng trong mé duoc thir nghi¢m 1a >95,0% va mirc

ctia chudi ndng khong c6 mirc dau cudi C K449 1a > 98,0%.

Két qua WCX, 1ap ban dd peptit trypsin va LC-MS/MS ciing thé hién ddi véi
dinh dang axit ma d¢ chuyén dich khdi mot Dalton dic trung bdi cta sy khir amit duge
quan séat. Viéc 1ap ban dd peptit LC-MS/MS con ching minh dinh dang axit chira hdn
hop ctia dang khang thé duoc khir amit. Su khtr amit chu yéu dugc quan st & chudi
ning N386 cua trinh ty axit amin dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va & chudi nhe
N31 cda trinh tu axit amin duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2. Muc thép hon cta su
khtr amit ciing duoc quan sit & chudi ning N317 cua trinh tu axit amin dugc thé hién

trong SEQ ID NO: 1.

Noi chung, dit liéu thr nghiém nay thé hién ring gdc asparagin chudi ning
N317, chudi ning N386, chudi nang N299 cta trinh ty axit amin dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 1 va chudi nhe N31 cua trinh tu axit amin dugc thé hién trong SEQ ID

NO: 2 nhay véi sy khir amit.

Két qua WCX, 1ap ban dd peptit trypsin va LC-MS/MS nay ciing thé hién ddi
vGi dinh dang bazo ma céc dang khing thé trong cac dinh nay co it nhit mot chudi
ning, lysin gdc axit amin dau cudi carboxy giit nguyén khong d6i. Dang khang thé véi
lysin gitt nguyén khong d6i, lién quan dén cac dang khac trong do gbc nay ving mit,
s& di chuyén trong ving c6 tinh bazo do dién tich duong bd sung tir cac gbe nay. Do
d6, dang bazo, nhu dinh 112, twong tng v6i céc dang khang thé trong d6 mét, hodc ca,
trinh ty axit amin chudi ning c6 trinh ty axit amin lysin du cudi carboxy dugc thé

hién trong SEQ ID NO: 1 gilt nguyén khong dbi.
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Viéc giai trinh ty co ban cua ché phdm chira khang thé khang IL-5 don dong

cling duoc thue hién bing k§ thuat LC-MS/MS chudn. Céc phan tich nay kiém tra sy

tao cAu tric co ban va trinh tu axit amin cta phéan tir khang thé trong ché phdm. Cu thé

14, cac phan tich nay thé hién ring goc axit amin dugc khir amit, dugc oxy hoéa, duge

vong hoéa hodc khong c6 mit trong khang thé khang IL-5 va phan trim cua ching

trong cac khang thé khang IL-5 (vi dy, dugc biu hién tr trinh tu axit nucleic cia SEQ

ID NO: 13 va trinh ty axit nucleic ctia SEQ ID NO: 14) c6 mit trong ché phém. Xem,

bang 9.

Bang 9. Khang thé trinh ty co ban bang cach 14p ban dd peptit LC-MS/MS.

Mé MDSI1 M¢ MDS2
T04L009 T04MO001 T04N002 T0414001 T0414002 T0414003
(PPQ'1) (PPQ'2) (PPQ'3)

Trinh tw co ban bang cach 1ap ban

dd peptit LC-MS/MS

Su khir amit

Su khir amit

Su khu amit

Su  khir amit

Su khtr amit

Su khir amit

o) %. | 1,1% cia | 1,1% cua | 1,1% cuna chudi | 1,2% cua | 1,1% cla
1,0% cta chuoi
ning (HC hodic chuéi  ndng | chuéi  nang | ndng N317, chudéi  nidng | chudéi nédng
.| N317; N317; N317, N317;
H)  asparagin
N) 317,
1,9% cua chudi | 2,2% cua | 1,6% cua o) x. | 1,6% cia | 1,9% cla
- y 1,7% cta chudi : y
nang N386; chudi ndng | chudéi néng ning N386: chudi  ning | chudéi néng
N386; N386; N386; N386;
5,6% cta chudi
~ 1] X K3 0 3 0 5
5.8% cita chudi 6,5% cia | 6,2% cla nhe N31 6,5% cua | 6,2% cta
nhe (LC hoic chuoi nhe | chuoi nhe chuoi nhe | chudéi  nhe
L)N31 N31 N31 N31 N31
HC 1-5 pGlu | HC 1-5 pGlu | HC 1-5 pGlu | HC 1-5 pGlu | HC 1-5 pGlu | HC 1-5 pGlu
93,7%; 94,6%; 94,0%; 93,7%; 94,6%; 95,3%;
HC 449 Lys
HC 449 Lys | HC 449 Lys | HC 449 Lys bi | HC 449 Lys bi cét
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Mé MDSI1 Mé MDS2
T041L.009 T04MO001 T04N002 T0414001 T0414002 T0414003
(PPQ'1) (PPQ'2) (PPQ'3)
HC 449 Lys bi | bi cét bi cat cat bj cét 98,5%
cat 98,4% 97,6% 99,2% 98,9%
99,2%
Oxy héa | Oxy héa =|Oxy héa =|Oxy héa =|Oxy héa =|Oxy hoa =
0,9% cta chudi | 1,0% cua | 0,8% ctia | 0,7% cuta chudi | 0,8% cua | 0,7% cla
niang metionin chudi  ning chudi  ning | ning M64; chudi ning chudi ning
M) 64; Mé64, Mé64; M64, M64;
0 o X -
1,1% cia chudi 0.7% cita chudi
nang M82/85; o . 10,8% cta | nang M82/85; 0,7% cua | 0,7% cua
0,7% cua 3 3 3
chudi ning chuéi  ning chudéi  ndng | chudéi ning
0 > Al . - . .
3,0% cua chuoi M82/85: M382/85; 2.6% clia chudi M82/85; 82/85;
ning M254; nang M254;
0 , 0 , ,
2.9% ciia 3,1% cua 2,7? cua 2,7(V~0 cua
0.7% clia chudi | chudi niing chuéi  nang o - chuéi  nang | chudi ning
0,4% cua chuoi
néne M360: M254- M254; M254; M254;
ang ’ > nang M360;

()} i At 0 ¥ - 0 Y 0 Y
0,6% cta chudi 0.5% cia 0,5% cua 0,5% cita chudi 0,4% cua | 0,5 f) cua
niang M430; chudi niing chudi  nang niing M430; chudi  ning | chudéi nang

M360: M360; M360; M360;
0 ” X N
0.8% cta chudi 0,3% cita chudi
0 X 0 X o ¥
nhe M4 0.6% cia 0,6? cua nhe M4 0,5 f) cua 0,6? cua
chudi ning chudi  nang chuéi  nang | chudi nang
M430: M430; M430; M430;
0.4% ciia 0,5% cua 0,4% cua | 0,5% cua
X chudi nhe M4 chudinhe M4 | chudi  nhe
chuoi nhe M4
M4
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Bién thé khang thé

Mepolizumab gén két voi IL-5 hoa tan va phong bé TL-5 hoa tan khong gin két
v6i thu thé cia no. CAu truc caa IL-5 1a chi béo cua protein dugc tiét va khong co bét
ky du liéu nao Vé bét ky dang lién két mang cua IL-5 trén cac loai té bao bét ky. Do
do, vai trd dap tng lai kich thich Fc khong phai 1a mot phan ctia co ché tac dong cla
mepolizumab (Mechanism of action - MOA). Trén co s&@ MOA va dic tinh PK cua
mepolizumab, c6 hai chirc nang tham gia vao hoat tinh sinh hoc ctia khang thé nay:

gin két v6i IL-5 thong qua CDR, va ghn két véi thy thé FcRn thong qua ving Fe.

Thong qua cic nghién ciru xac dinh dgc tinh tap trung dugc thuc hién trén day
va nhu duoc md ta sau day, dd xac dinh dugc réng it nhat sy khir amit, oxy hoa, va két
tu c6 thé tao ra bién thé khang thé trong ché phdm ctia mepolizumab, va bién thé nay
¢6 thé anh hudng dén chtc ning clia mepolizumab. Muc cu thé cta bién thé nay t6t
hon 13 duge duy tri dé dam bao chirc nang sinh Iy phu hop. Chtre ning trong ban mo ta
nay dugc mo ta trong khoang co thé chdp nhan dugc 1a 0,70-1,30 hoat tinh gin két
khang nguyén déc hiéu (Su gin két IL5) va 70%-130% su gin két FcRn. Do d6 bude
dé xdc dinh bién thé khang thé ma anh hudng dén chic ning bao gdm: (i) bién thé
khéng thé dugc tao ra, (ii) bién thé c6 anh hudng dén chtrc nang, va (iii) muc nao cia

bién thé c6 thé tao ra thanh phan chtc nang.
Chtc nang

Su gén két IL-5: phan tich thdng ké duge thuc hién dé xac dinh khang hoat tinh
chitc ning gin két khang nguyén co thé chp nhan dugc bing cach s dung tAt ca cac
dit liéu vé do 4n dinh va giai phongduge chét (drug substance - DS) va san phim thude
(drug product - DP) duoc tao ra dén thoi diém hién tai. Khoang théng ké duge tinh
dwoc so voi kinh nghiém 14m sang va duoc danh gid trén co s& anh huéng da biét ctia
bién thé lién quan dén san pham dbi véi hidu qua. Trén co s diéu phan tich nay,
khang hoat tinh chirc nang ghn két khang nguyén c6 thé chép nhan dugc & thoi diém
giai phong va & thoi diém két thuc han sir dung 1a su gin két khang nguyén dac hi¢u la

0,70 - 1,30.

Su gin két dic hiéu IL-5 dugc xac dinh bang cong hudng plasmon bé mit

(SPR) béng cdch st dung thiét bi BIACORE™, dugc thuc hién trong ché do gén két.
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Thir nghiém SPR nay ¢o thé phét hién mirc gidm v& su gin két khang nguyén ma dan

dén thay dbi trong mepolizumab va bién thé mepolizumab lién quan dén hiéu qua.

SPR duoc st dung dé x4c dinh hoat tinh gén két khang nguyén déc hiéu cua
mepolizumab. PAiu tién, tiéu chudn tham chiéu ctia mepolizumab dugc phun vao bé
mdt ctia chip cam bién CMS5 chtra protein dugc lam bat dong va sau do protein IL-5
duoc pha lodng ¢ ndng do cb dinh duge phun vao, diéu nay cho phép IL-5 gin két véi
mau mepolizumab dugc bét gitt. Nong dd cua mepolizumab dugc ghn két voi IL-5,
dugc ghi nhin 13 hoat tinh gén két chtrc ndng ctia mepolizumab voi IL-5, dugc xac
dinh tor duong cong chuén Tiéu chuén tham chiéu cia mepolizumab tuong ung. Két
qué SPR dugc ghi nhén la ndng do gin két chrc nang ctia mepolizumab véi IL-5, chia

cho tdng ndng do protein.

Su gén két FcRn: Hoat tinh gén két thu thé Fc méi sinh (FcRn) cua
mepolizumab ciing dugc xac dinh bang cong hudng plasmon bé mit (SPR) bang cach
st dung thiét bi BIACORE™. Khoang hoat tinh chirc ning gin két FcRn c6 thé chip
nhin dugc dugce xéac dinh 1a 70-130%, trén co so két qua duogc tao ra dén thoi diém
hién tai trong viéc phat trién san phém mepolizumab, tham bién thtr nghiém da biét, va

két qua duoc tao ra d6i v6i san phém mADb tuong tu.

Vung Fc clia mepolizumab gin két v6i FeRn, va sy tuong tic ndy phan anh thoi
gian ban hdy 14u trong huyét thanh cta mepolizumab (thoi gian ban huy trung binh =
20 ngay). Trong Thir nghiém SPR, chip cam bién axit nitrilotriaxetic (NTA) chira thu
thé FcRn dugc lam bat dong dugc st dung dé xac dinh néng do ¢b dinh cua
mepolizumab. Dau tién, Ni2" duoc phun vao ¢ néng do ¢b dinh va duoc bét gilt trén
chip cam bién NTA bing su chelat hoa ciia Ni** thong qua NTA. Sau do, thy thé FcRn
dugc phun vao ¢ nbéng do ¢ dinh va histidin tag 6x & dau cudi C cua mach alpha ctia
thu th8 FcRn gin két véi Ni2* ma da dugc bét gitt truéc d6. Mepolizumab ma da duoc
pha lo@ng trong khoang ndng do dudng cong chuén sau d6 dugc phun vao bé mit clia
chip cam bién NTA chua thy thé FcRn duoc bt gitr. Nong d cua mepolizumab dugce
gin két véi thu thé FcRn duoc ngoai suy tir duong cong chuén Tiéu chudn tham chiéu
cua mepolizumab twong Ung. Két qua SPR dugc ghi nhan la ndng do ghn két chirc

ning clia mepolizumab d6i v6i thu thé FeRn, chia cho tbng ndng do protein.
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Phuong phap SPR dbi voi su gin két khang nguyén dic hiéu va su gén két
FcRn st dung ti€u chuin tham chiéu cia mepolizumab. Tiéu chuén tham chiéu cta
mepolizumab don thuan dugc st dung trong thir nghiém dé tao ra tinh twong thich cua
hé thdng va dit lidu so sanh mau, dé dam bao phuong phap duoc thuc hién phu hop.
Tiéu chuin tham chiéu cho phép thiét 1ap duong cong chuén va ndng do ctia mau dugc
ndi suy tir dudng cong.
Bién thé axit

Nghién ctu thodi bién cudng birc sau d6 duge thyc hién dé x4c dinh anh huéng

clia mutrc tdng cua bién thé axit, vi duy sy khir amit, doi voi chuc ning/hi€u qué cua

khang thé, cu thé 13, hoat tinh gén két khang nguyén va gén két FcRn.

Trong nghién ctru thoéi bién cudng bic & pH 9,0, ché phidm dugc diéu chinh
dén pH 9,0 bing natri hydroxit 6N va dugc u trong 30 ngay & 40°C. Miu duge thu
gom & 0, 3, 7, 14 va 30 ngdy va so véi ché phdm khong dugc cudng birc, ma dugc st
dung 1am dbi chimg. MAu dugc cudng birc ¢ pH 9,0 sau do6 duoc phan tich bang cIEF.
Két qua dugc thé hién trong bang 10 va Fig. 1 (ngay 0 va ngay 3). Ché pham dugc
cudng bic & pH 9,0 bi thodi bién ngoai kha ning cta thir nghiém cIEF ¢ ngay 14; do
d6, chi két qua 1én dén thoi didm ngay 7 dugc thé hién trong bang 10. O diéu kién
cudng buc pH 9,0 trong 3 ngay, tdng ving axit duge quan sat 1a 74,4% va 71,9% abi

v6i hai cac mé khac nhau cuia ché pham.

Bang 10. Tong hop dit liéu cIEF dbi véi nghién ctru thoai bién cudng birc & pH 9,0.

Diéu kién Qua trinh san Ngay Dién tich
xuét co ban/Mé (%)
, Téng dang
Tong dang .
Dbinh chinh c6 tinh
co tinh axit
bazo
Déi chimg 62,9 35,9 1,2
pH téng 9,0 MDS1 0 62,5 36,1 1,4
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T004L.003S 3 24.8 74.4 0.8
7 8.3 91,7 0.0
0 63.7 33,3 3,0
MDS?2
3 26,9 71,9 12
T0413010
7 11,4 88,3 0,3

MAu ctia ché phdm trong nghién ctru thodi bién cudng birc & pH 9,0 tir cac mé
khac nhau sau d6 duoc thir nghiém déi véi hoat tinh ghn két khang nguyén dic higu

(Bang 11) va hoat tinh gén két FcRn (Bang 12) bang cach st dung phuong phap cong

huong bé mit plasmon (SPR) chuén.

Bang 11. Tong hop dit liéu cta hoat tinh gin két khang nguyén dic hiéu (vi dy, hoat

tinh gin két IL-5 & ngudi) duge xac dinh bang SPR trong mAu cua ché phdm trong

nghién ctru thodi bien cudng birc & pH 9,0 tr cac me khac nhau.

Diéu kién Qua trinh san Xudt Hoat tinh gén két khang
co ban/Mé Ngay nguyén déc hiéu
0 0,96
MDS1 T04L003S 3 0,74
7 0,60
pH téng 9,0
0 0,94
MDS2 T0413010 3 0,74
7 0,62
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Bang 12. Su gin két FcRn duogc xac dinh bing SPR trong mAu cta ché pham trong

nghién ctru thoéi bién cudng birc & pH 9,0 tir cdc mé khac nhau.

Piéu kién Qua trinh san Xuét Ngay Su gin két FcRn

co ban/Mé (%)

0 91

MDS1 T04L003S 3 84

7 82

pH tang 9,0

0 86

MDS2 T0413010 3 82

7 80

Hoat tinh gn két ddc hiéu IL5 & ngdy 3 (cu thé 13, khodng 72-74% bién thé
axit) 13 0,74 dbi v6i ca hai mé ctia ché phim dugc cho thodi bién cudng bire & pH 9.0.
Hoat tinh gén két FcRn 14n luot 12 82% va 80% ddi v6i ca hai mé cta ché pham duoc
cho thoai bién cuong birc & pH 9,0. Céc gid tri ndy 13 trong chi tiéu chap nhén dbi voi
mdi thtr nghiém. Chi ti€u chép nhéan d6i véi hoat tinh gén két khang nguyén dac hiéu
2 0.70-1,30 va chi tiéu chép nhan dbi véi su gén két FcRn 1a 70%-130%. Do d6, bien
thé axit c6 thé cao 1én dén khoang 74% dé duy tri chirc ning cua ché phdm

mepolizumab.
Su khr amit

Nghién ctru thoai bién cudng birc 6 thé x4c dinh gbc ma dugc cho 1a nhay véi
sur khir amit thuc sy bi khir amit, va liéu bién thé duoc khir amit ¢6 anh huong dén trén
chirc niing, va mtrc ndo cua sy khir amit ¢ thé chp nhan trong ché phim dé duy tri
chirc nang. Gbc asparagin ma duoc xac dinh bang thtr nghiém 13 nhay véi sy khir amit
1a chudi ning N317, chudi ning N386, chudi ning N299, va chudi nhe N31. Nghién
ctru thoai bién cudng buc dugce thyc hién dé x4c dinh anh hudng dén cua muc ting cua

su khir amit chudi nhe N31 trong trinh ty axit amin chudi nhe khéng thé dugc thé hién
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trong SEQ ID NO: 2 1én hoat tinh gin két khang nguyén. Trong nghién clu, cdc ché
phim nghién ctru tir cdc mé khac nhau dugc didu chinh dén pH 9,0 bang natri hydroxit
6N va dugc u trong 30 ngay & 40°C. MaAu dugc thu gom & 0, 3, 7, 14 va 30 ngay va so
v6i ché phdm khong dugce cudng buc (vi dy, tiéu chuén tham chiéu) ma duge s dung
lam déi chimg. MAu dugc cudng bue & pH 9,0 duoc thir nghiém bang cach 1ap ban o
peptit LC-MS/MS. Két qua duoc thé hién trong bang 13. Khi mepolizumab dugc duy
tri & pH 9,0 trong 3 ngdy. Muc cua duge khir amit chudi nhe N31 trong trinh tu axit
amin chudi nhe khang thé duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2 1a 17,4% va 16,8% d6i
v6i cac mé khac nhau ctia ché pham. Xem, Bang 13. Khang nguyén va dit liéu ghn két
FcRn dbi v6i mepolizumab duge duy tri & pH 9,0 trong 3 ngay duoc thé hién trong

bang 11 va bang 12.

Bang 13. Phan tram sy khir amit bang cach 1ap ban d6 peptit LC-MS/MS trong mau

ctia ché phdm trong nghién ciru thodi bien cudng birc 6 pH 9.0 tir cdc mé khac nhau &

ngay 3.
Piéukién | Qua4 trinh san Su khtr amit
xuét co ban/Mé %)
HCN317 | HCN38 | LCN31 | HCN299
Dbi ching 0,8 5,5 52 0,2
MDS1
0,9 28,2 17,4 1,3
pH ting T04L003S
9.0 MDS2
1,0 27,8 16,8 1,3
T0413010

Do d6 & ngay 3, hoat tinh gin két khang nguyén dic hiéu 1a 0,74 (Bang 11), va
hoat tinh gén két FcRn 12 84% va 82% (Bang 12), thé hién rang sw khir amit & N31 l1a
lén dén khoang 17%, va sy khir amit & N386 1a lén dén khoang 28% (Bang 13), ¢6 thé
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duy tri thanh phan chtrc ning trong khoéng c6 thé chip nhan duge 1a 0,70-1,30 hoat
tinh gén két khang nguyén ddc hiéu va 70%-130% hoat tinh ghn két FcRn.

Oxy hoa

Nighién ciru thodi bién cudng bic dugc thue hién dé danh gid bing thir nghiém
dd nhay cta metionin va cac gdc axit amin khac trong chudi ning va chudi nhe khang
thé cta ché phidm dbi véi sy oxy hoa. Nghién ctru thodi bién cudng blc co thé xéac
dinh ring gbc ma dugc cho 1a nhay véi su oxy hoa thuc su bi oxy hoa, va li€u bién thé
duoc oxy hoa c6 anh hudng dén trén chtrc ning, va mirc ndo cta sy oxy hda co thé
chip nhan trong ché pham dé duy tri chirc nang/hiéu qua (su gin két khang nguyén

va/hodc su gén két FcRn).

Mau caa ché phém duoc 0 vé6i 0,1% hydro peroxit (H202) trong 48 gio & nhiét
do phong (RT) dé cam tng sy oxy hoa. Mau duge thu gom & 0, 6, 12, 24, va 48 gio.
Chung dugc so véi ché phim khong duge cudng birc (vi dy, ti€u chudn tham chiéu)
ma duoc st dung lam dbi chimg. T nghién ctru ndy, da xdc dinh duoc ring gbc
metionin (M) d& bi oxy hoa nhét bao gdm chudi ning M64, chudi ning M82, chudi
nang M85, chudi nang M254, chudi ning M360, chudi ning M430 cua trinh tu axit
amin chudi ning khang thé duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va chudi nhe M4 cta
trinh tw axit amin chudi nhe khang thé dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2. Gbe
metionin (M) dé bi oxy hoa nhét bao gdbm M64, ma ndm trong chudi ning CDR2;
M254 va M430, ma ndm trong FcRn va héc gan két protein trong vang Fc; va M360
cua trinh tu axit amin chudi ning khang thé duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1. Gbe
metionin nhay voi su oxy héa & mic do nh6 hon bao gdm chudi ning M4, chudi ning
M82, va chudi ning M85 cuia trinh ty axit amin chudi ning khang thé duoc thé hién
trong SEQ ID NO: 1. Ngoai ra, chudi nhe C220 cua trinh ty axit amin chudi nhe khang
thé duoc thé hién trong SEQ ID NO: 2 dugc xac dinh la nhay voi su oxy héa dudi diéu
kién dugc cam tng hda hoc. Quan trong hon 13, chudi nhe C220 va chudi nang C222
tao ra lién két disulfua n6i mach ma két hop chudi ning va chudi nhe.

Mirc ctia sulfoxit tao ra tir sy oxy héa metionin va mirc clia axit sulfonic tao ra
tlr su oxy héa xystein dugc xac dinh bang cach 1ap ban d6 peptit LC-MS/MS va dugc
téng hop trong bang 14. chudi nang M64, M254, M360, va M430 bi oxy hoa nhiéu
hon 70% & 48 gid sau khi G voi 0,1% hydro peroxit (H202).
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Béang 14. Phan trim oxy hoa dugc xac dinh bang cach 1ap ban d6 peptit LC-MS/MS
trong mau thir nghiém cta ché pham tlr cac mé khéc nhau sau khi dugc xur ly v6i H202

trong 48 gio.

Qua trinh Mé BDS Su oxy hda
séan xudt co (%)
ban
HC
HC HC HC HC LC LC
MS82 va
M64 | M254 | M360 | M430 . M4 | C220
Dbi chimg 0,9 3,5 0,5 0,5 0,3 0,2 0,0
MDS1 T04L003S 72,9 99,9 98,5 95,6 3,2 0,8 7,6
MDS2 T0413010 85,6 99,8 98,1 98,7 3,5 1,0 7,2

Su gén két khang nguyén dic hiéu bang khéng thé trong ché pham dugc xac
dinh bing SPR. Piéu nay con chimg minh mirc giam 16n hon vé hoat tinh gin két
khang nguyén dic hiéu & 48 gid trong cdc mé duge cudng buc bang H>0 khac nhau
nhu duge tong hop trong bang 15. Mirc giam nay vé su gin két khang nguyén twong
quan véi muc tuong dbi cao cua sy oxy hda M64 dugc quan st bang cach 1ap ban 6
peptit LC-MS/MS. Hoat tinh gin két khang nguyén dac hiéu trong mau duoc tht
nghiém tir cac mé khdc nhau cta ché phadm lan lugt giam khoang 15% va 32%. Khi
mepolizumab dugc oxy hoa 85,6%, hoat tinh gén két khang nguyén ddc hiéu van duoc
duy tri ¢ 0,57. M&i quan hé tuyén tinh gitta muc tich tu oxy hoa trong mepolizumab va
hoat tinh gén két khang nguyén dic hiéu dugc str dung va da duge xac dinh ring, trong
trudng hop xau nhéat, chudi ning M64 c6 thé dugc oxy hoéa khoang 50% va khing thé
trong ché pham s& van duy tri hoat tinh gén két khang nguyén nam trong khoang 0,70-

1,30.

Bang 15. Hoat tinh gin két khang nguyén dic hiéu dugc xac dinh bing SPR trong céc

mé khac nhau cta ché pham dugc xir Iy véi HaOa trong 48 gid.
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Qua trinh san . Thoi gian Hoat tinh gén két khang
) biéu kién
xuat co ban/Mé¢ (gid) nguyén ddc hi€u
Kiém soat sy 0 0,92
oxy hoa
MDS1 48 0,92
T04L003S 0 0.91
0,1% H202
48 0,76
Kiém soat su 0 0,96
oxy hoa
MDS2 48 0,96
T0413010 0 0,89
0,1% H20O2
48 0,57

Profin hoat tinh gin két FcRn ctia miu dugc cudng birc bang H20; tr cic mé
khac nhau cta ché phdm 13 twong ty & murc cao v6i mirc giam dang ké v& hoat tinh gin
két FcRn & 48 gid so voi d6i chung (tiéu chudn tham chiéu khong duoc xr ly) nhu
duoc thé hién trong bang 16. chudi ning M254 va chudi nang M430 ndm trong ving
Fc va khi dugc oxy hda da thé hién 1a tao ra mrc giam vé su gén két FcRn. Két qua
trén co s& 14p ban dd peptit dugc tao ra trong nghién ctru thoai bién cudng buc, khi ché
phdm duoc oxy hoéa hoa hoc véi H202 trong 48 git, mirc cla chudi ning M254 va
chudi ning M430 dugc oxy héa dugc quan sat trong cdc mé khac nhau 1a> 95%. Két
qua gin két FcRn cho thdy mirc giam khoang 80% vé su gin két FcRn cua khang
nguyén trong mau duge cudng buc bing H,0 tir cac mé khéac nhau cia ché phdm. Khi
mepolizumab dugc oxy hoéa >90%, hoat tinh gin két FcRn van duge duy tri 6 22%.
Mbi quan hé tuyén tinh gitta mrc tich tu cta sy oxy hoa trong mepolizumab va hoat
tinh gin két FcRn duge st dung va da xac dinh rang, trong trudng hop x4u nhét, chudi
ning M254 va chudi ning M430 co6 thé dugc oxy hoa 50% va khang thé trong ché
phdm s& van duy tri hoat tinh gén két FcRn trong khoang 1a 70%-130%.
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Bang 16. Hoat tinh gin két FcRn duoc xac dinh bang SPR trong cac mé khac nhau cta

ché phdm duge xtt Iy v6i HoO2 trong 48 gid.

Qua tr,mh san biéu kién Time Hoat tinh gén 1ét FeRn
At .
xudt co (gi0) %)
ban/Mé
Kiém soat su 0 7
oxy hoa
MDS1 48 94
T04L003S 0 79
0,1% H202
48 22
Kiém sodt su 0 7
oxy hoa
MDS?2 48 98
T0413010 0 77
0,1% H202
48 17

Nghién ctru cudng buc dnh sang duge thyc hién dé xé4c dinh anh hudng cua su
oxy hoa tryptophan dugc cam ng bang anh sang 1én hoat tinh gin két khang nguyén
ctia khang thé trong cac mé khac nhau clia ché pham. Didu nay thé hién tryptophan
W52 trong chudi ning khang thé nhay véi su oxy hoa. Déi véi nghién ctu nay, ché
phim tir cac mé khic nhau duge cho tiép xtc v6i 1,8 tridu lux-gio clia dnh sang kha
kién trong khoang 60 gitr & 25°C dé cam ung su cudng birc do anh sing. Maiu duge
thu gom & 0, 3, 7, 14, va 30 gio so véi tiéu chuin tham chiéu cta ché phém khong bi
cudng birc ma duoc st dyng lam d6i chung. Mic cua su di-oxy héa/kynurenin tao
ra tlr sy oxy héa tryptophan 1a twong tw & mirc cao trong cac mé khac nhau ctia ché
pham dugc cudng buc bing cich cho tiép xtic v6i anh sang nhu dugc tbng hop trong
bang 17. Murc tang v& su oxy héa chudi ning W52 dugc phat hién sau 60 gid tiép xtc

véi anh sang.
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Bang 17. Phan trdm oxy hoa dugc xéac dinh bang cach 1ap ban dd peptit LC-MS/MS

trong cac mé khac nhau ctia ché pham sau khi cudng birc bing céch cho tiép xuc voi

anh sang trong 60 gio.

Qua trinh san Xuét co Murc oxy hoa (%)
ban/Me W52 (+32 Da) W52 (+4 Da)
Déi ching 0,1 0,0
MDS1 T04L003S 3,3 3.4
MDS2 T0413010 3,5 4,6

Profin hoat tinh gin két khdng nguyén dic higu cta khang thé trong cac mé

khac nhau ctia ché phdm duoc cudng burc bang cach cho ti€p xic v61 anh sang the hién

mirc giam vé hoat tinh ghn két khang nguyén dic hi¢u theo thoi gian. Diéu nay dugc

tbng hop trong bang 18. Khi mepolizumab dugc oxy hoéa khoang 7%, hoat tinh gfn két

khang nguyén dac hiéu van dugc duy tri ¢ 0,53. Mbi quan hé tuyén tinh gitta mirc tich

tu clia sy oxy héa tryptophan trong mepolizumab va hoat tinh gén két khing nguyén

ddc hiéu dugce st dung va da xdc dinh rang, trong trudng hop xAu nhat, W52 c6 thé

duoc oxy hoa 3% va khang thé trong ché phdm sé& van duy tri hoat tinh ghn két khang

nguyén nam trong khoang 0,70-1,30.

Bang 18. Hoat tinh gfn két khang nguyén ddc hiéu duoc xac dinh bang SPR trong cac

mé khac nhau ctia ché phdm sau khi cudng birc bang cach cho ti€p xuc v6i anh sang

trong 60 gio.

Qua trinh sén

Hoat tinh gin két khang

Puoc tiép xtic voi

, Diéu kién Ngay
xuat co ban/M¢ nguyén déc hiéu
Kiém sodt viéc 0 0,89
MDS1 tiép xtic v6i anh
; 60 0,89
T04L.003S sang
0 0,89
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anh sang 60 0,53
Kiém soat viéc 0 0,93

tiép xuc voi dnh

sang 60 0,93

MDS2 T0413010
Pugc tiép xic véi 0 0,93
anh sang 60 0.55

Do d6, dé duy tri chirc ning (Su gén két IL-5, va/hodc su ghn két FcRn), chudi
nang M64 co thé duoc oxy hoa lén dén 50%, chudi ning M254 va chudi ning M430

c6 thé duogc oxy héa lén dén 50%, va W52 c6 thé duoc oxy hoa 1én dén 3%.
Két tu

Su phén b kich thuéc cua khing thé trong ché phdm dugc theo ddi bang cach
st dung phuong phéap sdc ky loai trir kich thuge (SEC) chuin khong bién tinh. Ba dinh
dugc phat hién trong profin SEC cua ché pham RS nhu duge thé hién trong Fig. 3 va
Fig. 4. Dinh chinh ¢ 7,9 phut véi dién tich phan trim twong d6i 14 99,4% dugc xac
dinh 13 dang monome; dinh nhd hon & khoang 6,7 phtt vdi dién tich phén trim tuong
dbi 14 0,5% dugc xac dinh 1a dang két tu. Gidy dinh nho hon duoc quan sét trong mot
s6 mé, ma rira giai sau dinh chinh ma cho thdy su c6 mit ctia manh. Dinh nay thuong

thép hon QL cua thir nghiém SEC 1a 0, 1.

Dinh két tu con duogc xdc dinh dic tinh béng cach st dung SEC véi viéc phat
hién t4n xa 4nh sang da goc (MALS) va siéu ly tAm phan tich (AUC). Két qua thé hién
rang profin SEC-MALS chaa dinh rira gidi sém (dime) va dinh rra giai mudn
(monome) nhu dugc thé hién trong Fig. 5 ddi véi ché phdm RS va Fig. 6 d6i véi cac
mé khéc nhau ctia ché phdm. Pudong ma cit ngang mdi dinh thé hién khdi luong mol
cia dang duoc phét hién va vi tri cua dinh dime, ma khong dé dang quan sat dugc

trong sic ky dd do luong nhé cia dime trong mau.

Dit liéu SEC-MALS duogc str dung dé xac dinh khdi luong mol cia monome va

dime cua khang thé. Khéi lwgng mol cia monome thu dugc trong ché pham RS va d6i
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v6i cac mé khac nhau cua ché phidm tuong duong voi khéi lugng trén ly thuyét ctia
monome mepolizumab 12 148,760 kDa nhu dugc thé hién trong bang 19. Sy bién dbi
duoc phat hién trong khéi lvong phan ti dugc quan sat dbi v4i dime do mirc nho cua

dang nay c6 mdt trong mau.

Bang 19. Phéan tich SEC-MALS cua monome trong ché phdm RS va d6i voi cac mé

khac nhau ctuia ché pham.

MaAu mepolizumab Khéi luong mol (kDa)

Monome Dime

Tiéu chuan tham chiéu
147 304
RS 101245722

Meé T0413010 147 340

Phén tich tich phan dién tich dudi duong cong (AUC) tbc do ling duoc st dung
lam k¥ thuat bd trg dbi v6i phuwong phép trén co sé phan doan bao gdbm SEC dé xac
nhan khong co su r6i loan vé chinh trang thai can bing két hop hoic loai trur két tu bac
cao hon tr qua trinh phén tach sic ky. Két qua ciia AUC phan tich di ching minh sy
phan b bao gdm mot dang chu yéu (dinh chinh), duogc xac dinh 1a monome, v&i hé s6
léng d6i v6i ca mé RS cia ché phém va mé khac cta ché phém 12 2,81 S; va mot dinh
két tu, dugce xéc dinh 12 dime, véi hé sb ling 1a 4,87 S ddi voi mé RS cta ché pham va
5,10 S d6i v6i mé khac cia ché pham nhu duoc thé hién trong bang 20. Sy khéac nhau
v& hé b lang gi tri gitta PRS va BDS khong dugce xem 12 dang ké va duoc cho la do
lwong thép ctia dime trong mau. Chi dang c6 khéi lugng phan tir cao dugc phat hién 1a
dime, ma phu hop véi két qua SEC-UV va SEC-MALS.

Bang 20. Phan tich AUC ctia cdc mé khéc nhau cua ché pham

Mau Hé s6 lang Khdi lugng phan ti Luong

Mepolizumab 1-Da
Monome Dime Monome Dime Monome Dime

A
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PRS 281 4,87 137 336 | 99,1% | 09%
101245722
BDS TO413003 | 5 ¢ 5,10 136 353 | 993% | 0.7%

Hé sb ling duoc xac dinh d6i véi monome va dime thip hon gid tri thuong
duoc quan sat d6i voi khang thé don dong IgGi. Ché phdm ctia mepolizumab chira
12% (w/v) sucroza, tao ra mau c6 do nhdt cao ma tao ra hé s6 lang thdp hon duoc
quan sat dbi véi cac phan tr khang th8 nay trong ché phim. Két qua cta SEC-UV,
SEC-MALS, va phan tich AUC cho thdy rang dang két tu trong ché pham la dime
khéng thé.

Dé nghién ctru 4nh hudng cia sy két tu 1én hoat tinh gin két khang nguyén,
nghién ctru & pH thip dugc thuc hién d6i v6i cac ché pham tlr cdc mé khac nhau. Miu
ché pham tir cac mé khac nhau dugc didu chinh dén pH 3,5 bing axit clohydric 5N.
Mau duge diéu chinh & pH 3,5 sau d6 dugce U trong 30 ngay ¢ 40°C dé gay ra su bién
ddi hoa hoc. MAu duge thu gom & 0, 3, 7, 14 va 30 ngay so véi mau RS ciia ché phdm
khong bi cudng bic, ma dugce st dung lam d6i chung. Pidu nay cho thiy khi ché
phém bi cudng birc hoa hoc & pH 3,5 thép, su két tu mdt trong sb cac con dudng thoai

bién chinh.

Profin v& su thoai bién SEC ctia mau duge cudng bire & pH 3,5 cua ché pham
duoc thé hién trong Fig. 7 va dugc tdng hop trong bang 21. Dudi diéu kién cudng buc
& pH 3,5 thép, toc do két tu khac nhau ma dugce quan sét gitta cdc mé khac nhau cta
ché pham. Tuy nhién, & ngay 30 ca hai mé cla ché phdm déu dat dén trang théi can
bing va c6 mirc két tu twong tu. Su khac nhau nay vé ty 18 két tu gitta cdc mé khéc
nhau duoc cho 1a do mire cao cta dime cong hoa tri so véi tri dime khong cong hoa
trong mé. Tdc do két tu cham hon duogc quan séat trong mé MDS]1 cua ché phdm duoc
cho 1a do ty 18 cao hon cia dime khong cong hoa tri lién so v6i ty 1€ trong mé MDS2;
dime khong cdng hoa tri phén ly va khong phén ly cho dén khi dat duoc trang thai cin

bang, ma c6 thé 1am cham téc dd chung trong viéc hinh thanh két tu.

Béang 21. Téng hop dit liéu SEC dbi véi mé RS ciia ché pham khong duge xir 1y va cdc

mé cua ché pham dugc cudng birc pH.
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Piéukién | Qua trinh sén Ngay Dién tich
xut co (%)
ban/Mé
Monome Két tu Manh
Dbi ching 99,6 0,4 0,0
0 99,0 1,0 0,0
3 81,4 14,3 42
MDS1
7 59,3 35,4 52
T0041.003S
14 47,9 44.4 7,7
30 36,8 51,2 12,0
pH 3,5 thap
0 98,4 1,6 0,1
3 56,5 40,5 3,1
MDS2
7 483 46,9 4,8
T0413010
14 41,9 50,7 7,4
30 34,0 54,4 11,5

Profin hoat tinh gén két khang nguyén dic hiéu cta céc mau trong cac mé cla
ché phdm cudng buc c6 pH 3,5 thé hién muc giam vé hoat tinh gin két khang nguyén

dic hiéu theo thoi gian nhu duoc téng hop trong bang 22.

Bang 22. Tong hop dit liéu cta hoat tinh gén két khang nguyén dic hiéu dugc xac dinh

bang SPR trong cac mau cuia cac mé ché pham dugc cudng buc pH.

Diéu kién Qua trinh san xudt Hoat tinh gin két khang
co ban/M¢ Ngay nguyén dic hi€u
(mg/mL)

-116-



36488

0 0,92
MDS1 T04L003S 3 0,56
7 0,43
pH 3.5 thap
0 0,95
MDS2 T0413010 3 0,57
7 0,43

Profin hoat tinh gén két FcRn cta mau trong cic mé ché phdm cudng buc c6
pH 3,5 thé hién mirc giam v& hoat tinh gén két FcRn theo thoi gian nhu duge tdng hop

trong bang 23.

Bang 23. Tong hop dit liéu ciia sy gin két FcRn duge xac dinh bang SPR trong mé ché

phdm dugc cudng buc pH.

Piéu kién Qua trinh san xudt Ngay Su gin két FcRn

co ban/Mé (%)

0 90

MDS1 T04L003S 3 54

, 7 46

pH 3,5 thap

0 86

MDS2 T0413010 3 51

7 43
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Tém lai, cac Bang 21-23 thé hién rang c6 muc gidm khoang 50% v& su gin két
khang nguyén va su gin két FcRn khi c¢6 muc két tu khoang 40% trong mau. Khi
mepolizumab duoc két tu khoang 40%, hoat tinh gén két khang nguyén dic hiéu van
duoc duy tri & 0,57 va hoat tinh gén két FcRn dugc duy tri & 51% (Bang 22, MDS2
ngay 3). C6 su chénh léch nho vé profin thoai bién d6i véi ham luong két tu gitta
MDS1 va MDS2 & ngdy 3 (Bang 21) do ty 1& khic nhau ctia dime cdng héa tri so voi

dime khong cong hoa tri.

Mbi quan hé tuyén tinh giita murc két tu trong mepolizumab va hoat tinh gén két
FcRn va khang nguyén dic hiéu duge sir dung tir MDS2 va da xac dinh ring, trong
truong hop xAu nhét, mepolizumab ¢ thé két tu 1a 20% va khang thé trong ché phim
s& van duy tri hoat tinh gin két khang nguyén nam trong khoang 0,70-1,30 va hoat tinh

gin két FcRn 1a 70-130%.

Do d6, dbi vé6i khang thé trong ché pham chira mepolizumab c6 thé két tu 20%
va van duy tri hoat tinh gén két IL-5 nam trong khoang 0,70-1,30 va hoat tinh ghn két
FcRn trong khoang 1a 70%-130%.

HCP

Mire protein té bao vat cha CHO con lai trong ché phdm mepolizumab duoc
x4c dinh bang cach st dung thu nghiém hép thu mién dich lién két enzym (ELISA).
Phuong phap nay st dung khang thé duoc tao ra ddi véi khang nguyén tu nhién cla
dong té bao CHO dugc phat tridn dudi didu kién ma twong tu diéu kién qué trinh san

xuat cia mepolizumab.

DPbi v6i ché phdm mepolizumab, da xdc dinh duoc rang, khoang cé thé chip
nhan dugc dbi v6i ham lwong HCP 1a < 10 ng/mg. Khodng nay dugc tao ra tu dir liéu
giai phéng duge tao ra dén thoi diém hién tai va thé hién chinh xac su thay ddi vé qua
trinh va phan tich. 37 cac mé khéac nhau cta dugc chit ¢6 ham luong HCP sau déy: 1,1
ng/mg (2 mé), 1,0 ng/mg (5 mé), 0,9 ng/mg (1 mé), 0,8 ng/mg (3 mé), 0,7 ng/mg (1
mé), 0,6 (1 mé), 0,5 ng/mg (1 mé), <0,5 ng/mg (4 me), <1 ng/mg (19 me).

Tom lai, c6 hai chic ning chinh tham gia vao hoat tinh sinh hoc cua
mepolizumab: gin két v6i IL-5 thong qua CDR, va gfin két v6i thu thé FcRn thong qua
vung Fc. Thong qua cac nghién ctru xdc dinh dac tinh tap trung dugc thuc hién trén

day, di x4c dinh dugc ring, bién thé khang thé duge khir amit cu thé, bién thé khang
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thé duge oxy héa cu thé, va bién thé khang thé két tu, c6 thé anh hudng dén chiic ning
cta ché pham ctia mepolizumab. Do d6, muc cu thé ctia bién thé nay tt hon 1a duoc

duy tri d& dam bao thich hgp chic ning/hiéu qua.
Vidu3
Danh muc trinh tu chua chinh thire

Phan gach chin sau ddy x4c dinh trinh ty CDR, theo dinh nghia cta Kabat v&
CDR, trong phan chudi ning bién ddi va chudi nhe bién ddi ciia khang thé hodc trinh
tu axit nucleic ma hoa trinh ty CDR nay. Vi du, trong SEQ ID NO: 1, bd khung va
CDR dugc thé hién 14 bo khungl theo vin ban thuan tay, CDR1 dugc gach chén, bd
khung? theo vén ban thudn tiy, duoc gach chan CDR2, bo khung3, CDR3 dugc gach
chan va bd khung4 theo vin ban thuan tly theo thi tu tir phén diu gin amino dén phan
dAu cubi carboxy cua trinh ty dugc thé hién. D4u hoa thi bén phai ctia ky tu d6i v6i ma
cta axit amin 12 ky ty don thé hién gdc axit amin sang bén trai 1a vi tri N-glycosylat
hoa. Cach nay ciing duge st dung trong céc, vi dy, SEQ ID NO: 1-4, 11, 12 va 19-22,
v.v.. Gbc metionin ddu cudi amino duogc thé hién trong cac trinh ty nay c6 thé duogc
phan cit. Do d6, trinh ty trong ban mo ta nay thé hién gbc metionin dau cudi amino tot
hon néu ciing dugc hiéu 12 bdc 16 dang bi phan cit clia protein ndy ma khong co6 gbe
metionin ddu cubi amino nay. Trinh tu axit nucleic dugc thé hién 13 trinh ty axit
nucleic ADN va bao gdm gbc axit nucleic “t”, trinh tw ARN twong tmg ciing nén dugc
hiéu 1a bdc 16 sao cho géc axit nucleic “t” cling ¢o thé dugc xem 1a bdc 10 géc axit
nucleic “u”. Ngoai ra, ma bd ba “atg” gin 5’ va “taa”, “tag” gin 3’ va ma bd ba két
thiic “tga” duoc lugc bé tir trinh tu axit nucleic cADN sau day. Day 1a truong hop aoi

vai, vi du, cac SEQ ID NO: 31-34, v.v..
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CHUOI NANG VOI CHIEU DAI HOAN CHINH CUA MEPOLIZUMAB
SEQ ID NO: 1

QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTVSGF SLTSYSVHWVRQPPGKGLEWLGVIW
ASGGTDYNSALMSRILSISKDTSRNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARDPPSSLL
RLDYWGRGTPVTVSSASTKGPSVFPLAPS SKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN*STYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

CHUOI NHE VGI CHIEU DAI HOAN CHINH CUA MEPOLIZUMAB
SEQ ID NO: 2

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSLLNS GNOQKNYLAWYQQKPGQPPKLL
[YGASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQONVHSFPFTFGGG
TKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNAL
QSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SFNRGEC

VH CUA MEPOLIZUMAB
SEQ ID NO: 3

QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTVSGF SLTSYSVHWVRQPPGKGLEWLGVIW
ASGGTDYNSALMSRLSISKDTSRNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARDPPSSLL
RLDYWGRGTPVTVSS

VL CUA MEPOLIZUMAB
SEQ ID NO: 4

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSLLNS GNOKNYLAWYQQKPGQPPKLL
[YGASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCONVHSFPETFGGG
TKLEIK

CDRH1 CUA MEPOLIZUMAB
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SEQ ID NO: §

SYSVH

CDRH2 CUA MEPOLIZUMAB
SEQ ID NO: 6
VIWASGGTDYNSALMS
CDRH3 CUA MEPOLIZUMAB
SEQ ID NO: 7

DPPSSLLRLDY

CDRL1 CUA MEPOLIZUMAB
SEQ ID NO: 8
KSSQSLLNSGNQKNYLA
CDRL2 CUA MEPOLIZUMAB
SEQ ID NO: 9

GASTRES

MEPOLIZUMAB CDRL3

SEQ ID NO: 10

QNVHSFPFT

IL-5 G NGUOI (PROTEIN TRUONG THANH)
SEQ ID NO: 11

IPTEIPTSALVKETLALLSTHRTLLIANETLRIPVPVHKNHQLCTEEIFQGIGTLES
QTVQGGTVERLFKNLSLIKKYIDGQKKKCGEERRRVNQFLDYLQEFLGVMNT
EWIIES

DANG TUGNG TU TIEU DPON VI ALPHA THU THE 1IL-5 O NGUOI (PROTEIN
TRUGNG THANH)

SEQ ID NO: 12
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DLLPDEKISLLPPVNFTIKVTGLAQVLLQWKPNPDQEQRNVNLEYQVKINAPK
EDDYETRITESKCVTILHKGFSASVRTILQNDHSLLASSWASAELHAPPGSPGT
SIVNLTCTTNTTEDNYSRLRSYQVSLHCTWLVGTDAPEDTQYFLYYRYGSWT
EECQEYSKDTLGRNIACWFPRTFILSKGRDWLAVLVNGS SKHSAIRPFDQLFA
LHAIDQINPPLNVTAEIEGTRLSIQWEKPVSAFPIHCFDYEVKIHNTRNGYLQIE
KLMTNAFISIIDDLSKYDVQVRAAVSSMCREAGLWSEWSQPIYVGNDEHKPL
REWFVIVIMATICFILLILSLICKICHLWIKLFPPIPAPKSNIKDLFVTTNYEKAGS
SETEIEVICYIEKPGVETLEDSVF

ADN MA HOA CHUOI NANG VOI CHIEU DAI HOAN CHINH CUA
MEPOLIZUMAB

SEQ ID NO: 13

caggttaccctgcgtgaatccggtccggcactagttaaaccgacccagaccctgacgttaaoctgcaccgtctccggtttctc
cctgacgagctatagtgtacactgggtccgtcagccgccgggtaaaggtctagaatggctgggtgtaatatgggctagtgga
ggcacagattataattcggctctcatgtcccgtctgtcgatatccaaagacacctcccgtaaccaggttgttctgaccatgacta
acatggacccggttgacaccgctacctactactgcgctcgagatcccccttcttccttactacggcttgactactggggtcgtg
gtaccccagttaccgtgagctcagctagtaccaagggcccatcggtcttccccctggcaccctcctccaagagcaoctctgg
gggcacagcggccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggcgccctg

accagcggcgtgcacaccttcccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagcgtggtgaccgtgccctcca
gcagcttgggcacccagacctaoatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcc

caaatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctggggggaocgtcagtcttcctcttccccc
caaaaoccaaggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccot
gaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaaca
gcacgtaccgtgtggtoagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctcca
acaaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaecct
gcccccatcccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttetatcccagcgacatcg
ccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctcctt
cttcctctatagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggct

ctgcacaaccactacacgcagaagagectctcectgtctecegggtaag

ADN MA HOA CHUOI NHE VOI CHIEU DAI HOAN CHINH CUA
MEPOLIZUMAB

SEQ ID NO: 14
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gatatcgtgatgacccagtctccagactcgctagctgtgtctctgggcgagagggccaccatcaactgcaagagctctcaga
gtctgttaaacagtggaaatcaaaagaactacttggcctggtatcagcagaaacccgggcagcctcctaagttgctcatttac
ggggcgtcgactagggaatctggggtacctgaccgattcagtggcagcgggtctgggacagatttcactctcaccatcagc
agcctgcaggctgaagatgtggcagtatactactgtcagaatgttcatagttttccattcacgttcggcggagggaccaagttg
gagatcaaacgtactgtggcggcgccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgtt
gtgtgcctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactccc
aggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagact

acgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacagggg
agagtgt

Mic du séng ché da duoc mo td mot cach day du chi tiét, tuy nhién rd rang la
nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy c6 thé thuc hién céc thay ddi va bién

@i ma khong nim ngoai ndi dung va pham vi ciia yéu cau bao ho sau day.
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YEU CAU BAO HQ
1. Ché pham chira hdn hop khang thé, ché phim nay chua:

(i) khang thé ¢6 trinh ty axit amin chudi ning nhu duge thé hién trong SEQ ID
NO: 1 va trinh tu axit amin chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2; va

(ii) khang thé c6 trinh tu axit amin chudi nang nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO: 1 va trinh ty axit amin chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2, ngoai
trir gbe 31 ctia SEQ ID NO: 2 dugc thay bing axit aspartic hodc axit iso-aspartic.
2. Ché pham theo diém 1, trong d6 khang thé (ii) chiém tir 3,3% dén 25% ché pham.

3. Ché pham theo diém 2, trong d6 ché pham nay c6 it nhét 0,70 hoat tinh gin két
khang nguyén dac hiéu IL-5 so v6i ché phim tiéu chudn tham chiéu, ché pham tiéu
chudn tham chiéu nay chtra:

(a) khang thé ¢6 trinh ty axit amin chudi ning nhu dugc thé hién trong SEQ

ID NO: 1 va trinh tu axit amin chudi nhe nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2;
(b) >98% bién thé dugc loai bé lysin ddu cudi C chudi ndng cta khang thé
(a);
(¢) >95% bién thé pyroglutamat du cudi N chudi ning cta khang thé (a);

(d) 5,2% khang thé (a) trong d6 gbc 31 cia SEQ ID NO: 2 dugc thay bang

axit aspartic hodc axit iso-aspartic;

(e) khoang 0,9% khang thé (a) trong d6 gbc M64 ctia SEQ ID NO: 1 duge

oxy hoa;
() 0,1% khéng thé (a) trong d6 gbc W52 cua SEQ ID NO: 1 dugc oxy hoa; va,
(g) 0,4% khang thé két tu ciia ché phim tiéu chuén tham chiéu.
4. Dugc phim chta ché pham theo diém 2 va chit mang dugc dung.
5. Ché phadm theo diém 2, trong d6 ham lugng khéng thé nam trong khoang tur
75mg/mL dé 100mg/mL.
6. Ché pham theo diém 2, trong d6 ché phim nay chtra:
() >92% gbc pyroglutamat dAu cubi amino & gbc axit amin 1 clia cac khdng thé
ctia hon hgp khang thé;
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(b) >90% gbc axit amin glyxin dAu cubi carboxy & gbc axit amin 448 cla céac

khéng thé ctia hdn hop khang thé;

(c) tir 1,5% dén 6% gbc 386 cta SEQ ID NO: 1 duge thay bang axit aspartic

hodc axit iso-aspartic;

(d) tir 0% dén 1% gbc W52 ctia SEQ ID NO: 1 dugc oxy hoa;

(e) tir 0,5% dén 1,5% gbc M64 ctia SEQ ID NO: 1 duoc oxy hoa;

() tur 2,5% dén 4,5% gbc M254 ctia SEQ ID NO: 1 dugc oxy hoa;

() tir 0,4% dén 0,8% gbc M430 ctia SEQ ID NO: 1 duoc oxy hoa; va,

(h) tir 3,3% dén 6,6% gbc 31 cua SEQ ID NO: 2 dugce thay bing axit aspartic

hodc axit iso-aspartic.
7. Ché phim theo didm 2, trong d6 khang thé (ii) chiém tir 3,3% dén 6,6% ché pham.
8. Ché pham theo diém 2, trong d6 nhiéu hon 50% gbe lysin dau cubi C chudi ning
K449 dugc loai bd.

9. Ché phim theo diém 2, trong d6 ché pham nay chira tir 0,5% dén 55% gbc M64 clia
SEQ ID NO: 1 duoc oxy héa va tir 0% dén 3% gdc W52 ctia SEQ ID NO: 1 dugc oxy
hoa.

10. Ché phim theo diém 2, trong do ché phim nay chira tir 0,5% dén 55% gdc M64
cta SEQ ID NO:1 duogc oxy hoa, tir 2,5% dén 55% géc M254 cia SEQ ID NO:1 dugce
oxy héa, tir 0,4% dén 55% gbc M360 ciia SEQ ID NO:1 duge oxy hoa, tir 0,4% dén
55% gbc M430 ctia SEQ ID NO:1 dugc oxy héa, va tir 0% dén 3% gbc W52 clia SEQ
ID NO:1 dugc oxy hoa.

11. Ché phim theo diém 2, trong d6 ché phdm nay chira tir 1,5% dén 35% khang thé
c¢6 gbe 386 ctia SEQ ID NO: 1 dugc thay bang axit aspartic hodc axit iso-aspartic.

12. Ché phdm theo diém 2, trong d6 ché phdm nay con chua tir 0,4% dén 20% khang

thé két tu ctia ché pham.
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 6
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Fig. 7
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<210> 1

<211> 449

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu axit amin dugc xdc dinh bang cach st dung
ky thuat sinh hoc

<400> 1
Gln Val Thr Leu Arg Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys Pro Thr Gln
1 5 10 15
Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr
20 25 30
Ser Val His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45
Gly val Ile Trp Ala Ser Gly Gly Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Met
50 55 60
Ser Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp Thr Ser Arg Asn Gln Val Val Leu
65 70 75 80
Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
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Arg
Thr
Pro
Gly
145
Asn
Gln
Ser
Ser
Thr
225
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
305
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
385
Asp
Ser

Ala

Lys

Asp
Pro
Leu
130
Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
210
His
Val
Thr
Glu
Lys
290
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
370
Asn
Ser

Arg

Leu

<210> 2

211>
<212>
<213>

220>

Pro
Val
115
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
195
Thr
Thr
Phe
Pro
Val
275
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
355
Val
Gly
Asp
Trp

His
435

220
PRT
Trinh ty nhan tao

Pro
100
Thr
Pro
Val
Ala
Gly
180
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
260
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
340
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

420
Asn

Ser Ser
Val Ser
Ser Ser

Lys Asp
150

Leu Thr

165

Leu Tyr

Thr Gln
Val Asp

Pro Pro
230

Phe Pro

245

Val Thr

Phe Asn
Pro Arg

Thr Val
310

Val Ser

325

Ala Lys

Arg Glu

Gly Phe

Pro Glu
390

Ser Phe

405

Gln Gly

His Tyr

Leu
Ser
Lys
135
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
215
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
295
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
375
Asn
Phe

Asn

Thr

Leu
Ala
120
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
200
Arg
Pro
Lys
Val
Tyr
280
Glu
His
Lys
Gln
Met
360
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
440

36488

Arg
105
Ser
Thr
Pro
Val
Ser
185
Ile
Val
Ala
Pro
Val
265
Val
Gln
Gln
Ala
Pro
345
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

425
Lys
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Leu
Thr
Ser
Glu
His
170
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
250
Val
Asp
Tyr
Asp
Leu
330
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
410

Ser

Ser

Asp
Lys
Gly
Pro
155
Thr
Val
Asn
Pro
Glu
235
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
315
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
395
Lys
Cys

Leu

Tyr
Gly
Gly
140
Val
Phe
Val
Val
Lys
220
Leu
Thr
Val
Val
Ser
300
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
380
Thr
Leu

Ser

Ser

Trp
Pro
125
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
205
Ser
Leu
Leu
Ser
Glu
285
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
365
Val
Pro
Thr
Val

Leu
445

Gly
110
Ser
Ala
Val
Ala
Val
190
His
Cys
Gly
Met
His
270
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
350
Ser
Glu
Pro
Val
Met

430
Ser

Arg
Val
Ala
Ser
Val
175
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
255
Glu
His
Arg
Lys
Glu
335
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
415
His

Pro

Gly
Phe
Leu
Trp
160
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
240
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
320
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
400
Lys
Glu

Gly
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<223> Trinh ty axit amin dugc xac dinh bang cach st dung
ky thuat sinh hoc

<400> 2
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 ‘ 10 15
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30
Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95
Val His Ser Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110
Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
115 120 125
Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135 ‘ 140
Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
145 150 155 160
Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp
165 170 175
Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
180 185 190
Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser
195 200 205
Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215 220

<210> 3

<211> 119

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Trinh tu axit amin dugc xac dinh bang cach si dung
ky thuat sinh hoc

<400> 3
Gln Val Thr Leu Arg Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys Pro Thr Gln
1 5 10 15
Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr
20 25 30
Ser Val His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45
Gly Val Ile Trp Ala Ser Gly Gly Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Met
50 55 60

Ser Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp Thr Ser Arg Asn Gln Val Val Leu
65 70 75 80
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Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala

85 90 95
Arg Asp Pro Pro Ser Ser Leu Leu Arg Leu Asp Tyr Trp Gly Arg Gly
100 105 110
Thr Pro Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 4
<211> 113
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh ty axit amin dugc xé&c dinh bang céch st dung
ky thudt sinh hoc

<400> 4
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30
Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95
Val His Ser Phe Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110
Lys

<210> 5

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

220>
<2235 Trinh ty axit amin dugc xdc dinh bang cach st dung
ky thudt sinh hoc

<400> 5
Ser Tyr Ser Val His
1 5

<210> 6

<211> 16

<212> PRT

<2135 Trinh ty nhan tao
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<220>
¢223> Trinh ty axit amin dugc xac dinh bang cach su dung
ky thuadt sinh hoc

<400> 6
val Ile Trp Ala Ser Gly Gly Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Met Ser
1 5 10 15

<210> 7

<211> 11

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> Trinh ty axit amin dugc xac dinh bang cach si dung
ky thuat sinh hoc

<400> 7
Asp Pro Pro Ser Ser Leu Leu Arg Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 8

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu axit amin dugc xac dinh bang cach si dung
ky thuadt sinh hoc

<400> 8

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu
1 5 10 15

Ala

<210> 9

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<2235 Trinh ty axit amin dugc xac dinh bang cach sl dung
ky thudt sinh hoc

<400> 9
Gly Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5
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<210> 10

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<2235 Trinh tu axit amin dugc xac dinh bang cach su dung
ky thuat sinh hoc

<400> 10
Gln Asn Val His Ser Phe Pro Phe Thr
1 5

<21e> 11

<211> 115

<212> PRT

<2135 Trinh ty nhan tao

220>
<223> Trinh ty axit amin dugc x&c dinh bang cach st dung
ky thuadt sinh hoc

<400> 11
Ile Pro Thr Glu Ile Pro Thr Ser Ala Leu Val Lys Glu Thr Leu Ala
1 5 10 15
Leu Leu Ser Thr His Arg Thr Leu Leu Ile Ala Asn Glu Thr Leu Arg
20 25 30
Ile Pro Val Pro Val His Lys Asn His Gln Leu Cys Thr Glu Glu Ile
35 40 45
Phe Gln Gly Ile Gly Thr Leu Glu Ser Gln Thr Val Gln Gly Gly Thr
50 55 60
Val Glu Arg Leu Phe Lys Asn Leu Ser Leu Ile Lys Lys Tyr Ile Asp
65 70 75 80
Gly Gln Lys Lys Lys Cys Gly Glu Glu Arg Arg Arg Val Asn Gln Phe
85 90 95
Leu Asp Tyr Leu Gln Glu Phe Leu Gly Val Met Asn Thr Glu Trp Ile
100 105 110
Ile Glu Ser
115

210> 12

<211> 400

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

220>
<223> Trinh ty axit amin dugc xac dinh bang cach st dung
ky thuat sinh hoc

<400> 12
Asp Leu Leu Pro Asp Glu Lys Ile Ser Leu Leu Pro Pro Val Asn Phe
1 5 10 15
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Thr Ile Lys Val Thr Gly Leu Ala Gln Val Leu Leu Gln Trp Lys Pro
20 25 30
Asn Pro Asp Gln Glu Gln Arg Asn Val Asn Leu Glu Tyr Gln Val Lys

Ile Asn Ala Pro Lys Glu Asp Asp Tyr Glu Thr Arg Ile Thr Glu Ser
50 55 60
Lys Cys Val Thr Ile Leu His Lys Gly Phe Ser Ala Ser Val Arg Thr
65 70 75 80
Ile Leu Gln Asn Asp His Ser Leu Leu Ala Ser Ser Trp Ala Ser Ala
85 90 95
Glu Leu His Ala Pro Pro Gly Ser Pro Gly Thr Ser Ile Val Asn Leu
100 105 110
Thr Cys Thr Thr Asn Thr Thr Glu Asp Asn Tyr Ser Arg Leu Arg Ser
115 120 125
Tyr Gln Val Ser Leu His Cys Thr Trp Leu Val Gly Thr Asp Ala Pro
130 135 140
Glu Asp Thr Gln Tyr Phe Leu Tyr Tyr Arg Tyr Gly Ser Trp Thr Glu
145 150 155 160
Glu Cys Gln Glu Tyr Ser Lys Asp Thr Leu Gly Arg Asn Ile Ala Cys
165 170 175
Trp Phe Pro Arg Thr Phe Ile Leu Ser Lys Gly Arg Asp Trp Leu Ala
1860 185 190
Val Leu Val Asn Gly Ser Ser Lys His Ser Ala Ile Arg Pro Phe Asp
195 200 205
Gln Leu Phe Ala Leu His Ala Ile Asp Gln Ile Asn Pro Pro Leu Asn
210 215 220
Val Thr Ala Glu Ile Glu Gly Thr Arg Leu Ser Ile Gln Trp Glu Lys
225 230 235 240
Pro Val Ser Ala Phe Pro Ile His Cys Phe Asp Tyr Glu Val Lys Ile
245 250 255
His Asn Thr Arg Asn Gly Tyr Leu Gln Ile Glu Lys Leu Met Thr Asn
260 265 270
Ala Phe Ile Ser Ile Ile Asp Asp Leu Ser Lys Tyr Asp Val Gln Val
275 280 285
Arg Ala Ala Val Ser Ser Met Cys Arg Glu Ala Gly Leu Trp Ser Glu
290 295 300
Trp Ser Gln Pro Ile Tyr Val Gly Asn Asp Glu His Lys Pro Leu Arg
305 310 315 320
Glu Trp Phe Val Ile Val Ile Met Ala Thr Ile Cys Phe Ile Leu Leu
325 330 335
Ile Leu Ser Leu Ile Cys Lys Ile Cys His Leu Trp Ile Lys Leu Phe
340 345 350
Pro Pro Ile Pro Ala Pro Lys Ser Asn Ile Lys Asp Leu Phe Val Thr
355 360 365
Thr Asn Tyr Glu Lys Ala Gly Ser Ser Glu Thr Glu Ile Glu Val Ile
370 375 380
Cys Tyr Ile Glu Lys Pro Gly Val Glu Thr Leu Glu Asp Ser Val Phe
385 390 395 400

<210> 13

<211> 1347

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
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<223> Trinh tu axit nucleic dugc
dung ky thuat sinh hoc

<400> 13

caggttaccc
acctgcaccg
ccgggtaaag
tcggctctca
accatgacta
tcttccttac
agtaccaagg
acagcggcecc
aactcaggcg
ctctactccc
atctgcaacg
tcttgtgaca
tcagtcttcc
gtcacatgcg
gtggacgecg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggs
gactccgacg

caggggaacg
aagagcctct

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

14
660
DNA

220>
<223>

tgcgtgaatc
tctccggttt
gtctagaatg
tgtccegtct
acatggaccc
tacggcttga
gcccateggt
tgggetgect
ccctgaccag
tcagcagcegt
tgaatcacaa
aaactcacac
tcttccecccc
tggtggteea
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gcteccttett
tcttctcatg
ccctgtctcc

cggtccggcea
ctcecctgacg
gctgggtgta
gtcgatatcc
ggttgacacc
ctactggggt
cttccccectg
ggtcaaggac
cggegtgcac
ggtgaccgty
gcccagcaac
atgcccaccg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgtc
caaagccctc
accacaggtg
gacctgectg
gcageeggag
cctctatagc
ctccgtgatg
gggtaag

Trinh tu nhan tao

Trinh tu axit nucleic dugc

dung k¥ thudt sinh hoc

<400> 14

gatatcgtga
atcaactgca
tggtatcagc
gaatctgggg
atcagcagcc
ccattcacgt
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca
gaagtcaccc

tgacccagtc
agagctctca
agaaacccgg
tacctgaccg
tgcaggctga
tcggeggags
tccecgecatc
acttctatcc
actcccagga
ccctgacgct
atcagggcct

tccagactcg
gagtctgtta
gcagecctect
attcagtggc
agatgtggca
gaccaagttg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca
gagctcgecc

36488

xac dinh bang céach su

ctagttaaac
agctatagtg
atatgggcta
aaagacacct
gctacctact
cgtggtaccc
gcaccctect
tacttccccg
accttcecegg
ccctccagea
accaaggtgg
tgcccagcac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccgc
ctgcaccagg
ccagccccca
tacaccctgc
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc

cgacccagac
tacactgggt
gtggaggcac
cccgtaacca
actgcgctcg
cagttaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggceac
acaagagagt
ctgaactcct
tgatctcccg
aggtcaagtt
gggaggagea
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatcccg
tctatcccag
agaccacgcc
tggacaagag
tgcacaacca

xac dinh bang cach su

ctagctgtgt
aacagtggaa
aagttgctca
agcgggtctg
gtatactact
gagatcaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga
gtcacaaaga
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ctctgggega
atcaaaagaa
tttacggggc
ggacagattt
gtcagaatgt
gtactgtggc
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt
gcttcaacag

cctgacgtta
ccgtcagecg
agattataat
ggttgttctg
agatccccct
gagctcagct
ctctggggec
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggegaccg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgcc
tcccgtgetg
caggtggcag
ctacacgcag

gagggccacc
ctacttggcc

gtcgactagg
cactctcacc
tcatagtttt
ggcgecatct
tgttgtgtgc
taacgccctc
cacctacagc
ctacgectgc

gggagagtgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1347

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660





