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Linh vye ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén dugc phdm cé do nhét thip, ndng do cao, dn dinh chia
khéang thé rc ché MASP-2, kit chita duoc phim nay va dugc phdm va kit d& dung
trong phuong phéap didu tri d& we ché cac tic dung phu cia su hoat héa bd thé phu
thuoc MASP-2.

Su trinh bay lién quan dén danh muc trinh tu

Danh muc trinh tu lién quan dén don nay dugc cung cip & dang vin ban thay
vi ban sao bing gidy va dugc dua vao ban md ta nay bang cach vién din. Tén cua tai
litu bang van  ban chta danh  muc  trinh ty  nay la
MP 1 0261 PCT_SequenceListing 20170809 ST25. Tai liéu bang vin ban la
17 KB; duoc tao ra vao ngay 9 thang 8§ nam 2017; va dugc ndp qua EFS-Web clung
v6i viée ndp badn mo ta.
Tinh trang ky thuét ciia sing ché

Liéu phap dua vao khang thé thudong duoc sir dung mot cach thudng xuyén va
thudng yéu cau lidu vai mg/kg bang cach tiém. Dang phan phéi dugc wu tién dé didu
tri tinh trang bénh man tinh 1a ding khang thé don dong liéu cao cho bénh nhan ngoai
tri (vai mg mdi kg) thong qua tiém dudi da (subcutaneous - SC) (Stockwin va
Holmes, Expert Opin Biol Ther 3:1133-1152 (2003); Shire et al., J Pharm Sci
93:1390-1402 (2004)). Cin ¢6 dugc phim chira khang thé diéu tri rat ¢d dic vi ching
cho phép viéc ding thé tich it hon va/hodc viée dung it hon do d6 it gdy khoé chiu hon
cho bénh nhan. Ngoai ra, thé tich it hon cho phép viéc dong goi cac lidu diéu tri ctia
khang thé don dong & lidu don riéng ré&, ong tiém duge nap sin dé ty dung. Viéc phan
phéi SC nho éng tiém duge nap sin hodc k¥ thuét tiém tu dong cho phép dung & nha
va sy tudn thu viée dung thube ctia bénh nhan dugce cai thién.

Tuy nhién, su phat trién cta ché phdm c6 ndng dd protein cao c6 thich thirc
lién quan dén @6 6n dinh vat ly va hoa hoc cuta protein, cling nhu kho khan trong san
xudt, bdo quan va phan phdi ché phim chira protein (xem vi du, Wang et al., J of

Pharm Sci vol 96(1):1-26, (2007)). Théch thtrc trong viéc phat trién ché phidm c¢6 nong
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do protein cao 12 d0 nhét dung dich phu thudc ndng do. O ndng dd protein nhét dinh,
d6 nhét thay @i dot ngdt dudi dang ham cia ché phdm. Cu thé, khéng thé don dong
duogc biét 1a c6 profin ndng dd do nhét riéng biét va khic nhau ma cho thiy d6 nhat
ctia dung dich ting theo ham mii nhanh chéng khi ting ndng d6 khang thé don dong
(xem vi dy, Connolly B.D. et al., Biophysical Journal vol 103:69-78, (2012)). Mot
thach thtrc khac dbi voi ché pham 16ng & ndng d6 khang thé don dong cao 1a do on
dinh vat ly protein (Alford et al., J. Pharm Sci 97:3005-3021 (2008); Salinas et al., J
Pharm Sci 99:82-93 (2010); Sukumar et al., Pharm Res 21:1087-1093 (2004)). Do 4o,
d6 nhét cao ciia duge phdm chira khang thé don dong & ndng d6 cao cing véi tiém
ning 1am cho d6 6n dinh giam c6 thé can tré viéc phét trién clia chiing thanh dang san

pham thich hop dé phan phéi duéi da va/hodc trong tinh mach.

Hé b6 thé gift vai tro trong qua trinh dap (mg viém va trd nén hoat héa nhu 13
két qua cua sy tdn thwong mé hodc 1dy nhiém vi sinh vét. Sy hoat héa bd thé phai
duge didu hoa chit ché d& dam bao sy huéng dich chon loc vi sinh vat xdm l4n va
tranh tén thuong ty gy ra (Ricklin et al., Nat. Immunol. 11:785-797, 2010). Hién nay,
duoc chip nhan rong ri ring hé bd thé c6 thé duoc hoat héa qua ba con dudng riéng
biét: con dudng ¢b dién, con dudng lectin va con duong thay thé. Con dudng cb dién
thuong duoc kich hoat bing phirc chit dwoc cdu thanh tir khang thé clia vat chi gin
véi hat ngoai lai (titc la, khang nguyén) va thuong yéu cdu phoi nhiém truée véi
khang nguyén dé sinh ra dép ung khang thé dic hidu. Vi sy hoat héa clia con duong
¢ dién tuy thudc vao su dép tng mién dich thich tmg truéc bdi vat chi, nén con
duong ¢ dién 1a mot phan ciia hé mién dich mac phai. Nguoc lai, ca con dudng lectin
va con dudng thay thé doc 1ap véi sy mién dich thich tmg va 1a mot phén ctia hé mién

dich bim sinh.

Serin proteaza-2 lién két véi lectin gan manan (MASP-2) thé hién 14 can cho
chtrc ndng clia con duong lectin, mot trong cac con dudng hoat hoa b6 thé chu yéu
(Vorup-Jensen et al., J. Immunol 165:2093-2100, 2000; Ambrus et al., J Immunol.
170:1374-1382, 2003; Schwaeble et al., PNAS 108:7523-7528, 2011). Quan trong la,
su trc ché MASP-2 khong xuét hién dé can tré con dudng hoat hoa bd thé ¢b dién phu
thudc khang thé, ma 1a thanh phan quyét dinh cta d4p tng min dich mic phai di véi
su lay nhiém. Nhu dugc mo ta trong patent My s6 9,011,860 (duoc chuyén nhuong

cho Omeros corporation), dugc dua vao phé“tn mo ta bf?mg cach vién dan, OMS646,
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khang thé don dong ddy da ctia ngudi huéng dich MASP-2 & ngudi duge sinh ra ma
gin v6i MASP-2 & ngudi ¢6 4i luc cao va phong bé hoat tinh ctia bd thé trong con
duong lectin va do d6 hitu ich dé diéu tri nhiéu bénh va réi loan lién quan dén con

dudng bd thé lectin.

Nhu duge md ta thém trong patent M§ sb 7,919,094, patent My sb 8,840,893,
patent M s 8,652,477, patent M§ sb 8,951,522, patent M§ s& 9,011,860; patent M¥
s6 9,644,035, cc cong bd don sang ché My s6 US2013/0344073, US2013/0266560,
US 2015/0166675; US2017/0189525; va chudi don yéu ciu cdp bang sang ché My
cung chd xu 1y sb 15/476,154, 15/347,434, 15/470,647, 62/315,857, 62/275,025 va
62/527,926 (timg don nay dugce chuyén nhuong cho Omeros Corporation, bén nhan
chuyén nhuong don cing lic, timg don duge dua vao phdn mé ta nay bang cich vién
dan), su hoat héa b thé phu thudc MASP-2 dugc chi ra 1 gbp phan vao su phét sinh
bénh cta nhiéu tinh trang bénh man tinh va cép tinh. Do d6, can c¢6 ché phdm chira
khang thé don dong MASP-2 ¢6 d9 nhét thip, ndng do cao, 6n dinh thich hop dé dung
ngoai duong ti€u hoa (vi du, dudi da), dé diéu tri cho dbi tuong méc cac bénh va rbi

loan lién quan dén con dudng bd thé MASP-2.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét dugc phém 4n dinh thich hop dé dung
ngoai dudng tiéu hoa cho dbi tugng 14 dong vat c6 vi, chira: (a) dung dich nuée chia
hé dém c6 dd pH nam trong khoang tir 5,0 dén 7,0; va (b) khéng thé don dong hodc
manh cua khang thé nay gin dic hidu véi MASP-2 & ngudi c6 ndéng d6 nam trong
khoang tir khoang 50 mg/mL dén khoang 250 mg/mL, trong d6 khang thé hoic manh
cta khang thé nay chta (i) ving bién ddi chudi ning chtta CDR-H1, CDR-H2 va
CDR-H3 cua SEQ ID NO:2 va (ii) ving bién d6i chudi nhe chtta CDR-L1, CDR-L2
va CDR-L3 ctia SEQ ID NO:3, hoic bién thé cta chiing chira viing bién d6i chudi
ning c6 do ddng nhét it nhit 95% v6i SEQ ID NO:2 va viing bién dbi chudi nhe c6 do
d6ng nhét it nhit bang 95% véi SEQ ID NO:3; trong d6 ché phdm nay c6 d nhét nim
trong khoang tir 2 &én 50 centipoa (cP), va trong d6 ché pham nay 14 6n dinh khi dugc
bao quan & nhiét d6 ndm trong khoang tir 2°C dén 8°C trong it nhit mot thang. Theo
mdt s& phuong 4n, ndng d6 cia khang thé trong ché phim nay nim trong khoang tir

khoang 150 mg/mL dén khoang 200 mg/mL. Theo mdt s6 phuong 4n, do nhét ctia ché



36506

pham nay nhé hon 25 ¢P. Theo mot sb phwong an, hé dém chira histidin. Theo mot s6
phuong 4n, hé dém chtra xitrat. Theo mot sb phuong 4n, ché phdm con chira ta duoc,
nhu chét bién dbi d6 truong & luong di dé ché phdm nay 1a wu trwong. Theo mdt sb
phuong an, ché phém con chira chit hoat dong bé mit. Theo mdt sd phuong 4an, ché
phdm con chtra enzym hyaluronidaza ¢ lugng hitu hiéu dé lam ting sy phén tin

va/hodc hap thy ctia khang thé sau khi dung dudéi da.

Theo khia canh khéc, ché phém dugc chira trong thiét bi dung duéi da, nhu 6ng

tiém dugc nap san.

Theo khia canh khéc, sdng ché dé xuat kit bao gom véat chira dugc nap san chira

ché pham.

Theo khia canh khac, sang ché @& xuit duoc phdm dé st dung trong diéu tri
cho bénh nhan mic hoic ¢c6 nguy co phat trién bénh hodc tinh trang bénh phu thudc
MASP-2, trong d6 dugc phim nay 13 v6 tring, dang lidu ding mdt 14n chira tlir khoang
350 mg dén khoang 400 mg (ttrc 13, 350 mg, 360 mg, 370 mg, 380 mg, 390 mg, hodc
400 mg) khang thé trc ché MASP-2, trong d6 dugc phim chira tir khoang 1,8 mL dén
khoang 2,2 mL (tirc 13, 1,8 mL, 1,9mL, 2,0 mL, 2,1 mL hodc 2,2 mL) ché phim chira
khang thé 185 mg/mL, nhu dugc bdc 1§ trong ban md ta nay, trong d6 khang thé hoic
ménh cta khang thé nay chira (i) ving bién d6i chudi ning chtra trinh ty axit amin
duogc néu trong SEQ ID NO:2 va (ii) ving bién ddi chudi nhe chira trinh tw axit amin
dugc néu trong SEQ ID NO:3; va trong do ché phém nay la 6n dinh khi duoc bao
~ quan & nhiét d6 nim trong khoang tir 2°C dén 8°C trong it nhat sau thang. Theo mot
s6 phuong 4n, bénh hoic tinh trang bénh phu thuéc MASP-2 dugc chon tir nhom bao
gdm aHUS, HSCT-TMA, IgAN va luput viém than (lupus nephritis - LN).

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuit phuong phép diéu tri cho ddi tuong méc
bénh hodc rdi loan phai didu tri bing khang thé (rc ché MASP-2 bao gbm viéc ding
ché phdm chira khang thé MASP-2, nhu duge bdc 10 trong ban mo ta nay.

M5 ti vin tit cdc hinh vé

Céc khia canh néu trén va nhidu vu diém c6 trong sang ché nay s& duge dénh

gia rd rang hon vi ching tré nén dugc hidu rd hon bang cach tham khio dén phan md

ta chi tiét du6i day, khi két hop véi cac hinh v& kém theo, trong do:
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Fig.1A minh hoa du6i dang biéu dd lwong ling dong phirc chét tin cong mang
phu thude con dudng lectin (membrane attack complex - MAC) trong su ¢ mat luong
khang thé don dong MASP-2 & ngudi (OMS646) khac nhau, chimg minh ring
OMS646 e ché su ling dong MAC dugc trung gian béi con dudng lectin c6 gié tri

ICso xép xi 1 nM, nhu dugc mo ta trong vi du 1;

Fig.1B minh hoa du6i dang biéu dd luong ling dong MAC phu thudc con
dudong cb dién trong sy c6 mit lugng khang thé don dong MASP-2 & nguoi
(OMS646) khac nhau, chimg minh ring OMS646 khong e ché sy ling dong MAC

dugc trung gian bdi con duong cd dién, nhu duge md ta trong vi du 1;

Fig.1C minh hoa duéi dang biéu d6 luong ling dong MAC phu thudc con
duong thay thé khi c6 mit khang thé don dong MASP-2 & ngudi (OMS646), chimg
minh ring OMS646 khong e ché su ling dong MAC duoc trung gian béi con dudng

thay thé, nhu dugc mo ta trong vi du 1;

Fig.2A minh hoa dudi dang biéu d6 cac két qua phan tich sy tan xa 4nh sing
dong (dynamic light scattering - DLS) dbi vé6i viéc sang loc ta dugc trong ché phdm
OMS646, thé hién duong kinh hat tdng thé quan sat duge d6i voi ché pham chua cac

t4 dugc dé xuit khac nhau, nhu dugc mé ta trong vi du 2;

Fig.2B minh hoa du6i dang bidu d cac két qua phan tich DLS déi véi viéc
sang loc td dugc trong ché phdm OMS646, thé hién sy da phan tan téng thé quan sat
duoc dbi véi ché phém chira céc ta duge dé xuét khac nhau, nhu duge mé ta trong vi
du2;

Fig.3 minh hoa dudi dang biéu db cac két qua phan tich d6 nhét nim trong
khoang ndng d6 OMS646 trong cic ché pham khac nhau nhu duge do & d6 pH bang
5,0 va pH 6,0, nhu dugc md ta trong vi du 2;

Fig.4 minh hoa duéi dang biéu db phan trim protein thu hoi sau khi trao dbi
dém d& nghién ciru d6 tan/dd nhét OMS646 biang cac ché phim d& xuit khac nhau,
nhu dugc mo ta trong vi du 2;

Fig.5 minh hoa duéi dang bidu dd d6 nhét (nhu duge xac dinh bang cach lip
vao ham mil cta s lidu do nhét) voi ndng do protein dé nghién ctru do tan/dd nhét

OMS646 bing cac ché phdm dé xuat khac nhau, nhw dwgc mo ta trong vi dy 2;
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Fig.6 minh hoa duédi dang biéu db sb litu ndéng do protein-dd nhét dugc binh
thuong héa dé nghién ciru d6 nhét bang cac ché phdm chira OMS646 dé xuét khac
nhau, nhu dugc mo ta trong vi du 2;

Fig.7A minh hoa dudi dang bidu dd tai trung binh (Ibf) ctia ba ché phim
OMS646 dé xuit trong nghién ctru kha ning bom tiém bing cach sir dung cac kim
tiém 27 GA (1,25”), 25GA (1”) va 25GA thanh méng (1”) nhu duge mo ta trong vi du
3;va

Fig.7B minh hoa dudi dang biéu dd tai tdi da (Ibf) ctia ba ché phdm OMS646
dé xuét trong nghién ctru kha ning bom tiém bing cach st dung céc kim tiém 27 GA
(1,25”), 25GA (1”) va 25GA thanh mdng (1”) nhu dugc mo ta trong vi du 3.

Mo ta danh muc trinh tu

SEQ ID NO:1: protein MASP-2 & nguoi (trudng thanh)

SEQ ID NO:2: polypeptit chira ving bién ddi chudi ning (VH) ctia OMS646

SEQ ID NO:3: polypeptit chira ving bién d6i chudi nhe (VL) ctia OMS646

SEQ ID NO:4: polypeptit ¢6 chidu dai day dt chira chudi ning dot bién IgG4
trong chudi ning ctia OMS646

SEQ ID NO:5: polypeptit ¢6 chidu dai ddy du chira chudi nhe OMS646

SEQ ID NO:6: ADN ma hoéa polypeptit chira chudi ning c6 chidu dai diy dt
cia OMS646

SEQ ID NO:7: ADN ma héa polypeptit chira chudi nhe c6 chidu dai diy da cta
OMS646.

MB& ta chi tiét sang ché
I. Binh nghia

Trir khi duoc dinh nghia cu thé trong ban md ta nay, tht ca cac thuat ngir duoc
st dung trong ban md t4 nay c6 nghia gidng nhu duge hidu béi nguoi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vyc k§ thuat clia sang ché. C4c dinh nghia duéi day dugce cung
cAp dé 1am 3 cac thuat ngit khi ching dugc st dung trong ban md ta va yéu cau bao

hd dé md ta sang ché.
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Céac ky thudt chudn c6 thé duoc st dung cho ADN tai té hop, tdng hop
oligonucleotit, va nudi cdy mé va bién nap (vi du, phuong phap xung dién, chuyén
gen bing liposom). Cac phan tmg bing enzym va cdc k§ thuét tinh ché c6 thé dugc
thuc hién theo thong sb k¥ thuit ciia nha san xuét hodc thudong dugce thyc hién trong
linh vuc k¥ thudt hodc nhu dugc mo ta trong ban md ta ndy. Céc k¥ thuat va quy trinh
nay va k§ thuat va quy trinh c6 lién quan thudong c6 thé dwgc thuc hién theo cic
phuong 4n thong thuong dd duoc biét ro trong linh vuc ky thudt va nhu dugc mé ta
trong céc tai liéu tham khao chung va cac tai li¢u tham khao cu thé hon dugc trich dan
va dugc thao ludn xuyén subt ban md ta nay. Xem vi du, Sambrook et al., 2001,
MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 3d ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.; Current Protocols in Molecular
Biology (Greene Publ. Assoc. Inc. & John Wiley & Sons, Inc., NY, NY); Current
Protocols in Immunology (Edited by: John E. Coligan, Ada M. Kruisbeek, David H.
Margulies, Ethan M. Shevach, Warren Strober 2001 John Wiley & Sons, NY, NY);
hodic cac cong bd vé quy trinh hién nay cé lién quan va céc tai liéu tham khao tuong
tu khéc. Trir khi c4c dinh nghia cu thé dugc cung cip, danh phap duge sir dung lién
quan dén sinh hoc phan tir, héa phan tich, héa hiru co tbng hop, va héa duge va héa
dugc phim va cac quy trinh va céc k§ thuat phong thi nghiém cua céc linh vuc trén
dugc mo ta trong ban md ta nay la cac dinh nghia da duoc biét dén va dugc st dung
phb bién trong linh vuc k¥ thuat. Céac k§ thuat chudn c6 thé dugc sit dung cho cong
nghé tai t6 hop, sinh hoc phan ti, vi sinh, tbng hop hoa chét, phén tich hoa chat, diéu

ché, bao ché dugc pham, va phan phoi va di€u tri cho bénh nhén.

Thuét ngit “duoc phdm” chi dang diéu ché ma & dang nay cho phép hoat tinh
sinh hoc cta chit c6 hoat tinh (vi dy, khang thé \rc ché MASP-2) 1a hiéu qua dé diéu
tri va khong chira cac thanh phan bd sung 1a doc khong thé chip nhan dugc cho d6i
tuong ding duge phdm. Céc dugc phim nay 13 vo tring. Theo mot phuong én, dugce

phim nay thich hop dé dung ngoai dudng tiéu héa, nhu ding duéi da.

Thuat ngt “MASP-2” chi serin proteaza-2 lién két voi lectin gdn manan.
Protein MASP-2 & nguoi (trudng thanh) duge néu trong SEQ ID NO:1.

Thuét ngit "sy hoat hoa bd thé phu thuoc MASP-2" gdm su hoat héa con
duong lectin phu thugoc MASP-2, xay ra duéi diéu kién sinh ly (ttc 13, khi c6 mat
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Ca*™) din dn su hinh thanh cta C3 convertaza C4b2a trong con dudng lectin va su

tich tu san phim phan cit C3 1a C3b sau d6 dén C5 convertaza C4b2a(C3b)n.

Thuét ngit "con dudng lectin” chi sy hoat hoa bd thé ma xdy ra thong qua su
gan dic hiéu cla protein gin hydrat cacbon khong chira huyét thanh va chua huyét
thanh bao gdém lectin gin manan (MBL), CL-11 va c4c ficolin (H-ficolin, M-ficolin,

hodc L-ficolin).

Thuat ngit "con dudng cd dién" chi sy hoat hoa bd thé dugc kich hoat boi

khéng thé gén véi hat ngoai lai va yéu ciu sy gin ctia phéan tir nhan dién Clq.

Thuét ngit "khang thé &c ché MASP-2" chi khang thé hodc manh gin khang
nguyén cta nd, ma gin véi MASP2 va trc ché hiéu qua su hoat héa bd thé phu thude
MASP-2 (vi du, OMS646). Khang thé trc ché MASP-2 hitu ich trong phirong phap
theo sang ché co thé 1am gidm sy hoat hoa bb thé phu thugc MASP-2 dén 16n hon
20%, nhu 16n hon 30%, hodc 16n hon 40%, hodc 16n hon 50%, hodc 16n hon 60%,

hoéc 16n hon 70%, hodc 16n hon 80%, hodc 16n hon 90% hodc 16n hon 95%.

Thuét ngit "khang thé don dong OMS646" chi khang thé don dong chira CDR-
H1, CDR-H2 va CDR-H3 cta trinh ty axit amin trong vung bién dbi chudi ndng dugc
néu trong SEQ ID NO:2 va chira CDR-L1, CDR-L2 va CDR-L3 cua trinh tu axit amin
trong ving bién d6i chudi nhe duge néu trong SEQ ID NO:3. Khang thé cu thé nay 1a
vi du ctia khang thé trc ché MASP-2 ma gén dac hiéu v6i MASP-2 va tc ché su hoat
héa bd thé phu thugc MASP-2.

“Khang thé don dong" chi quan thé khang thé ddng nhét trong d6 khang thé
don dong nay dwoc cdu thanh boi céc axit amin (tdn tai trong ty nhién va khong ton
tai trong tu nhién) ma lién quan dén sw gén chon loc ctia epitop. Khang thé don dong
¢6 tinh dic hiéu cao ddi v6i khang nguyén dich. Thuat ngt "khang thé don dong"
khong chi bao gdm céc khang thé don dong nguyén ven va céc khang thé don dong ¢
chidu dai diy du, ma con bao gdbm cic manh ciia ching (nhu Fab, Fab', F(ab'), Fv),
chudi don (scFv), bién thé cua chung, protein dung hop chira phin gin khéng nguyén,
khang thé don dong dugc 1am gidng ngudi, khang thé don dong kham va bét ky cu
hinh dugc cai bién khic cia phan tir globulin mién dich ma chra ménh gin khéang
nguyén (vi tri nhan dién epitop) co tinh dédc hiéu dugc yéu cdu va kha ning dé gan véi

epitop. Khong duoc du dinh bi giéi han lién quan dén ngudn cua khang thé hoic cach
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ma khang thé duogc tao ra (vi du, bi‘lng cach lai t& bao, chon loc thé thuc khudn, su
biéu hién tai tb hop, déng vat chuyén gen, v.v.). Thudt ngit ndy bao gdm toan bd
globulin mién dich cling nhu cic méanh v.v. dugc md ta & trén dudi dinh nghia "khang

thé".

Thuat ngit "méanh khang thé" chi mdt phan thu duge tir hodc lién quan dén
khang thé c6 chiéu dai ddy du, nhu, vi du, khang thé e ché MASP-2, thudng chira
ving gin khang nguyén hoic viing bién ddi khang nguyén ciia n6. Cac vi du minh hoa
vé cac manh khang thé bao gdbm cic méanh Fab, Fab', F(ab)2, F(ab')2 va Fv, cac manh
scFv, khang thé thé d6i, khang thé thing, phan tir khang thé chudi don va khang thé

da hiéu duogc tao ra tir cic manh khang thé.

Nhu duge st dung trong ban md ta ndy, manh khang thé "Fv chudi don" hoic
ménh khang thé "scFv" chtra cdc mién Vi va VL cta khang thé, trong d6 cac mién
nay c6 mit trong chudi polypeptit don. Thong thudng, polypeptit Fv con chira nhém
lién két polypeptit gitta cic mién Vi va Vi, ma cho phép scFv tao ra ciu triic mong

muon dé gan khang nguyén.

Thuét ngit “ving CDR” hogic “CDR” dugc du dinh dé chi ving sidu bién cua
chudi ning va nhe ciia globulin mién dich nhu dugc xac dinh béi Kabat et al., 1991
(Kabat, E. A. et al., (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, tai ban
14n thir 5 va cac 14n tai ban sau d6. Mot khang thé thuong chtra 3 chudi ning CDR va
3 chudi nhe CDR. Thuét ngit CDR hoic cdc CDR duoc sir dung & ddy dé chi, trong
truong hop nay, mot trong sb cac vung, hodc nhiéu, hodc thdm chi toan bd cac ving
ma chira phan 16n cac gbc axit amin chiu trach nhiém gén bang 4i luc cua khang thé

doi vai khang nguyén cda epitop ma nd nhan dién.

Thuét ngit "su gén dic hiéu" chi kha ning ciia khang thé dé wu tién gin vao
chit phan tich cu thé ma c6 trong hdn hop ddng nhét cua cac chét phan tich khac
nhau. Theo c4c phwong 4n nhit dinh, sy twong tac gin dic hiéu s& phan biét cac chét
phén tich mong mudn va cac chit phan tich khong mong mudn trong mau, theo mot
s& phuong 4n, cao hon khoang 10 dén 100 1an hodc cao hon (vi du, cao hon khoéng
1000 14n hogc 10.000 14n). Theo cac phwong 4n nhét dinh, 4i luc gitta chat bat git va
chit phén tich khi chiing dugc gin dic hiéu trong phirc hop chét bat gitr/chit phan tich
dugc dac trung boi Kp (hing sé phan ly) nho hon khoang 100 nM, hodc nhd hon
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khoang 50 nM, hodc nho hon khoang 25 nM, hodc nhé hon khoang 10 nM, hodc nho
hon khoang 5 nM hodc nhé hon khoang 1 nM.

Thuét ngit "khang thé dwoc phan tach" chi khdng thé dugc xac dinh va duoc
tach va/hodc dugc thu hdi va/hodc dugce tinh ché tir thanh phén ciia moi truong tu
nhién cta n6 hodc hé théng biéu hién nubdi cdy té bao. Theo cac phuong an dugc uu
tién, khang thé s& duoc tinh ché (1) dén 16n hon 95% khéi luong ciia khang thé va tbt
hon nhét 13 16n hon 99% khéi lugng; nhu duoc x4c dinh bing phwong phap thich hop
dé do nf“)ng do6 protein, nhu, vi du, phwong phép Lowry, hodc do hép thu & OD280,
(2) dén muc d6 da dé thu duogc it nhit 15 gbe cua trinh tu axit amin dau tin cing N
hodc trinh tw axit amin bén trong bing cach sir dung bd giai trinh ty cdc quay; hodc
(3) dén d6 ddng nhét béi SDS-PAGE & diéu kién khir hodc khong khir bing cach sir
dung xanh Coomassie hoic, tdt hon 13, chit nhudém bac. Thoéng thuong, khang thé
duogc phan tach dé sir dung trong ché pham duge boc 16 trong ban mo ta nay s& dugc

chuén bi bdi it nhit mot bude tinh ché.

Nhu duoc st dung trong ban mb ta nay, cac gbc axit amin dwgc viét tit nhu
sau: alanin (Ala;A), asparagin (Asn;N), axit aspartic (Asp;D), arginin (Arg;R), xystein
(Cys;C), axit glutamic (GlwE), glutamin (Gln;Q), glyxin (Gly;G), histidin (Hush),
isoleuxin (Ilia), leuxin (Lull), lysin (Lys;K), methionin (Met;M), phenylalanin
(Phe;F), prolin (Pro;P), serin (Ser;S), threonin (Thr;T), tryptophan (Trp;W), tyrosin
(Tyr;Y) va valin (Val; V).

Theo nghia rdng nhét, axit amin ton tai trong tu nhién cé thé dugc chia thanh
c4c nhém dua trén dic tinh héa hoc cia chudi bén clia cdc axit amin twong Gng. Axit
amin "ky nuéc" 1a Ile, Leu, Met, Phe, Trp, Tyr, Val, Ala, Cys hodc Pro. Axit amin "ua
nude" 1a Gly, Asn, Gln, Ser, Thr, Asp, Glu, Lys, Arg hodc His. Su tao nhém cua axit
amin ¢6 thé con dugc phan nhém phu nhu sau. Axit amin "wa nuéc khong tich dién"
la Ser, Thr, Asn hodc GIn. Axit amin "c6 tinh axit" 1a Glu hodc Asp. Axit amin "cd
tinh bazo" 1a Lys, Arg hodc His.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, thudt ngit "su thay thé axit amin bao
toan" dugc minh hoa bdi sy thay thé gifta cac axit amin trong timg nhém sau day:
(1) glyxin, alanin, valin, leuxin va isoleuxin, (2) phenylalanin, tyrosin va tryptophan,

(3) serin va threonin, (4) aspartat va glutamat, (5) glutamin va asparagin, va (6) lysin,
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arginin va histidin.
Nhu duge sir dung trong ban md ta nay, "ddi tuong" bao gém tit ca dong vat
c6 vi, bao gobm ma khong gidi han, nguoi, linh trudng khong phai nguoi, chd, meo,

ngua, clru, dé€, bo stta, tho, lgn va ddng vat gdm nham.

Thuat ngit “dugc dung” lién quan dén ta dwoc trong dwoc pham nghia Ia ta

dugc thich hop ding cho ddi tuong 13 ngudi.

Thuét ngit “ding dudi da” chi viéc ding ché phim dudi tit ca cac 16p da cua

déi twong.

Thuat nglt "dém" chi dung dich dém ma chéng lai su thay d6i @6 pH bang hoat
ddng cua cac thanh phan lién hop axit-bazo. Dém theo séng ché c6 d6 pH nam trong
khoang tir khoang 4 dén khoang 8; t6t hon 13 nim trong khoang tir khoang 5 dén
khoang 7; va tét hon nhét 13 ¢6 d6 pH nim trong khoang tir khoang 5,5 dén khoang
6,5. Vi du vé dém ma s& kiém soat do pH trong khoang niy bao gdm axetat (vi du,
natri axetat), suxinat (nhu natri suxinat), gluconat, histidin, xitrat va cac dém axit hitu

co khac. “Chét dém” 1 hop chit duoc sir dung dé tao ra dung dich dém.
Thuét ngit “histidin” cu thé bao gém L-histidin trir khi dugc néu khéc.

Thuét ngir "déng truong" chi ché phdm ma c6 ap suit thim théu co ban gidng
nhu & mau ngudi. Ché phdm ding truong thudng s& c6 4p suit thim th4u nim trong
khoang tir khoang 250 dén khoang 350 mOsmol/KgH»0. D déng truong c6 thé duge
do b%lng cach st dung vi du, 4p suat hoi nu6e hodc thim thiu ké do sy ha diém dong
lanh.

Thuét ngit “uu truong™ chi ché phidm c6 ap suit thAm thiu cao hon ap suit
thim thdu ctia ngudi (tie 13, 16n hon 350 mOsm/KgH,0).

Thuét ngit “chit bién ddi d6 trwong” chi chit duoc dung thich hop dé tao ra ché
phim ding trrong, hoic theo mot sd phuong an, ché phdm wu truong.

Thuét ngtt “kht trung” chi sén pham duoc vo tring hodc khong c6 vi khuén,
ndm hodc vi sinh vat séng khéc, c6 thé dat duoc béng cac cach thich hop bat ky, nhu,
vi du, ché phém duoc xtr Iy vo trung va dugce nap, hodc dugc loc qua mang loc khir

triing, trude khi, hodc sau khi, di€u ché ché phdm va nap.
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Thuat ngir “ché phim 6n dinh” chi su duy tri do tinh khiét ban dau cta ché
phim qua thoi gian. N6i cach khéc, néu ché phim c6 do tinh khiét it nhat 1a 95%, nhur
@6 tinh khiét it nhat 13 96%, do tinh khiét it nhit 12 97%, do tinh khiét it nhat 12 98%
hozc do tinh khiét it nhit 1a 99% so véi cac loai khang thé nhét dinh (vi du, khang thé
trc ché MASP-2) & thoi diém 0, thi d6 dn dinh 13 phép do ché pham vé co ban giir lai
d6 tinh khiét nay t&t nhu thé nao va trong bao lau (vi du, ma khong tao thanh cac loai
khac, nhu cac phan bi phan manh (LMW) hoic sy két tu céc loai tinh khiét (HMW)).
Ché phim 12 6n dinh néu do tinh khiét vé& co ban 1 khong giam khi duoc bao quan &
nhiét d6 xp xi tir 2°C dén 8°C trong thdi gian nhat dinh, nhu it nhat 6 thang, it nhit 9
thang, it nhat 12 thang hodc it nhit 24 thang. “Vé co ban 1 khong gidm”, nghia 13 do
tinh khiét cta ché phém thay ddi it hon 5%, nhu it hon 4%, hodc it hon 3%, hodc it
hon 2% hoic it hon 1% mdi khoang thoi gian (vi du, trén 6 thang, trén 9 thdng hodc
trén 12 thang hodc trén 24 thang). Theo mdt phuong 4n, ché phim 6n dinh 12 6n dinh
& nhiét do nim trong khoang tir 2°C dén 8°C trong thoi gian it nhit sau thang. Theo
phuong &n dugc uu tién, ché phém dn dinh 1a dn dinh & nhiét 4o nam trong khoang tur
2°C dén 8°C trong thoi gian it nhit mot ndm hodc trong thoi gian it nhat hai nim.
Theo mét phuong an, ché phdm nay 1a dn dinh néu khang thé e ché MASP-2 con lai
it nhit 95% monome khi bao quan & nhiét d6 nim trong khoang tir 2°C dén 8°C trong
it nhat mot thang hodc trong it nhét siu thang hogc trong it nhét 12 thang, duoc xéac
dinh bai SEC-HPLC.

Thuét ngit "chét bao quan" chi hop chat c6 thé duge chira trong ché pham dé vé
co ban 1am giam su sinh truéng va su nhiém vi khudn. Céc vi du khong gi6i han vé
cac chit bao quan tiém ning bao gdbm octadexyldimetylbenzyl amoni clorua,
hexametoni clorua, benzalkoni clorua (hdn hop clia cac alkylbenzyldimetylamoni
clorua trong d6 cac nhém alkyl 1a cac hop chét chudi dai) va benzetoni clorua. Cac
loai chét bao quan khac bao gdm rugu thom nhu rugu phenolic, butylic va benzylic,
alkyl paraben nhu metyl hodc propyl paraben, catechol, resorcinol, xyclohexanol, 3-

pentanol va m-cresol.

Thuét ngit “t4 dugc” chi chét tro trong ché phim ma truyén tinh chét vat Iy c6
loi cho ché phdm nhu @6 6n dinh protein ting va/hodc dd nhét gidm. Vi du vé cac ta
duoc thich hop bao gém, nhung khong bi gidi han &, protein (vi du, albumin trong

huyét thanh), axit amin (vi du, axit aspartic, axit glutamic, lysin arginin, glyxin va

-13-



36506

histidin), sacarit (vi du, glucoza, sucroza, maltoza va trehaloza), rugu polyhydric (vi

du, manitol va sorbitol), axit béo va phospholipit (vi du, alkyl sulfonat va caprylat).

Thuét ngit "vé co ban khong chira" nghia 1a khong c6 mat chit d6 hodc chi
lwong vét rt nho cua chit c6 mit khong c6 bét ky tac dong dang ké dén cac dic tinh
ctia ché phém. Néu viéc tham khéao dugc thuc hién dén luong chét khong c6, nén duogc
hidu 14 "lugng khong thé phat hién dugc”.

~

Thuét ngir “d6 nh6t” chi phép do su chdng lai cia chat 16ng bi bién dang boi
tng sut kéo hodc tmg suit cing; c6 thé duoc danh gia bang cach sir dung nhét ké (vi
du, nhét ké kiéu tha bi) hodc luu bién ké. Trir khi dugc chi ra khac, phép do d6 nhét
(centipoa, cP) & nhiét d6 khoang 25°C ¢6 tdc d6 trugt nim trong khoang tir 100.000
dén 250.000 1/giay.

Thuat nglt “ding ngoai duong ti€u héa” chi duong dung khac dudng rudt va
bao gdm viéc tiém dang lidu vao co thé bang dng tiém hoic thiét bi co hoc khac nhu
bom truyén. Pudng ngoai dudng tiéu hoéa cé thé bao gébm dudng ding trong tinh
mach, trong co, dudi da va trong mang bung. Tiém duéi da la duong dung dugc uu
tién.

Thuét nglt "su didu tri" chi su diéu tri bénh va/hoic phong bénh hoic ngin
ngira. Cac dbi tuong can diéu trj bao gbm cac dbi tugng méc bénh ciing nhu cac dbi
tuong trong d6 bénh ndy cin ngin ngira. Do d6, bénh nhan cin diéu tri trong ban mo
t4 ndy c6 thé duoc chén doan 1a mic bénh hoic c6 thé c6 khuynh hudng hodc d& méc

bénh.

Thuét ngit "lwong hiru hiéu" chi lvong chit ma cung cép tac dung mong mudn.
Trong truong hop clia hoat chat dugc, n6 13 lwong thanh phén c6 hoat tinh hitu hiéu dé
diéu tri bénh & bénh nhan. Trong trudng hop thanh phan ctia ché pham, vi du, enzym
hyaluronidaza, lugng hitu hiéu 1a luong can thiét dé lam tang sy phan tén va hép thu
ctia khang thé @c ché MASP-2 cing dugc ding theo cach ma khang thé tc ché
MASP-2 c¢6 thé hoat dong theo cach hitu hidu c6 tac dung diéu tri nhu dugce néu &

trén.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, thudt ngir “khoang” nhu dugc s dung

trong ban md ta nay c6 nghia 1a dé xac dinh rang gi4 tri cu thé dugc dé cap co thé thay
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d6i & mirc nhét dinh, nhu thay dbi & khoang +10%, tét hon 13 5%, t&t hon nhét la
+2% dugc bao gém trong gia tri nhat dinh. Vi du, cum tir “duwoc pham chira khoang
200 mg/mL khang thé (rc ché MASP-2” dwoc hiéu nghia 13 duoc phim nay c6 thé
chra khang thé e ché MASP-2 nim trong khoang tir 180 mg/mL dén 220 mg/mL (vi
du, OMS646). O khoang duoc néu, diém cudi duge bao gdm trong khoang nay trir khi

dugce néu khac di hodc néu khong thi 1a hién nhién tir ndi dung cuia sang che.

Nhu duge st dung trong ban mé ta nay dang sd it cia “mot” bao gdm céc khia
canh sb nhiéu trr khi noi dung ctia sdng ché r3 rang chi ra khic. Do do, vi du, su vién
din dén "ta duoc" bao gdm sb nhiéu ciia cc ta duge nay va tuong duong ciia ching
dugc hidu boi nguoi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét ndy, su vién din
dén "chét" bao gém mdt chét, cling nhu hai hodc nhiéu chét; su vién dan dén "khang
thé" bao gém nhiéu khang thé va sy vién din dén "vung khung lam viéc" bao gém sur
vién dan dén mot hodc nhiu ving khung 1am viéc va twong dwong cla ching dugc

hidu béi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay va van van.

Tiung phuong 4n trong ban md ta nay dugce ap dung mot khi nhitng thay d6i can
thiét da dwgc thuc hién dén moi phuong an khéc trir khi duge néu khéc di. Sang ché
bao gdm phuong 4n bit ky dugc thio luin trong ban mé td ndy c6 thé duoc thuc hién
lién quan dén phuong phap, kit chét phan Gng, hoic ché phim bét ky theo sang ché
va nguoc lai. Hon nita, ché phém theo sang ché c6 thé dugce str dung dé dat duoc cac

phuong phap cua sang ché.
I1. Khéi quét sang ché

Sang ché d& xuét dugc phdm chira khang thé rc ché MASP-2 ¢6 do nhét thip,
ndéng do cao, dn dinh thich hop dé dung ngoai dudng tiéu héa (vi dy, dung dudi da) va
ciing thich hop dé pha lodng trude khi dung trong tinh mach. Duge pham rét c6 dic
chira khang thé didu tri 14 mong mudn boi vi chiing cho phép ding thé tich thap hon
va/hoac dung thé tich it hon, két qua 1a it gy kho chiu hon cho bénh nhan. Ngoai ra,
thé tich thdp hon cho phép déng goi cac liu diéu tri ctia khang thé trc ché MASP-2 &
lidu don riéng 18, éng tiém dugc nap san hodc 1o nhéd dé tu dung. Ché phém co6 do
nhét thip, ndng do cao theo sang ché chira dung dich nuéc chira hé dém c6 do pH
nim trong khoang tir 4,0 dén 8,0, t6t hon nira 13 c6 dd pH nim trong khoang tir

khoéng 5,0 dén khoang 7,0, va khang thé don dong tc ché MASP-2 (vi du, OMS646)
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hodc manh gin khang nguyén cia n6é ¢6 ndng dd nim trong khoang tir khoang 50
mg/mL dén khoang 250 mg/mL. Theo phwong 4n dugc wu tién, khang thé wc ché
MASP-2 (vi du, OMS646) c6 trong ché phim c6 ndng do cao thich hop dé dung dudi
da c6 ndng d6 nim trong khoang tir khoang 100 mg/mL dén khoang 250 mg/mL.
Theo cac phuong 4n cu thé, khang thé e ché MASP-2 (vi du, OMS646) c6 trong ché
phim c6 ndng dd cao c6 ndng dd nim trong khoang tir khoang 150 mg/mL dén
khoang 200 mg/mL, nhu nim trong khoang tir khoang 175 mg/mL dén khoang 195
mg/mL, nhu khoang 185 mg/mL.

Theo cac phuong 4n khac nhau, ngoai khang thé tc ché MASP-2 ndng d6 cao
va hé dém, duoc phém con chtra mdt hodc nhiéu ta dugc, nhu chét bién dbi d6 truong
(vi duy, axit amin co chudi bén tich dién), va tuy y chét hoat dong bé mit khong ion.
Theo mot sd phuong 4an, dwgc phidm theo sang ché nay con chia enzym

hyaluronidaza.

Uu diém déng ké cta duoc phim rit ¢o dic chira khang thé Gc ché MASP-2
cta sang ché 13 d6 nhét thip cla ching & ndng do protein cao. Dugc hidu bsi ngudi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuit nay, d6 nhét cao cia duge pham chira
khéng thé don dong & ndng d6 >100 mg/mL c6 thé can try viée phat trién ching lam
san phdm thich hop dé phéan phdi duéi da vi/hoic trong tinh mach. Do d6, dugc pham
¢ dd nhét thip hon c6 thé rat duge mong doi boi vi chiing dé san xuét, nhung khong
bi gidi han & budce xtt 1y, loc va nap. Nhu dugc md ta trong cdc vi du 2 va 3 trong ban
md ta nay, ché phim theo sang ché chia tir 100 mg/mL dén 200 mg/mL khang thé
OMS646 trc ché MASP-2 c6 d6 nhét thip dang ngac nhién, nhu do nhét nhé hon
khoang 50 ¢P, nhu tir 2 cP dén 50 cP, nhu tir 2 cP dén 40 cP, nhu tir 2 cP dén 30 cP
hodc tir 2 cP dén 25 cP hoic tir 2 cP dén 20 cP hoic tir 2 cP dén 18 cP.

Ngoai ra, dugc pham chira khéng thé e ché MASP-2 c6 d nhét thap, rit cd
dic theo sang ché cho phép dugc phim nay dugc ding qua éng tiém va kim tiém,
thiét b tiém tu dong va thit bi vi truyén dat chuin dugc biét trong linh vuc k¥ thuat.
Nhu dugce mo ta trong vi du 3, dugc phém chtra khang thé uc ché MASP-2 c6 d6 nhét
thap, ndng dd cao nhu duge bdc 16 trong ban md té nay dugc xac dinh dé c6 kha ning
bom tiém va kha ning tiém thich hop d& ding duéi da. Kha ning bom tiém va kha

ning tiém I cac thong sb bi€u hién san pham chinh cia dugc pham dugce du dinh dé
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ding ngoai dudng tiéu hoa bit ky, vi du, trong co hodc dudi da va cho phép ding cac
dugc phdm nay bing cach tiém trong co hodc dudi da qua kim tiém c& nhé thuong
dugce st dung dé tiém, nhu, vi dy, kim tiém 29GA thanh déu hodc thanh mong, 27GA
(1,25”) thanh déu hodc thanh mong, hodic 25GA (17) thanh déu hozc thinh moéng.
Trong mot sb trudng hop, dugc pham chira khang thé tre ché MASP-2 ¢6 d6 nhét thap
nhu duge boc 1 trong ban md ta ny cho phép diung thé tich tiém c6 thé chip nhan
dugc (vi du, 1-3 cc) trong khi phan phdi lugng hiru hiéu cua khang thé OMS646 e

ché MASP-2 trong mot lan tiém duy nhét & mét vi tri tiém.

Uu diém dang ké khac cta ché phdm theo sang ché 1a ché pham c6 d6 nhot
thdp, ndng dd cao chira khang thé trc ché MASP-2 (tirc 13, >100 mg/mL dén 200
mg/mL) 14 én dinh khi dwoc bdo quan & nhiét d6 nim trong khoang tir 2°C dén 8°C
trong it nhét 30 ngdy, 1én dén it nhét 9 thang, hodc 1én dén it nhat 12 thang hoic 1au

hon, nhu dwgc mé ta trong nghién ctru do dn dinh trong vi du 2 va 4.

Sang ché ciing & xuit quy trinh didu ché ché pham chira khang thé tc ché
MASP-2 ¢6 @0 nhot thép, nff)ng dd cao, vat chira chira ché phém nay, kit diéu trj chira
ché phdm nay; va cac phuong phap diéu tri sir dung ché pham nay, vat chra va kit dé
diéu tri cho dbi tuong méc hodc ¢ nguy co phat trién bénh hodc tinh trang bénh lién

quan dén su hoat hoa bd thé phu thuéc MASP-2.
Khéng thé trc ché MASP-2

Nhu dugc md ta chi tiét trong ban md ta nay, sang ché dé xuit ché phim chira
khang thé don dong gén diic hiéu voi MASP-2 va tic ché sy hoat hoa b thé phu thudc
MASP-2 va manh gin khang nguyén ctia n6. Theo cac phuong 4n nhét dinh, khang
thé trc ché MASP-2 hoic manh gin khang nguyén ctia né dé st dung trong ché pham
dugc bao ho 1a khang thé tc ché MASP-2 dugc goi la “OMS646” nhu duge md ta
trong WO2012/151481 (dugc dwa vio phin md ta ndy bang cach vién din) ma chira
polypeptit chudi ning chira trinh tu axit amin ciia SEQ ID NO:2 va polypeptit chudi
nhe chra trinh ty axit amin cia SEQ ID NO:3. Nhu dugc md ta trong
WO02012/151481 va dugc md ta trong vi du 1, OMS646 gén dac hiéu véi MASP-2 &
ngudi ¢ 4i luc cao va c6 kha niang phong bé hoat tinh bd thé clia con dudng lectin.
Theo phuong 4n nhét dinh, khang thé Gc ché MASP-2 hodc méanh gin khang nguyén
cta n6 dé st dung trong ché phim dugc bao hd 1a khang thé rc ché MASP-2 chua
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ving bién d6i chudi ning chira (i) CDR-H1 chira trinh tw axit amin tir 31-35 cta SEQ
ID NO:2, (ii)) CDR-H2 chira trinh ty axit amin tir 50-65 cia SEQ ID NO:2, va iii)
CDR-H3 chira trinh tu axit amin tir 95-107 ctia SEQ ID NO:2; va (b) ving bién ddi
chudi nhe chtra: i) CDR-L1 chtra trinh tu axit amin tir 24-34 ctia SEQ ID NO:3, ii)
CDR-L2 chira trinh ty axit amin tir 50-56 ciia SEQ ID NO:3, va iii) CDR-L3 chua
trinh ty axit amin tir 89-97 ctia SEQ ID NO:3. Theo mdt sé phuong 4n, khang thé trc
ché MASP-2 dé st dung trong ché phidm dugc bao hd chira bién thé cia OMS646
chira ving bién ddi chudi niang c6 do ddng nhét it nhit 95% véi SEQ ID NO:2 va
chira ving bién dbi chudi nhe c6 d6 dong nhét it nhat 95% véi SEQ ID NO:3. Theo
mot sb phuong an, khang thé tc ché MASP-2 dé st dung trong ché phém duogc bao ho
chira bién thé cia OMS646 chira trinh tir axit amin c6 do dong nhét it nhat 95% vai
SEQ ID NO:2, trong d6 gbc 31 1a R, gbc 32 12 G, gbe 33 1a K, gbc 34 1a M, gbe 35 1a
G, gbc361aV, gbc 3712 S, gbc 50 1a L, gbe 51 1a A, gbe 52 1a H, gbc 53 1a 1, gbc 54
1aF, gbc 5513 S, gbec 56 1a S, gbc 57 1a D, gbe 58 12 E, gbe 59 1a K, gbe 60 1a S, gbe
611aY, gbc 62 1aR, gbc 63 1a T, gbc 64 13 S, gbc 65 1a L, gbe 66 1a K, gbc 67 14 S,
g6c951aY, gbc 96 12 Y, gbc 9712 C, gbc 98 1a A, gbc 99 1a R, gbe 100 13 T, gbe 101
1a R, gbc 102 1a R hodc A, gbc 103 1a G, gbe 104 13 G, gbe 105 1a 1, gbc 106 1a D va
gbc 107 12 Y; va b) viing bién dbi chudi nhe chira trinh ty axit amin c6 do ddng nhAt it
nhit 95% vé6i SEQ ID NO:3, trong d6 gbc 23 13 S, gbe 24 1a G, gbe 25 14 E hodc D,
gbc 26 1a K, gbe 27 12 L, gbe 28 12 G, gbe 29 14 D, gbe 30 14 K, gbec 3114 Y hoic F,
gbc321a A, gbe 33 1Y, gbe 49 12 Q, gbe 50 1a D, gbe 51 1a K hogc N, gbe 52 12 Q
hodc K, gbc 53 1a R, gbe 54 1a P, gbe 55 13 S, gbc 56 1a G, gbe 88 12 Q, goc 89 1a A,
gbc901a W, gbc911aD, gbc 9214 S, gbc 93 1S, gbc 94 1a T, gbe 95 1a A, gbe 96 14
Vvagbec971aF.

Theo mot sb phuong 4n, khang thé don dong tic ché MASP-2 (vi du, OMS646
hodc bién thé cia ching) dé s dung trong ché phim dugc bao ho 14 khang thé don
dong c6 chidu dai ddy da. Theo mot sé phurong an, khang thé don dong e ché MASP-
2 1a khéang thé IgG4 c6 chidu dai ddy du cha ngudi. Theo mot sd phuong 4n, IgG4
chira dot bién diém trong ving ban 1& d 1am ting cudong do 6n dinh ctia khang thé.

Theo mot sb phuong én, khang thé ¢tc ché MASP-2 (vi du, OMS646 hoac bién
thé cta chung) duogc cdu thanh boi cac ving bién ddi c6 ngudn gbe tir nguoi duoc

dung hop véi chudi ning IgG4 & ngudi va ving khong d6i chira chudi nhe lambda,
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trong d6 chudi ning chira dot bién diém trong ving ban 1& (vi du, trong d6 phan tir
IgG4 chira dot bién S228P) dé 1am ting cudong do dn dinh ctia khang thé. Theo mot sd
phuong 4n, khang thé (rc ché MASP-2 13 tetrame chira hai chudi ning twong ddng c6
trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:4 va hai chudi nhe tuong dong c6 trinh
ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO:5.

Theo mdt sé phuong 4n, ndng do cta khang thé Gc ché MASP-2 trong ché
pham nay nim trong khoang tir khoang 100 mg/mL dén khoang 250 mg/mL, nhur tir
khoang 150 mg/ml dén khoang 220 mg/mL, nhu tir khoang 175 mg/mL dén khoang
200 mg/mL, hodc tir khoang 175 mg/mL dén khoang 195 mg/mL. Theo phuong 4n
nhit dinh, khang thé wc ché MASP-2 ¢6 trong ché phim c6 ndng d6 nim trong
khoang tir khoang 175 mg/ml dén khoang 195 mg/ml, nhu tir khoang 180 mg/mL dén
khoang 190 mg/mL, nhu khoadng 175 mg/mL, nhu khodng 180 mg/mL, khoang 181
mg/mL, khoang 182 mg/mlL, khoang 183 mg/mL, khoang 184 mg/mL, khoang 185
mg/mL, khoang 186 mg/mL, khoang 187 mg/mL, khoang 188 mg/mL, khoang 189
mg/mL hodc nhu khoang 190 mg/mL.

Theo mdt s6 phwong 4n, su thay d6i nho trong cac trinh tu axit amin cia khang
thé trc ché MASP-2 hodc c4c manh clia n6 duge du dinh bao gdm bai ché phim duoc
bao hd, v6i dilu kién 1a cac thay ddi trong trinh tu axit amin duy tri it nhat 90%, it
nhit 95%, it nhét 96%, it nhat 97%, it nhat 98%, hoic it nhit 99% d6 twong ddng trinh
tu v6i khang thé tc ché MASP-2 hodc manh gin khing nguyén ctia né dugc mo ta
trong ban mé ta nay (tic 13, it nhit 90%, it nhat 95%, it nhat 96%, it nhit 97%, it nhat
98%, hoic it nhit 99% do tuong ddng trinh tu véi SEQ ID NO:2 va/hodc it nhét it
nhit 90%, it nhit 95%, it nhit 96%, it nhit 97%, it nhat 98%, hodc it nhat 99% do
tuong dong trinh ty véi SEQ ID NO:3) va gitt lai kha ning Grc ché sy hoat héa bd thé
phu thuoc MASP-2.

Nhu sé& duoc danh gia, khang thé e ché MASP-2 hoic manh gin khang
nguyén ctia n6 ma dugc bao ché theo ngit canh clia sang ché c6 thé dugc tao ra bang
cach st dung cac k¥ thuat da duoc biét rd trong linh vuc k¥ thuat (vi du, cong nghé tai
td hop, cong nghé hién thi thé thyc khuén, cong nghé téng hop hodc su két hop ciia
cac cong nghé nay hodc cac cong nghé khac da biét o rang trong linh vuc k¥ thuat).

Phuong phéap san xuét va tinh ché khang thé va manh gfn khang nguyén da duoc biét
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rd trong linh vuc k¥ thudt va cé thé duoc tim théy trong céc tai liéu, vi dy, Harlow va
Lane (1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, New York, Chapters 5-8 va 15.

Vi duy, khang thé e ché MASP-2, nhu OMS646 c6 thé dugc biéu hién trong
dong t& bao ddng vét c¢6 vii thich hop. Céc trinh tw ma hoa ving bién d6i chudi nang
va vung bién ddi chudi nhe ctia khang thé cu thé cin quan tAm nhu OMS646 (vi du,
SEQ ID NO:6 va SEQ ID NO:7) ¢6 thé duge sit dung dé bién nap té bao chii dong vt
c6 vu thich hgp. Céc phuong phap dua cac polynucleotit khac loai vao té bao dong vat
¢6 va da duoc biét ro trong linh vuc k§ thudt va bao gdm phwong phap lay nhidém
dugc trung gian bdi dextran, phuong phap két tia canxi phosphat, phuong phép lay
nhidm duogc trung gian boi polybren, dung hop thé nguyén sinh, phuong phép xung
dién, phuong phap nang héa (cac) polynucleotit trong liposom va vi tiém truc tiép

AND vao nhan.

Céc dong té bao dong vat c6 via c6 san dudi dang vat chit dé biéu hién da duogc
biét rd trong linh vuc k§ thuat va bao gdm nhiéu dong té bao bt tir c6 sin tir BO luu
giit chung gidng Hoa Ky (American Type Culture Collection - ATCC), bao g6m
nhung khéng bi giéi han & té bao budng trimg chudt ddng Trung Qudc (CHO), té bao
HeLa, té bao than chudt ddng so sinh (BNK), té bao than khi (COS), té bao caxinom
té bao gan & ngudi (vi du, HepG2), té bao biéu md than 293 & ngudi (HEK293) va

nhic¢u dong té bao khéc.

Sau giai doan san xuét protein clia quy trinh nuoi cdy té bao, khang thé tc ché
MASP-2 dugc thu hdi tir mdi trudng nudi cdy té bao bang cach str dung céc ky thuat
dugc hiéu boi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét. Cu thé, theo mot
s6 phuong 4n khang thé tc ché MASP-2 polypeptit chudi ning va chudi nhe dugc thu

hdi tir mdi trudng nudi cdy 1a cac polypeptit duoc tiét ra.

Khang thé tc ché MASP-2 ¢6 thé duge tinh ché béng cach str dung, vi du, sdc
ky hydroxyapatit, dién di gel, sw thdm tch, va sdc ky ai luc va su két hop cac phuong
phap bt ky da biét hodc k§ thuat tinh ché chua dugc phat hién, bao gdm nhung khong
bi giéi han & sdc ky protein A, su phan doan trén cot trao ddi ion, su két taa etanol,
HPLC pha déo, séc ky trén silic, sic ky trén heparin SEPHAROSET®, sac ky nhua
trao déi anion va cation (nhu cdt axit polyaspartic), sic ky tap trung, SDS-PAGE va
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sw két tia amoni sulfat. Phuong phap tinh ché c6 thé con bao gém cic bude bd sung
ma bit hoat va/hodc loai bé virut va/hodc retrovirut ma cé thé cé tiém nang cb mat
trong mdi trudng nudi cdy té bao cia cac dong té bao dong vat co vii. S& bude thanh
thai virut dang ké 14 c¢6 sén, bao gdbm nhung khong bi giéi han &, xr Iy bang chét
chaotrop nhu ure hodc guanidin, chét téy rira, bude siéu loc/loc thAdm tach bd sung, su
tach thong thuong, nhu sic ky loai trir kich thuéc hodc trao ddi ion, gidi han do pH,

nhiét d9, proteaza, dung moi hitu co hodc su két hop bét ky cta ching.

Khang thé e ché MASP-2 dugc tinh ché thudng yéu cau budc cd va trao dbi
dém trude khi bao quan hodc xtt 1y tiép. Hé théng loc dong tuyén tinh (tangential flow
filtration - TFF) 1a vi du khong giéi han c6 thé dugc s dung dé cd va trao ddi dém

rira giai tir cOt tinh ché trudc d6 véi dém cuoi cung duge mong dgi doi véi dugce chat.

Khang thé don dong trc ché MASP-2 dugc bao ché trong ban mo ta nay t6t hon
v& co ban 14 tinh khiét va mong doi vé co ban 13 dong nhét (tirc 13, khong bi nhiém
protein, v.v.). Khang thé “vé co ban 14 tinh khiét” nghia 1a ché phdm chira it nhit 90%
khdi lwong khang thé, tinh trén tdng khéi luong ché phdm, t6t hon 14 it nhit 95% khéi
lwong. Khang thé “vé co ban 13 déng nhat” nghia 12 ché phdm chira it nhit khoang
99% khéi lugng khang thé, tinh trén tong khéi lugng ché pham.

Dung dich nuéc

Ché phim chira khang thé e ché MASP-2 c¢6 do nhét thap, ndng dd cao theo
sang ché chira dung dich nuéc chira hé dém c6 do pH nim trong khoang tir 4,0 dén
8,0 (vi du, c6 40 pH nam trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 7,0, hodc c6 do pH
nam trong khoang tir khoang 5,5 dén khoang 6,5) va khang thé tc ché MASP-2 (vi du,
OMS646 hoidc bién thé cua chung) hoic manh gin khang nguyén cla né c6 ndng do
nim trong khoang tir khoang 50 mg/mL dn khoang 250 mg/mL (vi dy, tir khoang
100mg/mL dén khoang 250 mg/mL). Dung dich nuéc dé sir dung trong ché phdm theo
sang ché 1a dung dich dwgc phdm chira nuéc dung (an toan va khong doc dé dung cho
ngudi) va hitu ich dé didu ché ché phim léng. Theo mot s6 phuong 4n, dung dich
nuée 1a nuée, nhu nude vo trung @8 tiém (water for injection - WFI), 14 dang diéu ché
v6 tring, khong chira chét tan ctia nude cit. Theo cach khéc, cdc dung dich nuée khac
thich hop dé dung diéu tri va khong c6 tac dong bit loi dén do 6n dinh ctia ché phim

¢6 thé dugc sir dung, nhu nuée khir ion. Cac dung dich nuéce thich hgp khéc bao gdm
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nuée kim ham vi khuan dé tiém (bacteriostatic water for injection - BWFI), nuéc
mubi v tring, dung dich Ringer, hodc dung dich nuéc twong tw khac duge si dung

cho dung dich dugc.
Hé dém

Ché phim chira khang thé trc ché MASP-2 c6 d6 nhét thip, ndng dd cao theo
sang ché duoc diéu chinh dén dé pH nam trong khoang tir 4,0 dén 8,0, tot hon 1a do
pH nam trong khoang tir 5,0 &n 7,0. P6 pH mong mubn dugc duy tri thich hop bang
cach st dung h¢ dém. Theo mdt s6 phuong 4n, hé dém chua it nhit mot chit dém
duoc dung c6 hing sb phan ly axit trong 2 don vi pH ctia d6 pH ctia ché phim. Hé
dém dugc st dung trong ché phdm theo sang ché c6 dd pH nim trong khoang tir
khoang 4,0 dén khoang 8,0. Céc chit dém khéac nhau duoc biét bi nguoi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuét. Vi du v& chit dém ma s& kiém so4t do pH trong
khoang nay bao gém axetat, suxinat, gluconat, histidin, xitrat va cac dém axit hitu co
khac. Theo mét sb phuwong an, chit dém nay dugc chon tir nhém bao gébm suxinat,
histidin va xitrat. Theo mot sb phuong &n, dugc phém chira hé dém v&i chat dém co
ndng d6 nim trong khoang tir 1 dén 50 mM, nhw ndm trong khoang tir 10 dén 40 mM,
hodc nhu ndm trong khoang tir 10 dén 30 mM, hodc nim trong khoang tir 20 dén

30mM, hodc khodng 20 mM.

Theo mdt sb phuong 4n, chit dém 1a dém histidin. “Pém histidin” 12 dém chtra
axit amin histidin. Vi du v& dém histidin chira histidin hogic mudi histidin bat ky bao
gbm histidin hydroclorua, histidin axetat, histidin phosphat va histidin sulfat, bao gbm
t6 hop ctia cac mudi bét ky nay chira hoic khdng chtta histidin. Theo mot phuong an,
hé dém chtra dém histidin hydroclorua (L-Histidin/HCL). Pém histidin hydroclorua
nay c6 thé duoc didu ché bing cach chuén do L-histidin (khong chira bazo, rén) bing
axit clohydric lodng hodc biang cich sit dung hdn hop thich hgp cla histidin va
histidin hydroclorua. Theo mot sb phuong an, d¢ pH cta dém L-Histidin/HCI nam
trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 7,0, nhu tir khoang 5,5 dén khoang 6,0, vi du,
khoang 5,8 hodc khoang 5.,9.

Theo mot s6 phuong an, chat dém 1a dém xitrat. D&ém xitrat nay c6 thé duoc
diéu ché bang cach chuin dd axit xitric, mudi mono-natri cla axit Xitric, va/hodc muodi

di-natri cia axit xitric bang dung dich natri hydroxit loing dén @6 pH thich hop hoic
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bang cach str dung hén hop cua axit xitric thich hop va (cac) mudi dé dat dugc cung
do pH. Theo phuong 4n khéac, dém xitrat c6 thé dugc diéu ché bing céch chuin do
mubi tri-natri xitrat bing dung dich axit clohydric dén do pH thich hop. Trong truong
hop nay, do bén ion c6 thé cao hon mot chit so véi luc bt dau c6 axit xitric do su tao
thanh cta c4c ion natri va clorua bb sung trong dung dich. Theo phwong 4n nhit dinh,
d6 pH cua dém xitrat ndm trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 7,0, nhur tir khoang
5,5 dén khoang 6,0, vi du, khoang 5,8 hoic khoang 5,9. Theo mét s6 phuong 4n, chét
dém 1a dém suxinat. Theo phuong 4n nhét dinh, 6 pH ciia dém suxinat nim trong

khoéng tir khoang 5,5 dén khoang 6,0, vi du, khoang 5,8 hoic khoang 5,9.

Theo mdt sb phuong an, chit dém 14 dém natri xitrat, trong do6 natri xitrat c6
trong ché phim c6 ndng dd nim trong khoang tir khoang 10 mM dén khoang 50 mM,
nhu ndm trong khoang tir khoang 10 mM dén khoang 25 mM, nhu khoang 20 mM.
Theo mot s& phuong 4n, chit dém 14 dém L-histidin, trong d6 L-histidin ¢ trong ché
phim c6 ndng d6 nim trong khoang tir khoang 10mM dén khoang 50 mM, nhu nam
trong khoang tir khoang 10 mM dén khoang 25 mM, nhu khoang 20 mM. Theo mdt
s phuong 4an, ché phdm chira khoang 20 mM natri xitrat va c¢6 do pH nam trong
khoang tir khoang 5,0 dén khoang 7,0. Theo mdt s6 phuong 4n, ché pham chira
khoang 20 mM L-histidin va c6 do pH nim trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang
7,0.

Té dugce

Theo mot sb phuong 4n, ché phdm chira khang thé rc ché MASP-2 ¢6 d6 nhét
thép, nf‘)ng dd cao theo séng ché con chira it nhit mot ta duge. Vi du vé ta dugc thich
hop bao gdm, nhung khong bi gi6i han &, protein (vi du, albumin trong huyét thanh),
axit amin (vi du, axit aspartic, axit glutamic, lysin, arginin, glyxin va histidin), sacarit
(vi du, glucoza, sucroza, maltoza va trehaloza), rugu polyhydric (vi du, manitol va

sorbitol), axit béo va phospholipit (vi du, alkyl sulfonat va caprylat).

Theo mét sb phuong an, ché phém chtra t4 duogc dugc chon tir nhém bao g@)m
axit amin c6 chudi bén tich dién, dudmg hodc rugu polyhydric khic va mudi. Theo
mdt sb phwong 4an, ché pham chira duong hoic rugu polyhydric khac, nhu, vi du,
sucroza, trehaloza, manitol hodc sorbitol. Theo mdt sé phwong 4n, ché phim chira

mudi, nhu, vi du NaCl hodc mudi cta axit amin.
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Theo mdt s phuong én, ché phém chta t4 duge 13 chit bién dbi do truong.
Theo mot sb phuong an, chét bién d6i do truong dugc chira trong ché phém o néng do
thich hop d tao ra ché phim ding trwong. Theo mot s& phuong 4n, chat bién dbi do
trrong duge chira trong ché phdm & ndng do thich hop dé tao ra ché phdm uu truong.
Theo mdt s6 phuong 4n, chét bién d6i do truong dé sir dung trong ché phim duoc
chon tir nhém bao gdm axit amin c¢6 chudi bén tich dién, dudng hoic rugu polyhydric
khac va mudi. Theo mét s phuong an, chit bién ddi do truong 14 axit amin c6 chudi
bén tich dién (tirc 13, chudi bén tich dién 4m hoic chudi bén tich dién duong) c6 ndng
d6 nim trong khoang tir khoang 50 mM dén khoang 300 mM. Theo mét s6 phuong
an, chat bién d6i do truong 13 axit amin ¢ chudi bén tich dién 4m, nhu glutamat. Theo
mdt s6 phuong 4an, ché phdm chira glutamat ¢6 ndng d6 nim trong khoang tir khoang
50mM dén khoang 300 mM. Theo mét s phuong 4n, chét bién d6i do truong 14 axit
amin ¢6 chudi bén tich dién duong, nhu arginin. Theo mdt sé phuong 4n, ché phim
chira arginin (vi du, arginin HCI), c6 ndng d6 nam trong khoang tir khoang 50 mM
dén khoang 300 mM, nhu nim trong khoang tir khoang 150 mM dén khoang 225 mM.

Tét hon 13, dugc phim duoc boc 1§ trong ban mo ta nay 1a wu truong (tic 13, c6
ap suat tham thau cao hon mau ngudi). Nhu duge md ta trong ban md ta nay, bét ngd
quan sat théy ré‘mg tinh wu truong dan dén d6 nhét ciia mau giam, ma dat dugc, vi du,
bang cach 1am ting vira phai ndng d6 arginin. Nhu dwgc mé ta trong vi du 2, bat ngd
quan sat thdy rang dat dugc do nhét thdp (vi du, nhé hon 25 cP) bang ché phim
Xitrat/arginin va histidin/arginin chira khang thé tc ché MASP-2 ¢6 ndng d6 cao chira
ndng do arginin cao hon hoic béng 200 mM khi khong c¢6 mat CaCla. Theo do, theo
mdt s& phuong 4n, ché phim chia arginin (vi dy, arginin HCI) & ndéng d6 wu truong

nim trong khoang tir khoang 200 mM dén khoang 300 mM.

Nhu dugc mo ta thém trong vi du 2, cling quan sat thdy ring ché phim chira
cation héa tri hai (CaCl, hodc MgCly) ¢6 nguyén liéu c6 khdi lugng phén ti cao ting
khi so v6i ché phdm ma khong chia chét phu gia CaCl, hoic MgCly. Theo d6, theo
mdt phuong 4n, ché phidm chura khang thé e ché MASP-2 ¢6 do nhét thip, ndng do
cao theo sang ché vé& co ban khong chira chat phu gia CaClo. Theo mdt phuong an, ché
phdm chira khang thé @rc ché MASP-2 ¢6 d6 nhét thip, ndng do cao theo sang ché vé
co ban khong chira chit phu gia MgCla.
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Nhu duge md ta thém trong vi du 2, dugc xdc dinh d6i véi ché phdm chira
khang thé MASP-2 ndng d6 cao ma bao gém sucroza lién quan dén sy da phan tan
tang trong tat ca hé dém duogc kiém tra. Theo d6, theo mét phuong an, ché phdm chira
khang thé rc ché MASP-2 ¢6 d nhét thip, ndng dd cao theo sang ché vé& co ban

khong chira sucroza.

Nhu dugc md ta trong vi du 2, cling dugc x4c dinh dbi véi ché phém chira
khang thé MASP-2 c6 ndng d6 cao ma bao gdm sorbitol lién quan dén sy da phan tan
ting trong tit ca cic hé dém dwoc kiém tra. Theo d6, theo mot phuong 4n, ché pham
chira khang thé wc ché MASP-2 ¢6 dd nhét thdp, ndng dd cao theo sang ché vé co ban
khong chira sorbitol.

Chét hoat dong bé mit

Tay v, theo mét sb phwong 4n, ché pham chira khang thé trc ché MASP-2 ¢6 dd
nhét thip, ndng do cao theo sang ché con chira chit hoat dong bé mit duoc dung. Cac
vi du khong gidi han vé chét hoat dong bé mit duge dung thich hgp bao gém este cua
polyoxyetylensorbitan axit béo (vi du, Tween), polyetylen-polypropylen glycol,
polyoxyetylen-stearat, polyoxyetylen alkyl ete (vi dy, polyoxyetylen monolauryl ete),
alkylphenylpolyoxyetylen ete (vi du, Triton-X), polyoxyetylen-polyoxypropylen
copolyme (vi dy, Poloxame va Pluronic) va natri dodexyl sulphat (SDS). Theo
phwong 4n nhdt dinh, chit hoat dong bé mit dugc dung la este cia
polyoxyetylensorbitan-axit béo (polysorbat), nhu polysorbat 20 (dugc ban dudi nhan
hiéu Tween 20™) va polysorbat 80 (dugc ban du6i nhan hiéu Tween 80™). Theo mét
s& phuong 4n, ché phdm chira khéng thé e ché MASP-2 ¢6 d6 nhét thap, ndng do cao
theo sang ché chtra chit hoat dong bé mit khong ion. Chét hoat dong bé mat khong
ion ¢6 thé 1a polysorbat, (vi du, dugc chon tir nhém polysorbat 20, polysorbat 80 va
polyetylen-polypropylen copolyme). Theo mot s6 phuong 4n, néng do ctia chét hoat
dong bé mit ndm trong khoang tr khoang 0,001 dén 0,1% (khéi luong/thé tich), hoac
nim trong khoang tir 0,005% dén 0,1% (khdi lugng/thé tich), hodc tir 0,01 dén 0,1%
(khéi lugng/thé tich), hodc tir 0,01 dén 0,08% (khdi lwrong/thé tich), hogc tir 0,025 dén
0,075% (khéi lugng/thd tich), hodic cu thé hon 12 khoang 0,01% (khdi lugng/thé tich),
khoang 0,02% (khdi lwong/thé tich), khoing 0,04% (khdi lwong/thé tich), hodc
khoang 0,06% (khdi luong/thé tich), hodic khoang 0,08% (khdi luong/thé tich), hodc
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khoang 0,10% (khdi luong/thé tich). Theo mot sé phuong 4n, ché phdm chtra chét
hoat déng bé mit khong ion (vi du, polysorbat 80) c6 ndng d6 nam trong khoang tir
khoang 0,001 dén 0,1% (khdi lugng/thé tich), hodc tir 0,005% dén 0,1% (khbi
luong/thé tich), hodc tir 0,01 dén 0,1% (khéi luong/thé tich), hodic tir 0,01 dén 0,08%
(khéi lwong/thé tich), hodc tir 0,025 dén 0,075% (khéi lwong/thé tich), hodc cu thé hon
1a khoang 0,01% (khdi lwong/thé tich), khoang 0,02% (khdi lwong/thé tich), khoang
0,04% (khdi lwong/thé tich), hodc khoang 0,06% (khdi lugng/thé tich), hodc khoang
0,08% (khéi lwong/thé tich), hoic khoang 0,10% (khdi lugng/thé tich). Nhu duge md
ta trong vi du 2, bit ngd quan sat thiy rang viéc bao gdm chat hoat dong bé mat khong
ion polysorbat 80 (PS-80) din dén su giam hon nita d6 nhét trong khi cling bao toan
su thu hdi protein, theo d6 cho phép khang thé OMS646 c6 ndng dd cao trong khi duy
tri d6 nhat thip thich hop dé sir dung trong thiét bi tiém, nhu dung cu tiém tu dong.

Chét 4n dinh

Tay ¥, theo mét s& phuong an, ché phdm chira khang thé rc ché MASP-2 ¢6 do
nhét thip, ndng d6 cao theo sang ché con chira chat on dinh. Chét 6n dinh (duoc st
dung ddng nghia v6i thudt ngit "chét lam bn dinh" trong ban md ta nay) c6 thé la
hydrat cacbon hodc sacarit hodc duong dugc chip nhan béi cdc co quan quén ly 1a
chét phu gia hodc ta dugc thich hop trong dugc phém, vi du, trehaloza hoac sucroza.
Ndng d6 dién hinh cta chit 6n dinh nim trong khoang tir 15 dén 250 mM, hoic nim
trong khoang tir 150 dén 250 mM, hozc khoang 210 mM. Ché phim c6 thé chtra chit
dn dinh tht hai, nhu methionin, vi dy, ¢6 ndng do nim trong khoang tir 5 dén 25 mM
hodc ¢6 ndng dd nim trong khoang tir 5 dén 15 mM (vi du, methionin & ndng do bang

khoang 5 mM, khoang 10 mM hodc khoang 15 mM).
Chét bao quan

Tay ¥, theo mdt sé phuong 4n, ché phdm chira khéng thé trc ché MASP-2 ¢6 do
nhét thdp, ndng do cao theo sing ché con chira chit bao quan (vi duy, chat khang
khudn). Chét khang khuén thuong dugc yéu ciu d6i v6i san pham ding ngoai dudng
tiéu hoa duge du dinh cho nhiéu lidu. Tuong tu, chét bao quéan dugc bd sung vao dugc
phim duoc déng géi khir trung trong lo nhd lidu duy nhét néu (cac) thanh phin c6
hoat tinh khong c6 dic tinh diét vi khuan hodc kim ham vi khudn hodc thtc déy su

phét trién. Mot vai chit bao quan dién hinh dugc st dung 1a rugu benzylic (tr 0,9%
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dén 1,5%), metylparaben (tir 0,18% dén 0,2%), propylparaben (0,02%), benzalkoni
clorua (tir 0,01% dén 0,02%), va thimerosal (tir 0,001% dén 0,01%)).

Kha ning bom tiém

Puong ding duéi da yéu cau tiém bing cach sir dung céc thiét b tiém, nhu éng
tiém, dung cu tiém tu dong, bom c6 thé mang duoc, hodc cac thiét bi khac, ma han
ché ché phdm dang san phdm lién quan dén thé tich tiém va do nhét dung dich. Ngoai
ra, ché phdm dang san pham phai thich hop dé st dung trong thiét bi tiém lién quan
dén lyc tiém va thoi gian yéu ciu dé tiém. “Kha ning bom tiém” nhu dugc st dung
trong ban md ta nay, chi kha niang didu tri bang cach tiém dé di qua dé dang thong qua
kim tiém dudi da dé chuyén tir lo nho trude khi tiém. “Kha ning tiém” nhu duoc st
dung trong ban mb ta nay, chi hiéu quéa ctia ché pham khi tiém (xem, vi du, Cilurzo F,
Selmin F, Minghetti P, et al. Injectability Evaluation: An Open Issue. 4A4PS
PharmSciTech. 2011;12(2):604-609). Kha ning bom tiém bao gdm cac yéu t6 nhu dé
riit, d& tic va c6 xu hudng tao bot, va do chinh xac ctia phép do lidu. Kha ning tiém
bao gdm 4p luc hoic luc yéu ciu dé tiém, tinh déu din ctia dong chay, va khong bi tic
(tire 13, khong 1am tic kim tiém Ong tiém). Kha ning bom tiém va kha ning tiém c6
th& bi anh huéng béi hinh dang kim, tirc 13, dudng kinh trong, chidu dai, hinh dang
khoang hé, cling nhu mat két thic cua 6ng tiém, ddc biét 1a trong thiét bi tu tiém nhu
but va dung cu tiém tu dong (vi du, dugc trang bi kim tiém 29-31 GA), va trong éng
tiém dugc nap s&n cho lidu dudi da (vi du, duoc trang bi kim tiém 24-27 GA). Luc
tiém (hodic luc trugt) 13 yéu t6 phirc tap bi anh hudng bdi d6 nhét dung dich, kich
thudc cua kim tiém (tuc 1a, s6 do cua kim tiém), va stc cdng bé mit cta vat chtra/vat
dong. Cac kim ti€ém nho hon, vi dy, > sb do, s& gdy cam giac it dau cho bénh nhén.
Overcashier va cong sy da thiét 1ap mébi twong quan do nhét-lyc truot 12 ham cua s&
do kim tiém dva vao phuong trinh Hagen-Poiseuille (Overcashier et al., Am Pharm
Rev 9(6):77-83 (2006). Vi du, bang kim tiém 27-gauge thanh méng, d nhét chét 1ong
nén dugc duy tri nhd hon hoidc biang 20 cP d khong vuot qua luc trugt 25 Newton
M.

Theo phuong 4n nhit dinh, duoc phim theo séng ché duoc dic trung béi viéc
co luc truot khi ti€m béng khoang 25N hodc nho hon khi dugce tiém qua kim 27GA
(1,25”) & nhiét do trong phong.
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Theo phuong 4n nhét dinh, dugc phdm theo sang ché duoc dic trung boi viée
¢6 luc truot khi tiém biang khoang 20N hozc nhé hon khi duge tiém qua kim 25GA
(1) & nhiét do trong phong.

Pugc vi du trong vi du 3, ché phdm chira khang thé e ché MASP-2 ¢6 do nhét
thap, ndng d6 cao (vi du, OMS646) theo sang ché c6 kha ning bom tiém va kha ning
tiém t6t dang ngac nhién. Ché phim chira khang thé rc ché MASP-2 ¢6 d6 nhét thip,
ndng d cao nhu dugc bdc 1 trong ban mb ta nay cho phép dung ché phim nay tiém
trong co hodc tiém dudi da nhd kim c& nhé thudng dugc st dung dé tiém, vi du, kim
tiém 27G (1,257), 27G thanh moéng, 25G thanh moéng (1”), hodc 25G (17). Trong mat
s6 trudomg hop, ché phim chira khang thé wc ché MASP-2 ¢6 d6 nhét thip nhu duoc
boc 16 trong ban mé ta nay cho phép ding thé tich duoc tiém dung nap (vi du, 1-3 cc)
trong khi phan phdi lwvong hiru hiéu ctia khéng thé e ché MASP-2 trong mot 1an tiém

duy nhit & mot vi tri tiém.
D6 6n dinh

Déi voi ndi dung bat ky & trén, can luu y ring khang thé trc ché MASP-2 hoic
ménh gin khang nguyén cta né trong ché phim gitr lai kha ning dé uc ché sy hoat
héa bd thé phu thudc MASP-2. Vi duy, khang thé e ché MASP-2 giit lai kha ning dé
gén MASP-2 va trc ché sy hoat dong ciia con dudng lectin nhu duge mo ta trong vi du
1 hodc thtt nghiém con duong lectin khac, vi du nhu dugc md ta trong
WO2012/151481. Ngoai tht nghiém hoat luc, cac thir nghiém vét ly-héa hoc khac
nhau ¢6 thé dugc st dung d& danh gid d6 6n dinh bao gdm su tap trung dang dién,
polyacrylamit dién di gel, sic ky loai trir kich c& va sy dénh gid hat nhin thiy duoc va

duéi ngudng nhin thiy duorc.

Theo phuong 4n nhét dinh, ché phim theo sang ché thé hién d¢ én dinh & nhiét
d6 nam trong khoang tir -20°C dén 8°C trong it nhit 30 ngiy, lén dén it nhat 9 thang
hodc lau hon, hodc Ién dén it nhat 12 thang hodc 1au hon, nhu dugc mo ta trong cac
nghién ctru d6 6n dinh trong cic vi du 2 va 4. Ngoai ra hodc theo cach khéc, theo
phuong an nhét dinh, ché phim 14 6n dinh & nhiét d6 ndm trong khoang tir -20°C dén
8°C, nhu tﬁ 2°C dén 8°C trong it nhét 6 thang, it nhét 1 nam, hodc it nhat 2 nim hodc
1au hon. Theo phuong an nhét dinh, d6 dn dinh c6 thé dugc danh gi4, vi du, béng viéc
duy tri @0 tinh khiét qua thoi gian. Vi duy, theo phuong 4n nhit dinh, ché phdm theo
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sang ché c6 do tinh khiét giam it hon 5%, nhu gidm it hon 4%, nhu giam it hon 3%,
nhu giam it hon 2%, nhu gidm it hon 1% mbi thang, 6 thang, 9 thang ho#ic 1 nim khi
dugc bao quan & nhiét dd nim trong khoang tir 2°C dén 8°C, nhu dugc xac dinh bing
phuong phéap séc ky loai trir kich ¢& (size exclusion chromatography - SEC), 1a c4c bd
kiém tra sy c6 mit hodc khong c6 mit ctia cic manh (LMW) va/hodc loai két tu

(HMW).

Theo phuong 4n nhat dinh, ché phdm theo sang ché thic ddy cham dén muc két
tu va/hodc phan manh khong thé phat hién dugc va duy tri hoat Iy sau khi bao quan
trong thoi gian xdc dinh. Con dudng khic duwgc mo ta, ché phém dugc boc 10 trong
ban md ta ndy c6 kha nang duy tri tinh nguyén ven vé ciu tric ctia khang thé OMS646
trc ché MASP-2 ¢6 mit & ndng dd cao trong dung dich, vi du, & ndng dd 1én hon 150
mg/mL, hodc 16n hon 175 mg/mL, hodc it nhét 185 mg/mL, sao cho khéng thé e ché
MASP-2 ¢6 thé duy tri monome chiém wu thé (tirc 13, it nhét 95% hodc cao hon) sau
khi bdo quén trong thoi gian xac dinh & nhiét d6 xp xi tir 2°C dén 8°C. Tt hon 1,
khong nhiéu hon 5%, khong nhiéu hon 4%, khong nhiéu hon 3%, khong nhiéu hon
2%, khong nhiéu hon 1%, va t&t hon nhét 14 khong nhidu hon 0,5% khang thé tao ra
manh (LMW) hodc dang két tu (HMW) nhu dugc do boi SEC sau khi bdo quan trong
thoi gian x4c dinh & nhiét d6 xap xi tir 2°C dén 8°C.

Nhu duge vi du trong vi du 4 duge md ta trong ban mo ta nay, cdc tdc gid sang
ché dé xuit ché phdm thich hgp dé duy tri khang thé rc ché MASP-2, OMS646, &
khoang 185 mg/mL & dang monome chiém wu thé trong it nhat 12 thang & nhiét do
nim trong khoang tir khoang 2°C dén 8°C.

Chét cai bién tinh thdm ctia md

Theo phuong 4n khéac, ché pham chira khang thé tc ché MASP-2 c6 d6 nhét
thdp, ndng dd cao theo sang ché con chira chét cai bién tinh thim ctia mdé ma lam ting
s hip thu hodc phan tan cla khang thé wc ché MASP-2 sau khi dung ngoai dudng
tiéu hoa (vi du, tiém dudi da). Theo mét s& phuong én, chét cai bién tinh thAm ctia mo
1a enzym hyaluronidaza hoat dong dudi dang chét cai bién tinh thiAm ctia mo va lam
ting su phén tan va hip thu cta khang thé (rc ché MASP-2 dugc tiém. Chét cai bién
tinh thim ctia md dic biét hitu ich 14 hyaluronidaza (vi du, hyaluronidaza tai t6 hop &

ngudi. Hyaluronidaza lam viéc dudi dang chat cai bién tinh tham cia md bang cach
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pha v& tam thoi hang rao hyaluronan dé mé dudng vao mach bach huyét va mao mach
cho phép thudc va chét 1ong dwoc tiém duge hip thu nhanh chéng vao hé tuan hoan
toan than. Hyaluronan tai tao mdt cach tu nhién, va hang rao dugc thu hdi lai hoan
toan, vi du, trong 48 gid. Viéc bd sung hyaluronidaza trong dugc phim c6 thé tiém
dugc lam ting d6 sinh kha dung ctia khang thé trc ché MASP-2 sau khi ding ngoai
dudng tidu héa, cu thé 12 dung dudi da. N6 cling cho phép thé tich vi tri tiém 16n hon
(tire 13, 16n hon 1 mL) it dau va it gdy kho chiu hon, va giam thiéu ty 1¢ truong hop

mac phan tng vi tri ti€ém (vi dy, 1am phang vét sung & vi tri tiém).

Theo mot sb phuong an, ché phidm chira khang thé (rc ché MASP-2 c¢6 do nhét
thip, ndng d6 cao (vi du, OMS646) theo sing ché chira tir khoang 100 U/mL dén
khoang 20.000 U/mL enzym hyaluronidaza. Néng do thuc t¢ cia enzym
hyaluronidaza tuy thudc loai enzym hyaluronidaza dugc st dung trong viéc didu ché
ché phdm chira khang thé Gc ché MASP-2 cia séng ché. Luong hitu hiéu cua
hyaluronidaza c6 thé dwgc xac dinh béi ngudi 6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
k§ thuat. N6 can dugc cung cdp & luong di sao cho c6 thé 1am ting su phén tan va
hép thu coa khang thé (rc ché MASP-2 ma dugc ding déng thdi hodc duge ding tuan
tu. Luong tdi thiu cua enzym hyaluronidaza 1a 16n hon 100 U/mL. Cu thé hon, luong
hiru hiéu cta enzym hyaluronidaza nim trong khoang tir khoang 150U/mL dén
khoang 20.000U/mL, nh¢ d6 lugng nay tuong Ung nim trong khoang tir khoang 0,01
mg dén 0,16 mg protein dua trén hoat tinh cu thé dugc gia dinh bang 100.000 U/mg.
Theo mdt sé phuong an, dugc phdm chta hyaluronidaza c6 ndng d6 nim trong
khoéang tir khoang 1.000 dén khoang 20.000 U/ml, nhu khoang 1.000 dén khoang
16.000 U/ml. Theo cach khéc, ndng d6 cua hyaluronidaza nim trong khoang tir
khoang 1.500 dén khoang 12.000 U/mL, hogc cu thé hon 14 tir khoang 2.000 U/mL
dén khoang 12.000 U/mL. Lugng cu thé trong ban md ta nay twong Gmg véi lugng
hyaluronidaza dugc bd sung ban dau vio dugc phim. Theo mot s6 phuong an, ty 18
(khdi lwong/khdi lwong) cta hyaluronidaza so véi khang thé trc ché MASP-2 nim
trong khoang tir 1:1.000 dén 1:8.000, hoic nim trong khoang tir 1:4.000 dén 1:6.000
hodic ndm trong khoang tir khoang 1:4.000 dén 1:5000.

Hyaluronidaza c6 thé c6 mit dudi dang thanh phén ctia ché phim chira khang
thé rc ché MASP-2 ¢6 dd nhét thép, néng dd cao theo sang ché, hodc ¢o thé duogc

cung cip dué6i dang dung dich riéng r& trong cac phin cia kit. Do d6, theo mot
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phuong an, khang thé ¢ ché MASP-2 dugc bao ché dong thdi véi hyaluronidaza.
Theo phuong 4n khic, khang thé rc ché MASP-2 va hyaluronidaza dugc bao ché
riéng r€ va dugc tron ngay trudc khi dung duédi da. Theo phuong 4n khéc, ting khang
thé tc ché MASP-2 va hyaluronidaza dugc bao ché va duogc dung riéng ré€, vi du,
hyaluronidaza dugc ding dudi dang tiém riéng ré& truc tiép trudc hodc sau khi ding
ché phim chta khang thé trc ché MASP-2. Trong mét sb truong hop, hyaluronidaza
duoc dung dudi da tir khoang 5 gidy dén khoang 30 phit trude khi tiém dugc phdm
chira khang thé (rc ché MASP-2 theo sang ché vao cing khu vuc vi tri tiém. Theo
phuong 4n nhit dinh, dugc phidm chtra khang thé wc ché MASP-2 va dung dich
hyaluronidaza dwoc chtra trong cic ngan riéng cta thiét bi dugc ma tu dong phan phdi

ddng thoi hodc tudn tu (vi du, bing céch st dung dng tiém dng kép).
Vit chira dugc nap sin

Theo khia canh khac cta sang ché, ché phdm chira khang thé tic ché MASP-2
¢6 d6 nhét thip, ndng dd cao nhur dugce bdc 16 trong ban mo t& nay duge chua trong
vét chira kin dugc nap sin & lugng du dé ding cho d6i tuong 13 dong vit c6 vi. Do
d6, lugng thanh phan dwogc chét trong thudc du duge bao ché theo sang ché, 13 bang
hodc nhiéu hon mét chit (tic 13, khong vugt qua 25%, nhu khong vugt qua 10%)
lwong khang thé (rc ché MASP-2 dugc mong doi d8 duge dung cho dbi twong 1 dong
vét c6 va duge chira trong vét chita duoc nap sén ma thuén lgi d& phéan phdi ché pham
chira khang thé @& ding ngoai duong tiéu hoa (tic 13, tiém hoic truyén). Theo mot sd
phuong an, vét chira dugc nap s&n chira it nhat mot dang liéu don vi dugc cua khéng

thé trc chd MASP-2.

Vi du, lugng ché phdm chtra khang thé Gc ché MASP-2 ¢6 d6 nhot thap, nong
d6 cao st dung mot 1an dugc mong mubn cé thé duge dong goi trong vat chira duge
nap san, nhu, vi du, lo nhd thuy tinh dugc day bi’mg nat hoac vat ddy khac ma bao
gém vach qua d6 kim tiém dudi da co thé duogc chén dé rat ché phém, hodc c6 thé
dugc dong goi trong ng tiém duge nap san hodc vat chita khidc dwge nap san thich
hop dé tiém (vi duy, tiém dudi da) hodc truyén. Vi du vé cac vat chira nay bao gém,
khong gidi han, 1o nho, 6ng tiém, 6ng thudc tiém, chai, but tiém va tai. Tét hon 13, vat
chira 12 timg dng tiém dwoc nap sén sir dung mot 1an, c6 thé duogc tao ra thich hop

bang thuy tinh hodc vat liéu polyme khic nhu olefin polyme vong hodc acrylonitril
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butadien styren (ABS), polycacbonat (PC), polyoxymetylen (POM), polystyren (PS),
polybutylen terephtalat (PBT), polypropylen (PP), polyetylen (PE), polyamit (PA),
chit dan hdi déo nhiét (TPE) va td hop cua chung. Ong ciia éng tiém hoat dong bing
pit tong dan hdi ma c6 thé duoc ddy doc theo dng dé ddy lwong chat léng qua kim
tiém ndi voi n6. Theo mot sb phuwong 4n cia sang ché, timg Sng tiém bao gdm kim

tiém dugc gén vao do.

Theo mot sb phwong 4n, ché phim chira khang thé trc ché MASP-2 ¢6 dd nhot
thip, ndng d6 cao nhu duge bdc 1§ trong ban md ta ndy dugc chira trong vat chia
dugc nap sin duge chon tir nhém bao gém: 6ng tiém (vi du, 6ng tiém 6ng don hoac
kép), dung cu tiém dang but, lo nho kin (vi dy, lo nhé buéng kép), dung cu ti€ém tu
dong, caset va thiét bi bom (vi du, bom déan trén co thé, bom khi ap hodc bom thadm
thiu). D& phan phdi duéi da, ché phdm nay c6 thé duoc chira trong thiét bi dugc nap
san thich hop dé phan phéi dudi da, nhu, vi du, 6ng tiém duogc nap san, bd tiém tu
dong, thiét bi tiém (vi duy, thiét bi INJECT-EASE™ hodc GENJECT™), bt c6 bd
tiém (nhu GENPEN™) hogc thiét bj khac thich hop dé dung dudi da.

Ché phim theo sang ché c6 thé duge didu ché duéi dang dang lidu don vi trong
vét chira duoc nap sin, c6 thé dic biét thich hop dé tu ding. Vi dy, mdi lo nhé, but
tiém hodc vét chira khac duoc nap san (vi du, 6ng tiém duoc nap sin hodc but dung
mdt 14n) c6 thé chira liéu don vi khoang 0,1 mL, 0,2 mL, 0,3 mL, 0,4 mL, 0,5 mL, 0,6
mL, 0,7 mL, 0,8 mL, 0,9 mL, 1 mL, 1,1 mL, 1,2 mL, 1,3 mL, 1,4 mL, 1,5 mL, 1,6
mL, 1,7 mL, 1,8 mL, 1,9 mL, 2,0 mL, 2,1 mL, 2,2 mL, 2,3 mL, 2,4 mL, 2,5 mL, 2,6
mL, 2,7 mL, 2,8 mL, 2,9 mL, 3,0 mL, 3,5 mL, 4,0 mL, 4,5 mL, 5,0 mL, 5,5 mL, 6,0
mL, 6,5 mL, 7,0 mL, 7,5 mL, 8,0 mL, 8,5 mL, 9,0 mL, 9,5 mL, hodc khoang 10,0 mL
hodc thé tich 16n hon cta ché phidm c¢6 ndng do cao chira ndng do khang thé tc ché
MASP-2 khac nhau (vi du, OMS646) nim trong khoang tir khoang 100 mg/mL dén
khodng 250 mg/mL, tir khoang 150 mg/mL dén khoang 200 mg/mL, tir khoang 175
mg/mL dén khoang 200 mg/mL, nhu khoang 185 mg/mL, dan dén tong lidu don vi
clia OMS646 mdi vat chtra ndm trong khoang tir khoang 20 mg dén khoang 1000 mg

hodc cao hon.

Theo mdt sb phuong én, ché phim theo sang ché duogc didu ché duéi dang

dang liéu don vi trong vét chita dugc nap san, nhu 1o nhé hodc ong tiém, & li€u don vi
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nam trong khoang tir khoang 350mg dén 400mg, nhu khoang 350mg, khoang 360mg,
khoang 370mg, khoang 380mg, khoang 390mg hodc khoang 400mg.

Theo mét s6 phuong an, ché phdm theo sang ché duoc diéu ché duéi dang
dang liéu don vi trong dng tiém dugc nap sén véi thé tich ndm trong khoang tir 0,1
mL dén 3,0 mL, nhu khoang 0,1 mL, 0,2 mL, 0,3 mL, 0,4 mL, 0,5 mL, 0,6 mL, 0,7
mL, 0,8 mL, 0,9 mL, 1 mL, 1,1 mL, 1,2 mL, 1,3 mL, 1,4 mL, 1,5 mL, 1,6 mL, 1,7
mL, 1,8 mL, 1,9 mL, 2,0 mL, 2,1 mL, 2,2 mL, 2,3 mL, 2,4 mL, 2,5 mL, 2,6 mL, 2,7
mL, 2,8 mL, 2,9 mL, hodc khoang 3,0 mL chtra tir khoang 20 mg dén 750 mg khang
thé trc ché MASP-2 (vi du, OMS646). Nhu dugc md ta trong ban mé ta nay, ché phdm
dn dinh dugc diéu ché dudi dang lidu don vi c6 thé duoc dung truc tiép cho dbi tuong
(vi du, nho tiém duéi da), hodc theo cach khac duge didu ché ciing thich hop dé pha
lodng trudce khi dung trong tinh mach.

Ché phim theo sang ché c6 thé duge khir tring bang cic phuong phap khir
tring khac nhau thich hop cho ché phim chira khang thé, nhu loc khir triing. Theo cac
phuong 4n nhét dinh, ché phém chtra khang thé duoc khir trung béng bo loc, vi du,
bang bd loc 0,2 micron duge khir tring trude. Ché pham duoc khir tring theo sing
ché ¢6 thé duge dung cho dbi tuong dé ngin ngira, didu tri hodc lam thuyén giam

bénh hoic rdi loan lién quan dén su hoat hoa bd thé phu thuge MASP-2.

Theo khia canh lién quan, sang ché dé xuét phuong phép tao ra san phim san
xuit bao gdm viéc nap vat chira bing ché phdm chtra khang thé wc ché MASP-2 ¢6

nong dd cao theo séng ché.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuat dugc phim dé str dung trong diéu tri
cho bénh nhan méc hodc c6 nguy co phat trién bénh hoic tinh trang bénh phu thudc
MASP-2, trong d6 dugc phim nay 12 v6 tring, dang liéu ding mot 1an chira tir khoang
350 mg dén khoang 400 mg (ttc 13, 350 mg, 360 mg, 370 mg, 380 mg, 390 mg, hodc
400 mg) khang thé (rc ché MASP-2, trong d6 dugc pham nay chira tir khoang 1,8mL
dén khoang 2,2 mL (tc 13, 1,8 mL, 1,9mL, 2,0 mL, 2,1 mL hogc 2,2 mL) ché phim
chtra khang thé 185 mg/mL, nhu dugc bdc 19 trong ban mb ta nay, trong d6 khang thé
hodc manh cta khang thé nay chira (i) ving bién ddi chudi ning chira trinh tu axit
amin duge néu trong SEQ ID NO:2 va (ii) ving bién dbi chudi nhe chira trinh tur axit

amin duge néu trong SEQ ID NO:3; va trong d6 ché phdm nay 1 dn dinh khi duoc
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bio quan & nhiét do nim trong khoang tir 2°C dén 8°C trong it nhat sau thing. Theo
mot sb phuong 4n, bénh hodc tinh trang bénh phu thugc MASP-2 dugc chon tir nhém
bao gdm aHUS, HSCT-TMA, IgAN va luput viém than (lupus nephritis - LN).

Kit chtra ché phim chira khang thé tc ché MASP-2 ¢6 dd nhét thip, ndng do

cao

Sang ché ciing dé xuat kit diéu tri chira it nhat mot vat chta chira ché phdm
chtra khang thé tc ché MASP-2 ¢6 d6 nhét thép, néng dd cao nhu dugce boc 16 trong
ban mo t4 nay.

Theo mot sb phuong 4n, sang ché d& xudt kit chira (i) vét chtra chira ché phim
bt ky chira khang thé (rc ché MASP-2 duoc md ti trong ban md ta nay; va (ii)
phwong tién thich hop dé phan phdi ché phdm cho bénh nhan can didu tri. Theo mot
sb phuong an vé kit bat ky dugc mo ta trong ban mb ta ndy, phuong tién nay 1a thich

hop dé phan phdi duéi da ché pham cho bénh nhan.

Céc loai vat chira khac nhau thich hop dé chtra duoc pham chira khang thé wc
ch8 MASP-2 duoc chira trong kit clia sang ché. Theo cac phuong an nhét dinh cua kit
theo sang ché, vét chira 1a dng tiém dugc nap sin (vi dy, bng tiém dng don hoic kép)

hodc 1o nho kin dugc nap san.

Theo mot sé phuong an, vat chira chira ché phim chira khang thé tc ché
MASP-2 1a vat chtta dugc nap san dugc chon tir nhém bao gf”)m: 6ng tiém (vi dy, 6ng
tiém 6ng don hoic kép), dung cu tiém dang but, lo nhé kin (vi dy, lo nho budng kép),
dung cu tiém tu dOng, caset, va thiét bi bom (vi du, bom dén trén co thé hodc bom khi
ap hodc bom thim thiu). Pé phan phéi duéi da, ché pham nay co thé dugc chira trong
thiét bi duoc nap san thich hop dé phén phéi duéi da, nhu vi duy, 6ng tiém dugc nap
s&n, bo tiém tu dong, thiét bi tiém (vi dy, thiét bi INJECT-EASE™ va GENJECT™),
but ¢6 bo tiém (nhu GENPEN™) hogc thiét bi khac thich hop dé dung duéi da.

Ngoai vat chtra dugc nap san véi lidu don duge phim, kit theo sang ché ciing
c6 thé chtra vét chtra bén ngoai ma vat chtra nap san dugc dit trong d6. Vi du, vat
chira bén ngoai ¢6 thé bao gdm khay nhua hoic khay bia ciing trong d6 céc chd 16m
duoc tao ra dé nhan vét chira dugc nap sin va ¢ dinh né khi van chuyén va xi ly

trude khi st dung. Theo mdt sé phuwong 4n, vat chira bén ngoai thich hop 1a can quang
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va hoat dong dé ngan vét chtra duoc nap sin khéi anh sang dé ngin 4nh sang gy ra su
phan hity céc thanh phan ctia duge phidm. Vi du, khay nhua hodc khay bia cing ma
nhén vt chita duge nap san c6 thé duoc dong goi tiép trong bia ciing ma tao ra su
ngén.énh sang. Kit theo sang ché ciing ¢6 thé bao gdm bd huéng dan ding va sir dung
ché phim chtra khang thé trc ché MASP-2 theo sang ché, ¢6 thé dugc in trén vat chia

bén ngoai hoac duogc in trén to gidy chira trong vat chita bén ngoai.

Theo mdt s& phuong 4n, kit chira vat chira thtr hai (vi du, éng tiém duge nap

san) chtra liéu hitu hi¢u cia hyaluronidaza.

Kit c6 thé con chtra cac vat li€u khac dugec mong muodn theo quan diém thuong
mai va nguoi st dung, bao gom kim tiém, ong tiém, vat chen khi dong géi va tuong

tu.
Ché pham 1am vi du

Nhu dugc md ta & trén, ché phim chira khang thé (rc ché MASP-2 theo sang
ché ¢6 d6 nhét thip, ndng d6 cao, 6n dinh chira khang thé rc ché MASP-2 ¢6 ndng dd
nim trong khoang tir 50 mg/mL dén 250 mg/mL trong dung dich nuéc chira chit dém
¢6 d6 pH nim trong khoang tir 4,0 dén 8,0.

Hé dém, nhu histidin, xitrat hoéc suxinat, thich hgp dugc chua & néng dd nam
trong khoang tir khodng 10 mM dén khoang 50 mM, va t6t hon 12 & khoang 20 mM.
Theo mot vai phuong an dugce uu tién, ché phdm nay con chira axit amin c6 chudi bén
tich dién c6 ndng do nim trong khoang tir 50 mM dén 300 mM. Theo mdt sb phuong
an, ché phdm nay chura axit amin c6 chudi bén tich dién duong, nhu arginin, c6 ndng
d6 nam trong khoang tir 50 mM dén 300 mM. Theo mdt vai phuong én duge wu tién,
ché phdm con chra chit hoat dong bé mit khong ion, nhu polysorbat 80, & lwgng nam
trong khoang tir 0,001 % (khdi luong/thé tich) dén 0,1 % (khdi lwong/thé tich), nhu tir
khoang 0,05% (khéi Iwong/thé tich) dén khoang 0,1% (khéi lugng/thé tich). Theo mot
s6 phwong 4n, ché phdm nay con chira enzym hyaluronidaza & lugng hiru hiéu dé lam

ting sy phan tan va/hodc hip thu khang thé Gc ché MASP-2 sau khi dung duéi da.

Theo mot sé phuong 4n, ché phdm chira khéng thé e ché MASP-2 ¢6 do nhét
thip, ndng d6 cao, 6n dinh theo séng ché chu yéu chtra, gdm hoic bao gdm mot trong

s6 cé4c thanh phan dudi day:
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a) tir 100 dén 200 mg/mL khang thé trc ché MASP-2; tir 10 dén 50 mM dém
histidin & &6 pH nam trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 7,0; tir 100 mM dén 225
mM arginin; va tity ¥ tir 100 dén 20.000 U/mL hyaluronidaza.

b) tir 100 dén 200 mg/mL khang thé &c ché MASP-2; tir 10 d&én 50 mM dém
histidin & ¢ pH nim trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 7,0; tir 100 mM dén 225
mM arginin, tr khodng 0,01% dén 0,08% (khéi Iu’c,mg/thé tich) chét hoat dong bé mat
khong ion; va tiy v tir 100 dén 20.000 U/mL hyaluronidaza.

¢) tir 100 dn 200 mg/mL khang thé tc ché MASP-2; tir 10 dén 50 mM dém
xitrat & d6 pH ndm trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 7,0; tir 100 mM dén 225
mM arginin, va tiry ¥ tir 100 d&n 20.000 U/mL hyaluronidaza.

d) tir 100 dén 200 mg/mL khang thé Gc ché MASP-2; tr 10 dén 50 mM dém
xitrat & d6 pH ndm trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 7,0; tir 100 mM dén 225
mM arginin, khoang tir 0,01% dén 0,08% (khdi lvgng/thé tich) chit hoat dong bé mit
khong ion; va tity v tir 100 dén 20.000 U/mL hyaluronidaza.

e) tir 100 dén 200 mg/mL khang thé &c ché MASP-2; tir 10 dén 50 mM dém
suxinat & d6 pH nam trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 7,0; tir 100 mM dén 225
mM arginin, va tity ¥ tir 100 dén 20.000 U/mL hyaluronidaza.

f) tir 100 dén 200 mg/mL khang thé trc ché MASP-2; tir 10 dén 50 mM dém
suxinat & do pH ndm trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 7,0; tir 100 mM dén 225
mM arginin, khoang tir 0,01% dén 0,08% (khéi lwong/thé tich) chit hoat dong bé mit
khong ion; va tiy y tir 100 dén 20.000 U/mL hyaluronidaza.

Theo phuong 4n nhét dinh, ché phdm chta khang thé rc ché MASP-2 ¢6 do
nhét thip, ndng d6 cao, én dinh theo sang ché chu yéu chtra, gdm hozc bao gébm mot
trong sb cac thanh phan duéi day:

g) 185+18,5 mg/mL khéang thé trc ché MASP-2; 20+2 mM dém xitrat & do pH
bing khoang 5,8; 200420 mM arginin, va tiy ¥ tr 100 d&n 20.000 U/mL
hyaluronidaza.

h) 185+18,5 mg/mL khéng thé tc ché MASP-2; 20+2 mM dém xitrat & do pH
bang khoang 5,8; 200£20 mM arginin, khoang 0,01% (khéi luong/thé tich) polysorbat
80, va tiry ¥ tir 100 dén 20.000 U/mL hyaluronidaza.
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i) 185+18,5 mg/mL khéang thé trc ché MASP-2; 20+2 mM dém histidin & do
pH bing khoang 5,9, 20020 mM arginin, va tdy y tir 100 dén 20.000 U/mL

hyaluronidaza.

j) 185+18,5 mg/mL khéang thé wc ché MASP-2; 20+2 mM dém histidin & do
pH bing khoang 5,9, 200+20 mM arginin, khoang 0,01% polysorbat 80, va tuy y tir
100 dén 20.000 U/mL hyaluronidaza.

Phuong phap san xuét ché pham chua khang thé e ché MASP-2 ¢6 do nhét

thip, ndng do cao

Theo khia canh khéc, sang ché dé xudt phuong phap san xuét ché phdm chia
100 mg/mL khang thé trc ché MASP-2 hodc nhiéu hon, trong d6 phuong phap nay
bao gdm cac budc: (a) tao ra dugc phim thir nhét chira OMS646 dugc tinh ché, duge
phim thir nhit chtra ché phdm thi nhit va chira khong nhiéu hon 50 mg/mL protein
OMS646; (b) loc dugc phim thtr nhét theo d6 tao ra dugc pham th@ hai, trong d6
duoc phdm thir hai nay chtra ché phim thi hai 13 két qua cua viéc loc; va (c) ¢ duge
phAm thir hai dé tao ra dung dich chira khang thé dugc ¢b chita 100 mg/mL OMS646
hodic nhiéu hon. Luong 16n dung dich dwugc bao ché thudong dugc cai dat & néng do
protein ¢b dinh sao cho thé tich nap mong mudn c6 thé dugc gitt khong d6i. Quy trinh
san xuét san phim 13 thudc dang 16ng thudng lién quan dén viéc tron khang thé e ché
MASP-2 véi hé dém, ta duoc va tity y chét hoat dong bé mat, sau d6 loc vo tring va
nap trong 19 nhé (hodc vit chira khac, nhu dng tiém) va boc kin (vi du, bang nut, nip,

hodc tuong tu).

Bang 1: Ché phdm lam vi du 1

Thanh phan (USP) duoc bd sung vao nudc dé tiém Nong do
Khang thé OMS646 185 mg/mL
Natri xitrat 20 mM
L-Arginin HCI 200 mM
Polysorbat 80 0,01%
Bang 2: Ché pham 1am vi du 2
Thanh phan (USP) dugc b sung vao nudc dé tiém Nong do
Khang th¢ OMS646 185 mg/mL
L-Histidin 20 mM
L-Arginin HCI1 200 mM
Polysorbat 80 0,01%
Phuong phap diéu tri
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Theo khia canh khac, sang ché mé ta phuong phap didu tri cho bénh nhan mic
hoc c6 nguy co phat trién bénh hoic rdi loan lién quan dén b thé phu thuéc MASP-2
bao gdm viéc dung ché phdm chira khang thé trc ché MASP-2 ¢ d9 nhét thap, ndng
dd cao (vi du, OMS646) nhu dugce bde 10 trong ban mo ta nay.

Nhu duoc md ta trong patent M§ s& 7,919,094; patent My sd 8,840,893; patent
My s6 8,652,477, patent MY sb6 8,951,522, patent M¥ s6 9,011,860, patent M§ sb
9,644,035, Cong bd don sang ché My s6 US2013/0344073, US2013/0266560, US
2015/0166675, US2017/0137537, US2017/0189525 va chubi don yéu ciu cép bing
sang ché My cung chd xir Iy s6 15/476,154, 15/347,434, 15/470,647, 62/315,857,
62/275,025 va 62/527,926 (timg tai liéu trén duoc chuyén nhugng cho Omeros
Corporation, bén nhan chuyén nhuong don, ting tai liéu nay duge dua vao phan moé ta
nay b%mg cach vién din), su hoat hoa bd thé phu thuoc MASP-2 dugc chi ra 1a gép
phan vao su phat sinh bénh ctia nhiéu tinh trang bénh man tinh va cép tinh. Vi dy, nhu
dugc mod ta trong patent My sb 8,951,522, chirc ning chu yéu ctia hé bd thé, médt phan
cia hé mién dich bim sinh, 12 bao vé vat chu chéng lai cAc tac nhan ldy nhiém, tuy
nhién, su hoat hoa khong thich hgp hodc hoat héa qua muc cua hé b thé c6 thé dan
dén cac bénh nghiém trong, nhu bénh mao mach huyét khdi (TMA, bao gdm aHUS,
TTP va HUS) trong d6 pha hiy ndi mé cling nhu cuc huyét khéi giau fibrin va tiéu
cdu trong hé mach din dén pha hily co quan. Con duong lectin giit vai trd uu thé trong
su hoat hoa bd thé khi thiét dat ap luc hodc tdn thuong té bao ndi md, va ngan nglra su
hoat h6a MASP-2 va con dudng lectin 1am tam dirng th tw phan Gtng enzym ma dan
dén sy tao thanh phurc chét tn cong mang, su hoat hoa tiéu clu va su bd sung bach
cau. Nhu dugc moé ta trong patent My s6 8,652,477, ngoai viéc khéi dong con dudng
lectin, MASP-2 ciing c6 thé hoat hoa hé thong giy dong tu va cb thé phan cit
protrombin thanh trombin.

Nhu duge mé ta trong vi du 1 va patent My s6 9,011,860, OMS646 1a chat trc
ché tiém ning su hoat hoa bd thé phu thude lectin. Khang thé nay cho thdy vé co ban
1a khong gin két (4i luc thap hon it nhdt 5000 1dn) véi serin proteaza Clr, Cls,
MASP-1 va MASP-3 trong con dudng b thé con lai, va khong e ché su hoat hoa bd

thé phy thudc con dudng cb dién.

Do d6, theo mdt sb phuong an, phuwong phap nay bao gom viéc ding cho bénh
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nhan dang méic hodc nguy co phat trién bénh hoic réi loan lién quan dén bd thé phu
thudc MASP-2 luong ché phidm chira khang thé wc ché MASP-2 ¢6 do nhét thip,
néng dd cao bit ky dugc bdc 10 trong ban md ta nay & luong du dé wc ché sy hoat hoa
bd thé phu thuoc MASP-2 & dbi tuong [a dong vat c6 vl theo do diéu tri bénh hodc rbi
loan. Theo mét s6 phuong 4n, cac phuong phap nay c6 thé dugc thuc hién bang cach
st dung kit hodc vat chia bat ky dugc nap san (vi du, 6ng tiém hodc 1o nhé dugce nap
sin) duge md ta trong ban mé ta nay. Theo mdt sé phuong 4n, phwong phap niy co
thé con bao gdm, trude khi ding ché pham cho bénh nhan, budc xac dinh rang bénh
nhan bi dau do bénh hoic rdi loan lién quan dén bd thé lectin. Theo mdt sb phuong
4n, phuong phap nay con bao gdm viéc ding chét cai bién tinh thim ctia mo (vi du,
hyaluronidaza) ma lam ting sy hip thu hodc phén tin cia khang thé e ché MASP-2
sau khi ding ngoai dudng tiéu héa. Chét cai bién tinh thdm ctia mo c6 thé duge ding
ddng thoi voi ché phdm chira khang thé tic ché MASP-2 hodc duge ding tuan tu (vi
dy, trong 5 phat ding ché phim chira khang thé wc ché MASP-2 tai hoic gan vi tri

tiém giéng nhau).

Theo mét sé phuong an, phuong phap niy con bao gbdm viéc tiém dbi tuong
can diéu tri tir dng tiém dugc nap sin thir nhét chira ché phim c6 do nhét thap, néng
d5 cao chira khang thé we ché MASP-2 (vi du, OMS646) @& e ché su hoat héa bd thé
phu thuoc MASP-2. Theo mot s6 phuong an, phuong phap nay con bao gbm viéc tiém
d6i tuong tir bng tiém duogc nap sin thir hai chira chét cai bién tinh thim ctia mb, trong

do viéc tiém tai hodc gan vi tri tiém voi khang theé tc ché MASP-2.

Theo mdt sb phuong an, bénh hodc rdi loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 13 bénh mao mach huyét khéi (thrombotic microangiopathy - TMA) bao
gdm ban xuit huyét giam tiéu cau huyét khéi (TTP), khang TTP, hdi ching Upshaw-
Schulman (USS), hdi chimg tan mau tang ure huyét (HUS), hdi chimg tan mau khong
dién hinh (atypical hemolytic syndrome - aHUS), hoi chimg tan méau khong dién hinh
phu thudc khong c¢6 yéu td H, aHUS thir chp dé 1ay nhiém, aHUS chdng lai liéu phap
plasma, TMA thir cip dén ung thu, TMA thir cip dé hoa lidu phap, TMA tht cép dé
chy ghép, hoic TMA lién quan dén manh ghép té bao gbc tao mau.

Theo mot sb phuong an, bénh hodc rdi loan lién quan dén bd thé phu thudc

MASP-2 la tinh trang bénh Iy & thén bao gém, nhung khong bi gidi han &, viém thén
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tiéu cdu ting sinh mang nang cuén mao mach, viém than tiéu ciu thudc mang, viém
than tiéu cdu ting sinh mang (viém than tiéu ciu mao din mang ning cudn mao
mach), viém than tiéu ciu sau lay nhiém cép tinh (viém than tiéu cu sau lién ciu
khuén), bénh tiéu cdu than C3, viém than tiéu cau cryoglobulin huyét, viém théan tiéu
cAu hinh liém hoai tir phttc hop mién dich, luput viém than, ban Xuét huyét b&nh viém

than HenochSchonlein va bénh thén IgA.

Theo mdt sb phuong an, bénh hodc roi loan lién quan dén bo thé phu thudc
MASP-2 1a xo than (vi du, Xo hoa 6ng than mo6 k&) va/hodc protein niéu & ddi tuong
dang méc hodc ¢ nguy co phét trién bénh thin man tinh, suy than man tinh, bénh tiéu
cAu (vi du, xo cliing tiéu cau phén thuy theo 6), rdi loan phirc chit mién dich (vi duy,
bénh than IgA, bénh thin thudc mang), luput viém théan, hoi ching hu thin, bénh thin
do déi thao dudng, pha hity éng than md k& va viém than tiéu cau (vi du, bénh tiéu ciu
than C3), hodc bénh hodc tinh trang bénh lién quan dén protein niéu, bao gdm, nhung
khong bi giéi han & hoi chimg hu than, chimg tién kinh giat, ching kinh giat, thwong
tdn than do chéit doc, thoai hoa dang tinh bot, bénh mach mdau-tao keo (vi du, luput
ban do6 toan than), sy khit nude, bénh tiéu ciu (vi dy, viém thén tiéu cAu thude mang,
viém than tiéu ciu phén thuy thanh b, bénh tiéu cAu than C3, bénh thay dbi nho, bénh
hu than lipoit), bai tip cing thing, cing thing, protein ni¢u thé dimg (tu thé) lanh tinh,
X0 ctng tiéu cdu phan thily theo 8, bénh than IgA (tic 13, bénh Berger), bénh thén
IgM, viém thén tiéu cdu ting sinh mang, bénh than thudc mang, bénh thay d6i nho,
bénh sacoit, hoi ching Alport, bénh dai thdo dudng (bénh than do dai thdo duong),
tinh doc do thude (vi du, NSAIDS, nicotin, penixilamin, lithi cacbonat, vang va cac
kim loai ndng khéc, cac chét &c ché ACE, khang sinh (vi dy, adriamyxin) hodc opiat
(vi du, heroin) hoac cac doc td hai than khac); bénh Fabry, lay nhiém (vi du, HIV,
giang mai, viém gan A, B hodc C, lay nhiém sau lién cau khuén, bénh san mang tiét
niéu); axit amin niéu, hodi chimg Fanconi, ching xo cting thin ting huyét ap, bénh
viém than k€&, bénh héng ciu hinh liém, hemoglobin-ni¢u, da u tiy, myoglobin-niéu,
ching thai loai co quan (vi du, ching thai loai manh cdy ghép than), xuét huyét sdt
ebola, hoi ching méng tay xwong banh che, sbt Pia Trung Hai theo gia dinh, héi
chimg HELLP, luput ban d6 toan than, bénh u hat Wegener, viém khép dang thap,
bénh du trit glycogen typ 1, hoi ching Goodpasture, ban xudt huyét Henoch-

Schonlein, 14y nhiém duong tiét niéu lan dén than, hoi chimg Sjdgren va viém than
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tiéu cau sau lay nhiém.

Theo mot sb phuong &n, bénh hodc r6i loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 14 phan tng viém két qua tir sy cdy ghép md hodc co quan rin bao gdm,
nhung khéng bi gidi han &, cdy ghép di md hodc cdy ghép khac loai clia toan bd co
quan (vi du, théan, tim, gan, tuy, phéi, gidc mac va tuong tu) hodc ghép mo (vi du, van,

gan, tiy xuong va tuong tu).

Theo mot sb phuong an, rdi loan lién quan dén bd thé phu thuoc MASP-2 1a
tén thuong tai tudi mau do thiu méau cuc bd (I/R), bao gdbm nhung khong bi giéi han
0, I/R co tim, I/R da day-rudt, I/R than, va I/R sau d6 stra chita phinh dong mach chi,
I/R lién quan dén sun tim phdi, I/R ndo, dot quy, manh ghép co quan hoic gén lai chi
hodc ngon bi dit rdi hodc bi chin thuong; su tai phin bd mach cho manh ghép
va/hodc cy lai, va phuong phap hdi sirc huyét dong luc sau quy trinh sdc va/hodc

phau thuat.

Theo mdt sb phuong &n, bénh hoic 1di loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 1a bién chimg lién quan dén dai thao dudng khong do béo phi (dai théo
duong typ 1 hodc bénh dai thdo duong phu thude insulin) va/hodc cac bién chimg lién
quan dén dai thao dudng typ-1 hodc typ-2 (khoi phdt & ngudi trudng thanh) bao gbm,
nhung khong bi gidi han & bénh mach mau dai thdo duong, bénh than kinh dai thdo

dudng, bénh vong mac dai thdo dudng hoic phli diém vang do dai thdo dudng.

Theo mét sb phuong an, bénh hodc r6i loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 14 bénh hodc rdi loan tim mach, bao gém nhung khong bi gidi han &, bénh
viém than ban xuat huyét Henoch Schonlein, bénh viém mach lién quan dén luput ban
dé6 toan than, viém khép dang thép lién quan dén bénh viém mach (cling dugc goi la
viém khép dang thdp 4c tinh), bénh viém mach mién dich phuc tap, va bénh
Takayasu; bénh co tim gidn; bénh mach mau dai thao duong; bénh Kawasaki (vi€ém
dong mach); vat nghén mach khi tinh mach (VGE); va trc ché chtng tai phat hep (van
tim) sau khi thay thé stent, phu thuét loai bé vita xo dong mach quay va/hodc thu

thuat nong long ddng mach vanh qua da (PTCA).

Theo mot sb phuong an, bénh hodc roi loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 14 t6i loan da day-rudt non do viém, bao gdm nhung khong bi gi¢i han 6,

viém tuy, viém tuai thira va rdi loan rudt bao gom bénh Crohn, viém rudt két man loét,
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hoi chung kich thich rudt va bénh viém rudt (IBD).

Theo mdt sb phuong &n, bénh hodc rdi loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 14 ri loan & phdi, bao gdm nhung khong bi giéi han &, hoi chiing suy ho hip
cAp tinh, tén thuwong phdi cép tinh lién quan dén viéc truyén, tén thuong phdi cp tinh
do thiéu mau cuc bo/tai tudi mau, bénh phéi tac ngh&n man tinh, bénh hen, bénh u hat
Wegener, bénh chdng cudn mang nén (bénh Goodpasture), hoi chtng hd hip phan su,
viém phdi ho hdp, hoi ching tic viém tiéu phé quan, xo hoa phdi tu phat, ton thuong
phéi cép tinh thir phat thanh béng, bénh phii phdi khong tir tim, bénh suy ho hép lién

quan dén vigc truyen va bénh tran khi.

Theo mdt sb phuong an, bénh hodc rdi loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 13 phan tng viém dugc kich hoat bang cach tiép xuc ngoai than thé va
phwong phap bao gdm viéc diéu tri dbi twong mic chu trinh tudn hoan ngoai than thé
bao gdm, nhung khong bi gi6i han &, su thim tach méu, tich héng ciu khoi huyét
tuong, tach bach ciu khoi huyét twong, su oxy héa mang ngoai than thé (ECMO), su
két tha LDL oxy hoa mang ngoai than thé gay ra do heparin (HELP) va sun tim phdi
(CPB).

Theo mot sb phuong 4n, bénh hodc rdi loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 13 viém khép do viém hoic khong do viém va rdi loan co xuong khac, bao
gdm nhung khong bi giéi han &, viém xwong khép, viem khép dang thap, viém khép
dang thap tubi vi thanh nién, bénh gut, bénh khép day than kinh, bénh viém khép vay
nén, viém dét séng dang thép hodc bénh khép cdt séng khéac va bénh khop tinh thé,

chimg loan dudng co va luput ban d6 toan than (systemic lupus erythematosus - SLE).

Theo mdt sd phuong 4n, bénh hodc rdi loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 14 ri loan da, bao gém, nhung khong bi gidi han &, bénh Véy nén, bénh da
bong ty mién, chimg né 16p Malpighi wra eosin, pemphigut bong, chitng bong biéu bi
c6 bong, viém da di ing, ecpet thoi ky thai nghén va cac rdi loan da khéc, va dé didu
tri vét bong do nhiét va héa chit bao gdm sy rd ri mao dan bj gay ra theo dé.

Theo mdt sd phuong &n, bénh hodc r6i loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 14 r6i loan hodc tdn thuong hé than kinh ngoai vi (PNS) va/hoic hé than kinh
trung wong (CNS) bao gém, nhung khong bi giéi han &, bénh xo cling rai rac (MS),
bénh nhuoc co ning (MG), bénh Huntington (HD), bénh xo cling cot bén teo co
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(ALS), hoi chiing Guillain Barre, tai tudi mau sau khi dot quy, dia thodi hda, chan
thuong ndo, bénh Parkinson (PD), bénh Alzheimer (AD), hoi chimg MillerFisher,
chin thuong ndo va/hoic xudt huyét, ton thwong ndo do chin thuong, su hiy myelin
va viém mang nio.

Theo mot sb phuong &n, bénh hodc r6i loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 14 bénh nhiém khuin hoc tinh trang bénh két qua tir bénh nhiém khuén bao
gdm ma khéng gii han bénh nhiém khuin nghiém trong, ching sdc nhiém khuén, hoi
chirg suy ho hép cép tinh két qua tir bénh nhiém khuén, chiing tan méu thiéu mau,

hdi chiing d4p tng viém toan than, hodc soc xuat huyét.

Theo mdt sb phuwong 4n, bénh hoic rdi loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 14 rbi loan niéu sinh dyc bao gdm, nhung khong bi gidi han &, hoi ching dau
bang quang, bénh cam gidc & bang quang, viém khong do vi khuin man tinh va viém
bang quang k&, vO sinh & dan 6ng va phu nit, loan chirc ning nhau va say thai va

ching tién kinh giat.

Theo mét sb phwong 4n, bénh hodc rdi loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 1a phan tng viém & déi tugng duge diéu trj bing héa liéu phap va/hoic lidu

phéap birc xa, bao gdbm ma khong gidi han dé diéu tri tinh trang bénh ung thu.

Theo mét s phuong 4n, bénh hoic rdi loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 1a ung thu phu thudc su tao mach, bao gdm nhung khong bi gi6i han &, (c4c)

khoi u ran, (cdc) khoi u sinh ra tir mau, khoi u caxioit nguy co cao va di cdn khoi u.

Theo mét s6 phuong 4n, bénh hoic rdi loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 12 khéi u lanh tinh phy thudc su tao mach, bao gdm nhung khong bi gi¢i han
¢ u mach méu, bénh ung thu day than kinh thinh giac, u xo than kinh, bénh mit hot,
khdi u caxinoit va u hat sinh mu.

Theo mot sb phuong an, bénh hodc r6i loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 14 rdi loan ndi tiét bao gdm, nhung khong bi gi6i han &, viém tuyén giap
Hashimoto, cang thing, lo 4u va céac rbi loan hocmon tiém nang khac lién quan dén su
giai phéng prolactin dugce diéu hoa, yéu td phat trién hodc yéu t§ phat trién gidng

insulin, va cocticotropin hocmon huéng vé thuong than tir tuyén yén.

Theo mot sb phuong an, bénh hodc 16i loan lién quan dén bd thé phu thudc
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MASP-2 13 bénh hodc rbi loan vé& mét bao gém, nhung khong bi gigi han & thoai hoa
diém vang lién quan dén tudi tac, chimg ting nhan 4p va viém noi nhan.

Theo mdt s phuong 4n, bénh hodc rdi loan lién quan dén bd thé phu thude
MASP-2 1a bénh hodc tinh trang bénh tao mach & mit bao gém, nhung khéng bi gisi
han & bénh thoai héa diém vang lién quan dén tudi tac, viem mang mach nho, u hic
sdc td & mat, ching phat trién thin kinh-mach gidc mac, mong nguyén phat, viém giac
mac md dém HSV, sy tao mach bach huyét giac mac do HSV-1, bénh vdng mac dai
thao dudng tang sinh, phii diém vang do d4i thio dudng, bénh vong mach do sinh non,
tic tinh mach vong mac, ching thai loai manh ghép vong mac, chitng ting nhan 4p
mach mdi, thé thay tinh xut huyét thir phat thanh bénh véng mac dai thdo duong ting

sinh, viém tiy séng-than kinh thi gidc va ching dé da.

Theo mét s phwong 4n, bénh hoic rdi loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 1a bénh dong mdau trong mach mau rai rac (DIC) hodc r6i loan d6ng mau
trung gian bd thé khac, bao gdbm DIC thir phét thianh bénh nhiém khudn, chin thuong
nghiém trong, bao gdm chin thwong than kinh (vi du, tdn thuong dau cip tinh, xem tai
liéu Kumura et al., Acta Neurochirurgica 85:23-28 (1987), 1y nhiém (vi khuén, virut,
nidm, ky sinh tring), ung thu, bién chimg san khoa, bénh gan, phan tng chét doc
nghi€m trong (vi du, rén cén, con trung cén, dép tng truyén), sbc, dot quy do nhiét,
ching thai loai manh ciy ghép, bénh phinh mach dong mach, suy gan, diéu tri ung thu

bang héa liéu phap hoic liéu phép biic xa, bong, hodc sy tiép xuc birc xa ngiu nhién.

Theo mdt sb phuong an, bénh hodc rdi loan lién quan dén bd thé phu thude
MASP-2 duogc chon tir nhém bao gdm hoi chig burc xa cip tinh, bénh ling day dic,
bénh Degos, hoi ching chéng phospholipit di thuong (CAPS), bénh Behcet, bénh
cryoglobulin-huyét; hemoglobin-niéu dém kich phat ("PNH") va bénh ngung két 16
lanh.

Theo mdt sb phuong an, bénh hodc r6i loan lién quan dén bd thé phu thudc
MASP-2 dugce chon tir nhém bao gém aHUS, HSCT-TMA, IgAN va luput viém than
(lupus nephritis - LN).

Hoi chung tan mdau tang ure huyét khéng dién hinh (atypical hemolytic

syndrome - aHUS)
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Ho6i ching tan mau ting ure huyét khong dién hinh (atypical hemolytic
syndrome - aHUS) 13 mdt phin ctia nhém tinh trang bénh duoc dinh nghia 13 “bénh
mao mach huyét khdi”. O dang khong dién hinh ctia HUS (atypical hemolytic
syndrome - aHUS), bénh nay lién quan dén su didu hoa bd thé thiéu hut va c6 thé 1a
don phat hodic theo gia dinh. Trudong hop mic aHUS theo gia dinh lién quan dén cac
dot bién trong gen ma hoa sy hoat hoa bd thé hoic protein diéu hoa bd thé, bao gdm
yéu td bd thé H, yéu t6 I, yéu t6 B, ddng yéu t6 mang CD46 ciing nhu protein 1 lién
quan dén yéu td bd thé H (CFHRI1) va protein 3 lién quan dén yéu t6 bd thé H
(CFHR3). (Zipfel, P.F., et al., PloS Genetics 3(3):e41 (2007)). D4u hiéu dong nhét ctia
méng dot bién di truyén khac nhau nay lién quan dén aHUS 12 t6 bim ddi v6i sy hoat
hoa bd thé duge ting cudng trén bé mit té bao hoic mo. Pdi tugng ndy ¢ nguy co
phat trién aHUS khi khéi phat it nhit mot hodc nhiéu triéu chting chi dinh ctia aHUS
(vi du, su c6 mét cia chiing thiéu mau, chiing thiéu phién huyét nhé va/hodc bénh suy
than) va/hodc su c6 mat cia bénh mao mach huyét khdi trong sinh thiét thu dugc tir
dbi twong. Viée xac dinh lidu mét dbi tuong c6 nguy co phat trién aHUS hay khong
bao gdm viéc xdc dinh liéu déi tugng niy c6 t6 bAm di truyén dé phat trién aHUS hay
khong, viéc nay c6 thé duoc thuc hién bang cich dédnh gia thong tin di truyén (vi du,
tlr co s¢ dit lidu chira kiéu gen cua dbi twong), hoic thuc hién it nhét mot kiém tra
sang loc di truyén trén ddi tuong dé x4c dinh su ¢6 mit hodc khong c6 mit ctia chi thi
di truyén lién quan dén aHUS (ttrc 13, x4c dinh su c¢6 mit hodc khong c6 mat cia dot
bién di truyén lién quan dén aHUS trong gen mi hoa yéu t6 bd thé H (CFH), yéu t5 1
(CFI), yéu t6 B (CFB), ddng yéu té mang CD46, C3, protein 1 lién quan dén yéu t6 bd
thé H (CFHR1), hoic THBD (m3 hoéa protein thrombodulin chéng dong) hoic protein
3 lién quan dén yéu t6 bd thé H (CFHR3), hodc protein 4 lién quan dén yéu t6 bd thé
H (CFHR4)) nhd giai trinh ty hé gen hodc phan tich dac hiéu gen (vi dy, phén tich
PCR), va/hodc x4c dinh liéu dbi tugng co tién st gia dinh mic aHUS. Cac phuong
phép sang loc di truyén su c6 mit hodc khong c6 mit clia dot bién di truyén lién quan
dén aHUS duoc thiét ké tét, vi du, xem Noris M et al. “Atypical Hemolytic-Uremic
Syndrome”, ngay 16 thang 11 ndm 2007 [cdp nhat ngay 10 thang 3 ndm 2011]. Trong:
Pagon RA, Bird TD, Dolan CR, et al., editors. GeneReviews™, Seattle (WA):
University of Washington, Seattle.

Nhu dugc mé ta trong US2015/0166675, trong md hinh thi nghiém bénh mao
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mach huyét khéi (thrombotic microangiopathy - TMA) ex vivo & ngudi, OMS646 tc
ché sy hoat héa b thé va su tao thanh cuc nghén trén t€ bao nd6i mé vi mach tiép xtc
v6i mAu huyét thanh tir bénh nhan aHUS trong ca giai doan cép tinh va khi thuyén
giam. Nhu dugc md tad thém trong US2017/0137537, dit li¢u thu dugc trong thu
nghiém 1am sang pha 2 nhin mé (dung trong tinh mach 2-4 mg/kg khang thé OMS646
trc ché MASP-2 mét 1an mét tudn trong 4 tudn lién tiép), viée didu tri bang OMS646
thé hién hiéu luc & bénh nhan mic aHUS. Tdng sb tiéu ciu & ca ba bénh nhan mic
aHUS trong doan hé liéu trung binh va lidu cao (hai & lidu trung binh va mot doan hé
& lidu cao) trd lai binh thudng, sy ting trung binh ¢6 y nghia vé mat thdng ké tir

dudng co so dén xap xi 68.000 tiéu cdu/mL (p=0,0055).
TMA lién quan dén manh ghép té bao gbc tao mau (HSCT-TMA)

TMA lién quan dén manh ghép té bao gdc tao mau (HSCT-TMA) 14 bién
chtng de doa dén tinh mang dugc kich hoat boi su tbn thwong ndi mo. Thén 13 co
quan bj anh huéng phd bién nhat, tuy nhién HSCT-TMA c6 thé 1 bénh da hé thong
cling lién quan dén phéi, rudt, tim va nfo. Tham chi, sy xudt hién cia TMA nhe lién
quan dén sy suy yéu than trong thoi gian dai. Sw phét trién ctia TMA lién quan dén
HSCT khéc loai sau d6 khac nhau vé tan suét dua vao su thay dbi tiéu chuin chin
doan va tinh trang va ché do sinh hoat phong bénh manh ghép chéng lai vat chi, bang
cac chat e ché canxi niéu 1a thube ding thuong xuyén nhit duge dugc chi ra (Ho VT
et al., Biol Blood Marrow Transplant, 11(8):571-5, 2005).

Nhu duge md ta trong US2017/0137537, trong tht nghiém 1am sang pha 2
(ding trong tinh mach 4 mg/kg khang thé OMS646 tic ché MASP-2 mét 1an mot tudn
tir 4 dén 8 tudn lién tiép), viéc didu tri bing OMS646 cai thién chi thi TMA & bénh
nhan mic HSCT-TMA, bao gdm su cai thién c6 y nghia vé mit thdng ké ctia mirc
LDH va haptoglobin. C4c bénh nhan HSCT-TMA dugc diéu tri bing OMS646 thé
hién mdt sb kho khin khé didu tri nhat, nho d6 chimg minh bing chimg 14m sang vé
tac dung diéu tri cia OMS646 & bénh nhan méc HSCT-TMA.

Bénh than globulin mién dich A (IgAN)

Bénh than globulin mién dich A (IgAN) 12 bénh thin tw mién din dén viém
trong than va tén thuong than. IgAN 1a bénh tiéu cu so cép phd bién nhit trén tong

cdu. V6i ty 16 mic bénh hiang nam xép xi 2,5 ngudi trén 100.000 ngudi, ude tinh ring
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ctr 1 ngudi trong s6 1400 ngudi & Hoa Ky s& phat trién IgAN. C6 dén 40% bénh nhén
mic IgAN s& phat trién bénh thin giai doan cubi (end-stage renal disease - ESRD).
Céc bénh nhan thuong tiéu ra mau phat hién duoc trén kinh hién vi cing véi protein
niéu & mirc nhe dén trung binh va mac do suy than bién dbi (Wyatt R.J., et al., N Engl
J Med 368(25):2402-14, 2013). Cac d4u hiéu 1am sang nhu chtic nang than suy yéu,
ting huyét 4p bén vitng va protein niéu ning (trén 1 g mdi ngay) lién quan dén tién
lugng kém (Goto M et al., Nephrol Dial Transplant 24(10):3068-74, 2009; Berthoux
F. et al., J Am Soc Nephrol 22(4):752-61, 2011). Protein niéu 1a yéu t6 tién luong
manh nhit khong phu thudc vao cac yéu td nguy co khac trong nhidu nghién ctru quan
sat rong va céac thtr nghiém sau do6 (Coppo R. et al., J Nephrol 18(5):503-12, 2005;
Reich H. N, et al., J Am Soc Nephrol 18(12):3177-83, 2007). Udc tinh réng 15-20%
bénh nhan mic ESRD khdi phat bénh trong 10 nim néu khong duge didu tri
(D’ Amico G., Am J Kidney Dis 36(2):227-37, 2000). Dau hiéu chin doan cia IgAN 1a
su vuot troi cia chit ling IgA, mdt minh hodc véi IgG, IgM, hoic ca hai, trong mang

nang cudn mao mach tiéu cau.

Nhu duge mo ta trong US2017/0189525, trong thir nghiém thédn nhan mé pha 2
(dung trong tinh mach 4 mg/kg khang th8 OMS646 trc ché MASP-2 mot 1an mot tudn
trong 12 tuan lién tiép), cac bénh nhan méc bénh than IgA ma dugce diéu tri béng
OMS646 chimg minh sy giam ¢ y nghia vé mit 14m sang va c6 y nghia vé mit thong
ké ty 1€ gilta albumin va creatinin trong nudc tiéu (uACR) théng qua thir nghiém va
su giam muc protein trong nudc tiéu trong 24 gio tir dudng co s& dén khi két thic
didu tri.

Luput viém thén (lupus nephritis - LN)

Bién ching chinh cta luput ban d6 toan than (systemic lupus erythematosus -
SLE) la bénh viém thén, cling dugc biét 1a luput viém than, dugc phan loai la dang thir
cép ctia viém thén tidu cdu. Lén dén 60% ngudi trudng thanh mic SLE ¢6 mot sb
dang lién quan dén than & giai doan mudn trong thoi gian mic bénh (Koda-Kimble et
al., Koda-Kimble and Young’s Applied Therapeutics: the clinical use of drugs, 10%
Ed, Lippincott Williams & Wilkins: pages 792-9, 2012) c6 ty 1€ mic bénh 1a 20-70
nguoi trén 100.000 ngudi & Hoa Ky. Luput viém thdn thudng c¢6 mit & bénh nhén cé

céc triéu ching khac ctia SLE hoat ddng, bao gom mét mdi, sot, ban, viém khop, viém
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thanh mac, hogic bénh hé than kinh trung wong (Pisetsky D.S. et al., Med Clin North
Am 81(1):113-28, 1997). Mot vai bénh nhan mic luput viém than khong triéu chung;
tuy nhién, khi theo ddi thudng xuyén, cac bit thuong phat hién duge trong phong thi
nghiém nhu mirc creatinin trong huyét thanh ting, mirc albumin thép, hodc protein

trong nudc tieu hodc cdn nudc tiéu g0i1y luput viém thén hoat dong.

Nhu duge md ta trong don yéu cdu cip bang sang ché M§ sb 15/470,647, trong
thir nghiém than nhan m& pha 2 (dung trong tinh mach 4 mg/kg khang thé OMS646
trc ché MASP-2 mot 14n mét tudn trong 12 tudn lién tiép), 4 trong s6 5 bénh nhan méc
luput viém thén (lupus nephritis - LN) dugc diéu tri bang khang thé khang MASP-2
chirmg minh su giam c6 y nghia v& miat ldm sang mirc protein trong nude tiéu trong 24
gidr tir dudng co s& dén khi két thuce diéu tri.

Str dung

Ché phim chira khang thé rc ché MASP-2 ¢ d nhét thip, ndng do cao dugc
md ta trong ban md ta nay c6 thé dwoc ding cho ddi tuong can diéu tri bang cach st
dung cac phwong phéap da biét trong linh vuc k§ thuat, nhu bang viéc tiém hodc truyén
mdot 14n hodic nhiéu 14n trong mét khoang thdi gian theo céch thich hop, vi du, tiém
hoic truyén dudi da, trong tinh mach, trong mang bung, trong co. Nhu duge md ta
trong ban mo ta nay, ché pham ding ngoai duong tiéu héa c6 thé duoc didu ché ¢
dang don vi lidu dé d& dang dung va ddng nhat liéu lugng. Nhu dugce st dung trong
ban md ta nay, thuat nglr “dang lidu don vi” chi cac don vi riéng ré& vé mat vat ly thich
hop duéi dang liéu don nhét cho dbi tuong can diéu tri; mdi don vi chta lugng dinh
trugc cua hop chét c6 hoat tinh dugc tinh toan dé tao ra tac dung diéu tri mong mudn

lién quan dén dung dich dugc phim chira nu6c duge chon.

pé ngdn ngua hodc diéu tri bénh, liéu lugng thich hgp ctia khang thé tc ché
MASP-2 s& tuy thudc vao loai bénh dugce didu tri, mtrc do nghiém trong va giai doan
ctia bénh. Khang thé dugce dung thich hop cho bénh nhin & mot thoi diém hodc qua
loat diéu tri. Tuy thudc vao loai va mirc d6 nghiém trong ctia bénh, khang thé wre ché
MASP-2 ¢6 thé dugc dung & lidu ¢b dinh, hoic ¢ lidu miligam trén kilogam (mg/kg).
Liéu lugng lam vi du cda khang thé tc ché MASP-2 duoc chia trong ché phém duoc
md ta trong ban mé ta nay bao gdm, vi du, tir khoing 0,05 mg/kg dén khoang 20
mg/kg, nhu khoang 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg, 7 mg/kg,
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8 mg/kg, 9 mg/kg, 10 mg/kg, 11 mg/kg, 12 mg/kg, 13 mg/kg, 14 mg/kg, 15 mg/kg, 16
mg/kg, 17 mg/kg, 18 mg/kg, 19 mg/kg hodc 20 mg/kg co thé duge ding hing ngay,

hai 1an mot tuan, mot 1an mdt tuan, hai tudn mot 1an hodc hang thang.

Liéu lugng c¢b dinh 1am vi du cta khang thé ac ché MASP-2, nhu ché phém
dugce mo ta trong ban mo ta nay bao gém, vi dy, tir khoang 10 mg dén khoang 1000
mg, nhu tir khoang 50 mg dén khoang 750 mg, nhu tir khoang 100 mg dén khoang
500 mg, nhu tir khoang 200 mg dén khoang 400 mg, nhu khoang 200 mg, khoang 225
mg, khoang 250 mg, khoang 275 mg, khoang 300 mg, khoang 325 mg, khoang 350
mg, khoang 375 mg hoic khoang 400 mg c6 thé duoc ding hiang ngay, hai 1n mot

tuan, mot 1an mot tuan, hai tuan mot 1an hoac hang thang.

Lién quan dén thé tich phan phéi ctia ché phdm, ndng d6 ciia khang thé trong
ché phdm dugc st dung dé ap dung diéu tri dugc x4c dinh dwa vio viéc cung clp
khang thé o lidu lugng va thé tich dugc dung nap bdi bénh nhan va & lidu lugng va thé
tich cua gia tri diéu tri cho bénh nhan. Déi vdi ché phém chtra khang thé didu tri dugc
dung bang cach tiém, ndng d khang thé s& tiy thudc vao thé tich tiém (thuwong nim
trong khoang tir 0,5 mL dén 3 mL). Liéu phap dua vao khéng thé c6 thé yéu cau vai
mg/kg lidu mdi ngay, mdi tudn, mdi thang hoic nhiéu thang. Do dé, néu khang thé tc
ché MASP-2 dugc cung cip véi lugng nam trong khoang tir Img/kg dén 5 mg/kg khbi
lvong co thé cia bénh nhan (vi du, Img/kg, 2 mg/kg, 3 mgke, 4 mgkg hodc 5
mg/kg), va bénh nhan trung binh nang 75 kg, thi sau do tr 75 mg dén 375 mg khang
thé s& cin dugc phan phdi & thé tich tiém ndm trong khoang tir 0,5 mL dén 3,0 mL.
Theo cach khac, ché phdm duoc cung cdp & ndng do thich hop dé phan phdi ¢ nhiéu
hon mdt vi trf tiém mdi 1an diéu tri.

Theo phuong 4n dwoc wu tién trong d6 néng do cia khang thé OMS646 trong
ché phadm 1a khoang 185 mg/mL, cho lidu lwong nim trong khoang tir 1 mg/kg dén 5
mg/kg khéi lugng co thé cia bénh nhan (gia st 75 kg), ché phdm nay s& duge phan
phéi dudi da trong khoang tir khoang 0,40 mL dén khoang 2,0 mL thé tich tiém.

Nhu duge mod ta trong ban mé ta ndy, ché pham theo sang ché thich hop cho ca
viéc dung liéu trong tinh mach (intravenous - i.v.) va dung duéi da (subcutaneous -

s.c.).

Tuy thudc vao loai va mitc d0 nghiém trong ctia bénh, khang theé tc ché

-49-



36506

MASP-2 ¢6 thé dugc ding trong tinh mach & liéu ¢6 dinh, hoic & lidu miligam trén
kilogam (mg/kg). Lidu luong lam vi du cua khang thé Gc ché MASP-2 dugc chira
trong ché phdm dwoc mé ta trong ban md ta nay c6 thé duge phan phdi trong tinh
mach bing cach pha loang lugng thich hop cta ché phdm c6 ndng d6 cao dugc mo ta
trong ban md ta nay bang chit pha loang dugc dung truée khi ding sao cho khéng thé
trc ché MASP-2 duoc ding cho dbi tugng 1 ngudi & lidu lwong vi du, tir khoang 0,05
mg/kg dén khoang 20 mg/kg, nhu khoang 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5
mg/kg, 6 mg/kg, 7 mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/kg, 10 mg/kg, 11 mg/kg, 12 mg/kg, 13
mg/kg, 14 mg/kg, 15 mg/kg, 16 mg/kg, 17 mg/kg, 18 mg/kg, 19 mg/kg hodc 20 mg/kg
c¢6 thé dugc dung héng ngay, hai 14n mdt tudn, mot 1an mot tudn, hai tudn mot 1an

hodc hang thang.

Khang thé trc ché MASP-2 ciing c¢6 thé d&oc phén phéi trong tinh mach & liéu
luong ¢b dinh bang cach pha lodng lugng thich hop cia ché phdm c6 ndng d6 cao
dwgc md ta trong ban mé ta ndy bang chét pha loing duoc dung trude khi dung sao
cho khang thé e ché MASP-2 dugc ding cho d6i twong 1a ngudi ¢ lidu luong nim
trong khoang tir khoang 10 mg dén khoang 1000 mg, nhu tir khodng 50 mg dén
khoang 750 mg, nhu tr khodng 100 mg dén khoang 500 mg, nhu tir khoang 200 mg
dén khoang 400 mg, nhu tir khoang 200 mg, khoang 225 mg, khoang 250 mg, khoang
275 mg, khoang 300 mg, nhu tir khodng 300 mg dén khoang 400 mg, nhur khoang 310
mg, khoang 320 mg, khoang 325 mg, khoang 330 mg, khoang 340 mg, khoéng 350
mg, khoang 360 mg, khoang 370 mg, khoang 375 mg, khoang 380 mg, khoang 390
mg hodc khoang 400 mg cé thé duoc ding héng ngay, hai 14n mot tudn, mot 1an mot

tudn, hai tudn mot 14n hodc h%lng thang.

Theo mét sb phuong 4n, ché phim chia khang thé tc ché MASP-2 dugc pha
loang thanh chét pha loing dugc dung truéc khi phan phéi toan than (vi dy, trong tinh
mach). Chét pha lodng lam vi du ¢6 thé dugc st dung bao gém nude dé tiém, dextroza
5%, nude mudi 0,9%, dung dich Ringers va cac chét pha lodng dugc dung khéc thich
hop dé phén phéi trong tinh mach. Méc du khong dugc du dinh la han ché cach nao,
nhung lidu lugng 1am vi du ciia khang thé trc ché MASP-2 dugc dung trong tinh mach
dé diéu tri cho ddi tuong méc bénh hodc r6i loan bd thé phu thuéc MASP-2 bao g@)m,
vi du, tir khoang 0,05 mg/kg dén khoang 20 mg/kg, nhu khoang 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3
mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg, 7 mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/ke, 10 mg/kg, 11 mg/kg,
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12 mg/kg, 13 mg/kg, 14 mg/kg, 15 mg/kg, 16 mg/kg, 17 mg/kg, 18 mg/kg, 19 mg/kg
hozic 20 mg/kg co6 thé duge dung hing ngdy, hai 1an mot tudn, mot 1dn mot tuln, hai
tudn mot 1dn hozc hing thang. Lidu lugng ¢b dinh 1am vi du ctia khang thé trc ché
MASP-2 duge phan phbi trong tinh mach dé diéu tri cho déi twong mic bénh hoic rbi
loan b thé phu thudc MASP-2 bao gdm, vi du, tir khoang 10 mg dén khoang 1000
mg, nhu tir khoang 50 mg dén khoang 750 mg, nhu tir khoang 100 mg dén khoang
500 mg, nhu tir khoang 200 mg dén khoang 400 mg, nhu tir khoang 200 mg, khoang
225 mg, khoang 250 mg, khoang 275 mg, khodng 300 mg, khoang 325 mg, khoang
350 mg, khoang 375 mg hodc khoang 400 mg c6 thé duoc dung hing ngay, hai 1in

mdt tuan, mot 1an mot tuan, hai tuan mot 1an hodc hang thang.

Theo mét sé phuong an, ché phim dugc pha lodng thanh chit pha lodng dugc
dung va dugc dung cho dbi tuong can didu tri véi lidu nap trong tinh mach ban dau (vi
dy, tir khoang 300 mg dén khoang 750 mg, nhu tir khoang 400 mg dén khoang 750
mg, nhu tir khoang 300 mg dén khoang 500 mg, nhu tir khoang 300 mg dén khoang
400 mg, nhu khoang 300 mg, khoang 310 mg, khodng 320 mg, khoang 330 mg,
khoang 340 mg, khoang 350 mg, khoang 360 mg, khodng 370 mg, khodng 380 mg,
khoang 390 mg hodc khoang 400 mg), sau do 1a mot hodc nhiéu lidu tiém ché phém
dudi da véi lidu lugng ndm trong khoang tir 1mg/kg dén 5 mg/kg khéi luong co thé,
hodc liéu luong cb dinh nam trong khoang tir khoang 100 mg dén khoang 400 mg,
nhu khoang 100 mg, khoang 150 mg, khoang 200 mg, khoang 250 mg, khoang 300
mg, khoang 350 mg hodc khoang 400 mg. Vi du, lidu nap trong tinh mach ban dau c6
thé 1a duong dung dugc wu tién cy thé vi du, nhu khi bénh nhan trong bénh vién hogc
trong phong kham va dang méc tinh trang bénh cip tinh (vi du, aHUS) ma yéu cau

1idu nap ban diu sau d6 1a liéu duy tri bang viéc tiém ché pham dudi da.
Vi du thue hién sang ché

Sang ché con dugc minh hoa trong cac vi du duéi day, cac vi du nay khdng nén
duoc hiéu 1a dé han ché. T4t ca céc trich dan tai liéu trong ban md ta nay dugc dua
vao phin md ta nay bang cach vién dan.
Vidul

Vi dy nay chimg minh ring OMS646, khing thé don dong hudéng dich MASP-

2 & ngudi, gan voi MASP-2 & ngudi c6 4i luc cao va phong bé hoat dong bd thé cua
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con dudng lectin.
Tinh trang k¥ thuit

Khéng thé don dong ddy du & ngudi huéng dich MASP-2 & ngudi (dugc néu
trong SEQ ID NO:1), dugc goi 1a “OMS646” dugc tao ra nhu dugc mod ta trong
WO02012/151481, dugc dua vao phin mé ta nay bang cach vién dan. Khang thé don
dong OMS646 nay chira ving bién ddi chudi ning (VH) dugc néu trong SEQ ID
NO:2 va ving bién ddi chudi nhe (VL) duge néu trong SEQ ID NO:3. OMS646 duoc
chu thanh boi cac ving bién dbi c6 ngudn gdc tir ngudi dung hop véi ving khong doi
chudi ning IgG4 va vung khéng ddi chudi nhe lambda & nguoi va dugc tiét ra dudi
dang tetrame glycosyl héa lién két disulfua gdm hai chudi ning twong ddng (co trinh
tu axit amin dwgc néu trong 4) va hai chudi nhe lamda tuwong dong (c6 trinh ty axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO:5). Gdc asparagin (N) & vi tri 295 cua chudi ning
(SEQ ID NO:4) dugc glycosyl héa va duge chi ra bang chit in ddm va gach chan.

Ving bién d6i chudi ning

Puoc thé hién duéi day 1a trinh tu ving bién dbi chudi ning (VH) dbi véi
OMS646. Kabat CDR (31-35 (H1), 50-65 (H2) va 95-107 (H3)) duoc in dam; va
Chothia CDR (26-32 (H1), 52-56 (H2) va 95-101 (H3)) dugc gach chan.
Ving bién d6i chudi ning OMS646 (VH) (SEQ ID NO:2)

QVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGESLSRGKMGVSWIRQPPGKALEWLAH
IFSSDEKSYRTSLKSRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARIRRGG
IDYWGQGTLVTVSS

Vung bién d6i chudi nhe

DPuoc thé hién dudi day 13 trinh tu ving bién ddi chudi nhe (VL) d6i véi
OMS646. Kabat CDR (24-34 (L1); 50-56 (L2) va 89-97 (L3) dugc gach chin. Céac
ving nay 1a gibng nhau néu dugc dénh s6 boi hé théng Kabat hoic Chothia.
Ving bién dbi chudi nhe OMS646 (VL) (SEQ ID NO:3)
QPVLTQPPSLSVSPGQTASITCSGEKLGDKYAYWYQQKPGQSPVLVMYQDK

QRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCQAWDSSTAVFGGGTKL
TVL
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Polypeptit c6 chiéu dai ddy da c6 chudi ning IgG4 bi dot bién chudi nang OMS646
(445 aa) (SEQ ID NO:4)

QVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLSRGKMGVSWIRQPPGKALEWLAHI
FSSDEKSYRTSLKSRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARIRRGGID
YWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKV
DKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQ
EDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKGLPSSIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFS
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Polypeptit c6 chiéu dai day @i chudi nhe OMS646 (212 aa) (SEQ ID NO:5)

QPVLTQPPSLSVSPGQTASITCSGEKLGDKYAYWYQQKPGQSPVLVMYQDKQ
RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCQAWDSSTAVFGGGTKLTV
LGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAG

VETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTEC
S

Nhu dugc mo6 ta trong W0O2012/151481, OMS646 gén voi MASP-2 va tc ché
chon loc con dudng lectin va vé co ban khong tc ché con dudng cd dién (tic 13, @c
ché con dudng lectin trong khi dé nguyén con dudng bd thé ¢ dién) va ciing thé hién
it nhAt mot hodc nhidu cac dic diém dudi day: khang thé nay gin MASP-2 & ngudi c6
Kp nhd hon hodc bang 10 nM, khang thé nay gin epitop trong mién CCP1 cua
MASP-2, khang thé nay trc ché sy ling dong C3b trong thit nghiém in vitro trong
huyét thanh ngudi 1% & ICso nho hon hodc bang 10 nM, khang thé nay trc ché su ling
dong C3b trong huyét thanh ngudi 90% c6 ICse nhéd hon hodc bang 30 nM, trong d6
khang thé nay 12 manh khang thé dugc chon tir nhém bao gém Fv, Fab, Fab', F(ab)2
va F(ab')2, trong d6 khang thé nay 1a phan tir chudi don, trong d6 khang thé nay 1a
phan tir IgG2, trong d6 khang thé nay 1a phan t IgG1, trong d6 khang thé nay 14 phan
tir IgG4, trong d6 phén tir IgG4 nay chira dot bién S228P. |

Nhu duge mo ta trong WO2012/151481, OMS646 dugc xac dinh la gén chat
véi MASP-2 & ngudi (SEQ ID NO:1) ¢6 do chon loc >5000 1an khi so vé6i Cls, Clr,
MASP-1 hodc MASP-3. Nhu dugc thé hién trong vi du niy, OMS646 gén dic hi¢u
véi MASP-2 & nguoi c6 ai luc cao va c¢6 kha ndng phong bé hoat dong bd thé ctia con

dudng lectin.
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Nhu duoc thé hién & trén, OMS646 chira (a) ving bién ddi chudi ning chira (i)
CDR—Hi chtra trinh tu axit amin tir 31-35 cia SEQ ID NO:2, ii) CDR-H2 chtra trinh
tu axit amin tir 50-65 ciia SEQ ID NO:2, va iii) CDR-H3 chira trinh tu axit amin tir
95-107 ctia SEQ ID NO:2; va (b) ving bién dbi chudi nhe chira: i) CDR-L1 chira trinh
tu axit amin tir 24-34 cia SEQ ID NO:3, ii) CDR-L2 chira trinh ty axit amin tir 50-56
cua SEQ ID NO:3, va iii) CDR-L3 chtra trinh tu axit amin tir 89-97 cua SEQ ID
NO:3.

Nhu dugc md ta thém trong W02012/151481, bién thé ctia OMS646, c6 ving
bién dbi chudi nang c6 do ddng nhit it nhat 95% véi SEQ ID NO:2 va ving bién doi
chudi nhe c6 d6 ddng nhét it nhit 95% véi SEQ ID NO:3 dugc ching minh 1a c6 hoat
dong chuc nang twong tr OMS646. Bién thé OMS646 dugc mo ta trong
WO02012/151481 chtra a) ving bién dbi chudi ning chita: SEQ ID NO:2, hoic bién
thé cua chiing chira trinh tyr axit amin c6 do dong nhét it nhat 95% véi SEQ ID NO:2,
trong d6 gbc 31 1a R, gbc 3212 G, gbe 33 1a K, gbe 34 1a M, gbc 3514 G, gbc 36 13V,
gbc371aS, gbc 50 1a L, gbe 51 1a A, gbe 52 1a H, gbe 53 1a 1, gbe 54 12 F, gbe 55 1a
S, gbc 5612 S, gbe 571a D, gbe 58 1A E, gbc 59 1a K, gbe 60 14 S, gbe 6112 Y, gbe 62
AR, gbc 63 1A T, gbc 64 1a°S, gbc 65 1a L, gbe 66 1a K, gbc 67 14 S, gbe 95 12 Y, gbe
961aY, gbc 9712 C, gbc 9812 A, gbc 99 1a R, gbc 100 12T, gbe 101 12 R, gbc 102 1a R
hodc A, gbc 103 12 G, gbe 10413 G, gbe 105 1a I, gbe 106 1a D va gbe 107 1a Y; va b)
ving bién ddi chudi nhe chtra: SEQ ID NO:3 hoc bién thé clia ching chira trinh ty
axit amin c6 do dong nhat it nhat 95% véi SEQ ID NO:3, trong d6 gbc 2314 'S, gbc 24
14 G, gbc 25 1 E hodic D, gbe 26 1a K, gbe 27 1a L, gbc 28 1a G, gbe 29 1a D, gbe 30 1a
K, gbc 3112 Y hodc F, gbc 32 1a A, gbe 33 12 Y, gbc 4912 Q, gbe 50 1a D, gbe 51 1a K
hodc N, gbe 52 1a Q hoic K, gbe 53 1a R, gbe 54 1a P, gbe 55 1a S, gbe 56 1a G, gbc 88
12 Q, gbc 89 1a A, gbc 90 1a W, gbc 911a D, gbc 9213 S, gbc 93 1a S, gdec 94 1a T, gde
9514 A, gbc 9614 V va gbc 97 1 F.

1.‘ OMS646 phong bé dic hiéu sy hoat héa phu thudc lectin clia cac thanh phén bd thé
dau tan cung

Phuong phép:

Hiéu qua cia OMS646 dbi vé6i su ling dong phtrc chét tin cong mang

(membrane attack complex - MAC) dugc phén tich bang cach sir dung cac diéu kién
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cu thé cho timg con dudng ddi véi con dudng lectin, con dudng cb dién va con duong
thay thé. P4i véi muc dich nay, kit sang loc bd thé Wieslab Comp300 (Wieslab, Lund,

Sweden) duoc sir dung theo hudéng din ctia nha san xuét.
Két qua:

Fig.1A minh hoa duéi dang biéu dd luong ling dong MAC phu thudc con
dudng lectin trong su c¢6 mit lugng khang thé e ché MASP-2 & ngudi (OMS646)
khac nhau. Fig.1B minh hoa duéi dang biéu dd lwong ling dong MAC phu thudc con
duong cb dién khi c6 mit khang thé irc ché MASP-2 & ngudi (OMS646). Fig.1C minh
hoa duéi dang biéu dd luong ling dong MAC phu thudc con dudng thay thé trong su
¢6 mit luong khang thé Gc ché MASP-2 & ngudi (OMS646) khac nhau. Nhu duge thé
hién trén Fig.1A, OMS646 phong bé su hoat héa su ling dong MAC trung gian con
dudng lectin c6 gia tri ICso x4p xi 1 nM. Tuy nhién, OMS646 khong c6 tac dung d6i
v6i sy ling dong MAC duoc tao ra tir sy hoat héa trung gian con dudng cb dién

(Fig.1B) hodc tir sy hoat héa trung gian con dudng thay thé (Fig.1C).
Vidu2

Nghién ctru tién ché pham chira OMS646

Tinh trang k¥ thuat/Co s& k¥ thudt:

Thanh phén cta ché phém protein c6 d¢ nhét giam dugc x4c dinh béng viéc
xem xét nhiéu yéu t6 bao gdm, nhung khong bi gi6i han &: ban chét cta protein, ndng
dd cta protein, khoang pH dugc mong doi, nhi¢t d0 ma & nhiét do nay ché phém
protein dugc bao quan, khoang thoi gian ché phdm protein dugc bao quéan, va ché
phdm duoc ding cho bénh nhan nhu thé nao. Déi véi ché phdm c6 d6 nhét giam duge
ding bing cach tiém, thi ndng d6 protein tiy thudc vao thé tich tiém (thuong nim
trong khoang tir 1,0 mL dén 2,25 mL). Néu protein dugc cung cép trong khoang tir 2
dén 4 mg/kg khéi lwong co thé ctia bénh nhén, va bénh nhén trung binh ning 75 kg,
thi sau d6 150 mg-300 mg protein s& cin dugc phan phéi trong thé tich tiém nim
trong khoang tir 1,0 mL dén 1,62 mL. D nhét duge duy tri Iy tudng dudi khoang 25
cP d& dam bao san pham diéu tri dudi da c6 thé dung 6ng tiém trén thuc té. Theo mot
s6 phuong 4n, do nhét dugc duy tri dudi khoang 20 cP dé cho phép phan phdi san

phém diéu tri béng thiét bi tiém, va cling cho phép nhiéu loai xir ly sinh hoc, nhu loc
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dong tuyén tinh.

Muc dich chinh ciia cdc nghién ctru nay 1a dé xac dinh thanh phan ché phim
ma s& din dén do dn dinh héa hoc, vt ly va cAu tric cua khang thé OMS646 trong
ché phdm 16ng din dén ché phdm on dinh c6 @6 nhét nhod hon 25 ¢P, nhu nhé hon 20
cP, c6 ndng dd6 OMS646 cao (100 mg/mL hodc cao hon) thich hop dé tiém dudi da

vao ddi twong 14 nguoi.
Céc phuong phép phén tich:

Pé kiém tra su két hop cta dém va ta dugce khéc nhau, chét didu ché dugc tinh
ché cua khang thé OMS646 (102 mg/mL trong 20 mM natri axetat, 50 mg/mL
sorbitol, pH 5,0) dugc pha loang dén ~ 1 mg/mL trong dung dich ché phim dugc chon
va 4 mL thé tich dugc dat trong may ¢6 duge rira truéc bing dém thich hop. Timng don
vi duge quay dén ~ 1 mL & 3200 x g. Quy trinh nay duoc 13p lai trong tbng s6 ba vong

trao doi dém.

Vé bén ngoai cia ché phdm dugc danh gid bang cach st dung dén quan sat
may Eisai, mau MIH-DX chong nudc bing cach st dung nén trang va den. Ting mau
ché pham dugc kiém tra mau sic, do trong (trang duc), va sy c6 mit cia vat chat dang

hat.

Ham luong protein ciia ché phdm OMS646 dugc xéc dinh bang cach st dung
hé sb suy giam bang 1,49 mL/mg*cm. Viéc do do hép thu & 280 nm vai viéc hiéu
chinh d6 hép thu & 320 nm dugc thuc hién bing cach sir dung cuvet ding mot lan va
chidu dai duong di bang 0,2 cm. Mau duqc didu ché bing cach pha loang hai lan bang
nude mudi dém phosphat Dulbecco (DPBS) 1 lan dén ndng do cudi cing biang ~2
mg/mL. Pbi v6i cac miu c6 ndng dd cao, cac dung dich nguyén chét dugc pha lodng
1An tht nhét theo ty 18 1:1 trong dém ché phidm, va sau d6 dugc pha lodng dén ~2
mg/mL trong DPBS 1 1an. Tinh trung binh két qua do hai 1an ddi véi ting mau, va
phan tram d6 léch chudn tuong dbi (relative standard deviation - RSD) dugc tinh todn.
Dbi véi mAu do hai 1an bit ky thé hién > 5% RSD, thi bo dung dich pha lodng thém

duoc chuén bi va do.
Néng do protein dugc tinh todn nhu dudi day:

A280 dugc hiéu chinh = A280 — A320
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Nbng d¢ protein (mg/mL) = (A280 dugc hiéu chinh * Yéu tb pha lodng)/ 1,49
mL/mg*cm

Pé danh gia d6 duc/su tin xa 4nh sang clia miu, 100 pL mau chua pha lodng
dugce do & 320 nm trong cuvet dung mdt lan st dung chiéu dai dudng di 1 cm. DPéi voi
timg mAu, quang phd ké dugc 1am tréng bang dung dich trao d6i dém thich hop ma
khong c6 mit protein. Sau khi do, cdc mau dugc thu hdi va dugc sir dung dé phan tich
d6 pH. Dé binh thudng hoa phép do d6 duc dbi v6i ndng d6 mau, A320 ciing duge
chia béi ndng d6 c6 don vi mg/mL va gié tri tao thanh c¢6 don vi mAU*mL/mg duoc

béo céo.

Phép do d0 pH cua tat ca ché phém va dung dich dugc thuc hién ¢ nhiét do
trong phong bang cach sir dung dung cu do SevenMulti chia d6 (Mettler Toledo) c6

dién cuc bu nhiét do tu dong.

D6 6n dinh nhiét ctia ché phdm OMS646 duge theo ddi béi phép do nhiét quét
vi sai (differential scanning calorimetry - DSC). S6 liéu nhiét d6 néng chay (Tm) dbi
v6i mADb duge thu bang cach sit dung DSC mao din MicroCal. Miu protein dugc pha
loang dén ndng d6 cudi ciing bang ~2 mg/ml trong dung dich trao d6i dém thich hop.
Viée dénh gid mAu bing DSC duoc thuc hién bing cich quét & nhiét do tir 20 dén
110°C & 1°C/phut hodic 2°C/phut. Bo 6n nhiét trude khi quét duge cai dat 10 phut, bd
on nhiét sau khi quét duoc cai dit 0 phit, va bd bn nhiét chu trinh sau dugc cai dat
dén nhiét do 25°C. Dé phan tich s6 liéu Tm, s6 liéu quét dém-dém duogc trir tir s6 lidu
quét dém-mAu va sau d6 biéu dd nhiét dugc binh thuong hoéa dén ndng dd protein
(mol) sir dung khéi lugng phén tr udc tinh bang 150 kDa. Dudng co s& tién trién
duoc tao ra va dugc trir tr dir li€u dé thuan tién xac dinh Tm. Nhiét d6 néng chay
duoge x4c dinh bing cach st dung ham s6 dinh chon cua ph'?m mém khoa hoc Origin®

cé lién quan.

Su tan xa 4nh sang dong (dynamic light scattering - DLS) do su dao dong phu
thudc thoi gian trong cuong dd ciia 4nh sang tén xa tir cac hat trong mau, trong d6
phwong trinh Stokes Einstein duogc st dung dé tinh toan béan kinh thity dong luc cta
(c4c) hat trong dung dich. Céc thi nghiém DLS d6i v6i ché phdm OMS646 dugce thuc
hién v&i mau chua pha loang hai 1dn (30 - 40 pL) bang cich st dung dung cu bd doc

tdm IT DynaPro™ (Wyatt). Téng s6 10 1an quét riéng r& duge thuc hién & nhiét do
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25°C, c6 thoi gian thu nhan bang 5 gidy. P nhét duoc cai dat dén do nhét cta nudce
mudi dém phosphat, 1,019 cP. So dd phin bd cuong do tao thanh dugc so sanh dé
danh gia tac dung ciia cic thanh phan ché phdm khéc nhau ddi véi kich c& hat trung
binh béi cudong dd (dudng kinh tdng thé), thong sé chiu rong phan phdi kich ¢ tong
thé (phan trim da phéan tan tong thé, hoic % Pd), duong kinh dinh trung binh cia
monome OMS646 (dudng kinh dinh 2) va dudng kinh chidu rong cta dinh (dinh 2 %
Pd). Phén trim da phan tan (tdng thé hodc dinh 2) 14 dwdng kinh chiéu rong ma phan
anh tinh khong ddng nhit dugc phat hién trong so dd phan bd cudng do, trong d6 %
Pd < 20% chi ra dung dich don phén tan gin va/hodc hinh dang céc loai gan.

Db 6n dinh chéng lai su bién tinh héa hoc duoc danh gia bang cach str dung hé
bién tinh hoa hoc ding nhiét AVIA (md hinh 2304), ma kiém tra d§ 6n dinh hoa hoc
trong diéu kién mdi truong xung quanh theo hinh thtc ty dong béng cach tao ra
gradien bién tinh bang cach tron thé tich khéng ddi ctia protein dugc bao ché véi dém
ché phdm va dém ché phdm chira ure. Tém lai, protein da chuén bi duoc pha lodng
dén 0,33 mg/mL trong dém ché phim. Pbi v6i ché pham nhét dinh, dém ché pham thtr
hai chira ure 10M cling dugc diéu ché. Do van dé vé do hoa tan, nén dung dich ure
9M duge didu ché cho ché phdm chira sucroza va sorbitol. Sau thoi gian u ddng nhét
(~30 phut), huynh quang protein ndi tai (tc 13, huynh quang tryptophan) duoc do db6i
v6i timg diém sb lidu, trong d6 su khong gip nép héa hoc ctia protein din dén su tiép
xuc cda tryptophan chim trong dung mdi c6 sy dich chuyén v& phia mau dé lién quan
trong tin hiéu huynh quang. P4i véi timg ché phim, s6 lidu thu duge dbi véi tong sb
24 néng dd ure (0-9,0M ddi véi dung dich géc ure 10 M va 0-8,1M d6i véi dung dich
gbc ure 9M), va ty 1& ciia Abs350/Abs330 duoc st dung cho viéc trir dudng co so clia
su thay d6i huynh quang co s&, va binh phuong t6i thidu phi tuyén tinh lip vao s liéu
chuyén khong gip nép duoc thuc hién bing cach sir dung mo hinh 2 trang thai hogc 3
trang thai.

D6 nhét ctia ché phdm duoc x4c dinh bang cach st dung nhét ké hogc luu bién
ké kiéu tha bi. Tt ca phép do do nhét duoc thuc hién & nhiét do 25°C c6 tde dd truot
ndm trong khoang tir 0,5 gidy™ dén 1000 gidy'. Phép do kiéu tha bi dugc thuc hién
bing cach str dung nhét ké Anton Paar AMVn. Déi voi phép do d6 nhdt kiéu tha bi,
thoi gian bi vang méit & di qua mot khoang trong mao dan da nap mau dugce do sau

khi nghiéng mao din dén géc dugc dinh truéc (80 do). Cac mao din dugc nghiéng
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tdng cong ba 1an va cac két qua dugce tinh trung binh dé xac dinh d6 nhét dong cubi
cling, gia tri khong phu thudc ty trong mau. Ddi véi phép do kiéu tha bi, mao din dau
tién dugc lam sach st dung nuéc DI va metanol. Sy chia dd cta dung cu/mao dan
duoc xac dinh bé“mg phép do 10 cP, 50cP va/hodc 100 cP chuin dd nhét Brookfield.
Mao dan dugc 1am sach 14n nita bang nu6e DI va metanol trude va gitta mdi phép do

mau.

Phép do do nhot dua vao luu bién ké duoc thuc hién béng cach st dung luu
bién ké siéu 1ap trinh DV-III dugc chia do béng chét long chuin d6 nhét Brookfield
#10 va #50. 0,5 mL mdi m3u duoc do & tdc dd truc chinh khac nhau (téc dd truot).
Céc mau thé hién két qua doc do nhét (cP) <10% RSD ddi vdi tat ca tde do trugt duoc
xem 14 Newton trén khoang ndy, trong khi cidc mau ¢6 d nhdt phu thudce toc do trugt

dugc xem 1a phi Newton.

Phép do ty trong dugc thuc hién bing cich st dung vi quang ké Anton Paar
DMA 4500M. Tém lai, dung cu ndy duoc phun bing nuéc DI nhiéu 14n sau d6 1a
metanol. Dung cu nay duoc chia do ddi véi khong khi va nuéce truée khi do ty trong
clia nude 1am mAu. Dung cu nay duoc rira 1an nita bang nudc va metanol va phép do
timg mau duoc thuc hién trén ~175 mg/mL nguyén liéu gom dugce tir nhiéu ché phim.
Gi4 tri bdo cdo dugc sir dung 13 x4p xi ty trong hop Iy dbi vi ché phdm OMS646 c6

ndng do cao duoc sir dung trong cac phép do luong trong luc.

Phép do ndng d6 molal dong thim thiu dugc thuc hién bang cach sir dung
thdm thiu ké do sy ha diém dong lanh (Multi-Osmette Osmometer, Precision Systems

model 2430), do sy giam diém ddng lanh ctia dung dich khi ndng d6 chét tan ting.

Hé dém hat trong chit léng (md hinh Hach 9703, mé hinh bd cam bién:
HRLD-150) dugc st dung dé xéac dinh kich ¢& va do phong pht hat trong mau ché
phdm OMS646. Sb liéu mAu thu dugc bing cach s dung 500 uL miu hit mot 1an
(200 pL thé tich bi). Tém lai, dung cu nay dwoc lam 4m trong ~30 pht va ca 6ng tiém
(1 mL) va hé nay dugc phun nuéc khir ion trong it nhit 10 chu trinh trudce khi st
dung. Su thich hop vé mdi truong duge kiém tra bang cach thé hién rang 25 mL nudc
khir ion chtra khong nhidu hon 25 hat >10 pm vé kich ¢&. Su thich hop v& hé thong
duoc x4c nhan bang cach phan tich chi 500 pL luong chat chuén 2, 5, 10 va 15 uM
duoc hat bing cach sir dung kich ¢ kénh thich hop. Néu lugng tich lily/mL dugc phét
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hién trong ban mo ta dé 1am chudn, thi sau d6 hé nay dugc cho 14 thich hop dé kiém
tra mau. Trude khi do mAu 14n thir nhét, hé ndy duge phun mot 1an bang nudc mubi
dém phosphat (PBS) 1 1an d& dam bao ring cic mau nay khong két tia khi tiép xuc
v6i nude khir ion. Cac miu duoc phén tich bang cach sir dung 500 pL mau hut mot
lan, va luogng tich liy/mL di v6i céc kénh 2 pm, 5 pm, 10 pm va 25 pm dugc xéac

dinh dén so gan nhat.

Sic ky loai trir kich ¢& (size exclusion chromatography - SEC) duoc sir dung
dé danh gia sb luong san phim két tu va cac san phdm phan hiy c6 trong ché pham
OMS646. Tom lai, hé théng Agilent 1100 HPLC dugc lip vao cot G3000SWxI SEC
(Tosoh, 7,8 x 300 mm, 5 pm kich ¢& hat). Mau ché phim OMS646 dugc pha lodng
dén 2,5 mg/mL trong pha dong SEC (140 mM kali phosphat, 75 mM kali clorua, pH
7,0) va 20 pL mAu dugc tiém vao cot HPLC. Hé théng nay chay bang cach sir dung
luu lwong bing 0,4 mL/phit, va protein rira giai dugc phat hién bang s hip thu & 280
nm (d6 rong dai bing 4 nm) khong cé su hiéu chinh tham chiéu. D& danh gia su thich
hop vé hé thdng, tit ca cac miu dugc xép béi miu tréng & pha dong va sy tiém dat
chudn loc gel, va nguyén lidu tham chiéu dugc tiém hai 1an khi bit diu quy trinh.
Phén tram dd phong phu dbi véi cac loai riéng r& va cic loai c6 tbng khdi luong phan
tir cao (high molecular weight - HMW) va céc loai ¢ khéi luong phan ti thip (low
molecular weight - LMW), ngoai phan trim monome va tdng dién tich dinh nguyén

ven duogc xac dinh.

Su phan tich béng dién di gel mao dan SDS khir (SDS-CE) duoc thuc hién
br?lng hé dién di mao dan Beckman Coulter PA 800 Plus va mddun phat hién PDA,
bing cach str dung kit phan tich SDS-MW. Céc mau va d6i ching dau tién duoc pha
loang dén 1,0 mg/mL trong d&&m mau SDS-MW. 5 uL B-mercaptoetanol va 2 pL chét
chudn noi (10 kDa) dwoc bd sung vao 95 puL dung dich lam viéc nay. T4t ca cac miu
dugc ly tAm & 300 x g trong 1 phut, dugc gia nhi¢t & nhiét do 70 + 2°C trong ~10
phut, va duogc chuyén vao 1o nhé PCR va dugc gilt & nhiét d¢ 25°C cho dén khi phan
tich. Viéc tach dugc thuc hién bang cach tac dung 15 kV (d6 phan cuc nguoc) di qua
mao din trong 30 phut va tac dung ap luc 20,0 psi & ca dau vio va dau ra. S6 liéu thu
duoc & 220 nm c¢6 tbe dd thu béng 4 Hz. MAu dbi chiéu (OMS646 chua duoc xir 1y)
duoc tiém hai 14n khi bat ddu mdi quy trinh. Phéan trim LC, HC va IgG dugc bao céo.
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Céc phéan tich dién di gel mao din SDS khong dugc khir duge thyc hién nhu
mb ta d6i voi CE-SDS duge khir, voi ngoai I¢ 12 250 mM iodoaxetamit mdi dugce didu
ché duge st dung thay cho chét kht, va viéc tach dugce thuc hién trong 35 phut. Téng

dién tich dién sic ky va % IgG dugc béo cho.

Viéc didu ché khang thé OMS646 duge tinh ché (102 mg/mL) duoc tao ra bang
cach st dung cac phuong phép tai t6 hop nhu duge mé ta trong W02012/151481,
dugc dua vao phin md ta ndy bang cach vién dan. Nhu duoc mo ta ngin gon, khang
thé OMS646 duoc tao ra trong cac té bao CHO chira cac céu tric biéu hién ma hoa
chudi ning va polypeptit chudi nhe ctia OMS646 va dugc tinh ché bang cach sir dung

céc k¥ thuat chuan.
1. So sanh hé dém @€ xuét:
Phuong phéap:

Trong nghién ctu tién ché phim, d6 6n dinh ctia khang thé OMS646 trc ché
MASP-2 ban dau duogc danh gia so véi panen ciia dém dé xuét bao gém cac dém duoc
dé xudt dugc s dung phd bién trong ché pham chira khang thé didu tri (xitrat,
histidin, phosphat), cling nhu cac dém khong théng thuong hon (axetat, suxinat) dé
che phu khoang pH rong (pH 4,0 — pH 8,0). Déi véi nghién ctru nay, protein duge
chuyén thanh 20 mM dém suxinat (pH 4,0, 5,0 va §,5), axetat (pH 4,0, 5,0 va 5,5),
xitrat (pH 5,0, 6,0 va 7,0), histidin (pH 6,0 va 7,0) va phosphat (pH 6,0, 7,0 va 8,0)
bing céach sit dung may c6 Amicon Ultra-4 (10 kDa MWCO). Ché phidm diéu ché
khang thé OMS646 tinh ché (102 mg/mL trong 20 mM natri axetat, 50 mg/mL
sorbitol, pH 5,0) dugc pha lodng dén ~1 mg/mL trong ting dung dich ché pham trong
s6 14 dung dich ché phdm, va 4,0 mL thé tich dugc dit trong may c¢d dugc rira trude
bang dém thich hop. Timng don vi dugc quay dén ~1 mL & 3200 x g. Quy trinh nay
dwoc lap lai trong téng sd ba vong trao d6i dém. Trong vong cudi cling clia ndng do,
protein duoc ¢b k§ dén < 1 mL. Thé tich va thoi gian ly tim x4p xi cia timg dung dich
dugc ghi chép sau mdi chu trinh.

Két qud: No6i chung, s6 liéu duge tao ra ddi véi nam loai dém 13 ¢ thé so sanh
véi tbe do trao dbi dém, sy thu hdi ham lugng protein, phép do nhiét quét vi sai
(differential scanning calorimetry - DSC), su tdn xa 4nh sdng dong (dynamic light

scattering - DLS) va do dn dinh hoa hoc (sb liéu khong duge thé hién). Axetat, xitrat
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va histidin dugc chon dé danh gia thém dua trén cac ddc tinh nhiét do tdi wu téng thé
rd rang va céc dic tinh OMS646 vé hinh dang trong khoang pH 5,5-6,0. Axetat dugc
chon so véi suxinat & d§ pH béng 5,5 cha yéu 12 do do 6n dinh nhiét cao, trong khi

histidin va xitrat dugc chon so véi phosphat & do pH b%lng 6,0 dua trén sd liéu DLS.
2. Sang loc ta dugce

Do 6n dinh cia OMS646 dugc danh gid khi c6 mat nhiéu ta duogc c6 cac dac
tinh 1am én dinh khang thé dugc bao cdo, béng cach st dung hé dém duogc xac dinh
trong sang loc dém trén duong co s& (20 mM axetat, pH 35,5; xitrat, pH 6,0, va
histidin, pH 6,0). Dbi v&i nghién ciu ndy, OMS646 dugc trao ddi dém thanh timg
dém dé xuét chira 150 mM NaCl, 250 mM sorbitol, 250 mM sucroza, 150 mM L-
arginin, 150 mM L-glutamat hodc 250 mM L-prolin st dung méy c6 Amicon Ultra-4
(10 kDa MWCO). Viéc diéu ché miu dugc thuc hién nhu duge md ta khi so sanh hé
dém trong d6 ndng do protein dich bing 2,0 mg/mL.

Két qua:

Lién quan dén viéc thu hoi protein, viéc thu hoi protein dugc udc tinh nam
trong khoang tir ~72-106%, thé hién sy cai thién thu hdi vira phai khi khong c6 mit ta
dugc. Dém histidin ¢é vé duoc uu tién cho ph?ln 16n t4 dugc, va axetat va xitrat thé

hién két qua trdn lan.

Lién quan dén DSC, quan sat thiy ring dém xitrat dan dén sy 6n dinh nhiét
OMS646 dbi voi tht ca ta duge duge kiém tra. Fig.2A minh hoa duéi dang biéu db cac
két qua d6i véi sy phan tich su tdn xa anh sang dong (dynamic light scattering - DLS)
cho viéc sang loc t4 dugc trong ché phim OMS646, thé hién duong kinh hat tong thé
quan sat dugc ddi v6i ché pham chira cac té duoc d@& xuit khac nhau. Fig.2B minh hoa
dudi dang biéu @ cac két qua dbi vai sy phan tich DLS cho viée sang loc ta duge
trong ché phdm OMS646, thé hién su da phan tan tong thé quan sat dugc ddi véi ché
phém chtra cac ta dugce dé xuét khac nhau. Nhu duoc thé hién trén Fig.2A va Fig.2B,
lién quan dén DLS, hdu hét ché phdm tao ra cac két qua co6 thé so sanh duoc. Tuy
nhién, d6i véi tit ca hé dém, sucroza lién quan dén sy da phan tan ting va duong kinh
téng thé va duong kinh monome 16n nhit. Sucroza, sorbitol dudi ddy it nhit dugc uu
tién vi DLS, thé hién kich ¢& trung binh 16n hon va sy da phan tan ting. Ché pham

con lai thong thudng cé thé so sanh duge bdi DLS c6 duong kinh monome nam trong
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khoang tir 10 dén 12 nm (xem Fig.2A) va su da phan tdn <20% chi ra quan thé don
phan tan (xem Fig.2B). Lién quan dén d6 6n dinh chéng lai sy bién tinh héa hoc, nhu
dugc danh gia bang cach sir dung hé bién tinh hoa hoc déng nhiét AVIA, xu hudng
dém/pH duoc quan sat rd rang trong d6 axetat c6 do pH 5,5 bién tinh & ndng do ure
~0,5 M thap hon ché phim chira xitrat va histidin c6 d6 pH 6,0 d6i véi tat ca ta duoc

duoc kiém tra. Xitrat va histidin c6 thé so sanh dugc doi véi tat ca ta duoc.

Toém lai, s6 lidu hd tro xitrat & x4p xi do6 pH bang 6,0 14 t hop dém/pH t6i wu,
dugce thuc hién trong nghién ctru séng loc do hoa tan. S6 liéu DLS kém duge quan sat

v&i tit ca loai dém, sucroza dugc loai trir khoi viée xem xét thém.
3. Sang loc d6 hoa tan/dd nhot

Nghién ciru d6 nhét 1an thir nhat:

Phuong phép:

Dé thiét 1ap didu kién dé do hoa tan OMS646 tdi da, 20 mM xitrat (pH 5,0 va
6,0) va 20 mM suxinat (pH 4,0) dugc sit dung khi c6 mit nhiéu t6 hop dang trwong
ctia NaCl, sorbitol, arginin, glutamat va prolin. OMS646 dugc trao dbi dém sir dung
bd cd Amicon 15 trong nhiéu chu trinh va & chu trinh cubi cung, thé tich cua ting
dung dich duogc lam giam dén ~1 mL. Téc dd trao ddi dém déi véi tat ca ché phdm va
chu trinh trao ddi dugc bao céo va phan tich. Sau khi trao dbi dém, ham lugng protein
duoc do, ph?m tram thu hdi dugc tinh toan va miu dugc bao quan qua dém & nhiét do
5°C. Khi béo quan, ché pham suxinat/glutamat dugc quan sat dén khi két tia va khong
dugc dénh gié thém. Ché phém con lai dugc bd sung vao bd ¢d Amicon 4 va dugc cd
cho dén khi dat dén ndng d6 dich bang ~200 mg/mL, hogc cho dén khi ly tam khong
con din dén giam thé tich va/hodic d6 nhét mau (thdng qua thao tdc mau) duge xem la
khong thé quan 1y dugc.

Két qua:

Lién quan dén téc d6 trao d6i dém, tbc do trao dbi cao nhét dwgc quan sét rd
rang trong mau c6 do pH béng 4,0, v6i suxinat/sorbitol thé hién tbc do trao ddi nhanh
nhét tng thé. Téc do trao ddi & d6 pH bang 5,0 va 6,0 ¢6 thé so sanh duogc, trong do6
ché phém chi chtra t4 duoc axit amin tich dién thé hién tdc d6 cao hon cac ché phdm

khac. Téc dd trao dbi cham nhit duoc quan sat d6i véi ché phém xitrat/sorbitol & do
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pH bang 6,0. Ché phim nay 14 miu don ¢6 pH > 5,0 va thanh phén t4 duoc khong tich
dién. Gia dinh ring tbc d6 trao ddi 12 ddu hiéu chi thi dai dién cho su tu lién két
OMS646, 13 rang rang cac loai tich dién 14 quan trong dé 1am giam tinh trang nay & do
pH trung tinh hon. Lién quan dén DLS, tit ca ché phim ndng d6 cao thé hién duong
kinh tong thé bing ~12nm c6 thé so sanh dugc, ngoai trir suxinat/arginin ¢6 d6 pH 4,0

thé hién sy phan b kich c& tong thé ting & >18 nM.

MAu trao ddi dém dugc cd cho dén khi dung dich tré nén khong hoat dong vé
mit vét Iy do dd nhét cao. Pat dugc ndng do tdi da vuot qua 225 mg/mL ddi véi ca
hai ché phdm c6 d6 pH bang 4,0. Dbi véi cac ché phdm c6 gia tri pH cao hon, thi
ndng dd protein OMS646 t6i da ndm trong khoang tir 160,5 dén 207,6 mg/mL. Do
nhét dbi voi phan 16n ché phdm duoc danh gia bing cach st dung nhét ké kidu tha bi
c6 the do truot nim trong khoang tir 0,5 gidy™! dén 1000 gidy™ nhu dugc mé ta & trén.
Fig.3 minh hoa dudi dang biéu dd cac két qud phén tich d¢ nhat dbi voi su sang loc do
hoa tan OMS646 nam trong khoang ndng dd protein trong céc ché phdm khac nhau
nhu duge do & dd pH bing 5,0 va d pH bang 6,0. Nhu dugc thé hién trén Fig.3, khi
dugc v& bidu dd dbi v6i ndng dd protein, thi sy ting d6 nhét theo ham mil duge quan
st @i v6i ché phim, c6 do nhét cao nhét duge béo céo dbi véi xitrat/arginin/glutamat
c6 d6 pH bang 5,0 (161,1 cP déi v6i 196,6 mg/mL dung dich). O do pH bang 6,0 va
ndng do protein OMS646 c6 thé so sanh dugc, ché phém xitrat/sorbitol thé hién dd
nhét cao hon dang ké ché phdm sorbitol/glutamat hogc prolin/glutamat. Ché phdm
xitrat/arginin/glutamat ¢6 dd pH bang 6,0 (95,3 mg/mL) thé hién x4p xi mot nira do
nhét (5,8 v6i 9,3 cP) ctia mau xitrat/NaCl ¢é do pH bing 6,0 (87,5 mg/mL) & ham
lwong protein cao hon goi y tim quan trong clia axit amin tich dién d6i voi ta dugc
ion.

Quan trong dé luu y réng & ndng do nhét dinh (ttc 13, 125 mg/mL), d6 nhét
thay d6i dot ngdt 1a ham ciia ché pham nay. Do nhét duge duy tri ly twdng dudi ~25
cP dé dam bao san phdm diéu tri duéi da thuc té c6 thé sir dung 6ng tiém. Theo mot
s6 phuong 4n vé ché pham OMS646, do nhét duge duy tri dudi khoang 20 cP cho
phép phén phdi san phim diéu tri bing thiét bi tiém, va ciing cho phép céc loai xtr ly

sinh hoc khac nhau, nhu loc dong tuyén tinh.

Nghién ctru d6 nhét 1an thir hai
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Do d6, trong nd lyc dé 1am giam d6 nhét ctia ché pham OMS646 va tbi uu héa
ndéng do OMS646 trong ché phim nhét dinh, viéc nghién ctru bd sung duoc thuc hién.
Dua trén céc két qua ban ddu, ché phdm c6 nhidu kha ning tao ra ché phdm c6 do nhat
giam & ndng dd cao dwogc chon, cu thé: suxinat/sorbitol & d6 pH bang 4,0 va ché pham
xitrat chira glutamat va arginin & do pH bang 6,0. Dua vao cac nghién ctru trude do,
axit amin tich dién lién quan dén nhiéu dic tinh ¢6 loi & do pH trung tinh bao gdm tdc
d6 trao dbi dém ting, sy thu hdi xtt Iy mau ting va d6 nhét giam. Tac dong cha axit
amin d6i v6i chudi bén tich dién dwong (vi du, arginin) hodc axit amin c6 chudi bén
tich dién 4m (vi dy, glutamat) dwoc danh gia trén khoang ndng do (tir S0 mM dén 150
mM) dé do c4 dién tich t4 dugc va néng d6 d6i véi do nhét. Cudi cing, CaCly duge st
dung 1am chét phu gia trong c4 dung dich xitrat/glutamat dang truong va wu truong do
dic tinh 1am giam d6 nhét tiém ning ciia nd nhu dugc md ta trong patent My sd

7,390,786.

Céc miu dugc trao dbi dém va dugc ¢ duge md ta & trén. Sau khi trao dbi
dém, ham luong protein cia tit ca ché phdm dugc tinh todn. Ngoai trir viée ché pham
chira glutamat 50 mM va CaCl, 50 mM, thi ché phém dugc két tia sau khi trao dbi
dém va khong duoc danh gia thém. Didu nay c6 thé mét phan 1a do d hoa tan han ché

clia xitrat va cation héa tri hai nhu Ca?".
Két qua:

Fig.4 minh hoa duéi dang biéu dd phéan trim protein thu héi sau khi trao ddi
dém dé nghién ctru d6 hoa tan/ddo nhét OMS646 bang cac ché pham dé xuat khac
nhau. Nhu duge thé hién trén Fig.4, xu huéng huéng dén su thu hdi ting ¢6 ndng dd
arginin ting duoc quan sat, trong d6 150 mM ché phim arginin thé hién su thu hoi
protein cao nhét bing 85%. Slj thu hdi déi v6i cac ché phdm con lai c6 thé so sanh
duogc va nim trong khoang 64-75%. Sau d6, cac mau dugc ¢ nhu dugec md ta & trén
cho dén khi chung tr& nén khong thé 1am viéc dugc. Tat ca ché phim duogc danh gia

d6 nhét nhu duge mo ta & trén va cac két qua dugc thé hién dudi day trong bang 3.

Bang 3: Téng két s6 liéu d6 nhdt tir nghién ctru tién ché phim

Mau | Dém Ta duoc Chéatphu | D6 pH Nong do Do nhét
gia (mg/mL) (cP)
Chat chudn 100 cP (yéu cau 97,2 cP) - 97,1
Chét chuin 50 cP (yéu cu 49,2) - 49,1
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S1 |20 mM|250 mM - 4,0 209,3 109,6
suxinat sorbitol

S2 120 mM|150 mM - 6,0 181,2 70,5
xitrat arginin

S3 120 mM|100 mM - 6,0 170,8 102,8
xitrat arginin

S4 120 mM |50 mM - 6,0 158,3 140,1

, xitrat arginin

S5 |20 mM | 150mM - 6,0 180,3 71,2
xitrat glutamat

S6 |20 mM|100 mM - 6,0 170,7 74,6
xitrat glutamat

S7 120 mM |50 mM - 6,0 152,7 137,0
xitrat glutamat

S8 |20 mM|150 mM| CaClL50 |6,0 202,8 73,4
xitrat glutamat mM

Nhu duogc thé hién & trén trong bang 3, 6 nhét dbi véi tit ca ché pham >70 cP,
va mic du khoang ndng d6 cudi cing rong, xu hudng 18 rang dugc quan sat. Tur sd
liéu so bd ndy, rd rang ring ndng d6 arginin hodc glutamat ting din dén d6 nhét giam.
Do nhét cia ché phim suxinat/sorbitol xudt hién c¢6 thé so sanh v&i ché pham 150 mM
axit amin. Viéc chtra CaCly thé hién su giam d0 nhét, trong d6 do nhét d6i v6i ché

phim nay c6 thé so sanh véi miu c6 ham luong protein thip hon 10%.

Bén ché phém (S1, S2, S5 va S8 duogc thé hién trong bang 3) dugc chon dé
phan tich d nhét chi tiét hon, trong d6 mau nguyén chét da thu hdi dugc pha lodng
thém trong dém ché phdm bang 25 mg/mL. Fig.5 minh hoa duéi dang biéu d6 d6 nhét
(nhu dugc xac dinh bédi su lép khit theo ham mii cta sb liéu do nhot) dbi voi néng do
protein dé nghién ctru d6 hoa tan/dd nhét OMS646 bing cac ché pham dé xuat khac
nhau. Su lip khit theo ham mii cta s lidu d6 nhét dwoc xéc dinh theo phuong phap
dugc md ta trong Connolly B. et al., Biophysical Journal vol 103:69-78, 2012. Nhu
duoc thé hién trén Fig.5, ché phim 150 mM glutamat va arginin thé hién ring hau hét
dudng cong dong nhit ma thé hién do nhdt cao nhat trén mdi don vi nong d6-do nhét
bing 25 cP c4n bang véi ~ 150 mg/mL OMS646. Ché phadm suxinat sorbitol thé hién
& dau d6 tdt hon, bang 25 cP twong ung v6i ham luong OMS646 duge wée tinh bang
~160 mg/mL. D6 nhét téng thé thdp nhit dugc quan sit trong ché phim chira CaCly
trong d6 ham lugng dugce udce tinh & 25 cP bing ~175 mg/mL. Két qua hip din nhit
ctia phan tich nay 14 ché phdm wu trwong chira 150 mM glutamat va 50 mM CaCl, lam

giam manh dd nhét cia miu. V6i mong muon tao ra ché phiam 16ng c6 nong do cao
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nhét c6 thé, viée ap dung cation hoéa tri hai va tinh uvu truong dé giam d6 nhot duoc

chuyén sang huéng nghién ctru d6 nhét bd sung.
Nghién ctru d6 nhét 14n thr ba

Dua vao cac két qua tir cac nghién ctru do nhdt ban dau dugc mo ta & trén,
nghién ctru bd sung dugc thuc hién dé x4c dinh lidu cac dic tinh 1am giam do nhét ro
rang cia CaCly ¢6 lién quan dén CaZ* hoa tri hai hodc tinh wu trvong hay khong. Viée
thay ddi t4 dugc vuot troi tir glutamat thanh arginin dwgc thure hién do tbc do trao ddi
dém cai thién dugc quan sat di v6i ché phdm chia arginin. S tich hopk cia histidin
duoc thuc hién do tiém nang dbi voi su chelat hoa cua Ca?* b'flng xitrat c6 thé dan dén
két ta. Cai dit phu cia miu cling danh gia tac dong ctia do pH va chét hoat dong bé
mat dbi v6i do nhot cia mAu, ciing nhu tic dong ciia CaCly va tinh wu truong déi véi
ché phém suxinat/sorbitol & 46 pH béng 4,0. MAu dugc trao ddi dém va dugc cd nhu
dugc mo ta ddi vai cac nghién ciu vé do nhét trude d6. o nhét dbi voi tit ca ché
phém duge do bang cach st dung dung cu kiéu tha bi nhu duge mo ta & trén. S6 lidu
d6 nhét dugce binh thudng hoa dén ndng dd protein trong miu bang 170 mg/mL. Piéu
ndy duge thuc hién bing cach tinh todn 14n ther nhat do nhét 1y thuyét tir ham lugng
protein do dugc bing cach sir dung hdi quy theo ham mii d6i v6i sb lieu do nhét/dd
hoa tan do nhét duge tinh toan trude d6 tir ché phdm xitrat/arginin & d§ pH bing 6,0
(y=0,0917%9361x) Py nhét duge binh thudng héa duge tinh todn bang cach nhan do
nhét ly thuyét dbi véi xitrat/arginin pH 6,0 & 170 mg/mL (42,4 cP) vé6i dd nhét do
duoc/do nhét 1y thuyét (xem bang 4, chu thich cudi trang b). PO nhét duge binh
thuong hoa tao thanh bdc 16 xu hudng rd rang hon béng cach 1am bing kha ning bién

d6i lién quan dén ndng do (xem bang 4 va Fig.6).

Béng 4. Tng két s6 liu d6 nhat ddi v6i ché phdm OMS646 (170 mg/mL)

Nong do6 | Do D6 nhét
) binh nhot | xdp xi
£ A AA Chat bo thuong | ly trung
gﬁ‘g’m Eflnﬂd‘-’ Taduge |phu |PS-80 | nhét |héa thuyét |binh &
gia (cP) | trung (cP)* | 170
binh mg/mL
(mg/mL) (cP)
Chat chuan 100 cP (yéu céu 97,2 cP) 96,9 |-
1A |20 mM|112,5 mM | CaCl, |- 38,8 1655 [36,0 |[457
xitrat arginin 25
& d6 pH mM
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1B bing 112,5 mM | CaCl, | 0,05% | 41,7 | 168.,5 40,2 44,0
6,0 arginin 25
mM
2 150 mM | - - 20,8 | 155,7 25,3 34,9
arginin
3 150 mM | CaCly |- 20,1 |157,0 26,5 32,2
arginin 25
mM
4 200 mM | - - 22,3 | 169,1 41,0 23,1
arginin
5 225 mM |- - 20,2 |169,0 40,9 20,9
arginin
6A 112,5 mM | CaCly | - 34,1 | 1654 35,9 40,4
arginin 25
mM
6B 20 mM | 112,5 mM | CaCl, | 0,05% | 31,0 |170,0 42,4 31,1
xitrat arginin 25
6 4o pH mM
7 bang 150 mM |- - 22,1 | 1589 28,4 33,0
5,0 arginin
8 150 mM | CaCl |- 17,4 | 1539 23,7 31,1
arginin 25
mM
9 75 mM | CaCl, |- 19,9 |174,5 49,9 16,9
arginin 50
mM
10A 112,5 mM | CaCl, | - 27,9 |169,6 41,8 284
arginin 25
mM
10B 112,5 mM | CaCl, | 0,05% | 28,1 | 184,6 71,8 16,6
20 mM arginin 25
histidin mM
11 &b 135 mM | CaCly |- 34,1 |167,1 38,2 37,9
pH' arginin 10
bang mM
12 6.0 150 mM | - - 35,5 |156,6 26,1 57,7
’ arginin
13 200 mM |- - 20,2 |167,2 38,3 22,3
arginin
14 225 mM | - - 16,4 |161,9 31,6 22,0
arginin
15 150 mM | CaCly |- 15,9 | 1649 35,2 19,1
arginin 50
mM
16A (20 mM | 125 mM |CaCl |- 19,5 |172,7 46,7 17,7
6 do sorbitol 50
pH mM
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16B bﬁng 125 mM | CaCl, |0,05% | 18,1 | 168,7 40,4 19,0
4,0 sorbitol 50
mM

17 250 mM | CaCly |- 15,5 |157,2 26,8 24.6
sorbitol 50
mM

18 250 mM - 16,8 | 161,3 31,0 23,0

sorbitol

" nhét ly thuyét duge tinh todn bing cach sir dung sy hdi quy dén dudong cong do
nhét & ham luong xitrat/arginin & do pH bing 6,0 duge do (y=0,0917¢0-0361x)

Do nhét 1y thuyét cua 170 mg/mL xitrat/arginin ¢ d6 pH bang 6,0 (42,4 cP)* (Do
nhé6t do duge/DJ nhét ly thuyét)

Fig.6 minh hoa dué6i dang biu dd sé liéu do nhét duge binh thudng hoéa ndng
d6 dé nghién ctru do nhét vai cac ché phdm OMS646 dé xuit khac nhau dua vao s6
lidu tir bang 4. Nhu duoc thé hién trén Fig.6 va bang 4, d6i v6i ché phim xitrat va
histidin, viéc xem xét bd sb liéu duge binh thudng hoa rd rang cho thiy ring tinh wu
truong din dén d6 nhét ciia mau giam, trong d6 phan 16n tic dong duge quan sét chi
ting vira phai trong ndng dd arginin. Vi du, do nh6t dugc binh thudng hoa cia ché
pham 12 (20 mM histidin v6i 150 mM arginin) bang 57,7 cP, so v&i d6 nhét bing
22.3 va 22,0 cP dbi vé6i ché phém histidin 14n luot chira 200 va 225 mM arginin. Xu
huéng tuong tu duge quan sat dbi véi ché pham xitrat/arginin. Khong c6 loi ich rd
rang cda viéc chira CaCly. Thay vao d6, ngac nhién phat hién ra rang khi khong c6
mat CaCl, thi dat dugc do nhét thép (vi du, nhé hon 25 cP) boi xitrat/arginin va ché
phém histidin/arginin c6 ndng do arginin cao hon hodc bang 200 mM. Viéc chira PS-
80 0,05% dan dén sy giam d6 nhét dang ké & hai trong sd ba ché phdm dugc danh gid
& do pH > 5,0. Cudi ciing, d6 nhét & do pH bang 5,0 xuit hién & dau d6 thap hon do
nhét d6i voi ché phdm so sanh & d6 pH bang 6,0.

Xem xét cac két qua thu duge tir cac nghién ctru do nhét, arginin wu truong, su
¢6 mat hodc khong cd mit cia cation hoa tri hai va ché pham suxinat/sorbitol & do pH
béng 4,0 dugc thuc hién huéng dén cac nghién ctru sang loc chit hoat dong bé mat dé
danh gid thém tac dong dbi v6i do 6n dinh v& mat vét ly, hinh dang va héa hoc ciia
OMS646.

4. Sang loc chét hoat dong bé mit

Tac dong ciia cht hoat dong bé mat ddi véi do 6n dinh OMS646 dugc dénh
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gia bang cach st dung cdc ché pham dé xuat dugc xac dinh trong cdc nghién ctu
truée duge mo ta trong ban mé ta nay. Pdi véi cac nghién ciru sang loc chét hoat

dong bé mit, sau ché phém dugc phén tich nhu sau:

20 mM xitrat, 200 mM arginin & d pH bang 5,0

20 mM xitrat, 200 mM arginin & 6 pH bﬁng 6,0;

20 mM suxinat, 250 mM sorbitol & do pH béng 4,0;

20 mM histidin, 200 mM arginin ¢ do pH bang 6,0;

20 mM histidin, 75 mM arginin/50 mM CaCl, & &6 pH bang 6,0;

20 mM histidin, 75 mM arginin/50 mM MgCl, & 46 pH bang 6,0

Timg ché phdm trong sdu ché phdm thé hién & trén dugc danh gid ma khong c6
chit hoat dong bé mat hodc khi c6 mat PS-80 0,01% dbi véi tong sd mudi hai diéu
kién ché phdm riéng biét. D6i v6i timg ché phim, OMS646 dugc trao dbi thanh dung
dich trao d6i dém (khong PS-80), dugce cd, ham lugng duge do va mau dugc binh
thuong héa dén 175 mg/mL protein. M&i ché phdm sau d6 dugc tach va PS-80 dugc
b6 sung vao cac mau thich hop dén ndng do cudi ciing bang 0,01% (khdi lugng/thé
tich).

Céc mAu da bao ché ting mAu duoc trai qua kich thich co hoc bang cach
khu?iy, va chu trinh lam d6ng/rd dong. DP&i v6i ca hai loai kich thich, 0,5 mL mau
duogc chuyén vao bén lo nhé thiy tinh bosilicat loai 1 (2,0 mL) va duge day kin bang
cach st dung niit FluroTec®. Dé kich thich bing cach khudy, cdc miu dugc dit trong
may ldc vi tm & 600 vong/phut trong ~60 giy & nhiét do trong phong. Mau ddi ching
khudy duoc giit bén canh may ldc trong thoi gian kich thich khudy. Pbi v6i chu trinh
lam d6ng/rd dong, cac miu duge déng bing & nhiét do -80°C trong >60 phit va sau d6
cho tan bang & nhiét d§ trong phong, trong tdng cong 5 chu trinh déng bang-tan bang.
Sau khi kich thich, cac mau duge bao quan & nhiét do 2-8°C cho dén khi phan tich.
MAu con lai duge duy tri ¢ nhiét d6 2-8°C 1a ddi ching khong duoc kich thich. V& bén
ngoai, phép do A280, DLS va SEC dugc thuc hién dé dénh gia tac dong cta chat hoat
dong bé mit dbi véi sy két tu va d6 6n dinh OMS646.

Két qua:

Sau khi kich thich sau ché phdm OMS646, khéng mau nao thé hién rd rang vét

liéu dang hat li€én quan dén san phém. Ham lugng protein vé co ban 1a khong dbi dbi
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V6i tht ca cac mau ctia ché phdm nhét dinh. Su phén tich s6 liéu DLS dbi véi mau 1am
dong/ra dong va miu khudy chi boc 16 su sai khac khé thy giita cac ché phdm va cac
loai kich thich, khong ¢6 xu hudng tdng thé o rang duge quan st lién quan dén viée
chira PS-80. M6t ngoai 18 1a ché phdm suxinat/sorbitol & d6 pH bang 4,0 trong d6 viéc
chira PS-80 din dén sy da phén tan tong thé cao (tic 13, da ché do) dé lam dong/ra
d6ng va mau ddi ching & nhiét do 5°C. Ché phdm axit ndy ciing thé hién 18 rang su
két tu/su tur lién két boi DLS khi khéng c6 mit PS-80 khi khudy.

Viéc phén tich sé liéu SEC duogc thuc hién dé danh gia cic san pham két tu
va/hodc cac san phdm phan hity bt ky phét sinh trong khi kich thich miu. Céc két qua
duogc téng két trong cac bang 5A-5D.

Bang 5A: Téng két s6 lidu SEC dbi voi ché phdm OMS646 sang loc chit hoat
dong bé mit (2-8°C)

C}}é bém Ta Chét bo | PS- Téng Monome Téng
pham duoc phu | pH | 80 HMW trung LMW
gia (%) trung binh (%) | trung binh
binh (%) (%)
M3u tham chiéu chua xir 1y trung binh 3,7 96,3 -
1 20 mM 200 - 5,0 - 3,0 96,3 -
p | xitrat | mM 0.01 | 3.1 96.9 ;
arginin
20 mM 200 - 6,0 - 3,2 96,8 -
4 | xirat | mM 001 | 33 96.7 ]
arginin
5 20 mM 200 - 6,0 - 3,3 96,7 -
6 histidin mM 0.01 3.4 96.6 )
arginin ’ ’ ’
7 20 mM 250 - 4,0 - 3,2 96,6 0,2
g | suxinat| mM 001 | 32 96.5 0.2
sorbitol
9 20mM | 75 mM | 50 mM | 6,0 - 3,3 96,7 -
11 {[20mM | 75mM | 50 mM | 6,0 - 3,4 96,6 -
12 histidin | arginin MeCly 0,01 3.5 96,5 )

Béng 5B: Tdng két s6 liéu SEC dbi v6i ché phdm OMS646 sang loc chét hoat
dong bé méat (Lam dong/rd dong)
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Cf}é bém Ta dugc Chit | Po | PS- Téng | Monome Tgng
pham phugia | pH | 80 | HMW trung LMW
(%) | trung binh trung
binh (%) binh
(%) (%)
Mau tham chiéu chua xir Iy trung binh 3,7 96,3 -
1 20mM | 200 mM - 50 - 3,1 96,9 -
2 xitrat arginin 0,01 3,2 96,8 -
3 20mM | 200 mM - 6,0 | - 3,3 96,7 -
4 xitrat arginin 0,01 3,3 96,7 -
5 20mM | 200 mM - 6,0 | - 3,3 96,7 -
6 | histidin arginin 0,01 34 96,6 -
7 |120mM | 250 mM - 40| - 3,2 96,6 0,2
8 suxinat sorbitol 0,01 3,2 96,6 0,2
9 20 mM 75 mM 50mM | 6,0 | - 3.4 96,6 -
10 | histidin arginin CaCl, 0,01 3,4 96,6 -
11 | 20 mM 75 mM 50mM | 6,0 | - 3,5 96,6 -
12 | histidin arginin MgCl, 0,01 3,5 96,6 -

Bang 5C: Téng két s6 liéu SEC d6i v6i ché pham OMS646 sang loc chét hoat

dong bé mit (25°C)
Ché | Pém |Tadugc| Chat | P§ | PS- Téng |Monome | Tong
phim phu gia | pH 80 HMW trung LMW
(%) trung binh trung
binh (%) binh
(%) (%)
Mau tham chiéu chua xir 1y trung binh 3,7 96,3 -
1 20 mM | 200 mM - 5,0 - 3,1 96,9 -
2 xitrat arginin 0,01 3,2 96,8 -
3 20 mM | 200 mM - 6,0 - 3.3 96,7 -
4 xitrat arginin 0,01 3.4 96,6 -
5 20 mM | 200 mM - 6,0 - 3,3 96,7 -
6 histidin | arginin 0,01 3.4 96,6 -
7 20 mM | 250 mM - 4,0 - 3.3 96,5 0,2
8 suxinat | sorbitol 0,01 3,3 96,5 0,2
9 20mM | 75mM | 50 mM | 6,0 - 3.4 96,6 -
10 | histidin | arginin | CaCl, 0,01 3,5 96,5 -
11 | 20mM | 75mM | 50mM | 6,0 - 3,5 96,5 -
12 | histidin | arginin | MgCl 0,01 3,5 96,5 -
Bang 5D: Téng két s lidu SEC d6i véi ché pham OMS646 sang loc chét hoat
dong bé mat (Khudy)
Ché Pém | Taduwgc | Chét |pH| PS-| Tong Monome | Tong
phim phu gia 80 | HMW | trung binh | LMW

_72-




36506

(%) | trung (%) trung
binh binh
(%) (%)
Mau tham chiéu chwa xt 1y trung binh 3,7 96,3 -
1 20 mM | 200 mM - 50| - 3,0 97,0 -
2 xitrat arginin 0,01 3,2 96,8 -
3 20mM | 200 mM - 6,0 - 3,3 96,7 -
4 Xitrat arginin 0,01 3,4 96,6 -
5 20mM | 200 mM - 6,0 - 3,3 96,7 -
6 histidin | Arginin 0,01 3,4 96,6 -
7 20 mM | 250 mM - 40| - 2,8 97,0 0,2
8 suxinat | sorbitol 0,01 3,3 96,5 0,2
9 20mM | 75mM | 50mM | 6,0 | - 3,4 96,3 0,3
10 histidin | arginin | CaCl, 0,01 3,5 96,5 -
11 20mM | 75mM | 50mM | 6,0 | - 3,4 96,6 -
12 histidin | arginin | MgCl; 0,01 3,6 96,5 -

Téng thé, nhu duoc thé hién & trong cic bang 5A-5D, s6 liéu SEC chi ra ring
phan tir OMS646 thudong khong nhay d6i véi viée chita PS-80 va ca kich thich 1am
dong/ra dong (bang 5B) va kich thich khudy (bang 5D), bat ké chit hoat dong bé mit.
Quan s4t thiy rang cic ché phdm OMS646 hoat dong kém nhit 14 cdc ché pham chira
chét phu gia cation héa tri hai (CaCl, va MgCly) trong d6 nguyén liéu c6 khéi lugng
phan tr cao (high molecular weight - HMW) d6i v6i cac miu nay dugc ting ro rang

s0 v&i cac mau khac va mirc monome thap nhat dugc quan sat.

5. Phan tich d6 6n dinh duéi diéu kién dugce kich thich va khong dugc kich thich trong
28 ngay

Sau khi han ché td hop dém, t4 dugc va chét hoat dong bé mit tiém nang thong
qua nghién ctru tién ché phém duge mo ta & trén, dém xitrat va dém histidin dugc bao
ché bing cach st dung 200 mM arginin trén khoang pH 5,5 — 6,5 & ndng dd cao bang
175 mg/mL va 200 mg/mL OMS646 dé xac dinh ché phdm thich hop nhét & ca diéu
kién duoc kich thich (40°C) va khong dugc kich thich (5°C). Arginin dugc chira &
murc vu truong (200 mM) do déc tinh gidm do nhét & ndng do ting cao. Dua vao su
t6i wu hoa sb liéu théng ké cua sb liéu tién ché pham, ché phim OMS646 thich hop
nhit duoc xac dinh 12 20 mM xitrat va 200 mM arginin. C4c panen mau cling dugc

didu ché dé danh gia tac dong ciia PS-80 0,01% dbi vi ché pham xitrat va histidin.

Sy trao doi dém dugc thuc hién nhu dugec mo ta & trén, cac mau duge cd va
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duoc pha lodng dé dat duoc ndng do dich bang 175 hodc 200 mg/mL OMS646. Trong
subt qué trinh tdi wu héa cubi cung, PS-80 duogc bd sung thanh 0,01% d6i véi cac ché
phim thich hop. Céac ché phdm nay duoc loc vo tring bang cach st dung Millipore
Ultrafree-CL GV 0,22 pM may ¢d vo tring. M6t lo nhé cta timg ché phdm duoc dat
& nhiét d6 5°C va mot lo nhé khac & nhiét do 40°C trong thoi gian 1 28 ngay. Cac miu
duoc phan tich & thoi diém To va 28 ngay lién quan dén ndng d6, vé bén ngoai, dd
duc, né)ng dd molal déng thdm thau, do pH, DLS, DSC va d¢ nhét. Viée U 28 ngay sau
d6, quan sat thiy rang ca hai ché phdm 175 va 200 mg/mL OMS646 suxinat/sorbitol
dugc bao quan & nhiét dd 40°C hién do dac dang gel, va do d6 khong dugc phén tich.

Két qua:

Lién quan dén sy phén tich d6 6n dinh, gia tri pH duy tri 6n dinh trong thoi
gian nghién ciru, bt ké ché phidm va didu kién bao quan. Sau 28 ngay, ca hai phan
tich SEC va SDS-CE chi ra su ting dang ké trong ham lugng LMW d6i v6i ché phim
c6 46 pH b%lng 5,0 va d6 pH b%mg 4,0 c¢o tinh axit, loai trir cac ché phém nay khoi viéc
xem xét thém. D6i véi xitrat/arginin va histidin/arginin c¢6 do pH bang 6,0 dugc bio
ché v6i PS-80 0,01%, hau hét dap tmg gin nhu khéng thé phan biét duge véi mau
khong chira chit hoat dong bé mit ¢é lién quan. Tuy nhién, SEC thé hién su giam ham
luong HMW tr 0,2% dén 0,6% so v&i ché phém dbi chiéu khong chira chét hoat dong
bé mat. Lién quan dén dic tinh giam d9 nhét 10 rang cua chit hoat dong bé mat,
polysorbat-80 (PS-80) dugc chon dé duge bao gdm trong cac nghién ciru ché phdm

thém.

Nbdng d va do nhét coa téng sb 10 ché phim dugc kiém tra sau 28 ngay &

nhiét d6 5°C. Céc két qua tiéu biéu duoc thé hién trong bang 6.

Bang 6. D) nhét ctia cac ché phém sau 28 ngay ¢ nhiét do 5°C.

Mau | Ché phdm Nong dd 28 ngay o | Do nhét (cP)
nhiét dd 5°C (mg/mL)
1 20 mM xitrat, 200 mM arginin, | 153.4 10,6
pH 6,0, 175 mg/mL. OMS646
2 20 mM histidin, 200 mM arginin, | 151,3 12,7
pH 6,0, 175 mg/mL OMS646
3 20 mM xitrat, 200 mM arginin, | 170,5 27,4
pH 6,0, 200 mg/mL. OMS646
4 20 mM histidin, 200 mM arginin, | 184,2 18,1
pH 6,0, 200 mg/mL. OMS646

-74-




36506

5 20 mM xitrat, 200 mM arginin, | 159,2 9,0
PS-80 0,01%, pH 6,0,
175 mg/mL OMS646

6 20 mM histidin, 200 mM arginin, | 156,0 7,8
PS-80 0,01%, pH 6,0, 175 mg/mL
OMS646

7 20 mM xitrat, 200 mM arginin, | 143,2 9,8
pH 5,0, 175 mg/mL OMS646

8 20 mM histidin, 200 mM arginin, | 182,4 15,9
pH 5,0, 200 mg/mL OMS646

9 20 mM suxinat, 250 mM sorbitol, | 150,6 14,5
pH 4,0, 175 mg/mL OMS646

10 20 mM suxinat, 250 mM sorbitol, | 184,3 18,0
pH 4,0, 200 mg/mL

Nhu duge thé hién & trén trong bang 6, ché phém co néng d6 cao hon thé hién
d6 nhét cao hon. Pidu quan tAm dang chu ¥ 13 quan sat thiy ring viéc chira PS-80 din
dén sy giam do nhét ddi véi ca ché pham xitrat (10,6 so v6i 9,0 cP) va histidin (12,7
so véi 7,8 cP), trong khi ciing bao toan su thu hoi protein. Su gidm dd nhét khi chira
PS-80 14 ¢6 lgi, cho phép ndng d6 cao hon ctia OMS646 trong khi duy tri do nhét thap
ma dugc xem 1a ¢ thé dung dng tiém trong thiét dat 1Am sang va ciling thich hop dé str

dung trong b0 tiém ty dong va cac thiét bi tiém khéc.
Téng két cac két qua

Muc dich chinh cia c4c nghién ctru nay 1a dé xac dinh thanh phan ché pham
ma s& din dén do dn dinh hoa hoc, vat Iy, va cdu trac t6i wu ciia khéng thé OMS646
¢6 ndng dod cao trong ché phim 16ng. Ngoai ra, cic nghién ctru cu thé vé do nhét duge
thyc hién véi muc dich thu duoc ché phdm cubi cing ¢6 ndng d6 khing thé OMS646

t61 da ma c6 thé duoc phan phdi kha thi bing cach ding duéi da.

Nhiéu loai dém, diéu kién pH, t& dugc, va néng do chét hoat dong bé mat duoc
danh gia theo kiéu lap lai qua thoi gian nghién ctru huéng dén danh gia hé dém, t4
dugc, @6 hoa tan, do nhdt, va cic nghién clru sang loc chét hoat dong bé mit. Nghién
ciu danh gid dém trén dudng co s¢ ban d4u kiém tra ndm loai dém khac nhau (axetat,
xitrat, suxinat, histidin, va phosphat) trén khoang pH 4,0 — 8,0. Su phéan tich bdi hé
bién tinh héa hoc DSC, DLS, va AVIA chi ra réng céc diéu kién c6 tinh axit va bazo
hon it nhit thich hop ddi v6i d én dinh khang thé OMS646. Dua trén cac két qua, hé

dém axetat, xitrat, va histidin dugc chon dé danh gid thém.
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Viéc sang loc t&4 dugc danh gid tadc dong cia NaCl, L-arginin, L-glutamat, L-
prolin, sucroza, va sorbitol d6i v&i d6 6n dinh khang thé OMS646 trong timg hé dém
trong sb6 ba hé dém dugc chon. Xitrat (pH béng 6,0) dugc thyc hién mot minh huéng
dén céc nghién ctu thém dé t6i da hoa khong gian thiét ké dé danh gia thém ta duogc.
Chi sucroza dugc loai trir 12 t4 duge tiém ning do sb liéu tan xa anh sang kém. Viée
sang loc d9 hoa tan danh gi4 kha ning cta ché phim xitrat (pH bang 5,0 va pH bang
6,0) chtra td hop déng truong ctia NaCl, sorbitol, arginin, glutamat, va prolin dé hd trg
ndng do dung dich cao ciia khang thé OMS646. Tit ca ché phim duoc cb vuot qué
150 mg/mL OMS646 ma khéng c6 bing chimg két tu. Tuy nhién, ché phim
suxinat/arginin va suxinat/glutamat, thé hién ro rang sy két tha/két tu sau khi bao quan
trong thoi gian ngén va khong duoc danh gia thém. Su phan tich sinh Iy ctia ché phim
xitrat chi thé hién céc sai khac nhé gifta t4 dugc & 4o pH béng 6,0 va sy gidm ham

luong HMW vira phai trong ché pham c6 do pH bang 5,0 dbi chiéu.

Viéc quan tam dén sb liéu tir phép do do nhét cla thiét dat phu nay cia mau,
goi y rang xitrat/glutamat va suxinat/sorbitol tao ra d§ nhét thap nhit. Do 6n dinh sinh
Iy twong tu nhét dinh dugc quan sét gifta céc td duge va sy quan trong cta viéc thu
ché phém c6 ham lugng OMS646 tbi uu, nghién ctru d nhét bd sung dugc thuc hién.
Céac nghién ctru d6 nhét nay xac dinh cation hoa tri hai va/hodc tinh wu truong vira
phai 1a yéu td dang ké trong viéc 1am gidm do nhét ché phim chtra khang thé
OMS646 & do pH trung tinh hon. Ca xitrat (pH 5,0 va 6,0) va histidin (pH 6,0) dugc
danh gia khi ¢6 mit 200 mM arginin. Histidin pH 6,0 ciing dugc ddnh gid khi ¢6 mat
75 mM arginin va 50 mM CaCl; hodc 50 mM MgCl. Cubi cung, suxinat/sorbitol pH
4,0 dugc kiém tra. Tét ca td hop dém/ta duge duge kiém tra trong sy khong c6 mit
hodc ¢6 mit cia PS-80 0,01% dé xac dinh néu chét hoat dong bé mit thuc déy do 6n
dinh khang thé OMS646 & didu kién khudy va kich thich 1am dong/rd dong. Tt ca ché
phém xuét hién 6n dinh chéng lai kich thich méi truong dugc sir dung, bat ké chat
hoat dong bé mat. Mot su quan st ndi bat 1a sy ting ham lugng OMS646 HMW dugc
quan sat bdi SEC dbi vé6i cac ché phdm chira cation héa tri hai. Do d6, loai bé CaCl
va MgCl, 1am t4 dugc tao ra sy xem xét thém. Suxinat/sorbitol cling thé hién d tinh
khiét ciia khang th8 OMS646 giam, chu yéu 14 do su ting rd rang cia tap chit LMW.
Trong khi su sai khéc gitta ché pham chira va thiéu PS-80 0,01% la nho, cac mau chira

chét hoat dong bé mit xuét hién dé thé hién ham lugng HMW ting vira phai (~0,1%)
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so v6i dbi chirng khong chira chét hoat dong bé mit cua ching.
Vidu3

Vi du nay md ta nghién ctru trong d6 ba ché phim OMS646 d xuit do nhot
thip, rit co dic duoc xac dinh dua trén nghién ctru tién ché pham duge mo ta trong vi

du 2, duoc so sanh vé kha ning bom tiém.
Tinh trang k¥ thuat/Co sé k§ thuat:

Thoi gian va luc dugc yéu cdu dé tiém bang tay (hodc thoi gian dugc yéu ciu
dé tiém st dung dung cu tiém tuw dong) 1 quan trong va c6 thé anh huéng dén viée
ngudi ding cudi cing d& dang sir dung san phdm va do d6 tuan thi viée ding. Luc
dugc yéu cdu dé tiém dung dich & téc d6 tiém nhat dinh thong qua kim c6 sé do va
chiéu dai dinh trude duge goi 1a ‘kha nang bom tiém’ (xem vi du, Burckbuchler, V.; et
al., Eur. J. Pharm. Biopharm. 76 (3), 351-356, 2010). Lién quan dén kha nang bom
tiém d& dung cho dbi twong 13 ngudi, con ngudi thudng khong mubn vuot qua luc
25N (mac du c6 cac ché phém trén thi truomg cé do nhdt cao hon). Kim 27GA hodc
kim thanh méng 27GA thong thudng duge xem Ia kim chuin dé tiém dudi da chia
khang thé don dong. Kim thanh méng 27GA ¢6 ID xép xi bang kim 25GA (s6 G cang
nho thi duong kinh cang 16n).

Nghién ctru duédi ddy dugc thuc hién dé xac dinh kha ning bom tiém cta ba

ché phdm OMS646 dé xuét c6 dd nhét thip, ndng do cao.
Phuong phép:

Dua trén nghién ctru tién ché phdm dugc md ta trong vi du 2, ba ché phdm
OMS646 dé xudt c6 ndng do cao dudi ddy dugc chon va dugc nghién ctru thém, nhu
duoc thé hién trong bang 7. Trong vi du nay, cac ché phim dugc didu ché bang cach
stt dung arginin hydroclorua, polysorbat 80 néu dugc chi dinh, va trinatri xitrat ho#c
histidin, ¢6 d pH duoc diéu chinh dén ndm trong khoang tir khoang 5,8 dén 6,0 bang

cach st dung axit clohydric.

Bang 7: Ché phdm OMS646 @& xuét c6 ndng do cao

Ch§ Pém/Ta dugc/Chat hoat dong bé | Nong do cua | Ham luong
pham | mét/dd pH OMS646 protein

1 20 mM xitrat, 200 mM arginin, 185 mg/mL 187,1
PS-80 0,01%, pH 5,8
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2 20 mM histidin, 200 mM arginin, 185 mg/mL 188,2
PS-80 0,01%, pH 5,9
3 20 mM xitrat, 200 mM arginin, pH 5,8 | 185 mg/mL 193.,3

1. Ndng d6 molal ddng thim thu va d6 nhét ctia ché phim OMS646 dé xuit

Nong d6 molal ddng tham thau va d6 nhét ciia ba ché pham d& xut duoc tao ra
nhu dugc thé hién trong bang 7 dugce xac dinh bing cach stir dung phuong phép duge
md ta trong vi du 2. Trang thai chit luu cta ché phdm duoc xem 1a phi Newton néu

%RSD >10 trén tdc d6 trugt dugc kiém tra. Cac két qué dugc thé hién trong bang 8.

Bang 8. Nong d6 molal ddng thdm thau va d nhét

Ché |[DPém/T4 duoc/Chat hoat|Nong |Nong do molal | Do | Trang
pham | ddong bé mat/do pH do dong tham thau | nhét | thai chat
(mOsm/kg) (cP) | luu

1 20 mM xitrat, 200 mM | 185 473 16,1 | Newton
arginin, PS-80 0,01%, pH | mg/mL
5,8

2 20 mM histidin, 200 mM | 185 440 15,9 | Newton
arginin, PS-80 0,01%, pH | mg/mL
5,9

3 20 mM xitrat, 200 mM | 185 468 21,3 | Newton
arginin, pH 5.8 mg/mL

2. Kha ning bom tiém ctia ché phdm OMS646 dé Xuét

Phuong phéap:

Phéan tich kha nang bom tiém cuia ba ché phém OMS646 dugc thuc hi¢n lién
quan dén su tai trung binh va tai t6i da bing cach st dung kim 27 GA (1,25”), 25GA
(1”) va kim thanh mong 25GA (17). Lép lai ba 1An dbi véi timg ché phim mdi ché
phim dugc tiém maot 1an. Két qua d6i véi mau kha niang bom tiém 1a trung binh ctia ba
1an 13p lai.

Két qua:

Ba ché phdm duoc thé hién trong bang 7 (chita OMS646 & 185 mg/mL) dugc
danh gia vé kha ning bom tiém ctia ching bang cach st dung kim 27GA (1,25”), kim
thanh méng 25GA (1), va 25GA (17). Két qua dugc béo céo 14 trung binh clia ba 1an
lap lai. Céc két qua dugc thé hién trong bang 9 va dugc minh hoa bang dd thi trén

Fig.7A va Fig.7B. Fig.7A minh hoa dudi dang biéu d6 sy tai trung binh (Ibf) ctia ba
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ché phdm OMS646 dé xuit bing cach st dung kim thanh mong 27GA, 25GA va
25GA. Fig.7B minh hoa dudi dang biéu dd su tai téi da (Ibf) cia ba ché phim
OMS646 @& xuit bang cach sir dung 27GA, 25GA va kim thanh méng 25GA.

Bang 9. Kha ning bom tiém cta ché phdm OMS646 d& xuit c6 ndng do cao

Ché | Piéukién Tai  trung | Taitdida |Tai  trung | Tai tdi
phim binh (1bf) (1bf) binh (\) da (N)
27 GA 4,72 5,07 20,99 22,55
1 25GA 1,88 2,03 8,36 9,03
25GA (thanh méng) | 1,27 1,36 5,65 6,05
27 GA 4,51 4,85 20,06 21,57
2 25GA 1,84 1,99 8,18 8,85
25GA (thanh méng) | 1,26 1,32 5,60 5,80
27 GA 5,58 5,83 24,82 25,93
3 25GA 2,29 2,51 10,18 11,16
25GA (thanh méng) | 1,50 1,60 6,67 7.11

Nhu duge mé ta & trén, lién quan dén kha ning bom tiém dé dung cho ddi
tugng 1a ngudi, con ngudi thudng khong mubn luc vuot qué 25N. Nhu dugc thé hién
& trong bang 9, tAt ca ba ché phAm OMS646 dé xut c6 ndng dd cao c6 kha ning bom
tiém c6 thé chap nhan duogc (tic 13, lvc khdng vuot qua 25N) khi tiém qua dng tiém
thanh méng 25GA hodc 25GA. Ché phdm #2 cling c6 kha ning bom tiém c6 thé chip
nhin dugc khi tiém qua kim 27G. Viéc bd sung PS-80 0,01% géy ra su cai thién

khong dugc mong doi vé kha niang bom tiém.
3. Phan tich SEC cuia ché phim OMS646 dé xuit sau khi tiém

Séc ky loai trir kich ¢& (size exclusion chromatography - SEC) dugc st dung
dé danh gia sb lwong san phdm két tu va phan hity c6 mit trong ba ché pham OMS646
dé xult sau khi tiém. Tém lai, hé thdng Agilent 1100 HPLC duogc lip voi cot
G3000SWxI1 SEC (Tosoh, 7,8 x 300 mm, kich c¢& hat 5 pm). Céc mau OMS646 duge
pha lodng dén 2,5 mg/mL trong pha dong SEC (140 mM kali phosphat, 75 mM kali
clorua, pH 7,0) va 20 uL miu dugc tiém vao cot HPLC. Hé thdng nay chay bang cach
st dung luu lugng béng 0,4 mL/phut, va protein rita gidi dugce phat hién bing su hép
thu & 280 nm (d0 rong dai 4 nm) khong c6 su hiéu chinh tham chiéu. D¢ danh gia sy
thich hop v& hé théng, tit ca cac miu dwoc xép boi miu tréng & pha dong va tiém

chudn loc gel, va nguyén liéu dbi chiéu duoc tiém hai 14n khi bt ddu quy trinh. Phan
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trim do phong pht dbi véi céc loai ¢6 khdi luong phan tir cao riéng ré va khéi lugng
phan tir cao (HMW) tdng va cac loai khdi lugng phéan ti (LMW) thdp, ngoai phin
trdim monome va tong dién tich dinh nguyén ven dugc béo céo.

Két qua:

Céc két qua phan tich SEC ctia ché phdm OMS646 c6 ndng d6 cao dé xuit sau
khi tiém duoc thé hién trong bang 10.

Bang 10. Phan tich SEC ctia ché phdm OMS646 c6 ndng do cao sau khi tiém

Ché phim Diéu kién % tinh khiét % HMW % LMW
Pdi ching 96,5 3,3 0,1
27 GA 96,4 3,5 0,2
1 25 GA 96,4 3.4 0,2
25GA (thanh 96,4 3.4 0,2
mong)
Dbi chimg 96,6 3.4 Khong phat
hién dugc
27 GA 96,5 3,5 Khong phat
5 hién duoc
25 GA 96,5 3,5 Khong phét
hién duogc
25 GA (thanh 96,5 3,5 Khong phat
mong) hién dugc
Dbi chimg 96,5 3.4 0,2
27 GA 96,3 3,5 0,2
3 25 GA 96,4 3,5 0,2
25 GA (thanh 96,3 3,5 0,2
mong)

Céc két qua nay thé hién su it thay ddi hodc khong thay ddi do tinh khiét boi
SEC sau khi d4y ra qua kim.

Téng két két qua: Céc két qua phan tich kha ning bom tiém chimg minh ring
ca ba ché phdm OMS646 @& xuat co ndng d6 cao c6 kha ning bom tiém c6 thé chép
nhén duge khi kiém tra st dung kim thich hop dé dung dudi da va it thay d6i hoic
khong thay d6i d6 tinh khiét cia OMS646 sau khi dAy ra qua kim. Viéc bd sung PS-80
0,01% cung cAp su cai thién khong mong mubn vé kha ning bom tiém cia ché phim
chira xitrat arginin.

Vidu4

Vi du nay mé ta nghién ctru ma dugc thuc hién dé danh gia do on dinh ctia ché
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phim chira khang thé OMS646 d& xuét c6 d6 nhét thdp, ndng dd cao khi bao quan

trong thoi gian dai.
Phuong phép:

Nghién ctu nay dugc thuc hién dé danh gid do én dinh ciia ché phdm chua
khang thé OMS646 c6 ndng d6 cao dé tiém dudi da sau khi bao quan trong thoi gian
dai.

Hai ché phim & xuit duoc danh gia nhu dué6i day:

A) 20 mM xitrat, 200 mM arginin, PS-80 0,01%, pH 5,8 (185 mg/mL
OMS646)

B) 20 mM histidin, 200 mM arginin, PS-80 0,01%, pH 5,9 (185 mg/mL
OMS646)

Céc miu dugce nap vao 1o nhé éng thiy tinh Schott loai 1 USP kich ¢& 2mL,
13mm (West Pharmaceuticals), véi 1,0mL mau nap, duoc nép b??mg nut Fluorotec
13mm (West Pharmaceuticals), va dugc bit béng bit nhom 13FO c¢é nép (West
Pharmaceuticals hodc twong dwong). Lo nhé chira miu dugc bao quan trong budng
dugc kiém sodt nhiét d dat dén do 6n dinh ¢ nhiét d6 -75 + 10°C, -20 + 5°C, 5 + 3°C,
25+ 2°C/60 + 5% RH, va 40 + 2°C/75 + 5%RH. Dich cua it nhét 40 1o nho chira mau
ctia mbi ché phim dugce bio quan cho nghién ctru nay. Cac mau dugc béo quan dudi
dang chat 16ng dugc bao quan theo huéng ngugc, trong khi cdc miu dong lanh dugce
bao quan thing dung. S6 1o nhé duge yéu cau duoc kéo & cac thoi diém va diéu kién
lién quan, va cac mau duoc dic trung béi cac phuong phép dudi day: VE bén ngoai
kidm tra bang mét, ham lugng protein bang A280, ndng d6 molal déng thim thau,
SEC-HPLC, pH, va MASP-2 ELISA. S liéu SEC-HPLC lam vi du dugc tong két
trong bang 11 va thé hién rang khdng thé OMS646 duy tri tinh nguyén ven ctia n6 sau
khi bao quan & nhiét do 5°C trong 6, 9 va 12 thang. S liéu ELISA x4c nhén ring
khang thé bao toan chirc nang cta no sau khi bao quan & nhiét do 5°C trong 6, 9 va 12
thang.

Két qua: Cac két qua ctia nghién ctru nay dugc tdng két trong bang 11 duéi
day.

Bang 11. D6 6n dinh ciia ché phim nhu duge phén tich bdi SEC
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Ché phdm Thoi diém | Diéu kién HMW Pinh LMW
tbng chinh tbng (%)
(oligome) | (monome)
(%) (%)
TO NA 3,9 96,1 -
-20°C 2,5 97,5 -
Lthing  |5.C 2,6 97,4 -
25°C/60% 2,7 97,3 -
RH
-20°C 2,9 97.1 -
Sthang  |2.C 3,1 96,9 ;
185 mg/mL 25°C/60% 3.4 96,6 -
OMS646 RH
20 mM xitrat -20°C 2.8 97,2 -
200mM arginin 3 than 5°C 2.9 97,1 -
0,01% polysorbat & [25°C/60% |33 96,0 0,7
80 RH
pH 5,8 -20°C 1,7 98,3 -
, 5°C 1,9 98,1 -
6thing 1 5eCi60% (2.0 98,0 :
RH
50C 3.4 96,6 -
9thang | 25°C/60% 4,0 95,7 0,2
RH
12 thang | 5°C 34 96,6 -
TO NA 3.8 96,2 -
-20°C 2,7 97,3 -
Lthing | 2.C 2,7 97,3 -
25°C/60% 2,9 97,1 -
RH
185 mg/mL | -20°C 2,9 97,1 -
OMS646 D thang  |2C 33 96,7 -
20 mM histidin 25°C/60% 33 96,7 -
200mM arginin RH
0,01% polysorbat -20°C 2,8 97,1 0,1
80 3 thin 5°C 3,0 96,9 0,1
pH 5,9 & 125C/60% | 3.1 96,1 0,8
RH
-20°C 1,8 98,2 -
, 50C 1,9 98,1 -
6thing I 5eCl60% | 2.0 98.0 i
RH

Nhu duoc thé hién trong bang 11, su it thay dbi hoac khong thay dbi do tinh
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khiét dugc quan st trong cac mau dugc bao quan trong 9 thang & nhiét dd -20°C hoic
dugce bao quan & nhiét d6 5°C 1én dén 12 thang, nhiét d6 bao quan dy dinh. Do tinh
khiét ctia cac miu duoc bao quan & nhiét do 25°C ciing dugc duy tri qua 2 thang, tuy
nhién, sy thay dbi nhe vé do tinh khiét & nhiét d6 25°C duogc quan sat qua 9 thang bao

quan.
Vidu5

Ché phdm 1am vi du chira khang thé OMS646 trc ché MASP-2 & d6 pH 5,8
duogc didu ché bang cach két hop OMS646 (185 mg/mL) véi xitrat (20 mM), arginin
(200 mM) va polysorbat 80 (0,01%). Natri xitrat dihydrat (4,89 mg/mL) va axit xitric
monohydrat (0,71 mg/mL) dugc sir dung dé diéu ché dém xitrat, v6i axit clohydric
va/hodc natri hydroxit duge st dung dé didu chinh d6 pH khi cén thiét.

D6 nhét ciia ché phim nay duge do bang nhét ké mao din, va cic két qua duge
thé hién trong bang 12. C6 sy giam nhe trong do nhét & tbc d6 truot cao hon, véi tat
ca gié tri dudi 13 cP.

Bang 12: Dy nhét cia ché phém OMS646 1am vi du duoc do & cac tbc do truot
khéac nhau

Ché pham Nhiét d6 (°C) | Tdc d6 trugt (1/gidy) | PO nhét (cP)
185 mg/mL OMS646 25,0 103000 12,2

20 mM xitrat 25,0 156000 11,5
200mM arginin 25,0 211000 11,0
0,01% polysorbat 80

pH 5,8

Xéc dinh duge rang dbi twong 1a nguoi ding lidu véi 185 mg/mL ché phim
OMS646 lam vi du dugc md ta trong vi du ndy (ca ding bing cich tiém dudi da va
trong tinh mach sau khi pha lodng) dan dén mutc do wc ché con duodng lectin cao va

bén viing.

Trong khi cac phuong an dugce vu tién cua sang ché dugc minh hoa va md ta,
dwgc danh gid cao ring cac sy thay dbi khac nhau d6i v6i cac ché phdm va phuong
phap dugc boc 1 ¢6 thé duge thuc hién trong d6 ma khong xa rdi nguyén tdc va pham
vi ctia sang ché. Do d6, duoc du dinh 14 pham vi ctia don séng ché néu trén chi bi gidi

han bdi céc dinh nghia ctia cac dieém yéu cau bao ho kem theo.
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Theo mo ta & trén, cadc dau hi€u cla sdng ché nhu céc phuong an dudi day.

1. Duge phim én dinh thich hop dé ding ngoai dudng tiéu hoa cho dbi tugng 14 dong

vét ¢6 v, trong d6 duoc phim nay chia:
(a) dung dich nudc chira hé dém c6 d6 pH nam trong khoang tir 5,0 dén 7,0; va

(b) khang thé don dong hodc manh cta khang thé nay gin dic hiéu v6i MASP-
2 & ngudi c6 ndng dd nim trong khoang tir khoang 50 mg/mL dén khoang 250
mg/mL, trong d6 khang thé hoic méanh cta khang thé nay chia (i) ving bién d6i chudi
ning chita CDR-H1, CDR-H2 va CDR-H3 cia SEQ ID NO:2 va (ii) ving bién ddi
chudi nhe chtra CDR-L1, CDR-L2 va CDR-L3 ctia SEQ ID NO:3, hodc bién thé cua
ching chtra ving bién ddi chudi ning ¢6 do ddng nhét it nhit 95% véi SEQ ID NO:2
va ving bién dbi chudi nhe c6 do dong nhAt it nhét bang 95% véi SEQ ID NO:3;

trong d6 ché phdm c6 d6 nhét nim trong khoang tir 2 dén 50 centipoa (cP), va
trong d6 dugc phdm nay 1 6n dinh khi duge bao quan & nhiét do nim trong khoang tir

2°C dén 8°C trong it nhat mot thang.

2. Dugc phdm theo muc 1, trong d6 néng d6 ctia khang thé trong dugc phim nay nim

trong khoang tir khoang 100 mg/mL dén khoang 225 mg/mL.

3. Dugc phidm theo muc 1, trong d6 ndng do cia khéng thé trong dwgc phim nay nim

trong khoang tir khoang 150 mg/mL dén khoang 200 mg/mL.

4. Dugc phdm theo muc 1, trong d6 ndng do ctia khang thé trong duoc phim nay nim

trong khoang tir khoang hodc khoang 175 mg/mL dén khoang 195 mg/mL.

5. Duoc phém theo muc 1 hodc muc 2, trong dé6 d§ nhdt cua duge phém nay nam

trong khoang tir khoang 2 cP dén khoang 40 cP.

6. Duoc phém theo muc 1 hodc muc 2, trong d6 dd nhét cua duge phém nay nim

trong khoang tir khoang 2 ¢cP dén khoang 30 cP.

7. Dugc phém theo muc 1 hodc muc 2, trong d6 dd nhét cia dugc phém nay nam

trong khoang tir khoang 2 cP dén khoang 25 cP.

8. Duoc pham theo muc 1 hoic muc 2, trong d6 dd nhét cia dugc phidm nay nim

trong khoéang tir khoang 2 cP dén khoang 20 cP.

9. Duogc phém theo muc 1 hodc muc 2, trong d6 dd nhét cua dugce phém nay nam
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trong khoang tir khoang 2 cP dén khoang 18 cP.

10. Dugc phim theo muc bat ky trong s6 cac muc tir 1 dén 9, trong d6 hé dém chira it
nhit mot chit dém dugc dung c6 hing s phan ly axit trong 2 don vi pH cta d6 pH

cua dugc pham.

11. Duoc phém theo muc bét ky trong s6 cac muc tir 1 dén 10, trong d6 h¢ dém chtra

it nhit mot chit dém duge chon tir nhém bao gém suxinat, histidin va xitrat.
12. Dugc phém theo muc 11, trong do it nhét mot chat dém 14 histidin hosc xitrat.

13. Dugc phdm theo muc bat k¥ trong s cac muc tir 1 dén 12, trong d6 it nhat mot

chit dém 1a xitrat.
14. Duoc phém theo muc 13, trong d¢ it nhéit mot chit dém 14 natri xitrat.

15. Duge phim theo muc bat ky trong sd cac myc tir 1 dén 12, trong d6 it nhat mot

chat dém 13 histidin.
16. Duoc phém theo muc 15, trong do it nhit mot chét dém 1a L-histidin.

17. Duge pham theo muc 13, trong d6 xitrat ¢6 mit trong dung dich c6 nbéng do nim
trong khoang tir 10 mM dén 50 mM.

18. Duoc phém theo muc 15, trong d6 histidin ¢6 mit trong dung dich c6 n6ng do
nim trong khoang tir 10 mM dén 50 mM.

19. Dugc phim theo muc bét ky trong s cac muc tir 1 dén 18, trong d6 dugc phim
con chira it nhat mét ta dugc duge chon tir nhém bao g?)m protein, axit amin, duong,
ruou polyhydric, mubi, axit béo va phospholipit.

20. Dugc phdm theo muc 19, trong d9 it nhét mot ta dugc 1a chit bién ddi d6 truong &
luong du dé duoc phdm nay 13 wu truong.

21. Dugc phém theo muc 20, trong dé chét bién dbi d6 truong dugc chon tir nhém bao
gdm axit amin ¢6 chudi bén tich dién, dudng hodc ruou polyhydric khac va mudi.

22. Duogc phém theo muc 21, trong do chit bién ddi do truong 1a dudng hoic rugu
polyhydric khac va dugc chon tir nhéom bao gdm sucroza, trehaloza, manitol va

sorbitol.

23. Dugc phdm theo muc 21, trong d6 chét bién ddi do truong 12 mubi duge chon tir
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nhém bao gédm NaCl hodc mudi ctia axit amin.

24. Dugc phdm theo muc 21, trong d6 chat bién ddi d trrong 13 axit amin ¢ chudi

bén tich dién.

25. Dugc phim theo muc 24, trong d6 axit amin c¢6 chudi bén tich dién c6 trong ché
phim c6 ndng d6 nam trong khoang tir khoang 150 mM dén khoang 300 mM.

26. Dugc phém theo muc 24 hodc 25, trong dé chét bién dbi do truong la axit amin c6
chudi bén tich dién am.

27. Duogc phém theo muc 24 hoac 25, trong dé ta dugc bién dbi do truong 1a axit amin
c6 chudi bén tich dién duong.

28. Duogc phdm theo muc 26, trong d6 chit bién d6i d6 truong 1a glutamat.

29. Duoc phdm theo muc 27, trong d6 chit bién ddi d6 truong 13 arginin.

30. Dugc phdm theo muc 29, trong d6 chit bién dbi do truong 1a L-arginin HCL.

31. Duoc phdm theo muc 29, trong d6 arginin ¢6 mt trong dung dich & ndng d6 wu

trrong nim trong khoang tir 200 mM dén 300 mM.

32. Dugc phdm theo muc 17, trong d6 dung dich chira khoang 20 mM xitrat va cé do
pH nim trong khoang tir khoang 5,5 dén khoang 6,5.

33. Dugc phdm theo muc 32, trong d6 dung dich con chua arginin & ndng do biang

khoang 200 mM.

34. Dugc pham theo muc 18, trong d6 dung dich chira khodng 20 mM histidin va ¢
d6 pH nim trong khoang tir khoang 5,5 dén khoang 6,5.

35. Dugc pham theo muc 34, trong d6 dung dich con chua arginin & ndéng do bang

khoang 200 mM.

36. Dugc phim theo muc bt ky trong s6 cac muc tir 1 d&én 35, trong d6 dung dich con
chtra chit hoat dong bé mit c6 néng do tir khoang 0,001% (khéi lugng/thé tich) dén
khoéng 0,1% (khéi lugng/thé tich).

37. Duogc phrflm theo muc 36, trong do chét hoat dong bé mit 1a chit hoat dong bé mat

khong ion.

38. Duoc phém theo muc 37, trong d6 chit hoat dong bé mat 1a polysorbat hodc
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poloxame.
39. Duoc phdm theo muyc 38, trong d6 chit hoat ddng bé mit 14 polysorbat 80.

40. Dugc phim theo muc bét ky trong s cac muc tir 1 dén 39, trong d6 dwge phim
nay 1a 6n dinh khi dugc bao quan & nhiét do nim trong khoang tir 2°C dén 8°C trong

it nhat 6 thang.

41. Dugc phim theo muc bat ky trong sb cac muc tir 1 dén 39, trbng d6 dugc phim
nay 1a 6n dinh khi duge bao quan & nhiét d6 nim trong khoang tir 2°C dén 8°C trong

it nhét 12 thang.

42. Dugc phdm theo muc bat ky trong sé cac muc tir 1 dén 39, trong d6 d9 nhét nhd
hon khoang 25 cP.

43. Dugc phim theo muc bat ky trong sé cac muc tir 1 dén 39, trong d6 d9 nhét nhd
hon khoang 20 cP.

44. Duoc phém theo muc bét ky trong sb cac muc tir 1 dén 39, trong d6 do nhot nhéd
hon khoang 18 cP.

45. Duoc phém theo muc bat ky trong s6 cac muc tir 1 dén 39, trong d6 luc trugt khi
tiém ctia duoc phdm nhoé hon hodc bing khoang 25 Newton khi dugc tiém qua kim

27GA 1,25” & nhi¢t do trong phong.

46. Duoc phém theo muc bét ky trong s6 cac muc tir 1 dén 39, trong do luc truot khi
tiém ctia dugc phdm nho hon hoic bang khoang 20 Newton khi dugc tiém qua kim

25GA 1” ¢ nhiét d0 trong phong.

47. Dugc phim theo muc 1, trong d6 dugc phdm nay chira: khoang 20 mM natri
xitrat, khoang 200mM L-arginin HCI, trong d6 ndng do cia khang thé trong dugc
pham nay nam trong khoang tlr khodng 175 mg/mL dén khoang 195 mg/mL, va trong
d6 d6 nhét nhd hon khoang 25¢P.

48. Dugc phdm theo muc 47, trong d6 dugc phidm nay con chira polysorbat 80 véi
lwgng ndm trong khoang tir 0,001% khéi lwong/thé tich dén 0,05% khdi lugng/thé
tich.

49. Dugc phdm theo muc 1, trong d6 dugc pham nay chira: khoang 20mM L-histidin,
khoang 200mM L-arginin HCI, trong d6 ndng do ctia khéng thé trong dugc phdm nay
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nam trong khoang tir khoang 175 mg/mL dén khoang 195 mg/mL, va trong d6 d6
nhét nhé hon khoang 25¢P.

50. Dugc pham theo muc 49, trong d6 duwoc phim nay con chira polysorbat 80 véi
lwong ndm trong khoang tir 0,001% khdi lwong/thé tich dén 0,05% khdi lugng/thé
tich.

51. Dugc phdm theo muc bit ky trong s6 cac muc tir 1 dén 50, trong d6 dugc pham
nay la vo trung.

52. Duoc phdm theo muc bt ky trong sé cac muc tir 1 dén 50, trong d6 khang thé don
dong 13 khang thé don dong c6 chiéu dai day du.

53. Dugc phdm theo muc 52, trong d6 khang thé 1a khang thé IgG4 c6 chiéu dai day
dd cda nguoi.

54. Dugc phadm theo muc 53, trong d6 IgG4 chira dot bién trong viing ban 8.

55. Duoc phdm theo muc bét ky trong s6 cac muc tir 1 dén 54, trong d6 duoc phdm
nay khong chira sucroza hodc sorbitol.

56. Dugc phim theo muc bat ky trong s6 cac muc tir 1 dén 54, trong d6 dugc phim
nay khong chira CaCl,.

57. Dugc phdm theo muyc bit ky trong s6 cac muc tir 1 dén 54, trong d6 dugc phim
nay khong chita MgCl,.

58. Dugc phidm theo muc bat ky trong s6 cac muc tir 1 dén 54, trong d6 dugc phdm
nay khong chtra CaCl, va trong d6 dugc pham nay khong chira MgCla.

59. Dugc phdm theo muc bét ky trong sé cac muc tir 1 dén 54, trong d6 dugc phim
nay khong chtra chit phu gia cation héa tri hai.

60. Dugc phdm theo muc bat ky trong s& cac muc tir 1 dén 59, trong d6 ndng do ctia
khang thé bang khoang 185 mg/mL.

61. Dugc phim theo muc bét ky trong s cac muc tir 1 dén 60, trong d6 dugc phdm
nay con chira enzym hyaluronidaza & lwong hitu hi¢u dé 1am tang su phan tan va/hodc
hép thu cta khang thé sau khi ding dudi da.

62. Dugc phdm theo muc 61, trong d6 duge pham nay chtra tir khoang 100 U/mL dén
khoang 20.000 U/mL enzym hyaluronidaza.
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63. Dugc phdm theo muc 1, trong d6 duge phdm nay chia:

(a) polysorbat 80 c6 ndng do tir khoang 0,01 dén khoang 0,08% khéi lwong/thé

tich;

(b) L-arginin HCI ¢6 ndng do tir khoang 150 mM dén khoang 200 mM;

(¢) natri xitrat c6 ndng d tir khoang 10 mM dén khoang 50 mM; va

(d) khang thé c6 ndng dd ndm trong khoang tir khoang 150 mg/mL dén khoang
200 mg/mL.

64. Dugc pham theo muc 1, trong d6 duge pham nay chira:

(a) polysorbat 80 c6 ndng do tir khoang 0,01 dén khoang 0,08% khéi luong/thé

tich;

(b) L-arginin HCI ¢6 ndng dd tir khoang 150 mM dén khoang 200 mM;

(¢) L-histidin ¢6 ndng do tir khoang 10 mM dén khoang 50 mM; va

(d) khang thé ¢6 ndng d6 nim trong khoang tir khoang 150 mg/mL dén khoang
200 mg/mL.

65. Dugc phim theo muc 1, trong d6 dugc pham nay chtra:

(a) polysorbat 80 c6 ndng dd bang khoang 0,01 khéi lwong/thé tich;
(b) L-arginin HCI ¢6 ndng d6 bang khoang 200 mM;
(¢) natri xitrat c6 ndng d bang khoang 20 mM; va

(d) khang thé c6 ndng do nim trong khoang tlr khoang 175 mg/mL dén khoang

195 mg/mL.

66. Dugc pham theo muc 1, trong d6 dugc phim nay chira:

(a) polysorbat 80 c6 ndng d bang khoang 0,01% khéi lwong/thé tich;
(b) L-arginin HCI ¢6 ndng d6 bang khoang 200 mM;
(¢) L-histidin c6 ndng d6 bing khoang 20 mM; va

(d) khang thé c6 ndng d6 nam trong khoang tir khoang 175 mg/mL dén khoang

195 mg/mL.

67. Dugce pham theo muc 1, trong d6 dugc pham nay chira:
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(a) polysorbat 80 c6 ndng d6 bang khoang 0,01% khbi hrong/thé tich;

(b) L-arginin HC1 ¢6 ndng d6 bang khoang 200 mM;

(c) natri xitrat ¢6 ndng do bang khoang 20 mM; va

(d) khang thé c6 ndng dd nam trong khoang tir khoang 175 mg/mL dén khoang
195 mg/mL.
68. Dugc pham theo muc 1, trong d6 dugc pham nay chia:

(a) polysorbat 80 c6 ndng dd biang khoang 0,01% khdi lwong/thé tich;

(b) L-arginin HC1 ¢6 ndng do bang khoang 200 mM;

(¢) L-histidin ¢6 ndng do bang khoang 20 mM; va

(d) khang thé c6 ndng d6 nim trong khoang tir khoang 175 mg/mL dén khoang
195 mg/mL.

69. Duoc phém theo muc bat ky trong s cac muc tr 63 dén 68, trong d6 dugc phém
nay con chtra tir khoang 100 U/mL dén khoang 20.000 U/mL enzym hyaluronidaza
hiru hiéu dé 1am ting sy phén tan va/hodic hép thu clia khang thé sau khi dung dudi da.
70. Dugc phim chira nu6e 6n dinh thich hop dé dung ngoai dudng tiéu héa cho dbi
tuong 1a dong vat c6 vi, trong d6 duge phim nay vé co ban chira:

(a) polysorbat 80 c6 ndng do tir khoang 0,01 dén khoang 0,08% khdi lwong/thé
tich;

(b) L-arginin HCI ¢6 ndng 6 tir khoang 150 mM dén khoang 200 mM;

(c) natri xitrat c6 ndng do tir khoang 10 mM dén khoang 50 mM; va

(d) khang thé don dong hodc manh ciia khang thé nay gin dic hi¢u véi MASP-
2 & ngudi & ndng d6 nam trong khoang tir khoang 150 mg/mL dén khoang 200
mg/mL, trong d6 khang thé hodc manh ctia khang thé nay chira (i) ving bién d6i chudi
ning chira CDR-H1, CDR-H2 va CDR-H3 cua SEQ ID NO:2 va (ii) ving bién déi
chudi nhe chita CDR-L1, CDR-L2 va CDR-L3 ctia SEQ ID NO:3, hogc bién thé cta
chiing chira ving bién d8i chudi nang ¢6 d6 ddng nhét it nhit 95% véi SEQ ID NO:2
va ving bién ddi chudi nhe c6 d6 ddng nhat it nhit bang 95% véi SEQ ID NO:3;

trong d6 dugc phdm c6 d6 pH nim trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang
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7,0, d6 nhét ndm trong khoang tir 2 dén 50 centipoa (cP), va trong d6 dugc phdm nay
1a 6n dinh khi dugc bao quan & nhiét do nam trong khoang tir 2°C dén 8°C trong it

nhit mét thang.

71. Duge phdm chira nude én dinh thich hop dé dung ngoai dudng tiéu hoéa cho dbi

tuong 1a dong vat c6 vii, trong d6 duge phdm nay vé co ban chira:

(a) polysorbat 80 c6 ndng do tir khoang 0,01 dén khoang 0,08% khdi lugng/thé
tich;

(b) L-arginin HCI ¢6 ndng db tir khoang 150 mM dén khoang 200 mM;

(¢) L-histidin ¢6 ndng do tir khoang 10 mM dén khoang 50 mM; va

(d) khang thé don dong hodc manh ctia khang thé nay gan dic hidu véi MASP-
2 & ngudi & néng d6 nam trong khoang tir khodng 150 mg/mL dén khoang 200
mg/mL, trong d6 khang thé hoic manh ctia khang thé nay chira (i) ving bién d6i chudi
ning chira CDR-H1, CDR-H2 va CDR-H3 cta SEQ ID NO:2 va (ii) ving bién déi
chudi nhe chita CDR-L1, CDR-L2 va CDR-L3 ciia SEQ ID NO:3, hoc bién thé cia
chiing chira ving bién dbi chudi ning ¢6 do ddng nhat it nhit 95% véi SEQ ID NO:2
va ving bién dbi chudi nhe c6 d6 ddng nhat it nhat bing 95% véi SEQ ID NO:3;

trong d6 duoc pham c6 d6 pH nim trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang
7,0, d6 nhét ndm trong khoang tir 2 dén 50 centipoa (cP), va trong d6 dugc pham nay
1a 8n dinh khi duoc bao quan & nhiét do nim trong khoang tir 2°C dén 8°C trong it
nhét mot thang.

72. Duoc phdm theo muc bét ky trong sé cac muc tir 1 dén 71, trong d6 khang thé
hodc manh ctia n6 chira ving bién dbi chudi ning chira trinh tw axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO:2 va vung bién ddi chudi nhe chra trinh ty axit amin dugce néu
trong SEQ ID NO:3.

73. Vat chtra kin chira duge phim theo muc bit ky trong s6 cac muc tir 1 dén 72.

74. Thiét bi dung dudi da chira duge phim trong thiét bi nay theo muc bét ky trong sb

cdc muc tir 1 dén 72.

75. Kit chira vat chita dugc nap sén chira duoc phdm chira khang thé MASP-2 theo

muc bét ky trong s& cic myc tir 1 dén 72 va huéng dan st dung duge pham.
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76. Kit theo muc 75, trong d6 vat chtra duge nap sin duoc chon tir nhém bao gém:
6ng tiém, dung cu ti€ém dang but, 1o nhé kin, dung cu ti€m ty dong va thiét bi bom (vi

du, bom dan trén co thé hoic bom khi 4p).
77. Kit chira:

(a) vat chira thir nh4t duoc nap sén chira duoc phim chira khang thé MASP-2

theo muc bét ky trong sb cac muc tir 1 dén 60 hodc cac muc tir 63 dén 72;

(b) vat chira th hai duoc nap sin chira luong enzym hyaluronidaza hitu hiéu
dé 1am tang su phan tan va/hodc hip thu ctia khang thé MASP-2 sau khi ding dudi da;
va

(c) huéng dan sir dung.

78. Kit theo muc 77, trong do it nhét mot trong sb vat chira thir nhét hodc vat chtra thir
hai duoc nap sin duge chon tir nhém bao g@)m: 6ng tiém, dung cu tiém dang but, lo
nhé kin, dung cu tiém ty dong va thiét bi bom (vi du, bom dan trén co thé hoic bom
khi 4p).

79. Dang liéu don vi duoc thich hop dé dung ngoai dudng tiéu héa cho ngudi, chira
dugc phém theo muc bét ky trong sd cdc muc tir 1 dén 72 trong vét chira thich hop.

80. Phuong phép diu tri cho ddi tuong méc bénh hoic 1di loan phai diéu tri bang
khang thé ac ché MASP-2 bao gdm budc ding dugc phim theo muc bét ky trong s6
cac muc tir 1 dén 72 cho d6i trong cin didu tri.

81. Phuong phap theo muc 80, trong d6 dugce phfim dugc dung dudi da cho dbi tuong.
82. Phuong phép theo muc 80, trong d6 phuong phap nay con bao gdm viéc dung cho
d6i trong enzym hyaluronidaza & lwgng hiru hidu dé 1am ting su phan tén va/hogc hép
thu ctia khang thé.

83. Phuong phép theo muc 82, trong d6 enzym hyaluronidaza dugc dung ddng thoi
v6i dugc phém chtra khang thé trc ché MASP-2.

84. Phuong phap theo muc 82 hodc 83, trong dé duoc pham nay chtra khang thé trc
ché MASP-2 va enzym hyaluronidaza.

85. Phuong phap theo muc 82, trong d6 enzym hyaluronidaza duoc dung cho d6i

twong trude duge phim chira khang thé Gc ché MASP-2.
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86. Phuong phép theo muyc 82, trong dé enzym hyaluronidaza dugc ding cho dbi
tuong sau duoc phdm chira khang thé (rc ché MASP-2.

87. Phwong phap theo muc 80, trong d6 duoc phdm duge ding qua éng tiém duoc nap

san chtra duge pham trong Ong ti€ém nay.

88. Phuong phéap e ché sy hoat héa bd thé phu thusc MASP-2 & dbi twrong méc hoic
¢6 nguy co phat trién, bénh hodc réi loan lién quan dén bd thé bao gdm budc ding

dugc phim theo muc bt ky trong s cac muc tir 1 dén 72 cho dbi twong cin diéu tri.
89. Phuong phép theo muc 88, trong d6 dugc phidm dugc dung dudi da cho d6i tuong.

90. Phwong phap theo muc 79, trong d6 duoc phdm duoc ding qua 6ng tiém duoc nap

san chtra dugc pham trong Ong tiém nay.

91. Phuong phép theo muc 88, trong d6 dbi twong dang mic hodc c¢6 nguy co phat
trién bénh hoic rdi loan lién quan dén bd thé duoc chon tir nhém bao gém bénh mao
mach huyét khéi (thrombotic microangiopathy - TMA), tinh trang bénh 1y & thén,
phan tng viém két qua tir su ciy ghép md hoic co quan, tén thuong tai tudi mau do
thiéu méu cuc b, bién chiing lién quan dén dai thao duong, bénh hodc r6i loan tim
mach, r6i loan da day-rudt non do viém, r6i loan & phéi, bénh hodc 161 loan v& mit va

bénh dong méu trong mach mau rai rac.

92. Phuong phéap theo muc 91, trong d6 bénh mao mach huyét khdi 14 hoi chimg tan
mau khéng dién hinh (atypical hemolytic syndrome - aHUS).

93. Phuong phap theo muc 91, trong d6 bénh mao mach huyét khéi lién quan dén

ménh ghép té bao gbc tao mau.
94. Phuong phap theo muc 91, trong d6 tinh trang bénh ly & thén 1 bénh than IgA.
95. Phuong phap theo muc 91, trong do tinh trang bénh ly ¢ than la luput viém théan.

96. Phuong phap tc ché sy hoat hoa bd thé phu thuoc MASP-2 & d6i twong mic hodc
¢6 nguy co phat trién bénh hoic rdi loan lién quan dén bd thé bao gdm budc pha lodng
duoc phdm theo muc bat k¥ trong sé cac muc tir 1 dén 72 thanh chét pha loang dugc

dung va budc ding dugc phim da pha lodng toan than cho d6i tuong can didu tri.

97. Phuong phap theo muc 96, trong do dugc phim d4 pha lodng dugc ding trong tinh

mach cho ddi tuong.
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98. Phuong phéap theo muc 96, trong d6 dbi twong dang mic hoic c6 nguy co phat
trién bénh hodc rbi loan lién quan dén bd thé duge chon tir nhém bao gém bénh mao
mach huyét khéi (thrombotic microangiopathy - TMA), tinh trang bénh ly & than,
phan tmg viém két qua tir su cdy ghép md hoidc co quan, ton thwong tai tudi méau do
thiéu mau cuc bo, bién ching li€én quan dén dai thao dudng, bénh hodc rdi loan tim
mach, r6i loan da day-rudt non do viém, rdi loan & phéi, bénh hoic rdi loan vé mét, va

bénh dong mau trong mach méu rai rac.

99. Phuong phap theo muc 98, trong d6 bénh mao mach huyét khdi 12 hoi ching tan
méu khéng dién hinh (atypical hemolytic syndrome - aHUS).

100. Phuong phép theo muc 98, trong d6 bénh mao mach huyét khdi lién quan dén

ménh ghép té bao gbc tao mau.
101. Phuong phap theo muc 98, trong d9 tinh trang bénh ly & than 1a bénh than IgA.
102. Phuong phap theo muc 98, trong d6 tinh trang bénh ly & thin 1a luput viém thén.

103. Ché phim dugc dé sir dung trong diéu tri cho bénh nhan dang mic, hodc c6 nguy
co phat trién bénh hoic rdi loan lién quan dén bd thé phu thugc MASP-2, trong d6 ché
phim nay 13 v6 tring, dang liéu ding mét lan chua khang thé tc ché MASP-2 véi
luong nim trong khoang tir khoang 350mg dén khoang 400mg, trong d6 ché phim
ndy chira tir khoang 1,8mL dén khoang 2,2 mL cia 185mg/mL dugc phdm chua
khang thé, trong d6 khang thé chira (i) ving bién d6i chudi ning chira trinh ty axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO:2 va (ii) viing bién ddi chudi nhe chtra trinh ty axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO:3, va trong d6 ché phdm nay 1a 6n dinh khi dugc
bao quan & nhiét do nim trong khoang tir 2°C dén 8°C trong it nhit sau thang.

104. Ché phidm dugc theo muc 103, trong d6 ché phdm nay chira hé dém c6 do pH
nam trong khoang tir 5,0 dén 7,0.

105. Ché pham dugc theo muc 104, trong d6 hé dém chira it nhét mot chét dém duoc

dung dugc chon tir nhom bao g@)m suxinat, histidin va xitrat.

106. Ché phém dugc theo muc 103, trong do6 ché phém nay chtra tr 1,8mL dén 2.2
mL ctia duge phidm chira khang thé 185 mg/mL trc ché MASP-2 theo muc bat ky

trong s6 cac muc tir 1 dén 72.

107. Ché phdm dugc theo muc bét ky trong s6 cac muc 103 dén 107, trong d6 bénh
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hodc r6i loan lién quan dén bd thé phu thuoc MASP-2 1a aHUS.
108. Ché phém dugc theo muc bt ky trong s6 cac muc 103 dén 107, trong d6 bénh
hoic rdi loan lién quan dén bd thé phu thuéc MASP-2 1a HSCT-TMA.
109. Ché phim duoc theo muc bat ky trong sé cac muc 103 dén 107, trong d6 bénh
hoic rdi loan lién quan dén bd thé phu thuoc MASP-2 1a IgAN.
110. Ché phim duoc theo muc bit ky trong s6 cac muc 103 dén 107, trong d6 bénh
hoic rbi loan lién quan dén b thé phu thugc MASP-2 13 luput viém than (lupus
nephritis - LN).

Trong khi phuong dn dugce uu tién cua sang ché duoc minh hoa va mo ta, dugc
danh gia 1a cac thay dbi khac nhau c6 thé dwoc thuc hién trong d6 ma khong vuot ra

khoi nguyén tdc va pham vi cia sdng ché.
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YEU CAU BAO HO
1. Dugc phim 4n dinh thich hop dé ding ngoai dudng tiéu hoa cho dbi tugng 1a dong

vat ¢6 v, trong dé dugc pham nay chira:

(a) dung dich nuéc chtra h§¢ dém c6 d¢ pH nim trong khoang tir 5,0 dén 7,0,
trong d6 hé dém nay chira it nhét modt chit dém duge chon tir nhém bao gdm xitrat &
ndng dd nim trong khoang tir 10 mM dén 50 mM hoic histidin & ndng d6 nam trong

khoéang tir 10 mM dén 50 mM;

(b) khang thé don dong gin dic hidu véi MASP-2 & ngudi va chta (i) ving
bién dbi chudi ning chira trinh ty axit amin dwgc néu trong SEQ ID NO:2 va (ii) ving
bién dbi chudi nhe chira trinh tu axit amin duoc néu trong SEQ ID NO:3; va trong d6
khang thé nay & ndng d6 ndm trong khoang tir 100 mg/mL dén 250 mg/mL;

(¢) arginin & ndng d6 nam trong khoang tir 200 mM dén 300 mM; va

(d) chat hoat dong bé mit khong ion duge chon tir polysorbat hodc poloxame &
ndng d6 nim trong khoang tir 0,01% (khdi lwong/ thé tich) dén 0,1% (khdi luong/ thé
tich);

trong d6 dugc phdm nay c6 do nhét ndm trong khoang tir 2 dén 50 milipascal-
gidy (mPa.s) khi dugc do & nhiét do 25°C véi tbc d6 truot nam trong khoang tir
100.000 dén 250.000 1/gidy, va trong d6 dugc phdm nay 1a 6n dinh khi dwgc bdo quan
& nhiét d0 nim trong khoang tir 2°C dén 8°C trong it nhat sau thang.

2. Dugc phim theo diém 1, trong d6 duge phdm nay chira it nht mot hodc nhiéu du
hi¢u dudi day:

(a) trong d6 ndng dd ciia khang thé trong dugc phim nay nim trong khoang tir
khoang 100 mg/mL dén khoang 225 mg/mL, hodc nim trong khoang tir khoang 150
mg/mL dén khoang 200 mg/mL hoic nim trong khoang tir khoang 175 mg/mL dén
khoadng 195 mg/mlL;

(b) trong d6 d6 nhét cta duge phdm nay nim trong khoang tlr khoang 2 mPa.s
dén khoang 40 mPa.s, hodc ndm trong khoang tir khoang 2 mPa.s dén khoang 30
mPa.s, hoac nam trong khoang tir khoang 2 mPa.s dén khodng 25 mPa.s, hodc nam

trong khoang tir khoang 2 mPa.s dén khoang 20 mPa.s hoic ndm trong khoang tir
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khoang 2 mPa.s dén khoang 18 mPa.s;

(c) trong d6 d6 nhdt nay nhé hon khoang 25 mPa.s, hodc nhd hon khoang 20
mPa.s hodc nho hon khodng 18 mPa.s;

(d) trong d6 ndng d6 cta khang thé bang khoang 185 mg/mL;

(e) trong d6 duge phim nay 13 dn dinh khi dugc bao quan & nhiét o nim trong
khoang tir 2°C dén 8°C trong it nhét 12 thang;

(f) trong d6 luc trugt khi tiém ctia dugc phdm nho hon hodc bang khoang 25
Newton khi dugc tiém qua kim 27GA 1,25” & nhiét do trong phong; va/hodc

() trong d6 lyc trugt khi tiém cta duge phim nhé hon hodc bang khoang 20
Newton khi dugc tiém qua kim 25GA 17 ¢ nhiét d9 trong phong.
3. Duoc ph'?lm theo diém 1, trong do it nhéit mot chat dém 1a xitrat.
4. Dugc phim theo diém 3, trong d6 dung dich chtra khoang 20 mM xitrat va c¢6 d
pH nim trong khoang tir khoang 5,5 dén khoang 6,5, va trong d6 dung dich nay con
chira arginin & ndng do bang khoang 200 mM.
5. Dugc phim theo diém 1, trong d6 chit hoat dong bé mit khong ion 14 polysorbat
80.
6. Dugc pham theo diém 1, trong d6 dugc pham nay chtra khoang 20 mM natri xitrat,
khoang 200 mM L-arginin HCI, trong do ndng do cua khang thé trong dugc phim nay
nim trong khoang tir khodng 175 mg/mL dén khoang 195 mg/mL, va trong d6 do
nhét nhé hon khoang 25mPa.s, va trong d6 dugce phim nay chira polysorbat 80 véi
luong ndm trong khoang tir 0,001% khdi luong/thé tich dén 0,05% khéi lugng/thé
tich.
7. Dugc pham theo diém 1, trong d6 dugc pham nay 13 vo tring.
8. Dugc pham theo diém 1, trong d6 khang thé nay 1a khang thé IgG4 co chidu dai day
@t cua ngudi, nhu khang thé IgG4 & ngudi chira dot bién trong ving ban 18.
9. Dugc phidm theo diém 1, trong d6 dugc phim nay chtra mét hodc nhiéu ddu hiéu
dudi day:

(a) trong d6 duoc phdm nay khong chira sucroza hogc sorbitol;
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(b) trong d6 dugc phim nay khong chira CaCly;
(c) trong d6 dugc phdm nay khong chira MgCly;

(d) trong d6 dugc phim nay khong chira CaCly va trong d6 dugc phdm nay
khong chira MgCly; va/hoac

(e) trong d6 duoc phdm nay khong chira chét phu gia cation héa tri hai.
10. Dugc phdm theo didm 1, trong d6 duoc phdm nay dugc chon tir nhém bao gdm:
(i) dugc phim chira:

(a) polysorbat 80 c6 ndng dd ndm trong khoang tir khoang 0,01 dén khoang
0,08% khdi lwong/thé tich;

(b) L-arginin HCI c6 ndng d6 nim trong khoang tir khoing 150 mM dén
khoang 200 mM;

(¢) natri xitrat ¢6 ndng do nim trong khoang tir khoang 10 mM dén khoang 50
mM; va

(d) khang thé c6 ndng dd nam trong khoang tlr khodng 150 mg/mL dén khoang
200 mg/mL; va

(ii) dugc phim chira:

(a) polysorbat 80 c6 néng do bing khoang 0,01 khéi lugng/thé tich;

(b) L-arginin HCI ¢6 ndng d6 bing khoang 200 mM;

(¢) natri xitrat c6 ndng do bang khoang 20 mM; va

(d) khang thé c6 ndng d6 nam trong khoang tir khoang 175 mg/mL dén khoang
195 mg/mL.

11. Dugc phidm chtra nude 6n dinh thich hop dé dung ngoai dudng tidu hoa cho dbi

tugng 1a dong vat c6 va, trong dé duge phim nay vé co ban chia:

(a) polysorbat 80 ¢6 ndng d6 nim trong khodng tr khoang 0,01 dén khoang
0,08% khdi lwong/thé tich;

(b) L-arginin HCI ¢6 ndng dd ndm trong khoang tir khoang 150 mM dén
khoang 200 mM;
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(¢) natri xitrat ¢6 ndng d6 nim trong khoang tir khoang 10 mM dén khoang 50

mM; va

(d) khang thé don dong gin dac hiéu véi MASP-2 & ngudi va chia (i) ving
bién d6i chudi ning chira trinh tu axit amin dugce néu trong SEQ ID NO:2 va (ii) ving
bién ddi chudi nhe chira trinh ty axit amin duge néu trong SEQ ID NO:3, va trong d6

khang thé nay & ndng d6 nam trong khoang tir 150 mg/mL dén 200 mg/mL;

trong d6 dugc phim nay c6 do pH ndm trong khoang tir khoang 5,0 d¢én khoang
7,0, @ nhét ndm trong khoang tir 2 dén 50 milipascal-gidy (mPa.s) khi dugc do &
nhiét d6 25°C vdi tde d6 trwot nim trong khoang tir 100.000 dén 250.000 1/gidy, va
trong d6 dugc phdm nay 12 6n dinh khi dugc bao quan & nhiét d6 niam trong khoang tir

2°C dén 8°C trong it nhat sau thang.
12. Vat chira kin chira dugc phém theo diém 1 hodc diém 11.

13. Thiét bi dung dudi da chira dugc phim theo diém 1 hodic diém 11 trong thiét bi
nay.

14. Kit chtra vat chita dugc nap sin chira dugc pham chira khang thé MASP-2 theo
didm 1 hodc diém 11 va huéng dan st dung duoc pham nay, trong d6 vat chita duoc
nap san nay dugc chon tr nhom bao g@)m: xi lanh, dung cu tiém dang but, 1o nho kin,
dung cu tiém ty dong va thiét bi bom, tlly y trong d6 kit ndy con chira it nhit mot thiét

bi tiém thich hop dé dung dugc phim trong lo nho kin cho déi twong 1a ngudi.

15. Thudc thich hop dé dung ngoai dudng tiéu héa cho ngudi, trong do thubc nay
chtra dang lidu don vi ctia duge phém theo diém 1 hodc diém 11 trong vét chtra thich
hop.

16. Ché phdm dugc dé sit dung trong didu tri cho bénh nhan dang mic, hodc c6 nguy
co phat trién bénh hodc rbi loan lién quan dén b thé phu thudc MASP-2, trong d6 ché
phim dugc nay 13 vo tring, dang liéu dung mot lan chira khang thé trc ché MASP-2
v6i lwgng nam trong khoang tr khoang 350mg dén khoang 400mg, trong d6 ché pham
dugc ndy chira tir khoang 1,8mL dén khoang 2,2 mL dugc phim chtra khang thé theo

diém 1 hodc diém 11.
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<210> 1
<211> 671
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1

Thr Pro Leu Gly Pro Lys Trp Pro Glu Pro Val Phe Gly Arg Leu Ala
1 5 10 15

Ser Pro Gly Phe Pro Gly Glu Tyr Ala Asn Asp Gln Glu Arg Arg Trp
20 25 30

Thr Leu Thr Ala Pro Pro Gly Tyr Arg Leu Arg Leu Tyr Phe Thr His
35 40 45

Phe Asp Leu Glu Leu Ser His Leu Cys Glu Tyr Asp Phe Val Lys Leu
50 55 60

Ser Ser Gly Ala Lys Val Leu Ala Thr Leu Cys Gly Gln Glu Ser Thr
65 70 75 80

Asp Thr Glu Arg Ala Pro Gly Lys Asp Thr Phe Tyr Ser Leu Gly Ser
85 90 95

Ser Leu Asp Ile Thr Phe Arg Ser Asp Tyr Ser Asn Glu Lys Pro Phe
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100 105 110

Thr Gly Phe Glu Ala Phe Tyr Ala Ala Glu Asp Ile Asp Glu Cys Gln
115 120 125

Val Ala Pro Gly Glu Ala Pro Thr Cys Asp His His Cys His Asn His
130 135 140

Leu Gly Gly Phe Tyr Cys Ser Cys Arg Ala Gly Tyr Val Leu His Arg
145 150 155 160

Asn Lys Arg Thr Cys Ser Ala Leu Cys Ser Gly Gln Val Phe Thr Gln
165 170 175

Arg Ser Gly Glu Leu Ser Ser Pro Glu Tyr Pro Arg Pro Tyr Pro Lys
180 185 190

Leu Ser Ser Cys Thr Tyr Ser Ile Ser Leu Glu Glu Gly Phe Ser Val
195 200 205

Ile Leu Asp Phe Val Glu Ser Phe Asp Val Glu Thr His Pro Glu Thr
210 215 220

Leu Cys Pro Tyr Asp Phe Leu Lys Ile Gln Thr Asp Arg Glu Glu His
225 230 235 240

Gly Pro Phe Cys Gly Lys Thr Leu Pro His Arg Ile Glu Thr Lys Ser
245 250 255

Asn Thr Val Thr Ile Thr Phe Val Thr Asp Glu Ser Gly Asp His Thr
260 265 270

Gly Trp Lys Ile His Tyr Thr Ser Thr Ala Gln Pro Cys Pro Tyr Pro
275 280 285

Met Ala Pro Pro Asn Gly His Val Ser Pro Val Gln Ala Lys Tyr Ile
290 295 300

Leu Lys Asp Ser Phe Ser Ile Phe Cys Glu Thr Gly Tyr Glu Leu Leu
305 310 315 320
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Gln Gly His Leu Pro Leu Lys Ser Phe Thr Ala Val Cys Gln Lys Asp
325 330 335

Gly Ser Trp Asp Arg Pro Met Pro Ala Cys Ser Ile Val Asp Cys Gly
340 345 350

Pro Pro Asp Asp Leu Pro Ser Gly Arg Val Glu Tyr Ile Thr Gly Pro
355 360 365

Gly Val Thr Thr Tyr Lys Ala Val Ile Gln Tyr Ser Cys Glu Glu Thr
370 375 380

Phe Tyr Thr Met Lys Val Asn Asp Gly Lys Tyr Val Cys Glu Ala Asp
385 390 395 400

Gly Phe Trp Thr Ser Ser Lys Gly Glu Lys Ser Leu Pro Val Cys Glu
405 410 415

Pro Val Cys Gly Leu Ser Ala Arg Thr Thr Gly Gly Arg Ile Tyr Gly
420 425 430

Gly Gln Lys Ala Lys Pro Gly Asp Phe Pro Trp Gln Val Leu Ile Leu
435 440 445

Gly Gly Thr Thr Ala Ala Gly Ala Leu Leu Tyr Asp Asn Trp Val Leu
450 455 460

Thr Ala Ala His Ala Val Tyr Glu Gln Lys His Asp Ala Ser Ala Leu
465 470 475 480

Asp Ile Arg Met Gly Thr Leu Lys Arg Leu Ser Pro His Tyr Thr Gln
485 490 495

Ala Trp Ser Glu Ala Val Phe Ile His Glu Gly Tyr Thr His Asp Ala
500 505 510

Gly Phe Asp Asn Asp Ile Ala Leu Ile Lys Leu Asn Asn Lys Val Val
515 520 525
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Ile Asn Ser Asn Ile Thr Pro Ile Cys Leu Pro Arg Lys Glu Ala Glu
530 535 540

Ser Phe Met Arg Thr Asp Asp Ile Gly Thr Ala Ser Gly Trp Gly Leu
545 550 555 560

Thr Gln Arg Gly Phe Leu Ala Arg Asn Leu Met Tyr Val Asp Ile Pro
565 570 575

Ile Val Asp His Gln Lys Cys Thr Ala Ala Tyr Glu Lys Pro Pro Tyr
580 585 590

Pro Arg Gly Ser Val Thr Ala Asn Met Leu Cys Ala Gly Leu Glu Ser
595 600 605

Gly Gly Lys Asp Ser Cys Arg Gly Asp Ser Gly Gly Ala Leu Val Phe
610 615 620

Leu Asp Ser Glu Thr Glu Arg Trp Phe Val Gly Gly Ile Val Ser Trp
625 630 635 640

Gly Ser Met Asn Cys Gly Glu Ala Gly Gln Tyr Gly Val Tyr Thr Lys
645 650 655

Val Ile Asn Tyr Ile Pro Trp Ile Glu Asn Ile Ile Ser Asp Phe
660 665 670

<210> 2
<211> 118
<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 2
Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Val Leu Val Lys Pro Thr Glu

1 5 10 15

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ser Arg Gly
20 25 30
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Lys

Trp

Leu

65

Val

Cys

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Val

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

<220>
<223>

<400>

Gly
35

Ala

Ser

Thr

Arg

Thr

115

3
103
PRT

Val

His

Arg

Met

Ile

100

Val

Trinh tu

Téng

3

Gln Pro Val

1

Thr

Tyr

Gln

Asn

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Ser

Tyr

35

Lys

Gly

hop

Leu

Ile

20

Gln

Gln

Asn

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Arg

Ser

nhan tao

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Trp

Phe

Thr

70

Asn

Arg

Ser

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

Ile

Ser

55

Ile

Met

Gly

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Arg

40

Ser

Ser

Asp

Gly

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

36506

Gln

Asp

Lys

Pro

Ile
105

Ser

Glu

25

Gln

Ile

Thr

Pro

Glu

Asp

Val

90

Asp

Leu

10

Lys

Ser

Pro

Ile

-115-

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Tyr

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser

Gly

Ser

60

Ser

Thr

Trp

Val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Gly

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Thr

Ala

Arg

Asn

Thr

Gln
110

Pro

Lys

Val

Ser

Gln

Leu

Thr

Gln

Tyr

95

Gly

Gly

15

Tyr

Met

Gly

Ala

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Thr

Gln

Ala

Tyr

Ser

Met



65

Asp Glu Ala Asp

Phe Gly Gly Gly

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

<220>
<223>

<400>

4
445
PRT

100

Trinh tu

Téng

4

Gln Val Thr

1

Thr

Lys

Trp

Leu

65

Val

Cys

Leu

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Val

Thr

Gly

35

Ala

Ser

Thr

Arg

Thr
115

hop

Leu

Leu

20

Val

His

Arg

Met

Ile

100

Val

70

36506

75

80

Tyr Tyr Cys Gln Ala Trp Asp Ser Ser Thr Ala Val

85

Thr Lys Leu

nhédn tao

Lys

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Arg

Ser

Glu

Cys

Trp

Phe

Thr

70

Asn

Arg

Ser

Ser

Thr

Ile

Ser

55

Ile

Met

Gly

Ala

Gly

Val

Arg

Ser

Ser

Asp

Gly

Ser
120

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Pro

Ile

105

Thr

90

val

10

Gly

Pro

Glu

Asp

Val

90

Asp

Lys
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Leu

Phe

Pro

Lys

Thr

75

Asp

Tyr

Gly

Val

Ser

Gly

Ser

60

Ser

Thr

Trp

Pro

Lys

Leu

Lys

Tyr

Lys

Ala

Gly

Ser
125

Pro

Ser

30

Ala

Arg

Asn

Thr

Gln

110

Val

95

Thr

15

Arg

Leu

Thr

Gln

Tyr

95

Gly

Phe

Glu

Gly

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Thr

Pro
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Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190

Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys
210 215 220

Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu
225 230 235 240

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
245 250 255

Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln
260 265 270

Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
275 280 285

Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu
290 295 300

Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
305 310 315 320

Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
325 330 335

Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
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340 345 350

Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
355 360 365

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
370 375 380

Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
385 390 395 400

Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
405 410 415

Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
420 425 430

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

435 440 445
<210> 5
<211> 212
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 5

Gln Pro Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Leu Ser Val Ser Pro Gly Gln

Thr Ala Ser Ile Thr Cys Ser Gly Glu Lys Leu Gly Asp Lys Tyr Ala
20 25 30

Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Val Leu Val Met Tyr
35 40 45

Gln Asp Lys Gln Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
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Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Met
65 70 75 80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ala Trp Asp Ser Ser Thr Ala Val
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln Pro Lys Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu Gln Ala Asn
115 120 125

Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala Val
130 135 140

Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro Val Lys Ala Gly Val Glu
145 150 155 160

Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser Ser
165 170 175

Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His Arg Ser Tyr Ser
180 185 190

Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys Thr Val Ala Pro
195 200 205

Thr Glu Cys Ser

210
<210> o
<211> 1395
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> ©

atgatgtcct ttgtctctct gctcctggtt ggcatcctat tccatgccac ccaggcccag
60
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gtcaccttga
120

tgcaccgtct
180

cccccaggga
240

aggacatcgc
300

cttacaatga
360

cgtggaggaa
420

aagggcccat
480

gccctgggcet
540

ggcgccctga
600

tcecctecagcea
660

aacgtagatc
720

cccecatgec
780

cccccaaaac
840

gtggacgtga
900

gtgcataatg
960

agcgtcctca
1020

tccaacaaag
1080

cgagagccac
1140

aggagtctgg

ctgggttctc

aggccctgga

tgaagagcag

ccaacatgga

ttgactactg

ccgtcecttcecece

gcctggtcaa

ccagcggcegt

gcgtggtgac

acaagcccag

caccatgccc

ccaaggacac

gccaggaaga

ccaagacaaa

ccgtcctgcea

gcctcececgte

aggtgtacac

tcctgtgcetg

actcagcagg

gtggcttgca

gctcaccatc

ccctgtggac

gggccaggga

cctggecgcecc

ggactacttc

gcacaccttc

cgtgccctece

caacaccaag

agcacctgag

tctcatgatc

ccccgaggtce

gccgegggag

ccaggactgg

ctccatcgag

cctgccccca
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gtgaaaccca
ggtaaaatgg
cacatttttt
tccaaggaca
acagccacgt
accctggtca
tgctccagga
cccgaaccgg
ccggctgtcec
agcagcttgg
gtggacaaga
ttcctggggg
tcccggaccce
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca
aaaaccatct

tcccaggagg

-120-

cagagaccct

gtgtgagctg

cgagtgacga

cctccaaaaa

attactgtgc

ctgtctcctce

gcacctccga

tgacggtgtc

tacagtcctc

gcacgaagac

gagttgagtc

gaccatcagt

ctgaggtcac

ggtacgtgga

acagcacgta

aggagtacaa

ccaaagccaa

agatgaccaa

cacgctgacc

gatccgtcag

aaaatcctac

ccaggtggtc

acggatacga

agcctccacc

gagcacagcc

gtggaactca

aggactctac

ctacacctgc

caaatatggt

cttcctgttce

gtgcgtggtyg

tggcgtggag

ccgtgtggtce

gtgcaaggtc

agggcagccce

gaaccaggtc



agcctgacct gcctggtcaa aggcttctac
1200

aatgggcagc cggagaacaa ctacaagacc
1260

ttcttcctet acagcaggct aaccgtggac
1320

tcatgctccg tgatgcatga ggctctgcac
1380

tctctcggga aatga

1395

<210> 7

<211> 696

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Tdng hop

<220>

<221> misc_ddc tinh

<222> (303)..(303)

<223> n is a, ¢, g, or t

<400> 7

atgatgtcct ttgtctctct gctcctggtt
60

ccagtgctga ctcagccccce ctcactgtcce
120

tgctctggag agaaattggg ggataaatat
180

tcccetgtgt tggtcatgta tcaagataaa
240

tctggctcca actctgggaa cacagccact
300

gangctgact attactgtca ggcgtgggac
360

aagctgaccg tcctaggcca gcctaaggcg
420

36506

cccagcgaca
acgcctccceg
aagagcaggt

aaccactaca

ggcatcctat
gtgtccccag
gcttactggt
cagcggccct
ctgaccatca
agcagcactg

gcgccectegg

-121-

tcgccgtgga

tgctggactc

ggcaggaggg

cacagaagag

tccatgccac

gacagacagc

atcagcagaa

cagggatccc

gcgggaccca

cggtattcgg

tcaccctgtt

gtgggagagc

cgacggctcc

gaatgtcttc

cctctccectg

ccaggcccag

cagcatcacc

gccaggccag

tgagcgattc

ggctatggat

cggagggacc

cccgceccectcece



tctgaggagce
480

ggagccgtaga
540

accacaccct
600

cctgagcagt
660

gtggagaaga
696

ttcaagccaa

cagtggcctg

ccaaacaaag

ggaagtccca

cagtggcccce

caaggccaca

gaaggcagat

Caacaacaag

cagaagctac

tacagaatgt
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ctggtgtgtc
agcagccccg
tacgcggcca
agctgccagg

tcatag

-122-

tcataagtga

tcaaggcggg

gcagctatct

tcacgcatga

cttctacccg

agtggagacc

gagcctgacg

agggagcacc





