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(57) Sang ché dé cap dén duoc pham cho mit chtra nude chira khang thé khang VEGF
dugc bao ché & ndng d6 cao, thich hop dung dé tiém, tot hon 1a tiém trong dich kinh cua
mit. Duoc phim c6 chira nuéce ndy ciing hiru ich trong viéc phan phdi nong do cao cua
thanh phan hoat tinh 1a khang thé dén v6i bénh nhan ma khong c6 mirc do két tu khang thé
cao va khong co6 mirc d6 cao cic tiéu phan dudi muc nhin thiy duoc. Dugce pham c6 chira
nuée theo sang ché chtra khang thé c6 nong do it nhat 1a 50mg/ml. Duoc pham c6 chta
nuéc theo sang ché chira duong, chat dém, va chét hoat dong bé mit. Ngoai ra, sang ché dé
cap dén cac dung cu phan phdi va ché pham dong khé chira cac dugc pham nay. Duoc
pham c6 chtra nudc chtra khang thé khang VEGF nay duoc st dung dé phan phdi khang
thé khang VEGF dén voi ddi tuong.
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Linh vue ky thuit dwge dé cap

Sang ché d& cap dén duge phdm c6 chira nude chira khing thé khang VEGF va
quy trinh bao ché dugc phdm nay. Ngoai ra, sang ché dé cap dén cac dung cu phan phdi
va dang bao ché déng kho chira dugc pham nay. Dugc phim c6 chira nude chira khang
thé khang VEGF nay duoc sir dung dé phan phdi khang thé khdng VEGF dén voi dbi

tuong.
Tinh trang ky thuit ciia sdng ché

Yéu t6 ting trudong ndi mac mach mau (VEGF: vascular endothelial growth
factor) la chét diéu hoa hinh thanh mach va phat trién mach méi da duoc biét dén, va da
duoc chimg minh 13 chét trung gian quan trong ciia qué trinh phét trién mach méi lién
quan dén khdi u va cac rdi loan ndi nhin (Ferrara ef al. Endocr. Rev. 18:4-25 (1997)).
mARN VEGF bi biéu hién qua mirc ¢ nhidu loai khdi u & ngudi, va ndng do ctia VEGF
trong dich cua mit twong quan cao d9 voi su c6 mat cia su tdng sinh chi dong cia
mach mau & bénh nhan méic bénh ly vong mac do tiéu duong va cac bénh 1y vong mac
_ lién quan dén chung thiu mau cuc bo khac (Berkman ef al., J Clin Invest 91:153-159
(1993); Brown et al. Human Pathol. 26:86-91 (1995); Brown et al. Cancer Res.
53:4727-4735 (1993); Mattern et al. Brit. J. Cancer. 73:931-934 (1996); va Dvorak et
al. Am J. Pathol. 146:1029-1039 (1995); Aiello et al. N. Engl. J. Med. 331:1480-1487
(1994)). Ngoai ra, cac nghién ctru gan ddy da cho thiy su ¢6 mit cia VEGF dugc khu
tra trong cdc mang tdn mach hic mac & cac bénh nhan chiu anh hudong cia AMD
(Lopez et al. Invest. Ophtalmo. Vis. Sci. 37:855-868 (1996)). Khang thé trung hoa
khéng VEGF c6 thé dugc sir dung dé v ché sy ting truong ctia nhi¢u dong té bao khdi
u & nguoi trong chudt trui 16ng va cling tre ché hinh thanh mach noi nhan & cac mau rbi
loan vong mac do thiéu méu cuc bd (Kim er al. Nature 362:841-844 (1993); Warren et
al. J. Clin. Invest 95:1789-1797 (1995); Borgstrom et al. Cancer Res. 56:4032-4039
(1996); va Melnyk et al. Cancer Res. 56:921-924 (1996)) (Adamis et al. Arch.
Opthalmol. 114:66-71 (1996)).
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Nhiéu khéang thé dugc cip phép dé st dung trong didu tri & nguoi va cac dong
vat ¢4 vl khéc, bao gdm cac khang thé khang VEGF. Nong d6 ctia cdc khang thé diéu
tri trong cac dugc phém dang 16ng khéac nhau rét 16m, phu thudc vao, vi du, duong dung.
Thuodng ¢6 nhu ciu ddi véi duoc phim bao ché chira ndng do khang thé cao khi mong
muén thé tich nho. Vi du, duoc phém co nc“mg dd cao c6 thé duge mong mubn dé sir

dung dudi da hodc tiém trong dich kinh cta mit.

Tuy nhién, dugc phém bao ché chira néng dd khang thé cao co thé ¢6 thoi han st
dung ngén, va cac khang thé duoc bao ché co thé bi mAt hoat tinh sinh hoc do céac tinh
chét khong bén véi tac nhan vat 1y va héa hoc trong qua trinh Iuu gitr. Két tu, khir amin
va oxi hoa duge biét dén 14 cac nguyén nhan phd bién nhét ctia phan hiy khang thé. Cu
thé 13, két tu c6 thé 6 tiém ning din dén dép tmg mién dich gia ting & bénh nhan, dan

dén cac lo ngai vé an toan. Do do, can giam thiéu toi da hodc ngén ngira ket tu.

Su tao thanh cac tidu phan trong duoc pham bao ché diéu tri tng dung sinh hoc
cfing 14 lo ngai chinh vé chét luong, do cic tiéu phan c6 kich thudc niam trong khoang
hang chuc micromet dén dudi milimet va milimet, néi chung 13, c6 thé duoc nhin théy
bang mét thuong (xem Das, 2012, AAPS PharmSciTech, 13:732-746). Cac tiéu phén
trong cc ché phdm diéu tri dung cho mét ¢ thé gay ra tdn thuong mét. Vi thé, cé cac
tiéu chudn kiém soat d& dam bao ham luong tidu phan dudi mic nhin thiy dugc trong
cac ché phém dung cho méit nim trong céc gidi han nhét dinh. Vi dyu, Duoc dién Hoa
Ky (USP: U.S. Pharmacopeial Convention) da dat ra cac y€u cau dbi voi tiéu phan
trong cac dung dich dung cho mit, nhu 1a sb luong ti da cla cac tiéu phan c6 dudng
kinh > 10pum 14 50/ml, s6 luong tdi da ctia cac tiéu phan c¢6 dudng kinh > 25um 1a 5/ml,
va sb luong t6i da clia cac tiéu phan c6 dudng kinh > 50um 1a 2/ml duge xé4c dinh bang

phuong phap dém tiéu phén st dung kinh hién vi (xem Chuong chung <789> ctia USP).

Cac phuong phap bao ché duge phdm chira ndng d6 khang thé cao da duoc biét
dén. Tuy nhién, chua ton tai phuong 4n tiép can chung d& khéc phuc tic dong khong thé
du doan duogc cua trinh tu axit amin cua khang thé dén xu hudng tao ra két tha hodc
phan huy khi cé mit cac loai td duoc duoc dung, chat dém duogc dung, v.v. Ngoai ra,
bao ché ché phdm dung cho mét ¢6 ndng do protein cao (nhu 1a khang thé) c6 mirc do
chip nhan duoc cta cac tiéu phan dudi mirc nhin théy duoc 1a kho khan va khong thé

du doan duoc.
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Muc ti€u cua séng ché 1a dé xuét duoc phémbéo ché duoc cai thién c6 néng do
khang thé khang VEGF cao va c6 muc do thdp ctia két tu khang thé va cac tiéu phan

dudi mirc nhin thdy duoc, thich hgp dé st dung chongudi, cu thé 14 v6i mat clia nguoi.

Bén chit k§ thuit ciia sang ché

Theo d6, sang ché dé cap dén duoc phdm c6 chita nude c6 ndng do khang thé
khang VEGF cao thich hgp dung dé tiem mit. Theo cac khia canh nhit dinh, duoc
phim c6 chita nudc theo sang ché thé hién mirc do phan hity hodc két tu khang thé thip
dén muc khong thé phat hién duoc, mAt rét it hodc khong mét hoat tinh sinh hoc trong
qué trinh san xut, bao ché, phan phdi va luu giit 1au dai, ndng do6 cua khang thé khang
VEGF it nhit 1a khoang 50mg/ml, 60mg/ml, 80mg/ml, 100mg/ml, 120mg/ml,
140mg/ml, 160mg/ml, 180mg/ml, hogc 200mg/ml.

Sang ché dé xut dugc phdm c6 chita nude chira khang thé khang VEGF, chét 6n
dinh, chit dém, va chét hoat dong bé mit. Theo céc khia canh nhit dinh, duoc phém co
chira nuée chira: (i) it nhat 50mg/ml khang thé khang VEGF, (ii) sucroza hoic trehaloza
lam chét én dinh, (iii) xitrat hodc histidin 1am chét dém, va (iv) polysorbat 80 lam chét

hoat dong bé mit.

Theo céc khia canh nhit dinh, duoc phém ¢6 chtra nude chira néng d6 khoang
4,5% - 11% w/v (khdi lugng/thé tich) ctia sucroza hogc ndéng do 5% - 10% cua
trehaloza, néng do 0,006% dén 0,012% (khéi luong/ thé tich) cta axit xitric, néng do
0,2% dén 0,6% cua trinatri xitrat dihydrat (khdi lwong/ thé tich), va ndng do khoang
0,01% dén 0,1% (khdi luong/ thé tich) ctia Polysorbat 80, trong d6 do pH ctia dugc

phdmbao ché nay nim trong khoang 6,3 dén 7,3.

Céc phuong 4n dugc wu tién cu thé theo sang ché s& tré nén 13 rang tir phan mo
ta chi tiét hon dudi day cho cac phuong an dugc uu tién nhét dinh va phin yéu cau bao
ho.

Mo ta vin tit hinh vé

FIG. 1 thé hién biéu dd két qua cta thir nghiém do duc ddi véi 1008 duge bao
ché & do pH khac nhau. Truc x trinh bay thdi gian G & 55°C; trong khi truc y trinh bay

mat do quang duogc theo doi & 350nm.

_4-



37942

FIG. 2A va FIG. 2B thé hién thir nghiém d6 duc theo ddi cac thay ddi & ODseo
v6i cac duge phim chira 1008 khac nhau dugc G & 55°C trong 180 phut (FIG. 2A). Céac
duong cong ODseo thu dugce trong 60 phut da dugc gidn cach va dugc thé hién trong
(FIG. 2B). S6 clia mau trong Fig. 2A va 2B tuong Umg voi sé cia duge phim trong
bang 13.

FIG. 3 thé hién thir nghiém d§ duc véi cac dit liéu dugce thu trong khoang thoi
gian tir 0 phut dén 90 phut dé don gian hoa. Toan bo thi nghiém 1a 180 phut. Nhimg
thay dbi vé gia tri OD360 dugc theo ddi & cac duoc phém chtra 1008 khac nhau dugc u
& 55°C. S ctia mAu trong Fig nay tuong tmg véi s cia duge phim bao ché trong

bang 15.

FIG. 4 1a so dd thé hién cac két qua SEC cho dinh chinh trong s6 cic dinh cta

tam duge phdm bao ché duge chon trong sudt thoi gian luu gitt 6 tudn & 40°C.

MBO té chi tiét sang ché

Sang ché d& xudt duoc phdm c6 chira nuée 6 chia ndng do6 cao ciia khing thé
khang VEGF. Theo cac phuong é4n nhét dinh, dugc phdm c6 chira nude theo sing ché
n dinh trong it nhét 18 thang & 2-8°C va thich hop d& st dung cho mét, bao gom tiém
hodc truyén. Theo phuwong 4n cu thé, dugc pham cé chira nudce theo sang ché dap tmg
céc yéu ciu trong USP <789> lién quan dén su c6 mit cua cac tiéu phén. Do dd, theo
céc phuong 4n nhét dinh, sb lugng ti da cta cac tiéu phan c6 duong kinh > 10um trong
dugc phim c6 chira nuée theo sang ché 1a 50/ml, s6 lugng t5i da ctia céc tiéu phan c6
duong kinh > 25um trong dugc phdm cé chira nude theo séng ché 12 5/ml, va s luong
t61 da cua céac tiéu phan c6 dudng kinh > 50um trong dugc phim cé chira nude theo
sang ché 1a 2/ml, s lugng tiéu phan da néu duge xac dinh bing phuong phap dém tiéu
phan nho su che khuét dnh sang va/hodc phuong phép dém tiéu phan sir dung kinh hién

vi nhu duoc yéu cau boi Chuong chung <789> ctia Dugce dién Hoa Ky.

Khi duoc st dung & ddy, dugc pham "c6 chira nudce" 1a ché phdm thich hop dé
dung trong duoc hoc, trong d6 chit mang chira nudc 1a nuée cit. Ché pham thich hop
dé dung trong dugc hoc co thé 1a ché phém dugc khir trung, d@)ng nhét, va/hoic déng
truong. Dugc phém ¢6 chira nude ¢6 thé duoc bao ché truc tiép ¢ dang chtra nudce, vi

du, & dang Ong tiém dugc nap trude san sang dé str dung ("dwoc pham bao ché dang
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16ng") hodc & dang dong khé duge hoan nguyén ngay trude khi st dung. Khi dugc st
dung & day, thuat ngt "duoc pham c6 chira nudc" dé chi duoc phdm dang 16ng hoic
duoc phém dang dong khd dugc hoan nguyén. Theo cic phuong an nhét dinh, duoc
phim c6 chira nudc theo sang ché thich hop dé sir dung cho mit véi ddi tuong 14 nguoi.
Theo phuong 4n cu thé, duge phdm c6 chita nudc theo sang ché thich hop dé st dung
trong dich kinh. Theo phuong an khac, dugc phim c6 chira nuée theo séng ché thich

hop dé str dung bang cach truyén trong dich kinh.

Sang ché dé xuét cac duge pham méi, cu thé 13 cac duwoc pham mdi trong d6
thanh phan hoat tinh gbm khang thé khang VEGF ctia ngudi. Theo mot khia canh, sang
ché @ cap dén dugc phdm cé chira nude véi ndng d6 cao ctia khang thé khang VEGF.
Khang thé khang VEGF duoc wu tién trong dugc phdm theo sang ché di dugc mo ta
trong WO 2009/155724, toan bd cac ndi dung cta nd duge két hop & day bang cich

tham chiéu.

Thuét ngit “khang thé” khi dugc st dung & day bao gdm toan bd khang thé va
manh gin két khang nguyén bat ky (ttrc 13, “phan gin két khang nguyén”, “polypeptit
gin két khang nguyén” hoic “chét gén két mién dich”) hodc chudi don ctia ching.
“Khang thé” bao gébm glycoprotein chira it nhit hai chudi ning (H: heavy chain) va hai
chudi nhe (L: light chain) duoc ndi v&i nhau béng cac lién két disulfua, hoic ph?m gén
két khang nguyén ctia chiing. Mdi chudi ning gdm ving bién dbi trén chudi nang (duoc
viét tit & day 1a Vu) va ving cb dinh trén chudi ning. Ving ¢ dinh trén chudi ning
gém ba mién, CH1, CH2 va CH3. M&i chudi nhe gém ving bién ddi trén chudi nhe
(duoc viét tit & day 12 Vi) va viing ¢b dinh trén chudi nhe. Vung ¢ dinh trén chudi nhe
gdm mot mién, CL. Cac ving Vi va VL ngoai ra c6 thé dugc chia nhd hon thanh céac
ving siéu bién, duoc goi 1a ving quyét dinh bd sung (CDR: complementarity
determining region), ndm xen k& vé&i cac viing duogc béo toan hon, dugc goi 1a cac ving
khung hoat dong (FR: framework region). Mdi Vi va Vi gdm ba CDR va bén FR, duge
sép Xép tir ddu amino dén dau carboxy theo thir tu sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FR4. Cac ving bién dbi ctia chudi ning va chudi nhe chira mién gin két tuong
tac v6i khang nguyén. Cac ving c6 dinh ctia khang thé c6 thé 1a trung gian gan két phan

tlr globulin mién dich v&i cac mé hodc yéu to ctia vat chu, bao gobm nhi€u loai t€ bao
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ctia hé mién dich (vi du, cac té bao thuc hién) va thanh phén thtr nhét (Clg) cua hé¢

théng bd thé cd dién.

Thuét ngit “phan gin két khang nguyén” ctia khang thé (hodc don gian 14 “phan
khang thé”) dé chi mot hoic nhiéu manh khéang thé gitr duoc kha niang gin két dac higu
voi khang nguyén (vi dy, VEGF). Ba dugc chimg minh ring chirc ning gan két khang
nguyén ctia khang thé c6 thé dugc thuc hién bsi cdc manh ctia khang thé c6 chiéu dai
du. Cac vi du vé& manh gin két khang nguyén dugc bao ham bén trong thuat ngit “phin
gén két khang nguyén” ctia khang thé bao gdm (i) manh Fab, manh héa tri mot gbm céc
mién Vi, Vi, CL va CHI; (ii) manh F(ab')2, méanh hoa tri hai gém hai manh Fab dugc
ndi voi nhau bang cau disulfua & ving ban 1; (iii) manh Fd gém cac mién Vy va CHI;
(iv) manh Fv goém cac mién VL va Vi cta cénh tay don ctia khang thé, (v) manh dAb
hodc mién don (Ward ef al., (1989) Nature 341:544-546), gdbm mién Vi; va (vi) ving
quyét dinh bd sung (CDR: complementarity determining region) dugc phan 1ap hodc
(vii) t& hop ctia hai hodc nhiéu CDR duge phan 13p c6 thé tiy y duogc lién két voi nhau
bing phin tir ndi téng hop. Ngoai ra, mic du hai mién ctia manh Fv, Vi and Vy, dugc
ma hoa bang cac gen riéng biét, ching c6 duoc lién két véi nhau, bang cach st dung
cac phuong phap tai t6 hop, bang phan tir ciu ndi téng hop cho phép chiing duogc tao ra
¢ dang protein duy nhit trong d6 cac ving Vi va Vi tao thanh cip véi nhau dé tao ra
cac phéan tir hoa tri mot (duge biét dén 1a Fv chudi don (scFv: single-chain Fv); xem vi
du, Bird et al. (1988) Science 242:423-426; va Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad.
Seci. USA 85:5879-5883). Céc khang thé chudi don nay cling dugc chi dinh 1a dugc bao
gbm bai thuit ngft “phin gin két khang nguyén” ctia khang thé. C4c manh khéng thé
nay thu dugc bing cach sir dung céc k¥ thuat thong thuong da duoc biét dén boi nguoi
¢6 hiéu biét trong linh vuce ndy, va cac méanh nay duoc sang loc dé st dung theo phuong
thire gidng nhu 13 cac khang thé nguyén ven. Céc phan gin két khang nguyén c6 thé
duoc tao ra bang cac ki thuat ADN tai t6 hop, hodc biang cach phan cit hoa hoc hoic
bing enzym cac phan tir globulin mién dich nguyén ven. Céc khang thé c¢6 thé 14 isotyp
khac nhau c6 thé 1a cta isotyp khac nhau, vi du, khang thé IgG (vi duy, phan loai IgGl,
IgG2, IgG3, hodc 1gG4), IgAl, IgA2, IgD, IgE, hodc IgM.
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Theo phuong an duge vu tién, dugc phim c6 chira nudc theo sang ché chira
chudi ning bién ddi c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1 va chudi nhe bién ddi c6 trinh
tur néu trong SEQ ID NO: 2.

VH: SEQ ID NO: 1
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTASGFSLTDYYYMTWVRQAPGKGLEWVGFI
DPDDDPYYATWAKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAGGDHNSG
WGLDIWGQGTLVTVSS

VL: SEQ ID NO: 2

EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITCQASEITHSWLAWY QQKPGKAPKLLIYLASTLA
SGVPSRFSGSGSGAEFTLTISSLQPDDFATYYCQNVYLASTNGANFGQGTKLTV
LG

Theo mot phuong an dugce uvu tién khéc, khang thé khang VEGF 1a manh khéng
thé Fv chudi don (scFv: single-chain Fv) chira trinh tu:

EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITCQASEITHSWLAWY QQKPGKAPKLLIYLA
STLASGVPSRFSGSGSGAEFTLTISSLQPDDFATYYCQNVYLASTNGANF
GQGTKLTVLGGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLYQPGGSL
RLSCTASGFSLTDYYYMTWVRQAPGKGLEWVGFIDPDDDPYYATWAK
GRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAGGDHNSGWGLDIWGQ
GTLVTVSS (SEQ ID NO: 3)

Khang thé khang VEGF trong dugc phim c6 chira nude theo séng ché c6 thé
duoc tao ra, vi du, nhu dugc md td trong cong b don séng ché quéc té s6 WO
2009/155724. scFv ¢6 thé duoc tao ra bf?lng cach str dung vecto biéu hién, nhu duge mo
ta trong tai li¢u néu trén. Methionin c6 ngudn gdc tir codon khdi dau trong vecto biéu
hién ¢ mit trong protein cudi cling trong cac trudng hop trong d6 nd khong bi phan cét

sau dich ma (xem SEQ ID NO: 4 trong phén vi du thuc hién sdng ché).

Theo cac phuong an nhét dinh, khéng thé khang VEGF trong dugc pham c6
chira nude theo sang ché gdm CDRI, CDR2 va CDR 3 ctia chudi ning nhu duge néu
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tuong ung trong SEQ ID NO: 5, 6, va 7, va CDR1, CDR2 va CDR3 cuta chudi nhe nhu
duoc néu tuong tmg trong SEQ ID NO: 8, 9, va 10.

SEQ ID NO: 5 GFSLTDYYYMT

SEQ ID NO: 6 FIDPDDDPYYATWAKG
SEQ ID NO: 7 GDHNSGWGLDI

SEQ ID NO: 8 QASEIIHSWLA

SEQ ID NO: 9 LASTLAS

SEQ ID NO: 10 QNVYLASTNGAN

Theo mot phuong an, ndng do ctia khang thé khang VEGF trong dugc phidm c6
chita nu6e theo sang ché it nhat 13 50mg/ml. Tt hon 13, dugc phdm c6 chira nuéce theo
sang ché chira khang thé khang VEGF & ndng do khoang 50mg/ml, khoang 60mg/ml,
khoang 70mg/ml, khoang 80mg/ml, khoang 90mg/ml, khodng 100mg/ml, khoang
110mg/ml, khodng 120mg/ml, khoang 130mg/ml, khoang 140mg/ml, khoang
150mg/ml, khodng 160mg/ml, khoang 170mg/ml, khoang 180mg/ml, khoang
190mg/ml, khodng 200mg/ml, khoang 210mg/ml, khoang 220mg/ml, khoang
230mg/ml, khoang 240mg/ml, khoang 250mg/ml hodc khoang 300mg/ml.

Theo cic phuong an nhét dinh, dugc pham c6 chira nudc theo séng ché chira
khang thé khang VEGF c6 ndéng d6 nim trong khoang tir 60mg/ml dén 120mg/ml, vi
du, khang thé chira SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2.

Theo mdt phuong 4n, duge phim c6 chira nude theo sdng ché chira khang thé

khang VEGF chira SEQ ID NO: 3 ¢ ndéng d6 60mg/ml.

Theo phuong 4n khac, duoc phim c6 chira nude theo sang ché chira khang thé

khang VEGF chtra SEQ ID NO: 3 & ndng d6 120mg/ml.

Duoc phdm c6 chira nuée theo séng ché bao gdm, ngoai khang thé khéang VEGF,
con cac thanh phan nhu 13 moét hodc nhiéu thanh phin trong s6 cac thanh phan sau: (i)
chét 6n dinh; (ii) chét dém; (iii) chat hoat dong bé mit; va (iv) axit amin tw do. Viéc bao
¢dm mdi thanh phén bd sung trong cac thanh phian bd sung nay cé thé mang lai cho

duoc phdm do két tu khang thé khang VEGF thip. Tét hon 14, duoc pham c6 chira nudée



37942

theo sang ché chira, ngoai khéng thé khang VEGF: (i) chit 6n dinh; (ii) chdt dém; va
(iii) chat hoat dong bé mit.

Chét én dinh thich hop dé sir dung véi sang ché c6 thé hoat dong nhu 14, vi dy,
cac chit tang cudng d6 nhét, chit don, c4c chit hoa tan, va/hoic chét twong tur. Chét 6n
dinh nay c6 thé 1a chat on dinh ion hogc khong ion (vi dy, duong). Céc chat 6n dinh 1a
duong bao g@)m, nhung khong chi giéi han ¢, cac dudng don (monosacarit), vi du,
fructoza, maltoza, galactoza, glucoza, D-mannoza, sorboza va tuong tu; dudng doi
(disacarit), vi du lactoza, sucroza, trehaloza, xelobioza, va tuong tu; dudong da
(polysacarit), vi dy, rafinoza, melezitoza, maltodextrin, dextran, tinh bét, va tuong tu;
va cac alditol, nhu 13 manitol, xylitol, maltitol, lactitol, xylitol sorbitol (gluxitol) va
tuong tu. Vi du, dudng co6 thé 1a sucroza, trehaloza, rafinoza, maltoza, sorbitol hodc
manitol. Pudng c6 thé 13 ruou dudng hodc dudng amino. Sucroza va trehaloza dugc uu
tién. Pugc vu tién nhit 1 sucroza. Chét 6n dinh ion c6 thé bao gém cac mudi nhu 13

NaCl hodc cac thanh phin axit amin nhu 14 arginin-HCI.

Cac chit dém thich hop dé st dung véi sang ché bao gbm, nhung khong chi gi6i
han &, mudi axit hitu co nhu 1a mudi cla axit xitric, axit ascorbic, axit gluconic, axit
cacbonic, axit tartaric, axit sucxinic, axit axetic hodc axit phtalic; Tris, thometamin
clohydric, hodc dém phosphat. Ngoai ra, cac thanh phan axit amin cfing c6 thé dugc st
dung lam chit dém. Pém xitrat hoic dém histidin dic biét hiru dung, bao gém dém
histidin 10-20mM, vi dy, histidin 0,13% dén 0,26% khdi luong/thé tich (w/v) va
histidin clohydric monohydrat 0,03% — 0,07% (khéi lugng/ thé tich)), hodc 10-dém
xitrat 20mM, vi du, axit xitric 0,006% dén 0,012% (khéi luong/ thé tich) va trinatri
xitrat dihydrat 0,2% dén 0,6% (khéi luong/ thé tich). Axit xitric duge st dung trong
duoc phém bao ché theo sang ché c6 thé & dang hydrat hoa bét ky, vi dy, dang khan

hodc monohydrat.

Duoc phim c6 chira nuée chira chit dém hodc chét didu chinh pH nay mang dén
su kiém soat do pH duoc cai thién. Theo phuong an nhit dinh, duoc phdm cé chira
nuéc theo sang ché c6 d6 pH nam trong khoang tir 5,0 dén 8,0, nam trong khoang tir 5,0
dén 7.0, n_ém trong khodng tir 6,0 dén 8.0, hodc nam trong khoang tur 6,0 dén 7.,0. Theo

mot phuong an, do pH cua duoc phdm cé chira nude theo sang ché 1a khoang 6,3 dén
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khoang 7,3. Theo phuong 4n cu thé, duoc phdm c6 chita nudce theo sdng ché c6 d6 pH

bang khoang 6,8.

Khi dugc stir dung ¢ day, thuat ngir "chét hoat dong bé mat" & day dé chi cac chit
hitu co ¢6 céc clu tric ludng tinh; tic 13, ching bao gbm cac nhém c6 cic xu hudng
hoa tan ngugc nhau, dién hinh 1 chudi hydrocacbon tan trong diu va nhém ion tan
trong nudce. Cac chét hoat dong bé mit c6 thé duoc phén loai, phu thuc vao dién tich
cta gbc hoat dong bé mit, thanh cic chit anion, cc chét cation va cac chit phan tan

cho nhiéu loai dugc pham va dang bao ché dugc chira cac nguyén liéu sinh hoc.

Céc chét hoat dong bé mit thich hop dé st dung véi sang ché bao gém, nhung
khong chi gi6i han &, cac chét hoat dong bé mit khong ion, cac chét hoat dong bé mat
ion va céc chét hoat dong bé mit ludng tinh. Cac chét hoat dong bé mit dién hinh dé str
dung v&i sdng ché bao gdm, nhung khong chi gidi han &, cc sorbitan este clia axit béo
(vi du, sorbitan monocaprylat, sorbitan monolaurat, sorbitan monopalmitat), sorbitan
trioleat, glyxerin este ctia axit béo (vi du, glyxerin monocaprylat, glyxerin
monomyristat, glyxerin monostearat), cac polyglyxerin este cua axit béo (vi du,
decaglyxeryl monostearat, decaglyxeril distearat, decaglyxeril monolinoleat), cac
polyoxyetylen sorbitan este cta axit béo (vi du, polyoxyetylen sorbitan monolaurat,
polyoxyetylen sorbitan monooleat, polyoxyetylen sorbitan monostearat, polyoxyetylen
sorbitan monopalmitat, polyoxyetylen sorbitan trioleat, polyoxyetylen sorbitan
tristearat), cac polyoxyetylen sorbitol este cua axit béo (vi du, polyoxyetylen sorbitol
tetrastearat, polyoxyetylen sorbitol tetraoleat), polyoxyetylen glyxerin este cua axit béo
(vi du, polyoxyetylen glyxeril monostearat), cac polyetylen glycol este ctia axit béo (vi
du, polyetylen glycol distearat), cic polyoxyetylen alkyl ete (vi du, polyoxyetylen
lauryl ete), polyoxyetylen polyoxypropylen alkyl ete (vi du, polyoxyetylen
polyoxypropylen glycol, polyoxyetylen polyoxypropylen propyl ete, polyoxyetylen
polyoxypropylen xetyl ete), polyoxyetylen alkylphenyl ete (vi du, polyoxyetylen
nonylphenyl ete), diu thau dau duoc hydro hoa polyoxyetylen (vi du, dau thau dau
polyoxyetylen, dau thdu diu duge hydro hoa polyoxyetylen), cic din xudt sap ong
polyoxyetylen (vi du, polyoxyetylen sorbitol sdp ong), cac dan xuét polyoxyetylen
lanolin (vi du, polyoxyetylen lanolin), va cac polyoxyetylen amit cua axit béo (vi du,

polyoxyetylen amit cta axit stearic); cac Cio-Cis alkyl sulfat (vi du, natri xetyl sulfat,
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natri lauryl sulfat, natri oleyl sulfat), polyoxyetylen Cio-Cis alkyl ete sulfat v&i luong
trung binh 13 2 dén 4 mol cia cac don vi etylen oxit dugc thém vao (vi du, natri
polyoxyetylen lauryl sulfat), va cac mudi cta este Ci-Cis alkyl sulfosucxinat (vi du,
mudi natri cla este lauryl sulfosucxinat); va céac chét hoat dong bé mat tw nhién nhu 12
lexithin, glyxerophospholipit, sphingophospholipit (vi du, sphingomyelin), va céc
sucroza este cta axit béo Cia-13° Duge phim c6 thé chira mot hodc nhiéu chét hoat dong
bé mit trong s6 cac chit hoat dong bé mit nay. Cac chét hoat dong bé mit duoc wu tién
13 cac polyoxyetylen sorbitan este ctia axit béo, vi du, polysorbat 20, 40, 60 hodc 80.

Polysorbat 80 dic biét duoc wu tién.

Céc axit amin tu do thich hop dé sir dung véi sang ché bao gdm, nhung khong
chi giéi han ¢, arginin, lysin, histidin, ornithin, isoleuxin, leuxin, alanin, glyxin axit
glutamic hodc axit aspartic. Su bao gém axit amin c6 tinh bazo dugc wu tién tic la
arginin, lysin va/hodc histidin. Néu duoc phém chtra histidin thi ¢6 thé hoat dong nhu 1a
chit dém va nhu 13 axit amin tu do, nhung khi dém histidin duoc sir dung, dién hinh 1a
chira axit amin tur do khong phai histidin, vi duy, chira dém histidin va lysin. Axit amin
c6 thé ¢6 & dang D va/hoic dang L, nhung dang L 14 dién hinh. Axit amin c6 thé c6 mat
nhu 12 mudi thich hop bét ky, vi du, mubi clohydric, nhu 1a arginin-HCL. Theo mdt
phuong an dugc uu tién, duoc phdm c6 chtra nudc theo séng ché khong chira bat ky axit

amin tu do nao trong sO c4c axit amin ty do nay.

Theo phuong an dugc uu tién, dudng cé trong duoc phim c6 chira nu6c theo
sang ché, vi du, sau khi hoan nguyén dang dong khd trong nudc, & nong do nim trong
khoang tir 3% dén 11% (khdi lwong/ thé tich). Theo cac phuong an nhét dinh, dudng 1a
sucroza & ndng d6 nim trong khoang 4,5% dén khoang 11%, hoic trehaloza & nong do
nim trong khoang 5% dén khoang 10%. Sucroza & ndng d6 6,75% (khdi luong/ thé

tich) dugc wu tién.

Theo phuong an dugc uu tién, chét dém c6 trong dugc pham cé chira nu6e theo
sang ché, vi du, sau khi hoan nguyén dang dong khd trong nudc, & nong do nim trong
khoadng tot ImM dén 60mM, vi du, 10-40mM, 15-30mM, 15-25mM. Theo céc phuong
4n nhét dinh, chit dém 1a xitrat hodc histidin. Pém xitrat & néng do 15mM duoc uu

tién.

-12-



37942

Theo phuong &n dugce uu tién, chét hoat dong bé mit c6 trong duoc phém co
chira nude theo sang ché, vi du, sau khi hoan nguyén dang dong khé trong nude, & nong
do lén dén 0,2% (theo thé tich), vi du, 0,01-0,1%, 0,03-0,08%, 0,04-0,08%. Polysorbat

80 & ndng do 0,05% duoc wu tién.

Céc ta dugc duoc bao gém khac, c6 thé duoc sir dung trong dugc phém c6 chira
nuoc theo sang ché bao gém, vi dy, cac chit khang vi sinh vat, chét chéng oxi hoa, chét
khtr tinh dién, céc lipit nhu 12 phospholipit hodc axit béo, steroit nhur 1a cholesterol, cac
t4 duoc protein nhu 14 albumin huyét thanh (albumin huyét thanh ctia nguoi), albumin
clia ngudi tai to hop, gelatin, casein, cic ion d6i nghich tao mudi nhu 1a natri va twong
tu. Cac ta dugc va/hodc cic chét phu gia duge dung nay va cac td dugc va/hodc cac chét
phu gia dugc dung da biét bd sung thich hop dé st dung trong duoc phidm theo sang ché
da duoc biét dén trong linh vuc nay, vi du, nhu duoc liét ké trong "The Handbook of
Pharmaceutical Excipients, 4™ edition, Rowe et al., Eds., American Pharmaceuticals
Association (2003); va Remington: the Science and Practice of Pharmacy, 21* edition,

Gennaro, Ed., Lippincott Williams & Wilkins (2005).

Céc duge phdm theo sang ché duoc vu tién duge trinh bay trong bang 40 trong

phan vi du thuc hién sang ché dudi day.

Theo céc phuong an nhit dinh, ché phdm dang dong khé ctia khang thé khang
VEGF dugc bao gdm d& cung cap dugce phdm c6 chira nuéc theo sang ché dé didu tri
cho bénh nhan.

Céc k¥ thuat dong kho khang thé duogc biét rd trong linh vuc ndy, vi du, xem tai
liéu ctia John F. Carpenter va Michael J. Pikal, 1997 (Pharm. Res. 14, 969-975); Xialin
(Charlie) Tang va Michael J. Pikal, 2004 (Pharm. Res. 21, 191-200).

Trudce khi dang dong kho co thé duogc sir dung v&i bénh nhan, né nén dugc hoan
nguyén biang chit hoan nguyén chira nuée. Bude nay cho phép khang thé va cac thanh
phdn khéac trong ché phdm déng kho tai hoa tan d8 tao thanh dung dich thich hop dé
tiém cho bénh nhan.
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Thé tich ctia nguyén lidu c6 chira nu6e dugce st dung d& hoan nguyén quyét dinh
ndng do ctia khang thé trong dugc phdm thu dugc. T4i hoan nguyén bang thé tich chét
hoan nguyén nhé hon thé tich trude dong khd tao ra ché pham c6 ndéng do cao hon hon
ché pham trudce khi dong kho. Heé s& hoan nguyén (thé tich ctia duge pham bao ché sau
khi hoan nguyén: thé tich ctia dugc phdm bao ché trudc khi dong kho) co thé tir 1:0,5
dén 1:6. Hé s6 hoan nguyén 1:3 13 hitu ich. Nhu da néu trén, ché phdm dang déng kho
theo sang ché c6 thé duoc hoan nguyén @& tao ra duoc phdm c6 chira nuée voi ndng do
cao cta khang thé khang VEGF bing it nhét 1a 50mg/ml (tic 13, it nhit 60mg/ml,
70mg/ml, 80mg/ml, 90mg/ml, 100mg/ml, 110mg/ml, 120mg/ml, hodc 130mg/ml), va
thé tich cia chit hoan nguyén theo d6 s& duoc chon. Néu yéu ciu, duge pham hoan
nguyén c6 thé duge pha lodng trudce khi st dung v6i bénh nhan néu thich hop @ cung
cép li¢u du dinh.

Céc chét hoan nguyén dién hinh cho cac khéng thé duoc hoan nguyén bao gdm
nude tiét tring hodc dém ti€t trung, tuy y chira chit bao quan. Néu ché pham dang dong
khé chita chit dém thi chit hoan nguyén ciing c6 thé chta chit dém (c6 thé 14 chéit dém
gidng hodc khac véi chét dém cua ché phim dang déng kho) hodc thay vao d6 né cé thé
khong chira chat dém (vi du, nude dé pha tiém (WFI: water for injection), hodc nude

mudi sinh 1y).

Dugc pham c6 chira nu6e theo sang ché chira khang thé khang VEGF c6 thé
duoc st dung dé diéu tri nhiéu loai bénh hoic roi loan khac nhau. Duogc phém chira
khéng thé khang VEGF dac biét hitu ich dé diéu tri cac bénh vé& mit do phat trién mach
méi & di tuong.

“Bénh vé& mit do phét trién mach mai” ¢6 thé duoc diéu tri béng cach sir dung
duoc phém c6 chtra nudc theo sang ché bao gém, tinh trang, bénh, hodc r6i loan lién
quan dén phat trién mach méi & mét, bao gdm, nhung khong chi giéi han &, hinh thanh
mach bét thuong, phat trién mach moi hic mac (CNV: choroidal neovascular), tinh
thAm qua mach mau vong mac, pht vdng mac, bénh ly vdng mach do tiéu duong (dic
biét 1a bénh 1y vong mac do tiéu duong ting sinh), phu diém vang do tiéu duong, thoai
héa diém vang do tudi gia (AMD) do phat trién mach méi (ro i dich), bao gdm nAMD
(AMD do phét trién mach méi) lién quan dén CNV, di chimg lién quan dén thiéu mau
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vdng mac, tic tinh mach vong mac trung tim (CRVO), va phat trién mach méi ban

phén sau ctia mat.

Dugc phdm c6 chira nuéc theo sang ché, c6 thé chira cac thanh phin hoat tinh
khac ngoai khing thé khang VEGF. Cac chét c6 hoat tinh duge khéc ¢6 thé gém, vi du,

cac khang thé khéc hitu ich dé diéu tri bénh vé& mét.

Dugc phdm c6 chita nudc theo sang ché c6 thé duge sir dung voi bénh nhan. Khi
duogc st dung & day, thuat ngfr “d6i tugng” hodc “bénh nhan” dé chi ngudi va cac dong
vat ¢6 v khdng phai ngudi, bao gém nhung, khong chi gi6i han &, linh trudng, tho,

ché, ngua, meo, clru, va bo. Tot hon 14, doi tugng hodc bénh nhén 1a ngudi.

Viée st dung dién hinh 1 s& qua 6ng tiém. Do d6, sang ché dé xuét dung cu
phéan phdi (vi duy, bng tiém) chia duoc phim theo sang ché (vi du, 6ng tiém dugc nap
truge). Cac bénh nhén s& nhan lugng c6 hi¢u qua cua khiang thé khang VEGF lam thanh
ph?ln hoat tinh chu yéu (tac 1a, lugng du dé dat duoc hodc it nhét 1a dat dugc phén nao
tac dong mong muén). Liéu c6 hiéu qua diéu tri 1a thich dang néu né c6 thé tao ra thim
chi chi 12 mét su thay ddi gia ting céc triéu ching hodc tinh trang lién quan dén bénh
nay. Liéu c6 hiéu qua diéu tri khong can phai chira khoi hoan toan bénh hodc loai bo
hoan toan céc triéu ching. T8t hon 14, lidu c6 hiéu qua didu tri c6 thé it nhét 1a chin lai
mot phén bénh va cac bién chimg ctia n6 & bénh nhan da mic bénh nay. Lugng c6 hiéu
qué vai viée st dung nay sé& phu thudc vao tinh nghi€ém trong cua ri loan duoc diéu tri

va tinh trang téng quat v& hé mién dich ctia bénh nhan.

Do 16n cla lidu dung co thé duoc xac dinh dé dang st dung cac ky thuét diéu
chinh lidu da biét boi bac sT c6 k¥ ning thong thudng trong diéu tri bénh hoic tinh trang
nay. Luong c6 hiéu qua didu tri ctia khang thé khang VEGF dugc st dung trong dugc
phrflm c6 chira nudc theo sang ché dugce xac dinh béng cach, vi du, xem xét cac thé tich
liéu mong mudn va (cac) ché d6 sir dung. Dién hinh 13, ché phém c6 hi€u qua diéu tri
duoc st dung & lidu luong nidm trong khodng tur 0,001mg/ml dén khoang
200mg/ml/liéu. Tt hon 13, liéu ding dugc st dung trong phuong phép theo séang ché 1a
khoang 60mg/ml dén khoang 120mg/ml (tic 13, khoang 60mg/ml, 70mg/ml, 80mg/ml,
90mg/ml, 100mg/ml, 110mg/ml, hodc 120mg/ml). Theo phuong én dugc uu tién, lidu
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dung cta khang thé khang VEGF dugc st dung trong phuong phép theo sang ché 1a
60mg/ml hodc 120mg/ml.

Theo cac phuong an nhat dinh, liéu dugc st dung truc tiép v&i mét cua bénh
nhan. Theo mdt phwong 4n, liéu ding v&i mot mét bang it nhit khoang 0,5mg dén
khodng 6mg. Cac lidu dung v6i mot mit duoc uu tién bao g@)m khoang 0,5mg, 0,6mg,
0,7mg, 0,8mg, 0,9mg, 1,0mg, 1,2mg, 1,4mg, 1,6mg, 1,8mg, 2,0mg, 2,5mg, 3,0mg,
3,5mg, 4,0mg, 4,5mg, 5,0mg, 5,5mg, va 6,0mg. Cac lidu lugng cé thé dugc sir dung &
cac thé tich khac nhau thich hop dé str dung cho mét, nhu 14 50ul hodc 100ul, vi du,
gdm 3mg/50pl hodc 6mg/50pl. Céc thé tich nho hon ciing ¢6 thé duge sir dung, bao
gbém 10pl1 hozc nhod hon, vi dy, khoang 10ul hodc khoang 8,0pl. Theo cic phuong an
nhit dinh, lidu ding 1,2mg/10p] hodic 1mg/8,0pl (vi du, 1mg/8,3ul) duge chuyén dén
mot mét ctia bénh nhan dé didu tri hodc dé ci thién mot hodc nhiéu rdi loan hogc bénh
trong sb cac rdi loan hodc bénh di duoc md ta. Viéc phan phéi c6 thé 13, vi du, bing

cach tiém hodc truyén trong dich kinh.

Sang ché ciing dé xut cac duge pham (tic 13, duge phim chira nuéc) theo sang
ché dé dung lam thudc, vi du, d sir dung trong phan phdi khéng thé dén voi bénh nhan,
hodc dé st dung trong diéu tri hodc cai thién mot hodc nhiéu bénh hodc réi loan trong

sO cac bénh hodc rdi loan da dugc md ta.

Pugc md ta ¢ day la phuong phép phin phdi khéng thé khang VEGF dén voi

bénh nhén, bao gdm buédc cho bénh nhan dung dugc phim c6 chira nuée theo sang ché.

Pugc mo ta ¢ day la phuong phap phan phéi khéng thé khang VEGF theo sdng
ché dén voi bénh nhan bao gdm céc budce: (i) hoan nguyén dang dong khd theo sang
ché dé tao thanh duoc phém chra nude, va (ii) cho bénh nhan st dung duoc phém co
chira nudce nay. Bude (ii) 1y tuéng 1 dién ra trong vong 24 gid sau bude (i) (vi dy, trong

vong 12 giod, trong vong 6 gio, trong vong 3 gio, hodc trong vong 1 gio).
Céc phuong an nhat dinh theo séng ché duoc mo ta duoc danh sé nhu sau:

1. Duoc pham chira nudc, chia (i) khang thé khang VEGF chita CDR1, CDR2 va
CDR3 ctia chudi ning c6 trinh lan luot duoc néu trong SEQ ID NO: 5, 6, va 7,
va CDR1, CDR2 va CDR3 ctia chudi nhe ¢6 trinh 1an luot duoc néu trong SEQ
ID NO: 8, 9, va 10 & ndng do it nhét 1a 50mg/ml, (ii) sucroza hogc trehaloza, (iii)
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xitrat hodc histidin 1am chét dém, va (iv) polysorbat 80 lam chét hoat dong bé

mat.

. Duoc phim c6 chira nuéce theo phuong 4n 1, chira sucroza & nong do 4,5% dén
11% (khéi luong/ thé tich) hoic trehaloza & néng do 5% dén 10%, axit xitric &
ndng d 0,006% dén 0,012% (khdi lugng/ thé tich), trinatri xitrat dihydrat &
néng d6 0,2% dén 0,6% (khéi luong/ thé tich), va polysorbat 80 & né)ng do
0,01% dén 0,1% (khéi luong/ thé tich), trong d6 d6 pH cia duge pham 1a khoang
6,3 dén khoang 7,3.

. Duogc phdm c6 chira nudce theo phuong én 2, trong dé ndng do cla sucroza la
6,75% (khdi luong/ thé tich), ndng d6 cta axit xitric 1a khoang 0,01% (khdi
luong/ thé tich), ndng d6 cia trinatri xitrat dihydrat 1a khoang 0,428% (khdi
lwong/ thé tich), ndng dd cta polysorbat 80 1a khoang 0,05% (khdi lugng/ thé
tich), va do pH la khoang 6,8.

. Dugc phdm c¢6 chira nuée theo phuong an bit ky trong sb cac phwong 4n 1-3,
trong d6 ndng do cta khang thé khang VEGF bang it nhat 60mg/ml, it nhat
70mg/ml, it nhat 80mg/ml, it nhat 90mg/ml, it nhit 100mg/ml, it nhat 110mg/ml,
it nht 120mg/ml, it nhit 130mg/ml, it nhit 140mg/ml, hogc it nhat 150mg/ml.

. Duogc phdm c6 chira nuéc theo phuong 4n bat ky trong sd cac phuong 4n 1-4,
trong d6 ndng do cta khing thé khang VEGF la khoang 60mg/ml, khoang
70mg/ml, khoang 80mg/ml, khoing 90mg/ml, khoang 100mg/ml, khoéang
110mg/ml, khoang 120mg/ml, khoang 130mg/ml, khoang 140mg/ml, hoac
khoang 150mg/ml.

. Duogc phdm c¢6 chira nudc theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong an 1-5,
trong d6 khang thé khang VEGF chtra céc trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 va
SEQ ID NO: 2.

. Duoc phdm c¢6 chira nuéc theo phuong 4n bat ky trong sd cac phuong an 1-6,

trong do khang thé khdng VEGF chta trinh tu néu trong SEQ ID NO: 3.
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8. Duoc pham c6 chira nuéc theo phuong én bét ky trong sb cac phuong an 1-7,
trong d6 nong do ctia khang thé khang VEGF la khoang 60mg/ml hodc khoang
120mg/ml.

9. Dung cu phéan phdi chtra duge pham c6 chtra nuéc theo phuong 4n bat ky trong

sd cac phuong 4n 1-8.

10. Dung cu phan phdi theo phuong 4n 9, trong d6 dung cu phén phdi nay 14 6ng

tiém dugc nap trude.

11. Ché pham dong kho dugc bao ché bing cach dong kho dugce phim cé chira nude

theo phuong an bat ky trong sd cac phuong 4n 1-8.

12. Phwong phép bao ché dang dong khd, bao gdm cac bude: (i) chuin bi dung dich
chira nudc chira khang thé khang VEGF, sucroza hodc trehaloza, dém xitrat hodc

histidin, va chit hoat dong bé mat; va (ii) dong khd dung dich chita nudc nay.

13. Phuong phép theo phuong én 12, trong d6 khang thé khang VEGF gém CDRI,
CDR2 va CDR3 ctia chubi ning twong mg 1a ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:
5, 6, va 7, va CDR1, CDR2 va CDR3 cua chudi nhe tuong tmg 13 ¢6 trinh tu
dugc néu trong SEQ ID NO: 8, 9, va 10.

14. Phuong phap theo phuong 4n 13, trong d6 khang thé khang VEGF gdm céc trinh
tu néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2.

15.Phuong phép theo phuong én bét ky trong sb cac phuong an 12-13, trong d6
khang thé khang VEGF gdm trinh tu néu trong SEQ ID NO: 3.

16. Dugc phdm c6 chita nu6e theo phuong 4n bt ky trong sb cac phuong an 1-8 dé
st dung trong phdn phéi khang thé khang VEGF dén voi dbi tuong, bao gdm

budce cho doi tugng str dung dugc pham chira nudc.
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17. Duoc phém c6 chira nuée theo phuong an bit ky trong s6 cic phuong 4n 1-8 dé
st dung trong didu trj rdi loan hodc bénh vé mit do VEGF lam trung gian, bao

gdm bude cho doi tugng str dung duge pham c6 chira nuGe

18. Dugc pham c6 chira nude dé sir dung theo phurong an 17, trong d6 bénh hodc rdi

loan vé mat da néu la bénh vé mat do phat tricn mach mai.

Khi duogc sir dung & day, tat ca cac sO phan tram 1a cic phan trdm theo khoi

lugng, trir phi didu nguoc lai duge dé cap.

Khi duge st dung & day va trir phi diéu nguoc lai duoce chi ra, cac thuét ngft
"mot" va “ndy” duge dung voi nghia 1a "mot", "it nhat mot" hodc "mdt hodc nhiéu". Trur
phi dicu nguoc lai duge yéu cau boi ngit canh, cac thuét ngit chi so it dugce sir dung ¢

day s& bao gom s6 nhiéu va cac thuat ngit so nhicu s& bao goém s0 it.

Noi dung cta patent, don sang ché, va céc tai lidu tham khao bit ky dugc trich
dAn trong toan bd phin mé ta nay duogc két hop & dy bang cach tham khao toan bd ndi’

dung ctia chung.

Céc phuong 4n khac theo sang ché s& 1a diéu hién nhién véi nguoi 6 hiéu biét
trong linh vuc nay khi xem xét phin md ta va thuc hanh sdng ché duge boc 16 & diy,
Puoc chi dinh ring phﬁn mo ta va phﬁn vi du thuc hién sang ché chi duoc coi 1a vi du
dai dién v6i pham vi va tinh thin dung theo sing ché s& duoc chi ra bang phan cic yéu

cau bao ho dudi day va cac duong lugng ctia chiing.

Vi du thwe hién sing ché

Céac vi du sau md ta cac nd luc phat trién dugc phém duoc thiét ké dé xac dinh
c4c phuong an thuc hién 6n dinh héa thich hgp va cac dugc phédm d& cung cép cac dung

dich c¢é né)ng d6 cao, 6n dinh chira khang thé 1008, cho phép ché phém IVT véi thoi
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han st dung it nhét 13 18 thang & cac didu kién bao quan lanh dép ung cic yéu cau

thong thuong véi cic san phim diing cho mit.

Khang thé 1008 14 khang thé chudi don gén v&i va tic ché hoat tinh sinh hoc cua
yéu t ting trudng ndi mac mach méu A (VEGF-A) ctia nguoi. Trinh tu axit amin cta

1008 dugc biéu hién 1a:

MEIVMTQSPS ~ TLSASVGDRV ~ ITCQASEIl ~ HSWLAWYQQK
PGKAPKLLIY LASTLASGVP SRFSGSGSGA EFTLTISSLQ PDDFATYYCQ
NVYLASTNGA  NFGQGTKLTV ~ LGGGGGSGGG  GSGGGGSGGG
GSEVQLVESG ~ GGLVQPGGSL  RLSCTASGFS  LTDYYYMTWV
RQAPGKGLEW  VGFIDPDDDP  YYATWAKGRF  TISRDNSKNT
LYLQMNSLRA EDTAVYYCAG GDHNSGWGLD IWGQGTLVTV SS (SEQ
ID NO: 4)

Céc luong dang ké ciia cac tiéu phan nhin dugc bing kinh hién vi duogc quan sat
thiy & ndng do khang thé 1008 1a 60mg/ml khi 1008 dugc bao ché & dang dung dich
dang truong trong dung dich dém xitrat 15mM vé6i polysorbat 20 0,001% & d6 pH 6,25,
Vén dé chinh cua san phim bao ché ban diu nay 1a vét tiéu phan vuot qué cic gi6i han
thong thuong cua dung dich dung dé tiém mét (USP<789>), thdm chi khi duogc gitr & -
20°C.

Céc vi du sau tom tit sy phat trién san phdm bao ché chira 1008 & ndéng do
60mg/ml va 120mg/ml trong dich kinh (IVT) n dinh & diéu kién bao quan 2-8°C trong
it nhat 18 théﬁg. N& luc phat trién san pham bao ché tap trung vao viéc trc ché tao thanh
c4c tiéu phan nhin duge bing kinh hién vi va dap tng yéu cdu USP vé ham luong, do

tinh sach va hiéu luc.

Céc phuong phap phan tich

Cac phuong phép sau dugc st dung trong toan bo cac vi du duoc dé cap.

Phuong phép hinh anh héa vi dong (MFI: Micro-Flow Imaging)

Phuong phap MFI duoc st dung dé phan tich sang loc ta4 duge, Nghién ctru 1 va
Nghién ctru 2 cho céc nghién ctru t61 wu hoa 60mg/ml nhu sau:
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Tdng thé tich miu dugc sir dung: 0,50mL
Thé tich loc: 0,20ml
Thé tich phén tich: 0,26ml

Budc t0i wu do roi duoc tién hanh véi nude khong chira cac tiéu phan dugc loc duoc

tinh sach.

Phuong phap MFI duoc st dung dé phan tich Nghién ctru 3 va Nghién ctru 4 1008 nong
d6 120mg/ml:

Téng thé tich mau dugc str dung: 0,80ml
Thé tich loc: 0,23ml
Thé tich phén tich: 0,48ml

Budc t6i vu dd roi duoc tien hanh v6i nude khong chira céc tieu phan duge loc duge

tinh sach.

Phuong phap SEC

Séc ky loai trir kich thuée (SE-HPLC: Size exclusion chromatography) phéan
tach cac protein theo kich thudc cua ching. Pat duoc su phén tach béng su loai trur,
hodc bao gdm chénh l&ch, ctia cic phan tir mau khi chung di qua pha tinh ¢6 16 dang
tiéu phan. Hé théng sic ky long hiéu ning cao c6 kha ning duy tri tbc do chay la
0,25ml/phut va nhiét d¢ cua mau 1a 4°C, duoc trang bi c6t TOSOH SuperSW3000
(Tosoh Bioscience LLC, King of Prussia, PA), va mdy phét hién c6 kha ning vén hanh
ddng thoi & 214nm va 280nm. Phuong phép nay dugc sir dung dé kiém tra d6 tinh sach.

Phuong phap IEX-HPLC

Séc ky 16ng hiéu ning cao trao d6i anion (AIEX-HPLC: Anion exchange high
performance liquid chromatography) phén tich cac protein theo dién tich ludi cta
chung. Quy trinh nay duogc tién hanh bang cach sir dung sic ky long hiéu ning cao
(HPLC), cho phép duy tri tdc do dong 1a 0,8ml/phit, véi bd phan cot duge kiém sodt
nhiét do (cai dat ¢ 25°C) bao gém ot trao ddi anion manh, may léy mau tu dong (cai
dit ¢ 4°C), va may phat hién UV bude song bién thién, cho phép hoat dong & 280nm.
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Phuong phap CGE

Phuong phép dién di mao quan dugc thuc hién dé xac dinh do déng nhéit va do
tinh sach cla céac protein co khéi luong phan tir ndm trong khoang tir 10kDa dén
225kDa bang dién di mao quan gen SDS. Mao quan dugc nap dong véi dém gel SDS
0,2% Beckman Coulter, d6 pH= 8, ché pham doc quyén. Su phén tach protein dugc tién
hanh bing dién di riy phan tir. Logarit cua khéi luong phan tir protein la tuyén tinh v6i
do di dong dién di thudn nghich cta né. Danh tinh cta protein dugc xac dinh béng cach
so sanh su di chuyén ctia n6 véi khdi lugng phan tr chudn. P9 tinh sach duge xac dinh
bang cach phan tich phin tram dién tich ctia dinh gbc va cac tap chit. Mdy phat hién
mang diot quang (PDA) dugc sit dung dé phan tich mau & 220nm.

Phén tich hi¢u luc thuée

ELISA canh tranh dugc sir dung dé kiém tra hiéu luc thudc. ELISA canh tranh,
kha ning ctia 1008 dé canh tranh véi VEGFR2/Fc d6i voi VEGF duoc biotinyl hoa da
duoc do. Tin hiéu quan sat duoc ty 1€ nghich vé6i néng d6 cua 1008, khi tang luong
1008 d3 chin hiéu qua su gén két cia VEGF biotinylat héa véi thu thé VEGFR2/Fc clia
né. Mdi miu duoc phan tich trong dia vi chudn 96 giéng so véi chét chuin tham chiéu
1008, va hiéu luc thube twong d6i ctia mAu 1a that cta chat chudn tham chiéu dugc bao

cao.

Vidul
Sang loc ta duogc

1008 dugc bao ché trong dém xitrat & do pH=6,25. Thanh phdn cta ché phim
dugc trinh bay trong bang 1.

Bang 1
Thanh phan Nong d6 (% khoi lugng/thé tich)
1008 6%
Trinatri Xitrat (Dihydrat) 0,59%
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Natri Clorua 0,73%
Polysorbat 20 0,001%
Axit clohydric pH 6,25
Nudc dé pha tiém Qs 100

Cac sb luong dang ké clia cac tiéu phan thiy dugc bing kinh hién vi duge quan
sat thay trong ché phdm néu trén. Tiéu phan nay vuot qua cic gidi han quy dinh dbi véi

dung dich dung d& tiém cho mét USP<789> ké ca trong nhiét d6 bdo quan & -20°C.

Téac ddéng cia céc td duoc khac nhau lén sy tao thanh cac tiéu phéan théy duoc
bang kinh hién vi di duoc danh gia d& phat trién dung dich chira 1008 n dinh hon. Luu
gitt dung dich protein & ndéng dd 60mg/ml chira cic t4 duge khdc nhau duge luu giit &
40°C va duoc phén tich céc tiéu phin chit & kich thuéc 1-100pm bang MFL Dit liéu
thir nghiém da chung minh rang hau hét cac ta duge duge kiém tra, bao gom arginin,
dextran, axit ascorbic, methionin, va amoni axetat, khong gidm sy hinh thanh céc tiéu
phan nay. Chi khi ¢ mit cac duong khong khir, nhu 1a sucroza va trehaloza, sy hinh
thanh céc tiéu phan di giam dang ké.

Tién hanh sang loc ta dugc & mic do cao hon. Danh gia tdc dong cuia td duoc 1én
do6 6n dinh cua 1008 trong dung dich chira 1008 & ~60mg/ml. Luu gitt dung dich
protein chira albumin huyét thanh ctia ngudi (HSA) 0,1%, poloxame 407 0,1%, Brij 35
0,1%, glyxerin 3%, glyxin 50mM & 40°C, va thir nghiém cac mAiu bang MFI, SEC va
[EX sau 8, 21, va 28 ngay luu gitt. Cac két qua dugc trinh bay trong bang 2. Dit liéu thir

nghiém da chirg minh d6 bét 6n dinh cta protein khi ¢6 mit cac t4 duge dugc kiém tra.

Béang 2

Két qua sang loc ta duge

Ta dugc HSA Poloxame | Brij 35 Glyxerin Glyxin
0,1% 407 0,1% 0,1% 3% 50mM

Thoi gian (ngay) 8

> 10um theo MFI 19 8 18 329 47

> 25um theo MFI 5 5 6 43 8

> 50um theo MFI 1 0 1 3 0

Tong sb theo MFI 538 381 378 24805 2436

SEC (% ban dau) 96,2 95,5 81,8 96,3 95,8

IEX (% ban dau) 95,1 94,3 82,7 95,0 95,6
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Thoi gian (ngay) 21
30 5 12 95 36
> 10um theo MFI
7 0 5 14 10
> 25um theo MFI
1 0 0 2 1
> 50um theo MFI
. . 495 197 1091 5622 1037
Tong s6 theo MFI
X 88,2 87,7 63,2 89,4 89,4
SEC (% ban dau)
\ 87,8 86,1 63,2 87,9 87,1
IEX (% ban dau)
Thoi gian (ngay) 28
69 382 595 365 466
> 10um theo MFI
21 39 68 65 72
> 25um theo MFI
5 4 6 9 15
> 50um theo MFI
. . 505 7718 2208 10690 52375
Tong s6 theo MFI
. 85,7 84,7 65,3 86,1 84,5
SEC (% ban dau)
. 82,7 80,9 60,0 83,4 82,3
IEX (% ban dau)

Danh gia d6 én dinh ctia 1008 & ndng d6 57mg/ml trong dém phosphat 20mM &
pH=6,25. Thir nghiém ché pham chira sucroza 9% va PS80 0,1% & 6, 14 va 27 ngay sau
khi bao quan & 40°C. Céc két qua duoc liét ké trong bang 3.

Bang 3

Do 6n dinh ctia 1008 & néng d6 57mg/ml trong dém phosphat 20mM

Thoi gian & 40°C (ngay) 6 14 27
> 10um theo MFI (#/mL) 43 42 11
> 25um theo MFI (#/mL) 3 13 3
> 50um theo MFI (#/mL) 1 4 0
Tong s6 theo MFI

(/) 1418 1650 425
SEC (% ban dau) 97.3 91,9 82,1
IEX (% ban dau) 98,3 92,2 79,2
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Vidu2

Phat trién ché phim méi
Nghién ctru 1
Sang loc ta dugc

St dung dung dich protein chira 1008 & nong d6 60mg/ml trong dém xitrat
20mM chira polysorbat 20 0,001% va NaCl 0,73% & pH 6,25 dé chuén bi mau. Dé loai
b6 chit hoat dong bé mit trong dung dich protein géc, trao dbi dém str dung cot NAP-
25 trude tién duogc thuc hién st dung ta duge khong chira polysorbat 20. Sau do, c6 déc
dung dich protein da trao dbi dém dén khoang 60mg/ml st dung dung cu loc Vivaspin
voi MWCO 10kDa. Thém riéng céc ta dugc HSA, glyxin, glyxerin, poloxame 407, va
Brij 35. Sau dé, loc qua 6ng bom tiém qua mang PVDF 0,2um vao 6ng thuy tinh trong
thé tich 4ml. St dung khoang 100pL mau cho thir nghiém ban dAu, trong khi lwu gitr
phin con lai cia mAu ¢ 40°C. Liy ra mot mililit mAu ctia mdi dugc pham bao ché & thoi

diém 8, 21, va 28 ngay sau khi bao quan & 40°C dé phan tich bing MFI, SEC va IEX.

Chon loc thanh phén dém, duong va chét hoat dong bé mit

Dua trén cac nghién ctru sang loc ta duoc dd duoc thuc hién ndi bd, hai dung
dich dém (xitrat va histidin), cac duong (sucroza va trehaloza), va céc chét hoat dong bé
mit (Polysorbat 20 va Polysorbat 80) dugc chon cho viéc chon loc thanh phﬁn cua duoc
phim bao ché. Nong do ctia dung dich dém 1a 20mM, ndng d6 dudng la 264mM, va
néng do chit hoat dong bé mit 1a 0,1% dugc chon cho nghién ctru ndy. Nghién ctru thir

nghiém yéu t6 diy du duoc thiét ké nhu dugc trinh bay trong bang sau.
Béng 4

Céc yéu t6 va thiét ké cho nghién ctru 1

Nhén t6 Thiét ké
bém Xitrat 20mM hodc Histidin 20mM
buong Sucroza 264mM (9%) hoac Trehaloza 264mM
(9%)
Chat hoat dong bé mit | Polysorbat 20 0,1% hoic Polysorbat 80 0,1%

Thiét ké dy du dugc trinh bay trong bang 5 dudi day:
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Bang 5

Ba yéu t6 cta thiét ké yéu t6 day du cho Nghién ctru 1

STT Pém (mM) Duong Chét hoat dong bé mit
1 Xitrat 20mM Trehaloza 264mM PS 20 0,1%
2 Xitrat 20mM Trehaloza 264mM PS 80 0,1%
3 Xitrat 20mM Sucroza 264mM PS 20 0,1%
4 Xitrat 20mM Sucroza 264mM PS 80 0,1%
5 Histidin 20mM Trehaloza 264mM PS 20 0,1%
6 Histidin 20mM Trehaloza 264mM PS 80 0,1%
7 Histidin 20mM Sucroza 264mM PS 20 0,1%
8 Histidin 20mM Sucroza 264mM PS 80 0,1%

Céc tham sb khéc:
Nong do/pH

Trao dbi dém

C& mau/Pkg

Béao quan/Liy miu

Cac thir nghiém

Str dung dung dich protein cua 1008 & ndng dd 60mg/ml trong dung dich dém
gbc chira polysorbat 20 0,001% dé chudn bi mau. Chuén bi bbn dung dich dém chit dan
thudc mai voi cac t6 hop khac nhau ctia dung dich dém/dudng (Xitrat 20mM/Trehaloza
264mM, Xitrat 20mM/Sucroza 264mM, Histidin 20mM/Trehaloza 264mM, Histidin
20mM/Sucroza 264mM). Pau tién, dugc chat 1008 (DS: drug substance) dugc trao dbi
vao trong cac dung dich dém chit dan thudc st dung cot Illustra NAP-25 (GE
Healthcare). Can béng cOt bf?mg 25ml dém xitrat. Sau do, nap 2ml DS 1008 1€n trén cot.
Sau khi dung dich DS da di chuyén toan bd vio trong cdt, rra cot bing 2ml dém gidng
nhu dém dugc st dung dé can béng cot. Thu dugc 6ml dung dich duoc rira giai tir cot

trong thiét bi ¢ dic Vivaspin 6 (MWCO 10KD, GE Healthcare). Sau d6, c¢6 dic 6ml

1008 50 - 60mg/ml & do pH=6,25

cOt NAP25, c6 dic béng Vivaspin MWCO 10kDa

2-2,5ml trong éng thiy tinh thé tich 4ml véi nap Xody

40°C/0, 1,2 va 4 tudn

MFI, SEC va IEX
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dung dich duoc rira giai dén khoang 2ml str dung Beckman GS-15R ly tAm & 9384 xg va
4°C. Sau d6, do ndng do ctia protein bing may do quang phé NanoDrop 1000 sir dung
OD280. Pua Polysorbat 20 (PS20) hoic Polysorbat 80 (PS80) vao duge phdm bao ché
dén né)ng d6 cubi 1a 0,1%. Sau do, loc cac ché phém duoc chudn bi qua dung cu loc 6ng
bom tiém PVDF 0,2um va loc vao dng thuy tinh thé tich 4ml. St dung khoang 100uL
mAu cho thir nghiém ban diu, trong khi lwu gitt phan con lai ctia cac miu nay & 40°C.
Léy mot mililit mau sau khi bao quan 1, 2 va 4 tudn & 40°C dé phan tich béng MFI,
SEC va IEX.

Tién hanh nghién ctru dinh tinh dé chon loc cac thanh phén du’b”ng/chét hoat
dong bé mat/dém tdi wu cho ché phém. Str dung hai dung dich dém (xitrat va histidin),
hai duong (sucroza va trehaloza), hai chit hoat dong bé mit (Polysorbat 20 and
Polysorbat 80) trong thiét ké nhur dugc ban luén trén day. Tién hanh nghién ctru vé tinh
n dinh trong bén tudn trong cac diéu kién dugc gia tdc (40°C). Thir nghiém cac mau
v& tinh én dinh bing SEC, IEX va MFI. Bang 6 trinh bay cac két qua vé tinh 6n dinh
bang SEC, IEX va diém nong nay (Tm) bang pDSC.

Bang 6

Phan tich dinh tinh cac yéu t& d6i voi 1008 & ndng dd 60mg/ml & 40°C

STT | 1tudn | 2-tudn | 4-tudn | ltudn | 2-tudn | 4-tuan | Tm (°C)
/40°C | /40°C | /40°C | /40°C | /40°C | /40°C theo
(SEC)* | (SEC) | (SEC) | (IEX)* | (IEX) | (IEX) | uDSC
1 2,9 10,7 26,6 5,0 13,7 20,2 71,53
2 2.4 7.8 18,3 42 10,5 13,6 71,97
3 2,9 11,1 27,1 4,9 13,2 17,5 71,41
4 2,3 7,5 20,9 4.1 10,6 11,7 71,97
5 32 11,7 26,3 5.6 14,7 23,4 71,66
6 2,7 8,1 19,1 5,1 12,1 19,9 72,28
7 3,5 13,2 31,4 6,1 16,4 252 71,53
8 2,8 8,6 21,2 54 13,1 15,1 72,15

* 0% mat st dung dién tich dinh tuong dbi

Phan tich cac két qua vé tinh én dinh st dung Minitab (Minitab Inc., State
College PA). Do SEC va IEX cho thdy xu huéng giéng nhau, chi dit liéu SEC dugc
phan tich va béo c4o bdi Minitab. Céc két qua SEC da chimg minh chat hoat dong bé

mit 1a yéu t6 dang ké duy nhét; céc yéu t6 khac duong nhu la tic dong manh dén dép
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g bao gdm chon loc dém va tuong téc gifta chit dém va dudng (v6i mirc do nhéd hon).
Dit liéu SEC goi ¥ ring thanh phan ché phim t4i wru 13 xitrat 1am thanh phan chét dém,
polysorbat 80 lam thanh phin chit hoat dong bé mit va sucroza 1am thanh phin duong.

Céc két qua thi nghiém vé céc tidu phan bing MFI ciing duge phan tich bang
Minitab. T4t ca ba yéu t6 nay dugc danh gia (dudng, chét hoat dong bé mat, va chat
dém) duong nhu la dang ké (0=0,05). So sanh céc tic dong chinh lén cic tiéu phan,
xitrat t8t hon histidin; PS80 tdt hon PS20; Sucroza tuong tu hodc hoi tdt hon so voi
trehaloza. Do d6, xitrat 1am thanh phan chit dém, polysorbat 80 lam thanh phin chét
hoat dong bé mit va sucroza lam thanh phin dudng duogce chon cho cac nghién ctru tiép

theo.

Nghién ctru 2
Téi wu hoa néng do dbi voi chét dém, dudng va chét hoat dong bé mit

Tién hanh nghién ciru yéu td ddy du chira ba yéu td & hai mirc d voi hai diém
trung tAm trong cic dém tuong Urng la xitrat va histidin, d& xac dinh ndng do t6i wu ddi
v6i mdi thanh phin ché phim dwge chon. Ba yéu t6 nay 1a chit dém (xitrat hodc
histidin), polysorbat 80 va sucroza. Cac yéu t6 va khoang cach thiét ké duoc lap bang

trong bang 7 va céc thiét ké thi nghiém chi tiét duogc trinh bay trong bang 8 va bang 9.
Bang 7

Céc yéu td va thiét ké cho nghién ctru 2

Nhén t6 Thiét ké
Dém xitrat 10 - 20mM NA
Pém histidin NA 10 -20mM
Polysorbat 80 0,001 - 0,1% 0,001 - 0,1%
Sucroza 4,5 -9% 4,5-9%
Bang 8

Thiét ké yéu t va ddy du trong dém xitrat

Thtr tu chay bém (mM) Sucroza (%) Polysorbat 80 (%)
Cl 10 4.5 0,001
C2 20 4,5 0,001
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C3 10 9 0,001
C4 20 9 0,001
C5 10 45 0,1
C6 20 4,5 0,1
C7 10 9 0,1
C8 20 9 0,1
C9 15 6,75 0,0505
C10 15 6,75 0,0505
Bang 9
Thiét k& yéu t6 ddy du trong dém histidin
(3 yéu td & 2 mirc do v6i 2 diém trung tAm)
ng“ Pém (mM) | Sucroza (%) | Polysorbat 80 (%)

Hl1 10 45 0,001

H2 20 45 0,001

H3 10 9 0,001

H4 20 9 0,001

H5 10 45 0,1

H6 20 4,5 0,1

H7 10 9 0,1

HS 20 9 0,1

H9 15 6,75 0,0505

H10 15 6,75 0,0505

Dé chuén bi timg ché phim riéng, sir dung dung dich protein ctia 1008 & ndng d6
60mg/ml trong dém xitrat chira polysorbat 20 0,001%/NaCl 0,73% & d6 pH=6,25. Dung
dich protein nay trudc hét dugc trao ddi dém véi chét dan thubc st dung cot NAP-25.
Chét dan thudc nay chira dém va sucroza & céc nong d6 dich cta chung. C6 dic dung

dich protein duogc trao d6i nay dén ndng do khoang 60mg/ml st dung Vivaspin MWCO

10kDa.

Sau d6, thém céc lugng theo mé cta polysorbat 80 va natri clorua dé tao ra céc

ché pham bao ché cudi cung. Xac dinh nong dd protein trong moi mau bang hé so triét

tiéu Iy thuyét sir dung chit hép phu duoc do bang UV & 280nm.

Sau do, loc cac ché phém dugc chuén bi qua dung cu loc 6ng tiém PVDF 0,2pm

vao 6ng thuy tinh trong va sach thé tich 4ml. Str dung khoang 100pL mau voi thi
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nghiém ban dau bing SEC va IEX, trong khi luu gitt khodng 2-2,5ml & 40°C. Lay
khoang 600uL sau khi bao quan trong 11, 20, va 27 ngay ¢ 40°C dé phan tich bing
MFI, SEC va IEX.

Dua trén két qua ctia nghién ctu 1, tién hanh nghién ctu yéu té diy du gbm ba
yéu t6 & hai mirc do véi hai diém trong tAm trong tuong Umg 1a dém xitrat va dém
histidin, d& x4c dinh ndng do t8i wu véi mbi thanh phén ché phém dugc chon. Luu gift
cac miu dugc kiém tra & 40°C, va léy miu & 0, 1,6, 2,9 va 4 tudn dé phéan tich MFI,

SEC va IEX. Cac két qua duoc 1ap thanh bang trong bang 10 va bang 11.

Bang 10

Két qua v& tinh 6n dinh véi dung dich c6 dém xitrat

Thoi gian 0 1,6 2,9 4 0 1,6 2,9 4

(tudn)

biéu kién Xitrat 10mM/Sucroza 4,5% Xitrat 20mM/ Sucroza 4,5%
/PS80 0,001% /PS80 0,001%

1008 (mg/ml) | 59,1 58,7

Tiéu phan > - 61,1 |91,7 36518 | - 27 203 | 51209

10pm #/mL

theo MFI

Tiéu phan > - 7,64 1529 |6508 - 4 27 5071

25um #/mL

theo MFI

Tiéu phan> |- 0 0 325 - 0 4 61

S0pum #/mL

theo MFI

Téng sb ticu | - 2881 | 7165 82439 | - 627 2607 | 577345

phan #/mL 8

theo MFI

SEC (% Ban [99,2 {934 |89,6 85,8 99,3 ]93,8 90,1 |864
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dau)

IEX (%o Ban |97,7 |91,4 | 853 81,4 96,8 (92,7 87,2 |833

dau)

Diéu kién Xitrat 10mM/Sucroza 9%/PS80 | Xitrat 20mM/Sucroza 9%/PS80
0,001% 0,001%

1008 (mg/ml) | 54,2 53,3

Tiéuphan> |- 38 57 84 - 19 |42 126

10um #/mL

theo MFI

Tiéu phan > - 4 0 8 - 8 0 11

25pum #/mL

theo MFI

Tiéuphan> |- 0 0 0 - 0 0 0

S50um #/mL

theo MFI

Téng s6 tieu | - 791 1838 | 6993 - 841 | 1594 | 8472

phén #/mL

theo MFI

SEC (% Ban |99,2 [ 93,5 | 89,7 86,2 99,5 1934 89,9 |86,5

dau)

IEX (% Ban |97,5 91,1 |853 81,4 97,4 |91,8 |86,3 |82,6

dau)

Diéu kién Xitrat 10mM/Sucroza Xitrat 20mM/Sucroza
4,5%/PS80 0,1% 4,5%/PS80 0,1%

1008 (mg/ml) | 58,7 58,7

Tiéu phan > | - 76 27 31 - 34 149 | 187

10pum #/mL

theo MFI

Tiéu phan > - 0 4 8 - 11 31 31

25pm #/mL
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theo MFI

Tiéu phan >
50pum #/mL
theo MFI

Tdng sb tiéu
phéan #/mL
theo MFI

1104

803

23839

- 860

1494

31451

SEC (% Ban
dau)

99,2

92,4

87,5

82,3

99,5 1923

87,4

82,5

IEX (% Ban
dau)

97,5

90,2

83,1

78,0

97,5 190,6

84,0

78,8

biéu kién

Xitrat 10mM/Sucroza 9%/PS80

0,1%

Xitrat 20mM/Sucroza 9%/PS80

0,1%

1008 (mg/ml)

54,7

52,5

Tiéu phan >
10pm #/mL
theo MFI

103

187

164

- 88

65

99

Tiéu phan >
25pm #/mL
theo MFI

23

42

27

11

19

Tiéu phan >
50um #/mL
theo MFI

Tong s6 ticu
phan #/mL
theo MFI

2538

3642

4055

- 1062

1613

2117

SEC (% Ban
dau)

98,9

93,2

88,5

1 84,0

99,4 92,8

88.3

84,0

IEX (% Ban
dau)

97,2

90,9

83,8

79,1

97,1 |913

84,3

79,7
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Piéu kién

Xitrat 15mM/Sucroza
6,75%/PS80 0,0505%

Xitrat 15mM/Sucroza
6,75%/PS80 0,0505%

1008 (mg/ml)

50,8

51,3

Tiéu phan >
10pm #/mL
theo MFI

42

54

42

31

15

Tiéu phan >
25pum #/mL
theo MFI

Tiéu phan >
50pum #/mL
theo MFI

Tdng so tiéu
phan #/mL
theo MFI

439

1368

1536

1162

1727

SEC (% Ban
dau)

99,1

93,6

38,8

84,7

99,4

92,9

88,3

84,1

IEX (% Ban
dau)

97,0

91,5

85,0

80,6

97,0

91,4

84,7

80,0

Bang 11

Két qua vé do bén vai dung dich c6 dém la Histidin

Thoi gian (tudn)

0

1,6

2,9

4

0

1,6

2,9

4

Piéu kién

Histidin 10mM/Sucroza

4,5%/PS80 0,001%

Histidin 20mM/Sucroza

4,5%/PS80 0,001%

1008 (mg/ml)

48,8

50,6

Tiéu phan >
10um #/mL theo
MFI

26,75

152,86

596

30,57

95,54

4265

Tiéu phan >
25um #/mL theo
MFI

15,29

11,46

76,43

7,64

172
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Tiéu phan >
50pm #/mL theo
MFI

7,64

3,82

Tbng sd tiéu
phén #/mL theo
MFI

634 2927

42083

592 | 14204 | 246370

SEC (% Ban
dau)

99,6

93,4 89,5

85,9

99,6 | 93,3 | 89,6 86,4

IEX (% Ban dau)

96,7

91,9 86,2

82,5

96,9 91,9 | 86,2 82,4

biéu kién

Histidin 10mM/ Sucroza

9%/PS80 0,001%

Histidin 20mM/Sucroza
9%/PS80 0,001%

1008 (mg/ml)

54,8

55,6

Tiéu phan >
10pum #/mL theo
MFI

19,11 | 64,97

202,54

103,1

15,29 149,04

Tiéu phan >
25um #/mL theo
MFI

7,64 7,64

26,75

0 15,29 | 15,29

Tiéu phan >
50pum #/mL theo
MFI

0 11,46 | 3,82

Tbng sb tiéu
phén #/mL theo
MFI

684 2538

7505

806 | 3565 | 8102

SEC (% Ban
dau)

99,7

92,8 88,9

85,5

98,8 93,4 | 89,5 85,9

IEX (% Ban dau)

97,0

90,78 | 84,8

81,1

97,1 90,6 | 844 80,3

bicu kién

Histidin 10mM/Sucroza
4,5%/PS80 0,1%

Histidin 20mM/Sucroza
4,5%/PS80 0,1%

1008 (mg/ml)

48.8

49,8
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Tiéu phan >
10pm #/mL theo | - | 688 | 76,4 | 126 34 42 54
MFI

Tiéu phan >
25um #/mL theo - 15,3 3,82 19,1 0 4 8
MFI

Tiéu phan >
50um #/mL theo - 7,64 0 0 0 4 0
MFI

Tbng sb ticu
phan #/mL theo - 753 2033 2782 1311 1704 1724
MFI

SEC (% Ban

N 99,7 | 92,7 87,6 83,9 199,71 92,7 | 88,0 83,8
dau)

IEX (% Ban dau) | 96,9 | 90,7 84,5 78,7 197,0 | 91,0 | 84,4 78,1

Diéu kién Histidin 10mM/Sucroza Histidin 20mM/Sucroza
9%/PS80 0,1% 9%/PS80 0,1%

1008 (mg/ml) 54,1 546

Ti€u phan >
10pm #/mL theo 22,93 | 42,04 | 68,79 64,97 | 72,61 | 80,25
MFI

Tiéu phéan >
25pum #/mL theo 3,82 3,82 0 0 7,64 3,82
MFI

Tiéu phan >
50pum #/mL theo 0 0 0 0 0 3,82
MFI

Tdng sb tiéu
phéan #/mL theo 783 1330 | 6111 1716 | 2469 3844
MFI

SEC (% Ban

N 99,3 | 92.8 88,2 84,0 199,71 92,7 | 87,6 83,3
dau)
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IEX (% Ban déu) 97,0 | 90,5 83.4 78,7 | 96,8 | 90,9 83,3 78,3
Diéu kién Histidin 15mM/Sucroza Histidin 15mM/Sucroza
6,75%/PS80 0,0505% 6,75%/PS80 0,0505%

1008 (mg/ml) 50,3 49,6
Tiéu phan >
10pum #/mL 19 46 172 31 80 114
theo MFI
Tiéu phan >
25um #/mL 0 0 19 7,6 15,3 22.9
theo MFI
Tiéu phéan >
50pm #/mL 0 0 0 0 7,6 3.8
theo MFI
Tdng s6 ticu
phén #/mL theo 1005 1788 4242 760 1823 | 3053
MFI

0
SEC (% Ban 993 | 92,9 | 879 | 842 | 99,6 | 92,5 | 87,7 | 83,9
dau)

0
;Ef)(/“’ Ban 97.1 | 909 | 843 | 79.6 | 96,9 | 91,0 | 84,6 | 79,8

Phéan tich dit lidu thir nghiém bing Minitab. V&i cac két qua SEC trong dém

xitrat, chét hoat dong bé mit 1 yéu t6 chinh anh huéng dén két tia protein, trong khi

sucroza, tuong tac gitta sucroza va polysorbat 80, va nong do dém déng vai tro it quan

trong hon. Nong do sucroza cao hon va ndng do polysorbat 80 thip hon hd trg tinh 6n

dinh protein. Tinh 4n dinh protein anh huéng nhe dén su két tha va néng dd dém xitrat

cao hon hoi thiic ddy tinh 6n dinh protein t6t hon.

Vi cac két qua MFI trong dém xitrat, cac yéu td sucroza va polysorbat 80 cling

nhu su tuong tac cta sucroza va polysorbat 80 dong cac vai tro dang ké nhu nhau trong

viéc tao thanh céc tiéu phan. Nong dd cao ctia sucroza va nong do cao ctia polysorbat
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80 trc ché dang ké su hinh thanh cac tiéu phan, trong khi ndng d6 dém trong khoang 10-
20mM anh hudng nhé dén sy hinh thanh tidu phan, ndng d6 dém thép hon dugc wu tién.

Céc két qua theo phan tich Minitab clia cac dung dich dém histidin cho thiy chét
hoat dong bé mat, polysorbat 80, la yéu t5 chinh anh hudng dén su két tha protein,
trong khi su tuong tac gifra ndng do dém va polysorbat 80, cling nhu sucroza, dong vai
tro it quan trong hon. ft polysorbat 80 hon hd tro tinh 6n dinh protein. Néng do dém va

ndng do sucroza dudng nhu khong anh hudng dén su két tha protein.

Véi cac két qua MFI trong dém histidin, polysorbat 80, sucroza, va su tuong tac
cia sucroza va polysorbat 80 dong cac vai tro quan trong trong su hinh thanh céc tidu
phan. Nong d¢ sucroza cao va ndng do polysorbat 80 thip, va ndng d6 dém thip duoc

wu tién dé kim ham su hinh thanh tiéu phan.

Téi wu &6 pH

Nghién ctru céc tac dong cua do pH Ién trang thai két tia cua 1008 trong su
diéu kién do pH (5,0, 6,0, 6,25, 6,50, 6,75 va 7,0) trong dém xitrat 15mM chtra NaCl
0,1%, Sucroza 6,75% va PS80 0,05%. Duogc chét 1008 trude tién duge trao ddi dém vao
trong céc chat din thudc (khong chita PS80) c6 do pH khac nhau st dung c6t Illustra
NAP-10 (GE Healthcare). Cot nay trude tién dugc cén bang bang 15ml dém xitrat. Sau
d6, nap 1ml DS 1008 [én cdt. Sau khi dung dich DS di chuyén toan bd 1én cdt, rira cot
bang 2ml dém xitrat gibng nhu di str dung dé can bing cot. Thu 2ml dung dich duge
rira giai tr cOt ndy trong may c¢d dac Vivaspin 2 (MWCO 10KD, GE Healthcare). Sau
do, ¢6 dic 2ml dung dich dugc rua giai dén khoang 1ml st dung Beckman GS-15R ly
tam & 9384xg va 4°C. Sau do, do ndng do cua protein bing may do quang phd
NanoDrop 1000. Néng do 1008 cudi cling voi nghién ciru nay duge xac dinh 1a khoang
70mg/ml. Thém PS80 vao ché phim dén ndng do dich cudi cing 12 0,05%. Tién hanh
thir nghiém d6 duc dong luc hoc st dung may do quang phé PerkinElmer Lambda 35
vl may gifr cuvet hai vi tri va mé nudc d& tudn hoan nudc. Trong cuvet thach anh thé
tich siéu hién vi Starna (Starna Scientific Ltd., Anh) v6i chiéu dai duong quang lcm,
thém 250pL ché phdm chira 1008 hodc chit din thudc thich hop. Dt cac cuvet vao
trong may gilt cuvet dugc gia nhiét trudce dén 55°C. Theo dbi su thay d6i OD350 trong
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ché phim chira 1008 trong 120 phut. Sau d6, 1ap biéu dd cac dit liéu OD350 thu dugc

v6i cdc ché pham c6 dd pH khac nhau so voi thoi gian dé so sanh.

. Str dung thtr nghiém dong luc hoc dua trén d6 duc nay, nghién ctru cac tac dong
ctia @ pH 1én trang thai két tia ciia 1008 voi cac ché pham c6 do pH tir 5,0 dén 7,0
chira néng do 1008 khoang 70mg/ml. Vi thir nghiém do duc, sy ting manh ODsso di
kém véi cac su kién két tia 16n cna protein nay. Do d6, su khac nhau vé thoi gian 1
duoc yéu cau ddi vai ODsso ctia mbi ché phdm bao ché @& tang kha nang phan anh tinh
n dinh vat ly khic nhau cta protein trong céc ché phim nay. Nhu dugc thé hién trong
Fig. 1, 1008 dudng nhu dn dinh nhit & pH= 6,75 trong cac didu kién ché phim bao ché
duoc kiém tra, do né c6 thoi gian u dai nhét trudc sy ting manh ctia ODsso. Cac thi
nghiém duoc ldp céi c6 cac két qua twong tu da xac nhin rang ché phim bao ché dugc

kidm tra &n dinh nhat & pH=6,75.

Nghién ctru 3
Tac dong cua céac ta duoc va n@)ng d6 hoat tinh cao

Tién hanh nghién ctru yéu té ban phdn (Bang 12) dé khao sat cac tic dong cla
c4c didu kién ché phidm chinh bao gdm ndng d ctia protein (60-120mg/ml), sucroza

(4,5% - 9,0%), dém xitrat (10mM dén 20mM) va polysorbat 80 (0,01% - 0,1%).
Bang 12

Thiét ké nghién ctru cho nghién ctru 3

Euhu ﬁiff;l Kh& | 1008 Sucroza | Thétich | Polysorbat 80
chay |tdm (mg/ml) (Yow/w) (mM) (%)

1 1 1 60 45 10 0,01
2 1 1 120 45 10 o1

3 1 1 60 9 10 0,1

4 1 1 120 9 10 0,01
5 1 1 60 45 20 0.1

6 1 1 120 4,5 20 0,01
7 1 1 60 9 20 0,01
8 1 1 120 9 20 0,1

9 0 1 90 6,75 15 0,055
10 |0 1 90 6,75 15 0,055
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Pé chuin bi cac ché phém néu trén, trude tién, chudn bi dém xitrat 20% & do
pH= 6,5 va dung dich gbc cha sucroza 30% trong dém xitrat 20mM & dd pH= 6,5. Sau
do6 tron dém xitrat, dung dich géc sucroza va nudc dé pha tiém ¢ cac ty 1€ chinh xac dé
tao ra ndm dung dich dém véi PS80, gdm sucroza 4,5% trong xitrat 10mM, sucroza 9%
trong xitrat 10mM, sucroza 4,5% trong xitrat 20mM, sucroza 9% trong xitrat 20mM va
sucroza 6,75% trong xitrat 15mM. Tiép sau dé, trao d6i DS 1008 vao trong nim dung
dich dém nay st dung cdt Illustra NAP-25 (GE Healthcare), sau do c6 ddc bing may co
dic Vivaspin 6 (MWCO 5KD, GE Healthcare) ¢ 8000 xg & 5°C. Xac dinh céc ndng do
protein trong moi mau bing may do quang phd NanoDrop 2000 trong qua trinh ly tam.
Véi cac miu trong bdn dung dich dém diu tién, khi ndng do 1008 dat dén ~70mg/ml,
phén méu duoc loai bd khéi may cb dic va dugc st dung dé chuén bj cac ché phém bao
ché (#1, 3, 5 va 7 trong bang 12) v6i API 60mg/ml bang cach thém lugng thich hop ctia
dém twong tng va thém PS80 10%. Tiép tuc co ddc phin con lai cia miu dén ndng do
cao hon 130mg/ml va sau d6 thém dém va PS80 10% dé thu duoc cic ché phim bao
ché cudi (#2, 4, 6 va 8 trong bang 12). Chuin bi cic ché pham bao ché #9 va 10 trong
bang 12 béng cch cb dic cac mau 1008 dugce trao ddi vao dém #5 dén néng do khoang
108mg/ml va sau d6 tron voi dém va PS80 10% dé dat duoc cac n6ng do ché phém

cuodi. Do va diéu chinh céc gia tri do pH cua tat ca cac ché pham cudi nay dén 6,5,

Str dung thir nghiém d¢ duc duoc cai bién tir thir nghiém d¢ duc néu trén lam
cong cu phén tich dé danh gid. Trong thir nghiém do duc cai bién nay, st dung may do
quang ph6 Cary 100 UV-Vis 12 vi trf cuvet. Cac cuvet dugc st dung trong thir nghiém
nay 1a cac cuvet thach anh Imm véi cac nut chin. Trong mdi cuvet, thém 300uL mau

d8 kidm tra. Theo dai su thay d6i mét d6 quang & 360nm véi ché phdm dugc 0 & 55°C.

Téc dong cua céac ta duge va cac nong do hoat tinh cao

Céc ndng do 1008 va do pH cudi do duoc clia tit ca cac ché pham ctia nghién
ctru 3 duge tom tét trong bang 13. U cac ché pham véi cac ndng do 1008 thap, trung
binh va cao (Bang 4.3.1.-1) v&i céc ndng do sucroza, PS80 va nong d6 dém khéac nhau &
55°C va giam sét cac thay doi ODseo. Nhu dugce thé hién trong Fig. 2, dd quan sat dugc
xu huéng két tia khac nhau cta cac ché phdm nay. Hai ché phim gin nhu bi két tia

ngay lap tac khi budce u bat dau 1a cac ché phdm 2 va 6, chita nong do 1008 cao hon
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tuong dbi (~120mg/ml) va ndng do sucroza thap hon twong d6i (4,5%). Mit khéc, céc
ché phim 3 va 7, chta ndng d6 1008 thip hon tuong d6i (~60mg/ml) va ndng dd
sucroza cao hon tuong ddi (9%), két taa chdm hon so véi céc ché phdm khac. Xu huéng
két tha cia cac td hop khac cua néng do 1008 va néng d6 sucroza trung binh thugc mot

trong hai nhém néu trén.
Bang 13

Diéu kién ché pham cudi véi nghién ctiru 3

Ndng d6 1008 cubdi

Ché pham # Nong do ta duoc (mg/ml) Do pH cuoi

Xitrat 10mM/Sucroza £

1 4.5%/PS80 0,01% 58,223 (thap hon) 6,56
Xitrat 10mM/Sucroza

2 4.59%/PS80 0.1% 113,554 (cao hon) 6,53
Xitrat 10mM/Sucroza £

3 9%/PS80 0.1% 59,034 (thap hon) 6,55
Xitrat 10mM/Sucroza

4 99%/PS80 0.01% 117,489 (cao hon) 6,48
Xitrat 20mM/Sucroza £

5 4.5%/PS80 0.1% 58,910 (thap hon) 6,53
Xitrat 20mM/Sucroza

6 4.5%/PS80 0,01% 116,712 (cao hon) 6,50
Xitrat 20mM/Sucroza £

7 9%/PS80 0,01% 57,431 (thap hon) 6,47

8 X“gi;)%)gnézﬂos‘fﬁ/zoza 116,466 (cao hon) 6.45
Xitrat 15mM/Sucroza \

9 6.75%/PS80 0,055% 87,555 (trung binh) 6,48
Xitrat 15mM/Sucroza .

10 6.75%/PS80 0,055% 87,769 (trung binh) 6,49

Str dung thoi gian dé OD360 ctia mdi ché phém dat dén 0,25 1am tiéu chi, cac tac
dong cua cac yéu t5 ché pham khac nhau duoc so sanh. Két qua goi y ring sucroza c
tac dong 16n nhét dén su két tha 1008, tiép theo d¢6 la néng dd API. Tac dong cua néng
do sucroza va néng d6 API la ngugc nhau, biéu thi néng d6 sucroza cao hon va néng do
API thép hon dugc uvu tién cho dd dn dinh ché phém tdt hon. Hai yéu td khac, néng do
dém va PS80 cho thiy tac dong it hon.

Nghién ctru 4
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Nghién ctru tiép theo v& hoat tinh va ndng d6 sucroza

Dua trén két két qua tir nghién ctru 3, thuc hién nghién ctru 4 dé khao sat thém
vé céc tac dong cia ndng do protein (60 - 120mg/ml) va ndng do sucroza (v6i khoang
hep hon tr 6% dén 9%) trong dém xitrat 15mM chua PS 80 0,05% & do pH= 6,50.
Thiét ké nghién ctru duoc trinh bay trong bang sau.

Bang 14

Thiét ké nghién ctru cho nghién ciru 4

Tht tv | Diém trun SO lugn Sucroza
chay tam : Khéi © | 1008 (mg/ml) (Y%ow/v)
1 1 1 60 6
2 1 1 120 6
3 1 1 60 9
4 1 1 120 9
5 -1 1 47,6 7,5
6 -1 1 132,4 7,5
7 -1 1 90 5,4
8 -1 1 90 9,6
9 0 1 90 7,5
10 0 1 90 7,5
11 0 1 90 7,5
12 0 1 90 7.5

D& bao ché cac duge phim bao ché nay, nap khoang 80g dugc chat 1008 1&n hé
théng TFF va sau dé, tién hanh trao dbi dém voi dém xitrat 15mM chira sucroza 6% &
khoang 5 Jin thé tich so v6i thd tich ctia duge chét. Sau khi trao ddi dém, thé tich coa
dung dich protein nay dugc giam xubng khoang mot nira thé tich ban dau sir dung hé
théng TFF. Thu khoang 44g dung dich 1008 dd c6 dac va c6 dic protein nay dén
khoang 112mg/ml do bing may do quang phd NanoDrop 2000. Sau d6, st dung dung
dich 1008 cb dic dé chuén bi cac ché phém bao ché #1, 3, 5, 7-12 bang cach tron véi
luong thich hop ctia PS80 10% va dém xitrat 15mM chira sucroza & néng dé 0%, 6%
va/hodc 40% dé thu duge cac né)ng dd API, sucroza va PS80 cudi tuong Ung trong mdi
ché pham trong sb cac ché pham bao ché nay. Tiép tuc co dic phan con lai ctia dung
dich 1008 dén khoang 132mg/ml dé chudn bi cac ché phdm bao ché #2 va 4 theo cling
mdt kidu. Sau cing, chudn bi ché pham bao ché #6 bang cach co dic dung dich 1008

véi khoang 171mg/ml va céac ndng do cua protein, sucroza va PS80 dugc diéu chinh
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béng PS80 10% va dém xitrat 15mM chtra sucroza & néng dé 0%, 6% va/hoac 40%.
X4c dinh ndng do cudi ctia 1008 trong mdi duoc phdm bao ché bing may do quang phd
NanoDrop 2000 va didu chinh d6 pH dén 6,5.

Phan tich cidc miu nay sir dung tht nghiém d¢ duc dugc md ta trén day. Tam
duoc pham bio ché duoc chon (#1-4 va #7-10) cling duge gift trong may U nghién ctru
40°C trong 6 tuan va phan tich bing céc phuong phap MIF, IEX va SEC ¢ céc thoi
diém khac nhau.

Mudi hai ché phdm, nhu duge liét ké trong bang 15 da duge khao sat.

Béang 15

Céc diéu kién ché pham cudi va T tlr thir nghiém d¢ duc ctia nghién ctru 4

Ché phim # Igﬁgfo S;’ 1008 cudi cling (mg/ml) D(igfl Tom (phit)
1 % 61.6 6.49 62.0
2 6% 122.8 6.49 274
3 % 60.0 6.50 86.3
4 %% 119.0 6.51 34.2
5 7.5% 477 6.50 97.0
6 7.5% 1345 6.50 24.2
7 5.38% 94.6 6.50 3.1
8 9.62% 86,2 6.50 29.4
9 7.5% 91.7 6.50 412
10 7.5% 89.5 6.50 44.5
11 7.5% 38.4 6.48 38.6
2 7.5% 90.1 6.52 20,0

Str dung thtt nghiém vé d6 duc ¢ 55°C dé theo ddi su két tha cla cac ché phém
nay. Nhu dugc thé hién trong Fig. 3, cdc muc do két tua khac nhau dugc thé hién bai
céc ché phim bao ché nay trong 4p luc nhiét gibng nhau. Cac ché phim c6 ndng 4o
1008 cao twong ddi va ndng do sucroza thap twong d6i (nhu 12 ché phdm bao ché # 2 va
6 trong bang 15) 1a cac ché phadm bi két tha nhanh chéng sau khi u. Cac ché pham c6
ndéng do 1008 thip twrong dbi va ndng do sucroza cao tuong d6i (ché phim bao ché # 3
va 5 trong bang 15) két tia chim hon tat cac cac ché phim con lai. Cac duong cong thu
duge tir thir nghiém do duc cua cac ché phém bao ché khac nhau duge khép v6i ham

sigmoid. Thoi gian U tuong g voi diém gifra ctia su chuyén tiép da duogc ghi lai 12 T
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(transition mid-point time) v&i mdi ché phim bao ché. Két qua dugc liét ké trong bang
15, gia tri Tm theo néng dd sucroza va néng dd 1008 da cho théy cac tac dong dbi

nghich cla néng do sucroza va né)ng d6 1008 1én su két tua protein.

Bén canh céc nghién ctru st dung thtr nghiém dé duc & 55°C, gidm sat tinh bn
dinh cta tam ché phém bao ché duge chon & 40°C béng MFI, SEC va IEX qua 6 tudn.
Ché phim bao ché va két qua dugc liét ké trong bang 16 dén bang 23. Két qua tuong
ddng voi thir nghiém do duc, két qua MFI cho thdy ring voi ndng d6 1008 cao
(~120mg/ml) tao ra nhiéu tidu phan hon, dic biét 14 c4c tiéu phan c6 kich thudc 16n hon
25um, so vdi cac ché phim c6 ndéng d6 API thip hon. Két qua MFI khong cho thy 13
tac dong cia ndng do sucroza ddi voi céc ché phdm bao ché c6 luong 1008 twong tu
(ché pham bao ché #7 dén 10). Nhu duoc thé hién trong Fig. 4, sau 6 tudn bao quan &
40°C, hai ché phim bao ché (#2 va 4) ¢6 ndng d 1008 cao phan hiy nhiéu nhét, cac
ché phim bao ché ¢ ndng d6 1008 ~60mg/ml phan hiy it hon tAt ca cac ché pham bao
ché khac. Véi cac ché phim bao ché c6 ndng dd 1008 ~90mg/ml, quan sat thdy & nong
d6 sucroza cao hon (ché phim bao ché #8) xay ra su phan huy hoi it hon so véi & nong
d6 sucroza thip hon (ché phim bio ché #7). Céc két qua TEX da cho thiy xu hudng
gibng nhu SEC.

Bang 16
Két qua ctia nghién ctru vé ting tinh 6n dinh & 40°C

ctia ché phdm #1 tir nghién ctru 4

Didu kién ché phim F1: 1008 61,6mg/ml trong xitrat 15mM,
; sucroza 6%, PS80 0,05%, pH 6,5
Thoi gian Ban ddu | 2 tuan 4 tuan 6 tudn
Tiéu phan theo MFI
>10um, < 100pum (#/mL) 42 18 107 26
>25um, < 100um (#/mL) 6 2 4 4
>50um, < 100um (#/mL) 0 0 0 0
>2um, < 100pm (#/mL) 1076 656 12911 2076
SEC (% ban dau) 99,9 93,6 83,0 77,1
IEX (% ban dau) 97,7 92,8 83,2 76,8
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Bang 17
Két qua cua nghién ciru vé ting tinh 6n dinh & 40°C

ctia ché pham #2 tir nghién ctru 4

Didu kicn ché phim F2: 1008 122,8mg/ml trong xitrat 15mM,
: sucroza 6%, PS80 0,05%, pH 6,5
Thoi gian Ban dau | 2 tudn 4 tuan 6 tuan
Tiéu phan theo MFI
>10um, < 100um (#/mL) 36 8 16 32
>25pm, < 100um (#/mL) 8 2 2 2
>50um, < 100pum (#/mL) 2 2 0 0
>2um, < 100pm (#/mL) 1267 994 235 4856
SEC (% ban dau) 100,0 91,2 78,7 63,3
IEX (% ban dau) 97,8 91,0 79,1 69,3
Bang 18

Két qua ciia nghién ciru vé ting tinh on dinh & 40°C cla ché phim #3 tlr nghién ctru 4

biéu kién che pham

F3: 1008 60,0mg/ml trong xitrat 15mM,
Sucroza 9%, PS80 0,05%, pH 6,5

Thoi gian Ban diu | 2 tudn 4 tuan 6 tuan
Tiéu phan theo MFI
>10pm, < 100pum (#/mL) 10 22 16 28
>25um, < 100um (#/mL) 0 0 0 2
>50pm, < 100pum (#/mL) 0 0 0 0
>2um, < 100pum (#/mL) 959 782 897 2428
SEC (% ban dau) 100,0 94,0 84,8 77,7
IEX (% ban dau) 97,8 93,1 84 4 76,9
Bang 19

Két qua cua nghién ctru vé ting tinh n dinh & 40°C ctia ché phdm #4 tir nghién ctru 4

bicu kién ché pham

F4: 1008 119,0mg/ml trong xitrat 15mM,
Sucroza 9%, PS80 0,05%, pH 6,5

Thot gian Ban ddu | 2 tudn 4 tuan 6 tuin
Tiéu phéan theo MFI
>10pm, < 100pum (#/mL) 12 24 4 16
>25pum, < 100um (#/mL) 0 0 0 4
>50pum, < 100pum (#/mL) 0 0 0 2
>2um, < 100um (#/mL) 366 581 384 2659
SEC (% ban dau) 100,0 92,5 79,1 63,6
IEX (% ban dau) 97,8 92,2 81,3 69,1
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Bang 20

Két qua cta nghién ctru vé ting tinh 6n dinh & 40°C cua ché phim #7 tir nghién ctru 4

bicu kién ché pham

F7: 1008 94,6mg/ml trong xitrat 15mM,
sucroza 5,4%, PS80 0,05%, pH 6,5

Ban diu | 2 tudn 4 tuan 6 tuin
Tiéu phian (MFI)
>10pum, < 100pum (#/mL) 14 20 6 6
>25um, < 100pm (#/mL) 0 0 0 0
>50um, < 100pm (#/mL) 0 0 0 0
>2um, < 100um (#/mL) 626 1647 843 2896
SEC (% ban dau) 100,0 93,1 82,2 70,3
IEX (% ban dau) 97,9 92.5 82,6 71,5
Bang 21
Két qua cia nghién ctru v& tang tinh 6n dinh & 40°C ctia ché phim #8 tlr nghién ctru 4
A 1Al 1A 1A F8: 1008 86,2mg/ml trong xitrat 15mM,
Diéu kién ché pham sucroza 9,6%, PS80 0,05%, pH 6,5
Thoi gian Ban diu | 2 tuin 4 tudn 6 tuan
Tiéu phan theo MFI
>10um, < 100pm (#/mL) 4 . 18 8 8
>25um, < 100um (#/mL) 0 0 0 0
>50um, < 100pm (#/mL) 0 0 0 0
>2um, < 100um (#/mL) 533 1810 1281 2162
SEC (% ban dau) 100,0 93,3 83,2 73,8
IEX (% ban dau) 97,8 93,1 83,6 73,9
Bang 22

Két qua ciia nghién ctru vé tang tinh 6n dinh & 40°C cua ché phim #9 tir nghién ctru 4

Didu kién ché phém F9: 1008 91,7mg/ml trong xitrat 15mM,
; sucroza 7,5%, PS80 0,05%, pH 6,5
Thoi gian Ban dau | 2 tuan 4 tuan 6 tuin
Tiéu phan theo MFI
>10pm, < 100pm (#/mL) 6 20 6 28
>25um, < 100pm (#/mL) 0 0 2 0
>50um, < 100pum (#/mL) 0 0 0 0
>2um, < 100um (#/mL) 678 682 1068 4003
SEC (% ban dau) 100,0 93,8 83.0 71,0
IEX (% ban dau) 97,8 93,2 83,7 72,2
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Bang 23
K&t qué ctia nghién ciru vé ting tinh 6n dinh & 40°C

ctia ché phdm #10 tir nghién ctru 4

Didu kién ché phém F10: 1008 89,5mg/ml trong xitrat 15mM,
; sucroza 7,5%, PS80 0,05%, pH 6,5
Thoi gian Ban ddu | 2 tuin 4 tuan 6 tuan
Tiéu phan theo MFI
>10um, < 100um (#/mL) 18 10 22 44
>25um, < 100pum (#/mL) 0 2 4 0
>50um, < 100pum (#/mL) 0 0 0 0
>2um, < 100pm (#/mL) 352 638 1068 2536
SEC (% ban dau) 100,0 93,9 83,4 72,0
IEX (% ban dau) 97,9 93,5 83,7 72,9

Vidu3
Nghién ctru vé tinh n dinh nghién ctru
Ché phim d6i chimg

Tién hanh tinh én dinh nghién ctru voi ché phim chita dung dich 1008 & ndng do
60mg/ml trong xitrat 20mM, PS20 0,001% & do pH= 6,25 lam ché phdm dbi chimg.
Loc ché pham ddi chig nay qua dung cu loc Sng tiém 0,2um va giit & 40°C, nhiét do
phong ambient, va ta lanh. Trich ra tir cac mau & thoi didm 0, 2 va 5 tudn véi cac mau
40°C, va 26 tudn véi cac mau dugc gilt & nhiét do phong ambient va ti lanh. Kiém tra
cac miu vé tinh én dinh dugc chon vé dd pH, do thAm thiu, ham luong theo A280,

SEC, IEX CGE va ELISA. Két qua duoc trinh bay trong bang 24.
Bang 24
Két qua do 6n dinh khdm pha ctia ché phim déi chimg

(1008 & ndng do 60mg/ml trong xitrat 20mM, PS20 0,001% & do pH=6,25)

Nhiét do 40°C RT 2-8°C
Thoi gian (tuan) 0 2 5 26 26
Nong d6 theo «

A280 (mg/ml) na 62 61 Na na
pH na 6,297 6,333 Na na
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Do thdm thiu

na 312 310 Na na
SEC (% Ban 100 90,6 75,6 88,8 99,4
dau)
IEX (% Ban dau) 100 91,3 70,9 88,5 99,3
CGE na 99,3 98,3 Na na
ELISA na na 1,0 Na na

*MAu nay duoc quan sit bang mét 1a duc véi két tia tring.

Tién hanh mot nghién ctru khac trén ché phdm déi chimg chira dung dich 1008 &
né)ng dd 60mg/ml trong xitrat 20mM, PS20 0,001% va NaCl 0,73% & d6 pH=6,25. Loc
ché phim qua dung cu loc 6ng tiém 0,2pum va gitt trong 40°C. Trich mAau tlr cdc mau
ndy tai thoi diém 1, 2, 3, va 4 tudn dé phan tich MFL Két qué dugc trinh by trong bang
25.

Bang 25
Két qua vé do én dinh ctia ché phim POC & 40°C

(1008 & néng dd 60mg/ml trong xitrat 20mM, PS20 0,001% & do pH=6,25)

Thoi gian (tudn) 0 1 2 3 4

> 10um theo MFI (#/mL) Na 172 894 2946 3183
> 25um theo MFI (#/mL) Na 23 157 539 1189
> 50um theo MFI (#/mL) Na 4 19 92 248
Tdng s6 ticu phan theo MFI

(#/mL) Na 2381 8954 29716 17705

Nghién ctru tinh 6n dinh trong nghién ctru di v6i 1008 & ndng dd 60mg/ml v6i
Sucroza 9% va Polysorbat 80 0,5%

Tién hanh tinh 6n dinh trong nghién ctru déi véi ché pham ctia 1008 & nong do

60mg/ml chira Sucroza 9% va PS80 0,5%. Loc ché phim qua dung cu loc bng tiém
0,2um va giit & 40°C. Trich ldy mAu ctia cic mAu ndy & thoi diém 1,6, 2,9 va 4 tudn va

phén tich bang MFI, SEC va IEX. Két qua dugce lap thanh bang trinh bay trong bang 26.
Béang 26

Két qua vé do 6n dinh cta ché phém ctia 1008 & ndng do 60mg/ml & 40°C
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(1008 & ndéng d6 60mg/ml trong xitrat 20mM, Sucroza 9% va PS80 0,5% & do

pH=6,25)
Thoi gian (tuan) 0 1,6 2,9 4
> 10um theo MFI
(#/mL) - 12 80 130
> 25um theo MFI
(#/mL) - 4 12 12
> 50um theo MFI
(#/mL) - 0 4 0
Tdng s6 tiéu phan theo
MFI (#/mL) - 688 2900 4876
SEC (% Ban dau) 98,4 93,3 88.6 84,1
IEX (% Ban dau) 97,0 91,3 83,9 78,9

Nghién ctru tinh 6n dinh thi diém dbi véi 1008 & ndng d6 60mg/ml, Sucroza 9%, Xitrat
20mM, PS80 0,1% & do pH=6,25

Tién hanh nghién ctru tinh 4n dinh thoi gian thuc ctia dung dich 1008 & ndng do
60mg/ml dbi véi ché phdm chira Sucroza 9%, Xitrat 20mM, PS80 0,1% & do pH=6,25
nhu dugc trinh bay trong bang 27. Gift cac mAu kiém tra tinh én dinh ¢ 2-8°C, 25°C,
40°C va t ¢6 dén chiéu sang (LC: light cabinet); chiing cling trai qua ba chu ky dong-ra
dong (FT:Freeze-Thaw). Trich 14y mAu c4c mau nay theo lich trinh dugc trinh bay trong
bang 28, va phan tich bang cic phuong phap phan tich khac nhau nhu 1a pH, do thim
thAu, MFI, ham luong, SEC, IEX, CGE la hiéu luc.

Bang 27

Thanh phén ctia ché phim cho thir nghiém tinh bn dinh thi diém

Thanh phan Nong do (% khoi lugng/thé tich)
1008 6

Axit xitric, khan 0,012

Trinatri xitrat (dihydrat) 0,57

Sucroza 9

Polysorbat 80 0,1

Axit clohydric hodc pH 6,25

Natri hydroxit

Nudc dé pha tiém qs 100
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Bang 28

Piéu kién bao quan va lich trinh trich 4y mAu cho thir nghiém tinh én dinh thi diém

Diéu kién Lich trinh trich 1§y mau
2-8°C (t0 lanh) 0,4, 6,9, 8, 12, va 26 tuan
25°C 2,4,69, 8, 12, va 26 tudn
40°C 1,1,2, va 4 tuan

Ta c¢6 dén chiéu sang (LC) 6 tuin

Pong-Ra dong (FT) 3 chuky

Trong giai doan sém, nghién ctru tinh dn dinh thoi gian thuc ctia dung dich 1008
& ndng d6 60mg/ml da duoc bét dau. Ché pham chira Sucroza 9%, Xitrat 20mM, PS80
0,1% & do pH=6,25 nhu dugc trinh bay trong bang 29. Gilt cac mau & 2-8°C, 25°C,
40°C va ti ¢6 den chiéu sang (LC); chiing ciing trai qua ba chu ky déng-rd dong (FT).
Trich 14y mAu cac miu nay theo lich trinh duoc trinh bay trong bang 30, va phan tich
bang cac phuong phép phén tich khac nhau. Két qua vé tinh 6n dinh dugc 14p thanh
bang trinh bay trong bang 31-bang 33.

Bang 29
Thanh phan ctia ché phim cho thir nghiém tinh én dinh thi diém

Dung dich 1008 (1008) & néng do 60mg/ml

Thanh phan Nong do (% khdi lugng/thé tich)
1008 6
Axit xitric, khan 0,012
Trinatri xitrat (dihydrat) 0,57
Sucroza 9
Polysorbat 80 0,1
Axit clohydric hodc pH 6,25
Natri hydroxit
Nudc dé pha tiém gs 100
Bang 30

Didu kién bao quan va lich trinh trich 13y mAu cho thir nghiém tinh 6n dinh thi diém
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Piéu kién Thoi diém lay mau
2-8°C (ti1 lanh) 0,4,6,9,8, 12, va 26 tudn
25°C 2,4,6,9,8, 12, va 26 tuan
40°C 1,1, 2, va 4 tudn
Tu ¢6 dén chiéu sang (LC) 6 tuan
bong-Ra dong (FT) 3 chuky

Béang 31

Két qua (Phan 1/3) clia nghién ctru tinh 6n dinh thi diém

cta 1008 6%, Sucroza 9%, Xitrat 20mM, PS80 0,1% & d6 pH=6,25

Nhiét do 2-8°C

Thoi gian (tuan) 0 4 6,9 8 12 26
> 10um theo MFI

(#/mL) 31 57 134 8 19 42
> 25um theo MFI

(#/mL) 8 4 31 4 0 11
> 50um theo MFI

(#/mL) 0 0 8 0 0 4
Téng s6 tiéu phan theo

MFI (4/mL) 1284 | 4620 | 6848 | 5916 1047 4976
Hinh thic

Nong d6 (mg/ml) 58 64 66

pH 6,197 | 6,184 | 6,184

D¢ tham thau 349 | 349 | 356

UV 280 (mg/ml)

SEC (% Ban dau) 100 99,5 99,4 99.9
IEX (% Ban dau) 100 99,3 99,3 98,9
CGE 99,83 99,7 99,5

ELISA 0,86 1,2 0,97 1,1

Bang 32

Két qua (Phan 2/3) ctia nghién ctru tinh 6n dinh thi diém dbi voi 1008 6%, Sucroza 9%,
Xitrat 20mM, PS80 0,1% & d6 pH=6,25

Nhiét do 25°C
Thoi gian (tuan) 2 4 69 | 8 12 26
> 10um theo MFI (#/mL) 46 50 206 27 38 157
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> 25um theo MFI (#/mL) 4 4 50 4 0 19
> 50um theo MFI (#/mL) 0 0 11 0 0 0
Tong so tiéu phéan theo

MET (#/mL) 8186 | 6581 8679 | 2553 | 4143 | 10681
Hinh thtc

Nong d6 (mg/ml) 66 75 69

pH 6,209 | 6,198 | 6,196

Do thim thau 356 353 350

UV 280 (mg/ml)

SEC (% Ban dau) 99.3 98,1 95,8 95,2 938 86,6
IEX (% Ban dau) 99,8 97.2 95,0 94,2 91,5 85,7
CGE 99.6 99,7 99.6 99,3

ELISA - - - 1,1 0,92 1,1

Bang 33

Két qua (Phan 3/3) ctia nghién ctru tinh 6n dinh thi diém déi véi 1008 6%, Sucroza 9%,
Xitrat 20mM, PS80 0,1% & d6 pH=6,25

Nhiét do 40°C LC FT
Thoi gian (tuan) 0 1,1 2 4 6 3 chu ky
> 10um theo MFI
(#/mL) 31 34 161 88 287 138
> 25um theo MFI
(#/mL) 8 4 50 15 31 19
> 50um theo MFI
(#/mL) 0 0 15 4 0 0
Tdng sb tiéu phan theo
MFT (#/mL) 1284 | 3871 | 6306 29372 16081 8415
mau duc,, mau

Hinh thtrc quan sat thay van

két tua trang &
Nong do (mg/ml) 58 66 65 74 57 63
pH 6,20 | 6,18 | 6,22 6,24 6,16 6,19
D6 tham thau
(mOsm/Kg) 349 | 348 350 353 353 349
UV 280 (mg/ml)
SEC (% Ban dau) 100 | 95,6 | 88,6 72,9 10,5 100
IEX (% Ban dau) 100 | 98,1 | 89,1 71,3 n/a 100
CGE 99,8 | 99,8 | 99,0 98,6 34,9 99,5
ELISA 0,86 - - 0,87

Tinh 6n dinh trong nghién ctru ctia dém xitrat: 1008 & ndng do 60mg/ml trong xitrat
15mM/Sucroza 6,75% / PS80 0,05% / pH 6,75
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Thuc hién thtr nghiém tinh én dinh trong nghién ctru ctia dém xitrat d6i véi ché
phdm cta 1008 & ndng d6 60mg/ml trong xitrat 15mM/Sucroza 6,75%/PS80
0,05%/pH6,75. Gilt cac mAu kiém tra tinh én dinh & 5°C va 25°C, cic miu nay ciing
trai qua chu ky dong-rd déng. Trich iy mAu cac mau nay theo lich trinh duoc trinh bay
trong bang sau, va phan tich v& hinh thire, pH, do thAm thiu, MFI, ham luong, SEC, va
IEX.

Bang 34

Diéu kién bao quan va lich trinh trich Jdy mau cho thir nghiém do 4n dinh Interim

Diéu kién Thoi diém Jdy mau
25°C 0,1, 3,6, va9thing
5°C 3, 6, va 9 thang
Dong-Ra dong (FT) 3 chu ky

Tuong tu, tién hanh thir nghiém tinh 6n dinh trong nghién ctru ctia dém histidin
v6i ché phdm cia 1008 & ndng d6 60mg/ml trong Histidin 15mM/Sucroza 6,75%/PS80
0,05%/pH6,75. Gitt cac mau kiém tra tinh 6n dinh & 5°C va 25°C. Cac mau nay ciing
trai qua chu ky dong-ra déng. Trich iy mAu cac mAu niy theo lich trinh dugc trinh bay
trong bang sau, va phan tich v& hinh thiec, pH, d6 thdm thAu, MFI, ham lugng, SEC, va
IEX.

Bang 35

Diéu kién bao quan va lich trinh trich 1dy mau cho thir nghiém do 4n dinh Interim

Diéu kién Thoi diém lay miu
25°C 0, 1, 3, va 6 thang
5°C 3 va 6 thang
bong-Ra dong (FT) 3 chu ky

Dit liéu thir nghiém duoc 1ap thanh bang trong cac bang sau.

Bang 36 Két qua (Phan 1/2) ctia nghién ctru tinh 6n dinh Interim & 25°C

1008 & ndng d6 60mg/ml trong xitrat 15mM/Sucroza 6,75%/ PS80 0,05% / pH=6,75
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Thoi gian (thang) Ban dau 1 3 6 9
Tiéu phan
> 10um theo MFI (#/mL) 28 42 49 70
> 25um theo MFI (#/mL) 3 0 3 3
> 50um theo MFI (#/mL) 0 0 0 0
Tbng sb tiéu phan theo MFI
(#/mL) 400 1819 2279 8355
> 10um theo HIAC (#/mL) 2183
> 25um theo HIAC (#/mL) 38,7
> 50um theo HIAC (#/mL) 7,0
Tdng sb tiéu phan theo HIAC
(#/mL) 11170
Hinh thirc
N Khéng mau th‘)ng Kh(‘)ng th\mg
Mau sac mau mau mau
A NMT NMT
Do trong NMT EP1 EP1 NMT EP1 EP1
pH 6,74 6,72 6,76
Do tham thau (mOsm) 320
SEC (% Ban dau) 99,9 (dién tich %) 98,6 94,2 97,4
IEX (% Ban dau) 97,0 (dién tich %) 98,4 94,2 91,0 89,9

Bang 37 Két qua (Phin 2/2) cua nghién ctru tinh 6n dinh Interim 1008 & nong do

60mg/ml trong xitrat 15mM/Sucroza 6,75%/ PS80 0,5% / pH=6,75

Diéu kién 5°C DPong-Ra dong
Thoi gian (thang) 3 6 3 chuky
Tiéu phan '
> 10um theo MFI (#/mL) 56 63 24
> 25um theo MFI (#/mL) 14 6,95 3
> 50um theo MFI (#/mL) 0 0 0
Tdng s0 ticu phan theo MFI 1092 6322 29052
(#/mL)
> 10um theo HIAC (#/mL) 441
> 25um theo HIAC (#/mL) 67
> 50um theo HIAC (#/mL) 18
Tdng s tiéu phan theo HIAC
(#/mL) 27700
Hinh thirc

. Khong | Khong ND
Mau sac mau mau

o NMT
bd trong NMT EP1 EP1 ND
pH 6,72 - 6,71
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Do thdm thau (mOsm) - - 306
SEC (% Ban dau) 99,8 99.8 99,7
IEX (% Ban dau) 100,0 994 | 99,9 99,5

Bang 38
Két qua (Phan 1/2) ctia nghién ctru tinh 6n dinh Interim & 25°C

1008 & ndéng d6 60mg/ml trong Histidin 15mM /Sucroza 6,75%/ PS80 0,05% / pH=6,75

Thoi gian (thing) Ban dau 1 3 6
Tiéu phan
> 10um theo MFI (#/mL) 14 642 153 56
> 25um theo MFI (#/mL) 3 54 14 3
> §Oum theo MFI (#/mL) 0 4 0 0
Tong so tiéu phan theo MFI 302 20483 9805 13374
(#/mL)
> 10um theo HIAC (#/mL) 1493
> 25um theo HIAC (#/mL) 127
> §0um th(?O HIAC (#/mL) 15
Tong s0 ti€u phan theo HIAC
(#/mL) 17341
Hinh thtic
Khéng | Khong Khong Khong
Mau séc mau mau mau mau
A NMT NMT NMT
b trong EP1 EP1 NMT EP1 EP1
pH 6,72 6,70 6,70
Do thAm thdu (mOsm) 286
99,9 (%
dién 98,3 93,6 97,5
SEC (% Ban dau) tich)
97,1
(%dién 97,9 92,5 87,8
IEX (% Ban dau) tich)
Béang 39

Két qua (Phin 2/2) ctia nghién ctru tinh 6n dinh Interim & 25°C

1008 & ndéng dd 60mg/ml trong Histidin 15mM /Sucroza 6,75%/ PS80 0,05% / pH=6,75

Diéu kién 5°C Pong lanh-rd dong
Thoi gian (thang) 3 6 3 chu ky
Tiéu phan

> 10um theo MFI (#/mL) 167 59, 17

> 25um theo MFI (#/mL) 10 7 0
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> 50um theo MFI (#/mL) 3 0 0
Tdng s6 tiéu phan theo MFI
(#/mL) 17404 7368 7607
> 10um theo HIAC (#/mL) 756
> 25um theo HIAC (#/mL) 175
> 50um theo HIAC (#/mL) 51
Tong so tiéu phan theo HIAC
(#/mL) 27698
Hinh thirc

o Khong | Khong ND
Mau sdc mau mau

A NMT
Do trong NMT EP1 EP1 ND
pH 6,70 6,70
D5 thim thau (mOsm) - - 271
SEC (% Ban dau) 99,7 100,0 99,9
IEX (% Ban dau) 99,2 99,2 99,2

Dit liéu thir nghiém da chi ra ring tinh dn dinh cta cic ché phdm dugc ting
cuong dang ké, dic biét 1a trong viéc trc ché sy hinh thanh tidu phén, so v&i tinh dn dinh

ctia ché phdm ddi chimg & ndng do protein 1a 60mg/ml.

Ché phdm dung dich én dinh dugc xac dinh la chta xitrat 15mM/Sucroza
6,75%/PS80 0,0505% nhu dugce trinh bay trong bang 40.

Bang 40
Thanh phan Nbng d6 (% khoi Khoang ndng do (% khoi
lwong/thé tich) lwong/thé tich)
1008 12 6-12
Axit xitric, khan 0,009 0,006 — 0,012
Trinatri xitrat 0,428 0,285 -10,57
(dihydrat)
Sucroza 6,75 6,75
Polysorbat 80 0,05% 0,05%
Axit clohydric pH 6,75 pH 6,75
hoéc
Natri hydroxit
Nudc dé pha tiém gs 100 gs 100

Sang ché va cac phuong én clia né da dugc md ta chi tiét. Tuy nhién, pham vi ctia
sang ché khong dugc chi dinh 1a duogc giéi han boi bit ky phuong 4n cu thé nao vé qua

trinh, san xuit, ché phém chira vat chét, hop chét, phuong tién, phuong phép, va/hodc cac
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budc di duge md ta trong phAn mo ta. Cac cai bién, phuong an thay thé, cac bién thé khac
c6 thé duogc tao ra tir nguyén liéu dd dugc bdc 16 ndy ma khong xa roi tinh than va/hodc
céc dic tinh thiét yéu cta sang ché. Theo d6, ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc
nay s& hiéu rd mot cach dé dang tir phdn mb ta ndy ring cac cai bién, phuong 4n thay thé,
va/hodc cac bién thé sau nay thuc hién chirc ning vé co ban 14 gidng hoic dat duoc két
qua vé co ban 14 gibng nhur cac phuong 4n da duge md ta & day co thé duoc sir dung nhu
1a cac phuong phuong 4n c6 li€n quan cua sang ché. Do d6, cac yéu ciu bao h dudi day
duoc chu dinh dé bao ham trong pham vi ctia chiing céc cai bién, phuong an thay thé, cac
bién thé v& qua trinh, su sin xuét, ché phdm chtra vat chat, hop chat, phuong tién, phuong
phéap, va/hodc cac bude duge boc 19 trong phin mo ta nay. Céc yéu cau bao ho khong nén
duoc hidu 1 bi gi6i han vé thit ty duoc md ta hodc cac thanh phin trir phi duoc dé cap dén
tac dong do. Nén dugc hiéu ring cac thay ddi khac nhau v& dang va chi tiét c6 thé dugc

tao ra ma khong xa roi pham vi ctia phan yéu cau bao ho.

Pon sang ché yéu cau hudéng quyén uu tién tir don sang ché Hoa Ky c6 quyén
tam thoi s§ 62/088,061, ndp ngay 5 thang 12 nam 2014, va tir don sang ché Hoa Ky c6
quyén tam thoi s 62/076,770, ndp ngay 7 thing 11 ndm 2014, cac phin md ta clia cac

don nay duoc két hop cu thé trong don sang ché nay biang cach tham chiéu.
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YEU CAU BAO HO

1. Duoc phidm cho mit chira nude, ¢6 chira (i) it nh4t 60 mg/ml khang thé khang VEGF ma
chira trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2, (ii) khoang 6,75% (w/v) sucroza, (iii)
dém xitrat c¢6 chira khoang 0,01% (w/v) axit xitric va khoang 0,428% (w/v) trinatri Xitrat
dehydrat, va (iv) khoang 0,05% (w/v) polysorbat 80 lam chit hoat dong bé mit, trong d6 sb
lwong 16n nhét ctia cac hat c6 dudng kinh >10pm trong dugc phérn cho mét chira nude 12 50

trong 1mL.

2. Duoc phidm cho mét chira nude theo diém 1, trong d6 khéng thé ¢6 chira trinh tu dugc néu

trong SEQ ID NO: 3.

3. Dugc phdm cho mét chira nudce theo diém 1, trong d6 ndng do ctia khéng thé khang VEGF la

khoang 60 mg/ml.

4. Duoc phdm cho mit chita nuéc theo diém 3, trong d6 khang thé khang VEGF c6 chira trinh
tu dugce néu trong SEQ ID NO: 3, va pH 1a khoang 6,8.

5. Dugc phdm cho mét chira nudc theo diém 1, trong d6 ndng do ciia khang thé khang VEGF la

khoang 120 mg/ml.

6. Duoc phdm cho mét chira nudc theo diém 5, trong d6 khang thé khang VEGF c6 chira trinh

tu dugc néu trong SEQ ID NO: 3, va pH 1a khoang 6,38.
7. Dung cu phén phdi chita dugc phdm cho mét chira nuée theo diém 1.

8. Dung cu phan phéi theo diém 7, trong d6 dung cu phan phéi nay la bom tiém dugc

nap trudc.
9. Dung cu phéan phdi chita dugc phdm cho mét chira nude theo diém 5.

10. Dung cu phan phdi theo diém 9, trong d6 dung cu phan phdi nay 1a bom tiém duoc

nap trudc.
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11. Ché phdm déng khd dugc bao ché bing cich dong khd duge phdm cho mit chtra

nudce theo diém 1.

12. Ché phdm déng kho duoc bao ché bing cach dong khé duge phdm cho mét chira

nude theo diém 5.
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