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(57) Sang ché dé xuit dugc pham 6n dinh chta khang thé ngudi gin két dic hiéu véi

protein chét theo chuong trinh cta ngudi 1 (PD-1). Theo cic phwong 4n nhit dinh, dugc

pham chira, ngoai khang thé khang PD-1, dung dich dém, axit amin, chit hoat dong bé mat
khong ion, va duong. Duoc pham theo sing ché thé hién muc d6 6n dinh déng ké cia
khang thé trong diéu kién chiu tac dong va bao quan.
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Linh vwe ky thuit dwoe dé cap
Sang ché dé cap dén duoc phdm khang thé dung dé diéu tri. Cu thé hon 13,
sang ché @& cap dén dugc phém chira khéng thé nguoi gén két dic hiéu véi protein

chét theo chuong trinh ciia ngudi-1 (PD-1).

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Céc dai phan tir ding dé diéu trj (vi du, céc khang thé) phai duoc bao ché
theo cach khong chi 1am cho c4c phan ti ndy thich hop dé dung cho bénh nhin, ma
con phai van gitt dugc dd én dinh ciia ching trong qua trinh bao quan va st dung
sau ndy. Vi dy, cdc khang thé dung dé didu tri & dang dung dich 16ng dé bi thoai
bién, két tu hodc d& bi cai bién héa hoc khong mong mudn trir khi dung dich nay
duoc bao ché thich hop. D6 6n dinh cia khéng thé trong ché phim dang long tuy
thudc vao khong chi loai t4 dugc dugce st dung trong ché phém, ma con phu thudc
vao lugng va ty 1€ cac ta dugc so véi nhau. Hon nita, cic quan ngai khac vé& d6 6n
dinh phdi dugc xem xét khi bao ché ché phim khang thé dang l6ng. Cac vi du vé
cac quan ngai khic bao gdbm d6 nhét cia dung dich va ndng d6 cua khéng thé c6 thé
dwoc diéu chinh theo ché phém nhét dinh, va chét lugng c&m quan hodc vé bé ngoai
ctia ché phim. Do d6, khi bao ché khang thé ding d& didu tri, rét cn cha y dén vice
thu duoc ché phdm van dn dinh, chira khang thé véi ndng do thich hop, va cé do
nhét thich hop cling nhu 1a cac dic tinh khac sao cho ché phdm nay thich hop dé
dung cho bénh nhén.

Céc khéang thé khang protein chét theo chuong trinh ctia nguoi-1 (PD-1) 1a
mot vi du vé dai phan tir thich hop dung dé didu trj ma ddi hoi cong thirc bao ché
thich hgp. Cac khang thé khang PD-1 13 hitu dung dé diéu tri bénh ung thu trén 1am
sang (vi dy, bénh ung thu phdi, u melanin, va bénh ung thu nfo) va cac bénh nhiém

virut va céc bénh ty mién. Céc khéng thé khang PD-1 dugc 1dy 1am vi du duge mo
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t4, khong ké cac dbi tuong khac, trong cong bd don yéu ciu cip patent My sb
7101550, 7595048, 7488802, 7563869, 8008449, 8168757, 8216996, 20110008369,
20130017199, 20130022595, va trong cong bd don quéc té sé W02006121168,
WO2009114335, W02012145493, W02013014668, W02009101611, patent chau
Au s6 EP2262837, va EP2504028. Cong bé don yéu ciu cép patent My sé
US20140234296 boe 16 ché pham dong kho chira khéng thé khang PD-1. Cong b
don yéu ciu cép patent My s8 US 2015203579 boc 16 khang thé khang PD-1, nhung
khong boc 16 duge phim dang 16ng 4n dinh chira khang thé nay cung véi histidin,
polysorbat, sucroza, va prolin. Cong b6 don qudc té s6 WO 2012135408 d& cap dén
khang thé khang PD-1 pembrolizumab, va khéng boc 1 khang thé khang PD-1 c6
céc trinh ty axit amin cu thé dugc boc 16 & day. Cong bd don quéc té s6 WO
2016168716 dé cap dén khang thé khang PD-1 nivolumab, va khong boc 16 khéng
thé khang PD-1 c6 céc trinh ty axit amin cu thé dugc boc 10 & day.

Méc-dl‘l cac khang thé khang PD-1 1a da biét, song vAn con nhu ciu trong
linh vuc ky thuat ndy vé dugc phdm méi chua céc khang thé khéng PD-1 du n dinh
va thich hop dé sir dung cho bénh nhan.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Sang ché dap Gng duge nhu ciu néu trén bang céch tao ra duéc phdm én
dinh chtra khang thé nguoi gan két dic hiéu véi protein chét theo chuong trinh cua
nguoi 1 (PD-1) nhu dugc x4c dinh trong yéu ciu bao hd.

Theo mot khia canh, dugc phém bn dinh dang long ¢6 dd nhét thép duoc dé
cép, chtra: (i) khang thé nguoi gin két dac hidu veéi protein chét theo chuong trinh
ciia ngudi 1 (PD-1); (ii) dung dich dém; (jii) dong dung méi hitu co; (iv) chit lam
n dinh; va (v) chét cai bién dd nhét nhu duge xéac dinh trong yéu cau bao ho.

Theo c4c phuong an khéac, khang thé dugc dé xuit & ndéng d6 ndm trong
khoang tlr 5 + 0,75mg/mL dén 250 + 37,5mg/mL. Theo mét phuong én, khang thé
duge dé xudt & ndng do 12,5mg/mL + 1,85mg/mL, hodc 12,5mg/mL. Theo mot
phuong 4n, khang thé dwgc d& xuét & ndéng do 25mg/mL + 3,75mg/mL, hoic
khoang 25mg/mL. Theo mét phuong 4n khac, khang thd duoc d xuét & ndng do
50mg/mL + 7,5mg/mL, hodc 50mg/mL. Theo mét phuong an khéc, khang thé dugc
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dé xuét & ndng do 100mg/mL + 15mg/mL, hogc 100mg/mL. Theo mdt phuong 4n,
khéng thé dirgc dé xuit & ndng do 150mg/mL + 22,5mg/mL, hodc 150mg/mL. Theo
mot phuong 4n khac, khing thé duoc d& xuit & ndng do 175mg/mL * 26,25mg/mL,
hodc 175mg/mL. Theo mdt phwong 4n khéc, khang thé dwoc d& xuit o ndéng do
200mg/mL * 30mg/mL, hodc 200mg/mL.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, ché phim chira khang thé bit ky trong s cac
khéang thé khéng PD-1 dugc mé ta trong céng bd don yéu clu cép patent My sb:
20150203579. Khang thé khang PD-1 chtra (a) ving bién ddi chudi ning (heavy
chain variable region-HCVR) chtra ving quyét dinh b tro chudi ning 1, 2 va 3
(HCDR1-HCDR2-HCDR3) mbi viing c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4 va SEQ ID NO: 5, twong ting; va (b) ving bién ddi chudi nhe (light chain
variable region-LCVR) chtra ving cdc viing quyét dinh bd tro cia chuSi nhe 1,2 va
3 (LCDRI1-LCDR2-LCDR3) mébi viing ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8, twong tng. Theo mot phuong 4n, khing thé chtra
HCVR ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 1 va LCVR ¢6 trinh tur axit
amin néu trong SEQ ID NO: 2. Theo mét phuong 4n, khang thé chira chudi ndng cé
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 9 va chudi nhe ¢6 trinh tw axit amin néu
trong SEQ ID NO: 10. Theo mdt phuong 4n, khang thé chira chudi nang co trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 11 va chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 10. Theo mét phuong 4n, khang thé chira chudi nang co trinh tu axit
amin dugc chon tir nhom bao gém SEQ ID NO: 9 va 11; va chudi nhe c¢6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 10. Theo mét phuong én, khang thé chira HCVR
¢6 90% trinh ty déng nhat véi SEQ ID NO: 1. Theo mét phwong én, khang thé chta
LCVR ¢6 90% trinh tu dong nhét véi SEQ ID NO: 2. Theo mét phuong 4n, khang
thé chira HCVR ¢6 90% trinh tw ddng nhét véi SEQ ID NO: 1 va LCVR c6 90%
trinh ty ddng nhét véi SEQ ID NO: 2.

Do pH ctia ché phdm dang léng 1a pH 6,0 + 0,3.

Dung dich dém bao gdm histidin. Theo céc phuong 4n nhét dinh, dung dich
dém histidin c¢6 néng do nim trong khoang tir 5SmM = 1mM dén 50mM + 10mM, t6t
hon 14 ndm trong khoang tir 5SmM + 1mM dén 25mM + 5mM. Theo mot phuong an,
dung dich dém histidin cé néng do 10mM = 2mM hodc 10mM. Theo mot phuong
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an, dung dich dém histidin c6 nong d6 20mM + 4mM hodc 20mM. Theo mét
phuong én, dung dich dém histidin c6 néng do 40nM + 8mM hoic 40nM. Theo cic
phuong 4n" nhét dinh, dung dich dém histidin chtra L-histidin va L-histidin
monohydroclorua monohydrat. Theo mdt phuong 4n, L-histidin ¢6 ndng d6 ndm
trong khoang tir 2mM + 0,4mM dén 25mM + 5mM, t6t hon 13 ndm trong khoang tir
4mM #+ 0,8mM dén 20mM # 4mM. Theo mét phuong &n, L-histidin
monohydroclorua monohydrat ¢6 ndng d6 nim trong khoang tir 2mM = 0,4mM dén
25mM = 5mM, t6t hon 12 ndm trong khoang tir 4mM = 0,8mM dén 20mM + 4mM.
Theo mot phuong 4n, dung dich dém chira L-histidin & néng do 4,8mM =+ 0,96mM
va L-histidin monohydroclorua monohydrat & néng do 5,2mM + 1,04mM. Theo
mot phuong 4n, dung dich dém histidin & ndng d6 10mM + 2mM, trong do histidin
bao gdm L-histidin & ndng d6 4,8mM + 0,96mM va L-histidin monohydroclorua
monohydrat & ndng do bang 5,2mM =+ 1,04mM.

Theo c4c phuong an nhét dinh, dong dung moi hitu co 1a polyme khong ion
chtra gbc polyoxyetylen. Theo mdt phuong an, dung mdi hitu co 13 chét hoat dong
bé mit. Theo mot vai phuong 4n, dong dung méi hiru co 1a mot hozc nhidu chit bat
ky trong s cac chét polysorbat, poloxame 188 va polyetylen glycol 3350. Theo mot
phuong 4n, ddng dung mdi hitu co 1a polysorbat 80. Theo mft phuong 4n, déng
dung mdi hitu co 1a polysorbat 20.

Theo mot phuong 4n, dong dung mdi hitu co ¢6 néng d6 nim trong khoang
tir 0,01% + 0,005% dén 1% + 0,5% “khdi lugng so véi thé tich” hodc “w/v”, trong
do, vi du, 0,1g/ml = 10% va 0,01g/ml = 1%. Theo cac phuong 4n nhéit dinh, dung
mdi hitu co 13 polysorbat ¢6 néng do nim trong khoang tir 0,05% + 0,025% dén
0,5% + 0,25% (w/v). Theo mot phuong 4n, ddng dung mdi hitu co 14 polysorbat 80,
c6 ndng dd bang 0,2% + 0,1% w/v, hogc 0,2%. Theo mdt phuong 4n khéc, ddng
dung moi hitu co 1a polysorbat 80, c6 ndng d6 0,1% + 0,05% w/v hodc 0,1% wi/v.
Theo mdt phuong 4n, dong dung mdi hitu co 1a polysorbat 20, c6 ndng do bang
0,2% + 0,1% w/v, hodc 0,2%. Theo mdt phwong 4n khac, déng dung mo6i hitu co 1a
polysorbat 20, c6 n@)ng do b'?lng 0,1% £ 0,05% w/v hodc 0,1% w/v.

Chét 1am 8n dinh 1a duong ma 1a sucroza. Theo cac phwong 4n khac, chét

lam 6n dinh c6 ndng do nim trong khoang tir 1% + 0,2% w/v dén 20% + 4% w/v, tir
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5% + 1% w/v dén 15% + 3% w/v, hodic tir 1% + 0,2% dén 10% + 2% w/v. Theo
mot phuong 4n, chit lam én dinh 1a sucroza cé néng do béng 5% = 1% w/v hoic
5% w/v. Theo mét phwong 4n khac, chét 1am én dinh 13 sucroza cé néng d6 bing
9% + 1,8% w/v hodc 9% w/v. Theo mot phuong 4n khac, chit 1am én dinh 1a
sucroza c6 ndng do bang 10% + 2% w/v hodc 10% w/v.

Theo mot phwong 4n, chit cai bién do nhét 13 L-prolin. Theo céc phuong 4n
nhét dinh, chét cai bién dd nhét co néng dd nim trong khoang tir 1% + 0,2% dén
5% % 1% w/v. Theo mdt phuong 4n, chét cai bién do nhét 12 prolin ¢6 ndng do bing
1,5% % 0,3% hodc khoang 1,5%. Theo mot phuong 4n, chit cai bién dd nhét 1a
prolin ¢6 ndng d6 bang 3% + 0,6%, hoic khoang 3%.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, d6 nhét cua duge phém dang 1dng & 25°C 1a
nhé hon hoic bang 15 cPoise + 10%, trong d6 1 cP twong duong v&i 1 mPas. Theo
cac phuong_ 4n nhat dinh, do nhét & 25°C 13 nim trong khoang tir 1,0 cPoise £ 10%
dén 20 cPoise + 10%. Theo cac phuong 4n nhét dinh, do nhdt cia duoc phém dang
long Ia < 15 cPoise. Theo cic phuong 4n nhat dinh, d nhét cta dugc phédm dang
16ng 1a < 20 cPoise. Theo cac phurong 4n nhit dinh, d6 nhét cta duge phim dang
l6ng 14 < 10 cPoise. Theo cac phuwong 4n nhét dinh, dd nhét & 25°C 1a 5 cPoise +
10%, 6,0 cPoise + 10%, 7,0 cPoise + 10%, 7,1 cPoise + 10%, 7,2 cPoise = 10%, 7,9
cPoise + 10%, 8,3 cPoise = 10%, 9,0 cPoise £ 10%, 9,6 cPoise + 10%, 10,0 cPoise
+ 10%, 10,6 cPoise + 10%, 11,4 cPoise + 10%, 11,6 cPoise + 10%, 11,8 cPoise +
10%, 12,0 cPoise = 10%,13,0 cPoise + 10%, 14,0 cPoise + 10%, 15,0 cPoise + 10%,
hodc 16 cPoise + 10%.

Sang ché ciing d& xuét duoc phdm 4n dinh dang 16ng c6 d6 nhét thap, chira:
(i) khang thé nguoi gén két dic hidu v6i PD-1 cua ngudi v6i ndng dd nim trong
khoang tir 5 + 0,75mg/mL dén 250 + 37,5mg/mL; (ii) dung dich dém histidin véi
ndng do nim trong khodng tir OmM dén 40 + 8mM; (iii) polysorbat 80 v&i ndng do
nim trong khoang tir 0% dén 0,5% + 0,25% (W/v); (iv) sucroza v&i néng do ndm
trong khoéﬁg tr 0% dén 15% + 3% (w/v); va (v) prolin v6i ndng d9 nim trong
khoéng tir 0 dén 5% + 1%, & pH nim trong khoang tir 5,3 dén 6,7, trong d6 khang
thé khang PD-1 chira ving bién dbi chudi ning (HCVR) va viing bién dbi chudi nhe



40192

(LCVR) sao cho t& hgp HCVR/LCVR chira céc ving quyét dinh bd tro ciia chudi
nhe va chudi ning (HCDR1-HCDR2-HCDR3/LCDR1-LCDR2-LCDR3), ma bao
gbm trinh ty axit amin néu trong cac SEQ ID NO: 3-4-5/SEQ ID NO: 6-7-8, tuwong
tng. Theo mdt phuong 4n, khang thé khéang PD-1 chtra ving bién ddi chudi ning
(HCVR) va ving bién dbi chudi nhe (LCVR) bao gbm trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2, twong tmg. Theo c4c phwong 4n nhét dinh, khang
thé khang PD1 chta vung Fc dugce chon tir nhém bao gdm céc isotyp IgG1, IgG2,
IgG3, va IgG4 cla nguoi. Theo mot phwong 4n, khang thé bao gbm isotyp IgG4 cia
ngudi. Theo mot phuong 4n, khéng thé chita chudi nang co6 trinh ty axit amin duoc
chon tir nhém bao gébm SEQ ID NO: 9 va 11; va chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 10. Theo mdt phuong 4n, khang thé chira chudi nang co trinh ty
axit amin néu trong SEQ ID NO: 9 va chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 10. Theo mdt phuong 4n, khang thé chira chudi nang co trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 11 va chudi nhe c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 10..Theo mt phwong an, khang thé c6 khbi lugng phén tir bing 143 kDa +
5 kDa.
Séng ché ciing d& xuét duge phim dang 16ng c6 d6 nhét thip chira: (i) khéang
thé nguoi gén két dic hiéu v6i PD-1 ngudi v6i ndng d6 ndm trong khoang tir 5 +
0,75mg/mL dén 250 + 37,5mg/mL; (ii) dung dich dém histidin v6i ndng d6 nim
trong khoang tir OmM dén 40 + 8mM; (iii) polysorbat 80 véi ndng d6 ndm trong
khoang tir 0% dén 0,5% =+ 0,25% (W/v); (iv) sucroza v6i ndng dd nim trong khodng
tir 0% dén 15% + 3% (W/v); va (v) prolin véi ndng d6 ndm trong khoang tir 0 dén
5% + 1%, & pH nim trong khoang tr 5,3 dén 6,7; trong d6 khéng thé khang PD-1
chtra HCVR va LCVR, trong d6 HCVR ¢6 90% trinh ty ddng nhét véi SEQ ID NO:
1 va/hodc LCVR ¢6 90% trinh tuw dong nhét v6i SEQ ID NO: 2. Theo mot phuong
an, khang thé khang PD-1 chira HCVR ¢4 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:
1 va LCVR ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2. Theo mdt phuong 4n,
khang thé khang PD-1 chtra chudi ndng co trinh ty axit amin dwoc chon tir nhom
bao gff)m SEQ ID NO: 9 va 11; va chudi nhe ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO: 10.
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Séng ché ciing d& xuét dugc pham dang ldng én dinh, c6 d nhét thip chira:
(i) khang thé ngudi gin két dic hiéu v6i PD-1 ngudi véi ndng do nim trong khoang
tlr 5 + 0,75mg/mL dén 250 + 37,5mg/mL; (ii) dung dich dém histidin véi ndng do
nam trong khoang tr OmM dén 40 + 8mM; (iii) polysorbat 80 véi néng d6 nim
trong khoéng tir 0% dén 0,5% =+ 0,25% (W/v); (iv) sucroza véi ndng d6 ndm trong
khoang tr 0% dén 15% + 3% (W/v); va (v) prolin v6i ndng do ndm trong khoang tir
0 dén 5% + 1%, & pH nim trong khoang tir 5,3 dén 6,7; trong d6 khang thé khéng
PD-1 chta HCVR va LCVR, trong d6 HCVR ¢4 trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 1 c6 khong qué 5 axit amin thay thé, va trong d6 LCVR ¢6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO:2 c6 khéng qué hai axit amin thay thé. Theo mot
phwong 4n, khang thé khang PD-1 chita HCVR ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 1 va LCVR ¢6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 2. Theo mét
phuong 4n, khéng thé khang PD-1 chira chudi nang c6 trinh tu axit amin dugc chon
tir nhém bao gém SEQ ID NO: 9 va 11; va chudi nhe c¢6 trinh tu axit amin néu trong
SEQ ID NO: 10.

Theq céc phuong 4n nhat dinh, dugc phém theo khia canh bAt ky trong s6 céc
khia canh néu trén c¢6 dic tinh duge chon tir nhém bao gém: (1) duoc phém 6n dinh
khi bao quan trong thoi gian dai & nhiét 46 25°C, 5°C, -20°C, -30°C va -80°C, nhu
dugc mo ta & day; (i) duoc phdm n dinh véi tac dong khudy nhu dwoc mo ta &
day; (iii) dugc phdm c6 d¢ nhét thdp (d6 nhét nhé hon 20 cPoise, tdt hon 13 nhé hon
15 cPoise); (iii) duge pham 6n dinh ngay ca khi ndng do t4 dugc trong dugc phim
thay doi lén dén + 50%, nhu dwoc md ta & ddy; (iv) duoc phdm Ia ding thdm théu
v6i cac diéu kién sinh ly; (v) dugce phém én dinh va tuwong thich vi cac tha thuét va
thiét bj dung qua duong tinh mach; va (vi) duge phdm 6n dinh khi bao quan trong
mot khoang thoi gian dai trong lo thily tinh hogc trong bom tiém nap s&n.

Theo céc phurrong 4n nhit dinh ctia khia canh nay, dugc phém dang 16ng on
dinh dugc d& xuét chira: (i) khang thé ngudi gin két dic hiéu v6i PD-1 cua nguoi
v6i ndéng d6 nim trong khoang tir 5 + 0,75mg/mL dén 250 + 37,5mg/mL; (ii) dung
dich dém histidin véi néng d6 nim trong khoéng tir SmM + 1mM dén 20 + 4mM;
(iii) polysorbat 80 v6i ndng dd ndm trong khoang tir 0,05% = 0,025% dén 0,3% +

0,15% (W/V}; (iv) sucroza vé6i ndng d6 ndm trong khoéang tir 1% + 0,2% dén 10% +
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2% (w/v); va (v) prolin v6i nong d6 ndm trong khoang tir 1% + 0,2% dén 5% + 1%,
¢ pH 6,0, trong d6 khang thé chira HCVR/LCVR ¢6 cdp trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 1/2. Theo mdt phwong an, dugc phdm dang 16ng én dinh theo khia
canh nay c6 dd nhét nhéd hon 15 cP. Theo mdt phwong 4n, > 90% khéng thé c6 khéi
luong phén ti bang 143 kDa + 1 kDa. Theo mot phuong 4n, dugc phdm c6 do nhét
nhé hon 20 cP, nhé hon 15 cP, hodc nhé hon 10 cP. Theo mot phuwong an, hon 96%
khang thé van c¢6 cAu hinh nguyén thé khi bao quan trong 12 thang & 5°C. Theo mot
phuong an, it nhit hodc hon 97% khang thé van c6 cu hinh nguyén thé khi bao
quan ¢ -80°C, -30°C va/hoic -20°C trong 6 thang.

Theo mdt phuong 4n cua khia canh nay, dugc phém dang long 4n dinh chitra
(i) khang thé khéng PD-1 v6i ndng d 25 + 3,75mg/mL; (ii) dung dich dém histidin
10 + 2mM; (iii) polysorbat 80 v6i ndng do 0,2% + 0,1% (W/v); (iv) prolin véi ndng
d6 1,5% £ 0,3% (w/v); va (v) sucroza véi ndng dd 5% + 1% (w/v), & pH biang 6,0 +
0,3, trong d6 khang thé chira HCVR/LCVR ¢6 c@p trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO: 1/2.

Theo mt phuong 4n cia khia canh nay, duge phdm dang 1éng 6n dinh chira
(i) khang thé khéng PD-1 véi ndng d¢ 25 + 3,75mg/mL; (ii) L-histidin v6i ndng do
4,8mM £ 0,96mM; (iii) L-histidin monohydroclorua monohydrat véi nong do
5,2mM = 1,04mM; (iv) polysorbat 80 véi néng dd 0,2% + 0,1% (w/v); (v) prolin
v6i ndng do 1,5% + 0,3% (W/v); va (vi) sucroza véi ndng d6 5% + 1% (w/v), & pH
béng 6,0 + 0,3, trong d6 khang thé chira HCVR/LCVR c6 cdp trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 1/2.

Theo mét phwong 4n ciia khia canh nay, dugc phim dang 1éng 6n dinh chira
(i) khang thé khéng PD-1 v6i ndng d6 50 + 7,5mg/mL; (ii) dung dich dém histidin
v6i nong d6 10 + 2mM; (jii) polysorbat 80 véi ndng d6 0,2% + 0,1% (w/v): (iv)
prolin véi ndng d6 1,5% =+ 0,3% (W/v); va (v) sucroza véi ndng dd 5% + 1% (W/v),
& pH bang 6,0 + 0,3, trong d6 khang thé chtra HCVR/LCVR c6 cip trinh tr axit
amin néu trong SEQ ID NO: 1/2. Theo mdt phwong an vé dugc phim cy thé nay, do
nhét 1a nhé hon 10 cPoise.

Theo mot phuong 4n cua khia canh ndy, dugc phdm dang 1éng 6n dinh chira

(i) khang thé khang PD-1 véi ndng do 50 + 7,5mg/mL; (ii) L-histidin véi ndng do
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4,8mM + 0,96mM; (iii) L-histidin monohydroclorua monohydrat véi ndng do
5,2mM + 1,04mM; (iv) polysorbat 80 v6i ndng dd 0,2% =+ 0,1% (w/v); (v) prolin
véi néng dd 1,5% + 0,3% (w/v); va (vi) sucroza véi ndng d6 5% + 1% (w/v), & pH
b?mg 6,0 = 0,3, trong d6 khang thé chira HCVR/LCVR c6 cap trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 1/2.

Theo mdt phuong 4n, dugce phém dang long én dinh chtra (i) khing thé
khang PD-1 v6i néng d6 100 + 15mg/mL; (ii) dung dich dém histidin véi ndéng do
10 + 2mM,; (iii) polysorbat 80 v&i ndng d6 0,2% + 0,1% (W/v); (iv) prolin véi ndng
0 1,5% + 0,3% (W/v); va (v) sucroza v6i ndng d6 5% + 1% (w/v), & pH bing 6,0 +
0,3, trong 6 khang thé chira HCVR/LCVR ¢6 cdp trinh ty axit amin néu trong SEQ
ID NO: 1/2. Theo mdt phuong 4n vé dugc phém cu thé nay, do nhét 1a nhé hon 10
cPoise.

Theo mdt phuong 4n ciia khia canh nay, dugc phidm dang 16ng 6n dinh chira
(i) khang thé khang PD-1 véi néng d¢ 100 + 15mg/mL; (i) L-histidin véi ndng do
4.8mM =+ O,96mM; (iif) L-histidin monohydroclorua monohydrat véi néng o
5,2mM =+ 1,04mM; (iv) polysorbat 80 v6i ndng do 0,2% + 0,1% (wW/v); (v) prolin
v6i nbng dd 1,5% + 0,3% (W/v); va (vi) sucroza véi ndng do 5% + 1% (w/v), & pH
bé‘mg 6,0 £ 0,3, trong d6 khang thé chira HCVR/LCVR ¢6 cdp trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 1/2.

Theo mdt phuong 4n, duge phdm dang léng 6n dinh chua (i) khang thé
khang PD-1 véi ndng d6 150 + 22,5mg/mL; (ii) dung dich dém histidin v6i ndng do
10 + 2mM; (iii) polysorbat 80 véi néng do 0,2% =+ 0,1% (w/v); (iv) sucroza véi
ndng d6 10% + 2% (W/v); va (v) prolin v6i ndng do 1,5% + 0,3% (w/v), & pH bang
6,0 + 0,3, trong d6 khang thé chira HCVR/LCVR c¢6 cdp trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 1/2. Theo mét phuong 4n vé dwoc phdm cu thé nay, do nhdt 1a
nho hon 20 cPoise, tot hon 14 nhé hon 15 cPoise.

Theo mot phuong 4n cua khia canh nay, dugc phdm dang 16ng 6n dinh chira
(i) khéng thé khéng PD-1 véi ndng do 150 + 22,5mg/mL; (ii) L-histidin v&i ndng do
4,8mM + 0,96mM; (iii) L-histidin monohydroclorua monohydrat v&i néng do
5.2mM = 1,04mM; (iv) polysorbat 80 v6i ndng d6 0,2% + 0,1% (W/v); (v) prolin

v6i ndng d6 1,5% + 0,3% (W/v); va (vi) sucroza véi ndng dd 5% = 1% (w/v), 6 pH
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bang 6,0 + 0,3, trong d6 khang thé chita HCVR/LCVR ¢6 cdp trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO: 1/2.

Theo mét phuong 4n cua khia canh nay, dugc phém dang long én dinh chtra
(i) khang thé khang PD-1 véi ndng do 175 + 26,25mg/mL; (ii) dung dich dém
histidin v&i ndng d6 10 + 2mM; (iii) polysorbat 80 véi ndng d 0,2% =+ 0,1% (wWiv);
(iv) sucroza v6i ndng dd 5% + 1% (w/v); va (v) prolin véi ndng d6 1,5% + 0,3%
(W/v), & pH bang 6,0 + 0,3, trong d6 khang .thé chira HCVR/LCVR c¢6 cdp trinh ty
axit amin néu trong SEQ ID NO: 1/2. Theo mdt phuong 4n v& duoc phidm cu thé
nay, do nhét 1a nhé hon 20 cPoise, tét hon 12 nhé hon 15 cPoise.

Theo mot phuong 4n ciia khia canh nay, duge phdm dang 16ng on dinh chira
(i) khang thé khang PD-1 véi ndng d 175 + 26,25mg/mL; (ii) L-histidin v6i ndng
do 4,8mM + 0,96mM; (iii) L-histidin monohydroclorua monohydrat véi ndng do
5,2mM = 1,04mM; (iv) polysorbat 80 véi ndng do 0,2% + 0,1% (w/v); (v) prolin
v6i ndéng d6 1,5% + 0,3% (W/v); va (vi) sucroza véi ndng dd 5% =+ 1% (w/v), & pH
bing 6,0 + 0,3, trong d6 khang thé chira HCVR/LCVR ¢6 cip trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 1/2.

Theo mét phuong 4n cua khia canh nay, dwgc phim dang long 6n dinh chtra
(i) khéng thé khang PD-1 véi ndng do 200 + 30,00mg/mL; (i) dung dich dém
histidin v6i ndng d¢ 10 + 2mM; (iii) polysorbat 80 v6i ndng dd 0,2% + 0,1% (w/v);
(iv) sucroza v6i ndng dd 5% + 1% (w/v); va (v) prolin v6i ndng do 1,5% + 0,3%
(wiv), & pH biing 6,0 0.3, trong d6 khéng thé chita HCVR/LCVR 6 cp trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 1/2. Theo mot phuong 4n v& duoc phidm cu thé
nay, d6 nhét 1a nhé hon 20 cPoise.

Theo mot phuong 4n cia khia canh nay, dugc phdm dang 16ng 6n dinh chira
(i) khang thé khang PD-1 véi ndng d6 200 + 30,00mg/mL; (ii) L-histidin véi ndng
d6 4,8mM + 0,96mM; (iii) L-histidin monohydroclorua monohydrat véi néng do
52mM £ 1,04mM; (iv) polysorbat 80 véi ndng dd 0,2% =+ 0,1% (W/v); (v) prolin
v6i ndng do 1,5% + 0,3% (w/v); va (vi) sucroza v6i ndng d6 5% + 1% (w/v), & pH
br?mg 6,0 £ 0,3, trong d6 khang thé chira HCVR/LCVR c6 cdp trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 1/2.
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Theo mét phuong 4n, sau khi bao quan duoc phdm & 45° trong 28 ngay, >
90% khang thé 12 nguyén thé va > 35% khang thé 13 dang mang dién tich chinh.
Theo mdt phuong 4n, sau khi bdo quan dwgc phim & 25° trong ba thang, > 94%
khang thé 12 nguyén thé va > 44% khang thé 13 dang mang dién tich chinh. Theo
mot phuong 4n, sau khi bao quén duwoc phdm & 5° trong 12 thang, > 96% khang thé
12 nguyén thé va > 50% khang thé 13 dang mang dién tich chinh. Theo mdt phuong
an, sau khi bdo quan dugc phdm & -20° trong 12 théng, > 96% khéng thé 14 nguyén
thé va > 40% khang thé 1a dang mang dién tich chinh. Theo mét phwong 4n, sau khi
bao quan duge pham & -30° trong 12 thang, > 96% khang thé 13 nguyén thé va >
40% khéng thé 13 dang mang dién tich chinh. Theo mdt phuong 4n, sau khi bao
quan dugc phim & -80° trong 12 thang, > 96% khang thé 13 nguyén thé va > 40%
khang thé 12 dang mang dién tich chinh. Theo mot phuong 4n, hon 96% khang thé
van c6 ciu hinh nguyén thé khi bao quan trong 12 thang & 5°C. Theo mot phwong
an, it nhat hodc hon 97% khang thé vAn c6 c4u hinh nguyén thé khi bao quan & -
80°C, -30°C va/hodc -20°C trong 6 thang.

Séng ché ciing d& xuit dugc phdm dang 1éng On dinh chira: (i) khang thé
khang PD-1 v6i nong d¢ 1én dén 100mg/mL; (ii) dung dich dém histidin v6i ndng
d6 nim trong khoang tir 2mM = 0,4mM dén 20mM =+ 4mM; (iii) sucroza véi ndng
do 1én dén 20% =+ 4% (W/v) ; va (iv) polysorbat v6i néng d6 1én dén 0,2% + 0,1%
w/v, & pH 6,0 + 0,3. Theo mét phwong 4n, dugc phim dang long 6n dinh chia
khang thé khang PD-1 véi néng d6 25mg/mL. Theo mdt phuong 4n, duge phdm
dang 16ng 6n dinh chta khang thé khang PD-1 véi ndng do 50mg/mL. Theo mdt
phuong 4n, dugc pham dang long 6n dinh chtra khang thé khang PD-1 véi ndng do
75mg/mL. Theo mét phuong 4n, duoc phém dang 1dng 6n dinh chira dung dich dém
histidin v6i ndng d6 10mM + 2mM. Theo mdt phuong 4n, duge phim dang long 6n
dinh chtra sucroza 5%. Theo mot phuong én, duge phdm dang 16ng én dinh chta
sucroza 6%. Theo mot phwong an, duge phim dang 1éng dn dinh chta sucroza 9%.
Theo mot phuong an, dugce phém dang long 6n dinh chira sucroza 10%. Theo mot
phuong 4n, dugc phim dang 16ng dn dinh chta polysorbat 0,1%. Theo mdt phuong
an, polysorbat 1a polysorbat 80 hozc polysorbat 20. Theo mot phuong 4n, khang thé
khang PD-1 chira HCVR/LCVR ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1/2.
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Theo mot khia canh, dugc phém bn dinh dang 1éng theo khia canh bAt ky
trong sb céc khia canh néu trén duge cung cép trong dd chira. Theo mot phuong an,
déchﬁalélo;xﬂycmbonm;Thcornétphuongén,déchﬁaléloﬂnbfﬁnh.Theorn@t
phuong 4n, lo thiy tinh 1a lo thiy tinh borosilicat loai 1 v&i nip bing caosu butyl
dugc phii flocacbon. Theo mot phuong 4n, dd chia 1a dung cu vi truyén. Theo mot
phuong 4n, db chira 13 bom tiém. Theo mét phuwong 4n, d6 chtra 13 bom tiém nap
sin. Theo mot phwong 4n, bom tiém c6 pittong dugc phu flocacbon. Theo céac
phuong 4n nhét dinh, bom tiém 13 bom tiém thiy tinh dai cé dung tich ImL hoic
2,25mL chta it hon 500 phéan ty vonfam duoc lip v6i mot kim tiém 27-G, nép
caosu butyl duoc phu flocacbon, va nip mut bing caosu khong doc té bao, khong
chra latex. Theo mét phuong 4n, bom tiém ndy 1a bom tiém thuy tinh dai c6 dung
tich ImL dwoc ldp véi mot kim tiém cé thanh moéng 27-G, nép caosu 4023/50 duoc
phi FLUROTEC, va nip mut biang caosu FM 27. Theo mot phuong an, bom tiém
nay 1a bom tiém béng nhya ¢6 dung tich ImL, 2mL, 3mL, 5mL hodc 10mL dugc
1ap v6i mot kim tiém.

Theo mot khia canh, kit chira duoc phém bn dinh theo khia canh bét ky trong
s6 cac khia canh néu trén, mot dd chtra, va huéng dan st dung dugc dé xuit. Theo
1n©tphu0ngén,déchﬁalélothﬁythﬂLiiwoxnétphuangén,déchﬁalébonlﬁén
nap san. Theo mot phuong an, bom ti€ém nay 1a bom tiém thdy tinh dai c6 dung tich
ImL hodc 2,25mL dugc le'ip v6i mot kim tiém thanh mdng 27-G, nit caosu 4023/50
dugc pht FLUROTEC, va nip mt bang cao su FM 27. Theo mot phuong an, bom
tiém 1a bom tiém bang nhya c6 dung tich ImL, 2mL, 3mL, 5mL hodc 10mL dugc
lap v&i mot kim tiém.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, sing ché d& xuit bom tiém nap san chura
duoc phim 6n dinh dang 16ng chua: (i) khang thé nguoi gin két dic hidu véi PD-1
clia ngudi v6i ndng dd nam trong khoang tr 5 + 0,75mg/mL dén 250 + 37,5mg/mL;
(ii) dung dich dém histidin v6i ndng d6 ndm trong khoang tir SmM + 1mM dén 20 +
4mM; (iii) polysorbat 80 véi ndng d6 nim trong khoang tr 0,05% =+ 0,025% dén
0,3% % 0,15% (w/v); (iv) sucroza véi néng d6 nam trong khoang tir 1% + 0,2% dén
10% + 2% (w/v); va (v) prolin v6i ndng d6 ndm trong khoang tir 1% + 0,2% dén 5%
+ 1%, & pH béng 6,0 + 0,3, trong d6 khang thé chira HCVR/LCVR ¢6 cip trinh tu
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axit amin néu trong SEQ ID NO: 1/2; trong d6 dugc phdm c6 dic tinh dugc chon tir
nhém bao gbm: (i) > 98% khang thé 13 & dang nguyén thé sau khi bao quan & 5°C
trong 12 thang; (ii) > 53% khang thé 1a bién thé mang dién tich chinh sau khi bao
quan & 5°C trong 12 thang; (iii) > 97% khang thé 1a & dang nguyén thé sau khi bao
quan & 25°C trong 6 thang; (iv) dugc phdm 6n dinh véi &p luc khudy trong d6 >
98% khéang thé 1a & dang nguyén thé sau khi khudy trong 120 phut trong bom tiém
nap san; (v) hon 90% khang thé c6 khdi lugng phan tir bing 143 kDa + 1 kDa; (vi)
duoc phém ¢6 do nhét nhd hon 20 cP, nhé hon 15 cP, hoic nhé hon 10 cP; (vii) hon
96% khéng thé van c6 cdu hinh nguyén thé khi bao quan trong 12 thang & 5°C; va
(viii) it nhat hoc hon 97% khang thé vin ¢6 cdu hinh nguyén thé khi bao quan & -
80°C, -30°C va/hoiic -20°C trong 6 thng.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, sang ché d& xuét lo thuy tinh chira duoc
phdm 6n dinh dang 16ng chira: (i) khang thé nguoi gin két dic hicu véi PD-1 cua
ngudi véi ndng d6 nim trong khoang tir 5 + 0,75mg/mL dén 250 + 37,5mg/mL; (ii)
dung dich dém histidin v6i ndng d6 nim trong khoang tr SmM + 1mM dén 20 +
4mM; (iii) polysorbat 80 v6i néng d6 nim trong khoang tir 0,05% + 0,025% dén
0,3% £ 0,15% (w/v); (iv) sucroza véi ndng do ndm trong khodng tir 1% + 0,2% dén
10% + 2% (w/v); va (v) prolin v6i ndng dd nim trong khoang tir 1% + 0,2% dén 5%
+ 1%, & pH béng 6,0 + 0,3, trong d6 khang thé nay chira HOVR/LCVR ¢6 cip trinh
tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 1/2; trong d6 dugc phdm nay c6 dic tinh duoc
chon tir nhém bao gdm: (i) dugc pham 6n dinh khi bao quan va 6n dinh véi ap luc
trong lo thiy tinh; (ii) duoc phdm 8n dinh va thich hop dé ding trong cac thiét bi
phan phéi qua dudng tinh mach; (iii) duoc phém nay 6n dinh vé mat héa hoc va vat
Iy khi dugc pha lodng bang cc chét pha lodng chuén d3 biét trong linh vuc k¥ thuat
nay (vi du, ﬁatri clorua 0,9% hodc dextroza 5%); (iv) dugc phém 12 6n dinh véi cac
tai IV 1am bang thiy tinh hodc cdc chit déo polyme (vi du, polyvinyl clorua,
phtalat, polyolefin hodc polypropylen); (v) dugc phdm thich hdp v6i cac bom
truyén chudn (vi du, bom nhu dong, bom dich chuyén chét l16ng); (vi) > 90% cac
khang thé c6 khéi lugng phéan tir bang 143 kDa + 1 kDa; (vii) dugc phdm c6 do
nhét nhé hon 20 cP, nhoé hon 15 cP, hodc nhé hon 10 cP; (viii) hon 96% khang thé

c6 cu tric nguyén thé khi bao quan trong 12 thang & 5°C; va (ix) it nhit hodc hon
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97% khéang thé c6 cAu tric nguyén thé khi bao quan & -80°C, -30°C va/holic -20°C
trong 6 thang.
Cac phuong an khic s& tré nén rd rang hon dwa vao phin moé ta chi tiét dusi

day.

M6 ta vin tit cdc hinh vé

Fig.1 1a bang thé hién tac dong cua do pH dén d6 én dinh ciia mAbl
150mg/mL dugc 1 & 45°C trong 28 ngay. Céc két qua ciia ‘Nguyén lidu ban diw’
“SE-UPLC va CEX-UPLC la céc gi4 trj trung binh ctia nguyén liéu ban diu & tt ca
cac duoc pham.

Fig.2 thé hién d6 én dinh cua ba duge phim F1, F2 va F3 khi béo quén, trong
d6 duoc phém F1 chia mAbl 210mg/mL, histindin 10mM va prolin 3%, & pH 6,0;
F2 chita mAbl 210mg/mL, histindin 10mM va sucroza 3%, & pH 6,0; va F3 chira
mAbl 210mg/mL, histindin 10mM va sucroza 5%, & pH 6,0. D6 8n dinh khi bao
quin duoc dénh gia théng qua % cic dang c6 khéi lwong phén ti cao (high
molecular weight species-HMW) dugc sinh ra khi bao quan & -80°C (A), -30°C (B)
va -20°C (C) trong tdi da 9 thang va dugc phan tich bing sic ky loai trir theo kich
thuéce (SEC).

Fig.3 thé hién d¢ 6n dinh clia ba dugc phdm F1, F2 va F3 khi bao quan, trong
d6 F1 chita mAbl 150mg/mL, histindin 10mM, sucroza 9% va polysorbat 80 0,2%
(PS80), & pH 6,0; F2 chira mAbl 175mg/mL, histindin 10mM, prolin 3% va PS80
0,2%, & qu6,0; va F3 chtra mAbl 175mg/mL, histindin 10mM, sucroza 5%, prolin
1,5% va PS80 0,2%, & pH 6,0. B0 6n dinh trong qud trinh bdo quan dugc danh gia
thong qua % dang c6 khéi lwgng phan tir cao (HMW) duge sinh ra khi bao quan & -
80°C (A), -30°C (B) va -20°C (C) trong t6i da 6 thang va dugc phén tich bing sic
ky loai trir theo kich thuéc (SEC).

Fig.4 1a bang thé hién do nhét ciia mAbl 150mg/mL c6 b sung ta dugc va
chét cai bién d9 nhét.

Fig.5 12 bang thé hién tic dong cua chét cai bién do nhét dén do n dinh cia

mAbl 175mg/mL dugc 0 & 45°C trong 14 ngay. Cac két qua vé *pH, ‘Nguyén li¢u
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ban dau’ SE-UPLC va CEX-UPLC la c4c gié tri trung binh cua céc nguyén liéu ban

dau doi véi tat ca cac dugc pham.

M0 ta chi tiét sang ché

Trude khi cdc phuong phép theo sang ché dugc mé ta, cin hidu ring séng
ché khéng bi gidi han & cac phuong phép, va cac diéu kién thir nghiém cu thé dugc
mo ta, vi thé céac phuong phép va céac diéu kién nhu vély ¢6 thé khac nhau. Cén hiéu
réng thuat nglt dugc st dung & day chi nhim muc dich mo ta cdc phuong 4n cu thé,
va khong dirc_rc du dinh 1a lam gi6i han sing ché, vi pham vi cia sang ché s& chi bi
gi6i han béi yéu cau bao ho di kem.

Trir khi duwoc quy dinh theo cach khéc, toan bd cac thuat ngit khoa hoc va ky
thuét st dung & ddy c6 nghia nhu thudng dwgc hiéu béi ngudi 6 hiéu biét trung
binh trong !Tnh vuc k¥ thuat thude sang ché. Nhu duge st dung & day, thuit ngir
"khoang”, néu duoc sir dung c6 vién din dén gia tri sb cu thé hodc khoang gia tri, c6
nghia 1a gi4 tri ndy c6 thé khac so véi gia tri dugc néu khoéng qua 1%. Vi du, nhu
dugc sir dung & ddy, thuat ngit "khoang 100" bao gdm 99 va 101 va tAt ca cac gia tri
nam gitta chung (vi du, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, v.v.). Mic du, phuong phap va
nguyén lidu bit ky twong tu hodc twong duong véi phuong phép va nguyén liéu
dugc mo ta & day c6 thé dugc st dung khi thyc hién hodc thr nghiém sang ché,
song sang ché chi mé ta cac phuong phap va nguyén liéu dugce uu tién.

Nhu dugc st dung & ddy, thuat ngit "dugc phidm" c6 nghia 12 hdn hop cua it
nhat mot hoat chat (vi dy, phan tir nho, dai phan ti, hop chét, v.v. ¢6 kha nang gay
ra tac dyng sinh hoc ¢ nguoi hodc dong vat khong phai ngudi), va it nhit mot thanh
phén khong c6 hoat tinh dé khi két hop véi hoat chét hodc mét hodc nhiéu thanh
phan khéng c6 hoat tinh khac 13, thich hop ding dé diéu tri cho nguoi hodc dong vat
khong phai nguoi. Thuat ngit "ché phdm”, nhu duoc st dung & day, c6 nghia Ia
"dugc pham" trir khi dwoc chi ra ro rang theo cach khac. Sang ché d& xuét dugc
phidm chira it nhit mot polypeptit ding dé didu tri. Theo cac phuong 4n nhéit dinh
clia sang ché, polypeptit ding dé diéu trj 1a khang thé, hoic doan gin két véi khéng
nguyén clia n6, ma gin két diac hiéu véi protein chét theo chuong trinh cia nguoi 1

(PD-1). Cu thé hon 13, sang ché dé xudt duoc phdm chura: (i) khang thé ngudi ghn
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két dic hi¢u v6i PD-1 cilia nguoi (i) dung dich dém histidin; (iii) ddng dung moi
hitu co ma 13 chit hoat dong bé mat khéng ion; (iv) chit lam &n dinh 1a
cacbohydrat; va tlly ¥, (v) chét cai bién d6 nhét 13 axit amin. Céc thanh phin va
dugc phdm cu thé dugc bao gdm trong séng ché dugc md ta chi tiét hon dudi day.
Céc khang thé gin két dic hiéu véi PD-1

Dugc pham theo sang ché c6 thé chira khang thé ciia ngudi, hodc doan gén
két voi khéng nguyén cuia né, ma gin két dic hidu véi PD-1 cia nguoi. Nhu duoc
st dung G ddy, thuat nglt "PD-1” ¢6 nghia 1a protein chét theo chuong trinh ctia
ngudi 1. Céc khéng thé khang PD-1 cua ngudi dugc md ta trong, vi du, cong
bb/patent Mif s6 8008449, 8168757, 20110008369, 20130017199, 20130022595,
20150203579, va trong cong bd don quéc t& s6 W02006121168, W0O2009114335,
W02012145493, W02013014668, W02009101611, WO2015112800, patent chau
Au s8 EP2262837, va EP2504028.

Thuat ngtr "khang thé", nhu dugc st dung & déy, thudng dugc ding dé chi
cdc phén tir globulin mién dich chira bén chudi polypeptit, hai chudi ning (H) vi hai
chubi nhe (L) dugc lién két véi nhau bing cac lién két disulfua, ciing nhu 13 cac
multime cda ching (vi du, IgM); tuy nhién, cac phan ti globulin mién dich chi bao
gdm chudi ning (ttc 13, thiu cac chudi nhe) ciing dugc bao gdm trong dinh nghia
clia thuat ngit "khang thé”. M&i chudi ning chira ving bién ddi chudi ning (duoc
viét tit & ddy 1a HCVR hogc Vu) va ving ¢ dinh chudi ning. Viing cé dinh chudi
ning chtra ba mién, CHI, CH2 va CH3. Mdi chudi nhe chta ving bién dbi chudi
nhe (duge viét tit & day 14 LCVR hogc Vi) va ving ¢b dinh chudi nhe. Ving cb
dinh chudi nhe chira mot mién (CL1). Cac ving Vi va Vi c6 thé duogc chia nhd
thanh cac ving c6 tinh siéu bién, dwoc goi 1a cac ving quyét dinh bd tro
(complementary determining region-CDR), nim xen véi céc vung ma dugc bao
toan hon, dugc goi la cac viing khung (framework region-FR). Mdi viing Vi va Vi
bao gdm ba ving CDR va bén ving FR, duge sip xép tir diu amino dén diu
carboxy theo trat tu sau: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FRA4.

Trir khi dwgce quy dinh theo cach khac, thudt ngir "khang thd”, nhu duoc st
dung & day, nén dugc hidu 13 bao gdm céc phan t khéng thé diy du cling nhu 1a

céc doan gin két véi khang nguyén cia chung. Thuat ngit "phan gin két véi khéng
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nguyén" hay "doan gin két véi khang nguyén" ctia khang thé (hodc don gidn 1a
"phan khang thé" hay "doan khéng thé"), nhu duoc sir dung & day, dugc dung dé chi
mot hodc nhidu doan cia khang thé ma van c6 kha ning gin két dic hiéu véi PD-1
cua ngudi hodc epitop cua chung.

Thuat ngit "khang thé phén 14p", nhu dugc sit dung & day, dugc ding dé chi
khang thé ma gin nhu khong chira cac khéng thé khac c6 céc tinh dic hiéu khéang
nguyén khéc nhau (vi du, khang thé phan 1ap gin két dic hiéu véi PD-1 clia ngudi
hiu nhu khong chira cc khang thé gén két dic hiéu vei khang nguyén ngoai PD-1
cua nguoi).

Thuét ngit "gén két dic hiéu”, hodc thujt ngit twong ty, c6 nghia 1a khang thé
hogc doan gin két v6i khang nguyén cia chiing tao thanh mot phirc hgp véi khang
nguyén ma tuong dbi 6n dinh trong cac didu kién sinh 1y. Gén két dic hiéu duoc dic
UUngbéihﬁngséphénlyitnhétbéngIXIO*BAhoaclénhon.Cécphuongphépxéc
dinh liéu hai phan tir ¢6 gin két dic hiéu hay khong 13 d3 biét trong linh vuc ky
thuét nay va bao gém, vi du, thdm tich can béng, cong hudng plasmon bé mat, va
phuong phép twong tw. Tuy nhién, khéng thé phan l4p gin két dic hidu véi PD-1
clia ngudi ¢ thé c6 kha nang phan g chéo véi cac khang nguyén khéc, nhu cac
phan tir PD-1 tlr c4c loai khic (céc gen tryc giao). Trong trudng hop sang ché, cac
khang thé da dic hiéu (vi du, ddc hiéu kép) gén két véi PD-1 cla ngudi ciing nhu Ia
v6i mot hoic nhiéu khang nguyén khéc duoc cho 13 "ofn két dic hiéu" véi PD-1
ctia ngudi. Hon nita, khéng thé phéan 14p hiu nhu khong chira cac hop chét héa hoc
hozc nguyén liéu té bao khac.

Céc khang thé khang PD-1 cua ngudi duoc ldy 1am vi du ¢ thé duge bao
gdm trong céc dugc phdm theo sang ché dugc néu trong cong bd don yéu ciu cap
patent My s6 US20150203579, va cong bd don quéc té s6 W02015112800.

Theo céc phuong 4n nhit dinh cua sang ché, khang thé khang PD-1 cua
ngudi, hoic doan gin két véi khang nguyén cia nd, chira ving quyét dinh bd trg
ctia chudi ning (HCDR) 1 néu trong SEQ ID NO: 3, HCDR2 néu trong SEQ ID
NO: 4, va HCDR3 néu trong SEQ ID NO: 5. Theo cdc phurong 4n nhit dinh, khang
thé khang PD-1 cua ngudi, hodc doan gin két\ﬂﬁ,khéng nguyén cua né, chira
HCVR néu trong SEQ ID NO: 1.
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Theo c4c phuong 4n nhit dinh cta sang ché, khang thé khang PD-1 cua
ngudi, hodc doan gén két voi khang nguyén cia no, chira ving quyét dinh bd tro
ctia chudi nhe (LCDR) 1 néu trong SEQ ID NO: 6, LCDR2 néu trong SEQ ID NO:
7, va LCDR3 néu trong SEQ ID NO: 8. Theo cc phuong 4n nhét dinh, khang thé
khang PD-1 ctia ngudi, hodc doan gin két véi khang nguyén cua né, chita LCVR
néu trong SEQ ID NO: 2.

Theo céc phuong an nhét dinh cua sang ché, khang thé khéng PD-1 cua
ngudi, hoic doan gin két vai khang nguyén cuia nd, chira HCVR c6 90%, 95%,
98% hodc 99% trinh tw ddng nhit véi SEQ ID NO: 1.

Theo céc phuong an nhét dinh cia sang ché, khang thé khang PD-1 cua
ngudi, hodc doan gin két véi khéng nguyén cta n6, chira LCVR ¢6 90%, 95%, 98%
hodc 99% trinh tw ddng nhit véi SEQ ID NO: 2.

Theo cac phuong 4n nhéit dinh cua sang ché, khang thé khang PD-1 cua
ngudi, hodc doan gin két véi khang nguyén cta nd, chira HCVR c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 1 ¢6 khong qué 5 axit amin thay thé.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh cua sang ché, khang thé khang PD-1 cia
ngudi, hoic doan gin két véi khang nguyén cla no6, chira LCVR ¢6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 2 ¢6 khong qué 2 axit amin thay thé.

Mirc dong nhét trinh ty c6 thé dugc danh gid bing phuong phap bt ky da
biét trong linh vuc k§ thuat nay (vi du, GAP, BESTFIT, va BLAST).

Séng ché ciing bao gdm dugc phdm chtra cac khang thé khang PD-1, trong
d6 céc khang thé khang PD-1 chira céc bién thé cia trinh tu axit amin bt ky trong
s6 cac trinh.tu axit amin cia HCVR, LCVR va/hodc CDR duge mo ta & day c¢6 mot
hodc nhidu axit amin thay thé bao toan. Vi du, sang ché d& xuét dugc pham chira
cac khang thé khang PD-1 c6 céc trinh ty axit amin HCVR, LCVR va/hoic CDR
voi, vi du, 10 hodc it hon, 8 hodc it hon, 6 hodc it hon, 4 hoic it hon, v.v. axit amin
thay thé bao toan so véi trinh ty axit amin bt ky trong s6 cac trinh ty axit amin
HCVR, LCVR va/hodc CDR dugc md ta & day.

Theo cdc phuong 4n nhét dinh, khang thé khéang PD1 chira ving Fc dugc
chon tir nhém bao gbém céc isotyp IgG1, IgG2, 1gG3, va IgG4 clia ngudi.
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Khéng thé dugc 14y 1am vi dy, khong gi6i han dugc sir dung trong cac vi du
& day duogc goi 1a "mAb1”. Khang thé nay ciing dugc dé cap trong don yéu cau cip
patent M§ s US 20150203579 13 H2M7798N hodc H4H7798N, va ciing dugc biét
dén 1a “REGN2810” hodc “cemiplimab”. mAbl (H4H7798N) chita cdp trinh tu axit
amin HCVR/LCVR c¢6 SEQ ID NO: 1/2, va cic mién HCDRI-HCDR2-
HCDR3/LCDR1-LCDR2-LCDR3 dugc thé hién bsi cac SEQ ID NO: 3-4-5/SEQ
ID NO: 6-7-8.

Theo cac phuong 4n nhit dinh cua sang ché, khang thé khang PD-1 cua
ngudi, hoic doan gin két voi khang nguyén clia nd, chira chudi ning néu trong SEQ
ID NO: 9 va chudi nhe néu trong SEQ ID NO: 10.

D biét 5 trong linh vuc k¥ thuit nay ring viéc phan cét & dau tdn cung cac
axit amin c6 thé xay ra trong sudt qué trinh tbng hop cac khang thé (xem tai liéu, vi
du, Wang et a/ 2007, J. Pharma. Sci. 96: 1-26). Do d4, theo cac phuong 4n nhét
dinh, khéng thé khang PD-1 chira chudi ning va chudi nhe, trong d6 chudi ning c6
trinh tu axit‘ amin néu trong SEQ ID NO: 11. SEQ ID NO: 11 bao gdm trinh ty axit
amin cta chudi ning, trong d6 lysin & du C khong co trong trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 9. Theo cac phwrong an nhit dinh, dugc pham theo sang ché chua
khoang 50%, khoang 60%, khoang 70%, khoang 80%, khoang 90%, khoang 95%,
khoang 98% hogc nhiéu hon 98% khang thé khéng PD-1, trong d6 lysin & du C 14
khong c6 mat.

Luong khéng thé, hodc doan gén két voi khang nguyén cta nd, chira trong
dugc pham theo sang ché c6 thé khac nhau tiry thudc vao cac dic tinh cu thé mong
mubn cb duoc & duoc phém, cling nhu 1a cdc truong hop va muc dich cu thé ma
duoc phémdu dinh dugc st dung. Theo cic phwong 4n nhit dinh, duoc phim 14
dugc phdm dang 16ng c6 thé chira tir khang thé véi ndng do tix 5 + 0,75mg/mL dén
250 + 37,5mg/mL; khang thé v6i ndng do tir 10 + 1,5mg/mL dén 240 + 36mg/mL;
khéng thé v6i ndng do tir 20 + 3,0mg/mL dén 230 + 34,5mg/mL; khang thé véi
ndng do tir 25 + 3,75mg/mL dén 240 + 36mg/mL; khang thé véi ndng do tir 50 +
7,5mg/mL dén 230 + 34,5mg/mL; khang thé v6i ndng d tir 60 + 9mg/mL dén 240
+ 36mg/mL; khang thé v6i ndng do tir 70 + 10,5mg/mL dén 230 + 34,5mg/mL;
khang thé v6i ndng do tir 80 + 12mg/mL dén 220 + 33mg/mL; khang thé véi ndng
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do tir 90 + 13,5mg/mL dén 210 + 31,5mg/mL; khéng thé véi ndng do tir 100 +
15mg/mL dén 200 + 30mg/mL; khang thé véi ndng do tir 110 + 16,5mg/mL dén
190 + 28,5mg/mL; khang thé v6i ndng do tir 120 + 18mg/mL dén 180 + 27mg/mL;
khang thé v6i ndng d6 tir 130 + 19,5mg/mL dén 170 + 25,5mg/mL; khéng thé véi
ndng do tr 140 + 21mg/mL dén 160 + 24mg/mL; khang thé véi ndng do tir 150 +
22,5mg/mL; hodc véi ndn d6 béng 175 £ 26,25mg/mL. Vi du, dugc phém theo sang
ché c6 thé chira khang thé hodc doan gén két véi khang nguyén ctia n6, ma gin két
ddc hiéu v6i PD-1 cda ngudi v6i ndng dod khodng 5mg/mL; khoang 10mg/mL;
khoang 15mg/mL; khoang 20mg/mL; khoang 25mg/mL; khoang 30mg/mL; khoang
35mg/mL; khoang 40mg/mL; khoang 45mg/mL; khoing 50mg/mL; khoéang
55mg/mL; -khodng 60mg/mL; khoang 65mg/mL; khoing 70mg/mL; khoang
75mg/mL; Kkhodng 80mg/mL; khoang 85mg/mL; khoang 90mg/mL; khoang
95mg/mL; khoédng 100mg/mL; khoang 105mg/mL; khoang 110mg/mL; khoang
115mg/mL; khoang 120mg/mL; khoang 125mg/mL; khoang 130mg/mL; khoang
135mg/mL; khodng 140mg/mL; khoang 145mg/mL; khoing 150mg/mL; khoang
155mg/mL; khoang 160mg/mL; khoang 165mg/mL; khodng 170mg/mL; khoang
175mg/mL; khoang 180mg/mL; khoang 185mg/mL; khoang 190mg/mL; khoang
195mg/mL; khoang 200mg/mL; khoang 205mg/mL; khoang 210mg/mL; khoang
215mg/mL; khodng 220mg/mL; khoang 225mg/mL; khoang 230mg/mL; khoang
235mg/mL; khoang 240mg/mL; khoang 245mg/mL; hoic khoang 250mg/mL.

T4 duoc va do pH |

Duoc phim theo sang ché chira mot hodc nhiéu ti duoc. Thuét ngit "t4
duoc”, nhu duge sir dung & dy, c6 nghia 1a chit khong ding d diéu tri dugc bd
sung vao duoc phdm nhim thu dugc do dic, do nhdt hodc tic dung lam 6n dinh
mong mudn.

Theo céc phuong an nhit dinh, dugc pham theo sang ché chl’ra. it nhat mot
ddng dung méi hiru co véi luong va véi loai 1am 6n dinh khang thé khéng PD-1 cuta
nguoi trong céc diéu kién khudy hogc xu ly so bg, nhu, vi du, xody manh. Theo mdt
vai phwong 4n, thuat ngit “lam n dinh” c6 nghia 12 ngin ngira dugc phim c6 khong
qua 3% khang thé két tu trong téng luong khéng thé (trén co s6 mol) trong subt qué

trinh xtr Iy so' b9. Theo mét vai phuong 4n, xtt 1y so b 1a xody manh dung dich
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chira khang thé va dong dung mdi hitu co trong khoang 60 phut hodc khoang 120
phut.

Theo c4c phwong 4n nhét dinh, ddng dung méi hitu co 1a chét hoat dong bé

mat khdng ion, nhu alkyl poly(etylen oxit). Chat hoat déng bé miit khong ion cu thé
theo sang ché 1a cac polysorbat nhu polysorbat 20, polysorbat 28, polysorbat 40,
“polysorbat 60, polysorbat 65, polysorbat 80, polysorbat 81, va polysorbat 85; cac
poloxames nhu poloxame 181, poloxame 188, poloxame 407; hodc polyetylen lycol
(PEG). Polysorbat 20 cling duge biét dén 14 TWEEN 20, sorbitan monolaurat va
polyoxyetylensorbitan monolaurat. Poloxame 188 ciing dugc biét dén Ia
PLURONIC F68.

Luogng chét hoat dong bé mat khong ion chira trong duogc phém theo sang ché
c6 thé khac nhau tiy thudc vao cic dic tinh cu thé mong mubn ¢ dugc ¢ duoc
phém, cﬁngﬂ nhu 13 cc trudng hop va cdc muc dich cu thé ma duoc phim nay du
dinh duoc sir dung. Theo cac phuong 4n nhét dinh, dugc phdm ndy c6 thé chura chét
hoat dong bé mit véi ndng d6 nim trong khoang tir 0,01% =+ 0,005% dén 0,5% +
0,25%. Vi du, duoc phim theo sang ché c6 thé chira polysorbat 20 hodc polysorbat
80 v6i nong do bang khoang 0,005%; khoang 0,01%; khoang 0,02%; khoang
0,03%; khoang 0,04%; khoang 0,05%; khoang 0,06%; khoang 0,07%; khoang
0,08%; khoang 0,09%; khoang 0,1%; khoang 0,11%; khoang 0,12%; khoang
0,13%; khoang 0,14%; khoéng 0,15%; khoang 0,16%; khoang 0,17%; khoang
0,18%; khoang 0,19%; khoang 0,20%; khoang 0,21%; khoang 0,22%; khoang
0,23%; khoang 0,24%; khoang 0,25%; khoang 0,26%; khoang 0,27%; khoang
0,28%; khoang 0,29%; khoang 0,30%; khoing 0,35%; khoang 0,40%; khoang
0,45%; khoang 0,46%; khoang 0,47%; khoang 0,48%; khoang 0,49%; khoang
0,50%; khoang 0,55%; hodc khoang 0,575%.

Dugc phém theo sang ché chua mot hodc nhiéu chét 1am dn dinh véi loai va
lugng ma 1am 6n dinh khang thé khang PD-1 cua ngudi trong cac didu kién tac
dong nhi¢t. Theo mdt vai phuong an, thuat ngit “lam 6n dinh” c6 nghia 1 hon 91%
khéng thé & dang ciu truc nguyén thé khi dung dich chtra khang thé va chit lam n
dinh nhiét dugc duy tri & nhiét o khoang 45°C trong t6i da khoang 28 ngay. Theo

mot vai phuong 4n, “lam dn dinh” ¢6 nghia la trong d6 nhé hon khoang 6% khang
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thé bi két tu khi dung dich chira khéng thé va chat 1am én dinh nhiét duoc duy tri &
nhiét d6 khoang 45°C trong t6i da khoang 28 ngay. Nhu dugc st dung & day,
“nguyén thé” c6 nghia 1a dang chinh cla khang thé theo phuong phép loai trir theo
kich thugc, thuong 12 monome nguyén ven ctia khang thé. Thuat ngit “nguyén thé”
cling dugc ding dé chi dang khong két ty va khong bi thodi bién ciia khang thé.
Chét 1am 6n dinh nhiét 1a sucroza, lugng chat 1am n dinh nhiét chia trong
duoc phﬁm c6 thé khac nhau tuy thudc vao céc truong hop va muc dich st dung cu
thé ma dugc phim nay dugc str dung. Theo cac phuong 4n nhét dinh, duoc phim
nay co thé chtra tir dudng véi ndng do tir khoang 1% dén khoang 15%; duong vé&i
ndng do tir tir khoang 2% dén khoang 14%; dudng véi ndng db tir tir khoang 3 %
dén khoang 13%; dudng véi ndng do tir tir khoang 4% dén khoang 12%; dudng véi
nong do tir khoang 5% dén khoang 12%; dudng véi ndng do tir tir khoang 6% dén
khoang 11%; dudng v6i nong do tir khoang 7% dén khoang 10%; dudng véi ndng
do tr khodng 8% dén khoang 11%; hoic dudng v6i ndéng do tir khodng 9% dén
khoang 11%. Vi du, dugc phim theo sang ché c6 thé chia duong (vi dy, sucroza)
v6i ndng d6 4%+ 0,8%:; 5% + 1%:; 6% + 1,2%; 7% £ 1,4%; 8% + 1,6%; 9% + 1,8%;
10% £ 2%; 11% + 2,2%; 12% + 2,4%; 13% + 2,6%; hodc khoang 14% + 2,8% .
Dugc phdm theo sang ché ciing c¢6 thé chira dung dich dém hodc hé dung
dich dém, dung dé duy tri d6 pH én dinh va 1am n dinh khang thé khang PD-1 cta
nguoi. Thudt ngit “dung dich dém” nhu duoc sir dung & ddy c6 nghia 1a dung dich
dém dugc dung dé duy tri 4o pH dn dinh hogc khong 1am thay ddi ¢ pH ctia dung
dich. Theo sang ché, dung dich dém bao gdm histidin. Trong truong hop sang ché,
“dung dich dém histidin” hodc “dung dich dém chura histidin” 1a dung dich dém
chtra axit amin histidin. Vi dy vé dung dich dém histidin bao gém histidin clorua,
histidin axetat, histidin phosphat, va histidin sulfat. Theo phuong 4n dugc wu tién,
dung dich dém histidin dugc diéu ché bing cich hoa tan L-histidin va L-histidin
hydroclorua (vi du duéi dang monohydrat) v6i lugng va ty 1& xac dinh. Theo mot
phuong én,' dung dich dém histidin duogc diéu ché béng cach chuin do L-histidin
(bazo ty do, dang ran) bang axit clohydric loang. Thuat ngtr “histidin” dugc st dung
thay thé cho thuét ngtt “dung dich dém histidin” trong subt ban md ta sang ché.

Theo mot vai phuong 4n, “lam 6n dinh” ¢6 nghia 1a trong d6 nhé hon 4,5% + 0,5%
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khang thé bi két tu khi dung dich chira khéng thé va dung dich dém dugc duy tri &
nhiét d6 khoang 45°C trong téi da khoang 28 ngay. Theo mot vai phuong 4n, “lam
dn dinh” ¢6 nghia la trong d6 nho hon 3% + 0,5% hodc nho hon 2,5% + 0,5% khéng
thé bi két tu khi dung dich chira khang thé va dung dich dém dugc duy tri & nhiét do
khoang 37°C trong tbi da khoang 28 ngay. Theo mot vai phwong 4n, “lam én dinh”
c6 nghia lé—trong do it nht 93% + 0,5% hodc it nhét 94% + 0,5% khang thé 13 &
dang cdu tric nguyén thé nhu dugc xac dinh bang phuong phép sic ky loai trir theo
kich thuéc khi dung dich chira khéng thé va dung dich dém dugc duy tri ¢ nhiét do
khoang 45°C trong t6i da khoang 28 ngay. Theo mét vai phwong 4n, “lam 6n dinh”
c6 nghia la.trong do it nhat 94% + 0,5% hogc it nhit 95% + 0,5% khang thd 1a &
dang ciu tric nguyén thé nhu duoc x4c dinh bing phuong phap sic ky loai trir theo
kich thuréc khi dung dich chtra khang thé va dung dich dém duoc duy tri ¢ nhiét do
khoang 37°C trong t6i da khoang 28 ngay. Thuit ngit “nguyén thé” hodc “ciu tric
nguyén thé”, co nghia 1a doan khéang thé khong bi Kkét tu hodc bi thoai bién. Ciu triic
nay thuong duge xdc dinh béi thir nghiém do kich thuéc twong dbi cia khéng thé,
nhu thir nghiém sic ky loai trir theo kich thuée. Khang thé khong b két tu va khong
bi thodi bién giai hip & phan doan ma lam can bang khang thé nguyén thé, va
thuong 12 phan doan giai hip chinh. Khéng thé két tu giai hdp & phan doan ma c6
kich thuéc 16n hon khang thé nguyén thé. Khang thé thodi bién giai hip & phan
doan c6 kich thuéc nhé hon khang thé nguyén thé.

Theo mdt vai phuong 4n, “lam 6n dinh” ¢ nghia la trong d6 it nhét 35% =+
0,5% khéang thé 1a & dang mang dién tich chinh nhu dugc x4c dinh boi sic ky trao
dbi cation khi dung dich chira khang thé va dung dich dém duogc duy tri ¢ nhiét 4o
khoang 45°C trong tdi da khoang 28 ngdy. Theo mdt vai phuong an, “lam 6n dinh”
c6 nghia 1a trong d6 it nhat 46% =+ 0,5% hodc it nhat 39% + 0,5% khéng thé 13 &
dang mang dién tich chinh nhu dugc x4c dinh bing phuong phap sic ky trao dbi
cation khi dung dich chtta khang thé va dung dich dém duoc duy tri & nhiét do
khoang 37°C trong ti da khoang 28 ngdy. Thuét nglt “mang dién chii yéu” hoic
“dang mang dién tich chinh”, c6 nghia la phan doan khéng thé giai hip khéi nhua
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trao ddi ion & dinh chinh, ma thuong dugc nam canh béi cac dinh “bazo” nhiéu hon
& mdt phia va cdc dinh “axit” nhiéu hon & phia con lai.

Dugé pham theo sang ché c6 dd pH bing 6,0 + 0,3.

Dung dich dém bao gdm dung dich dém histidin. Theo céc phuong 4n nhét
dinh, dung dich dém histidin ¢6 mit & ndng do nim trong khodng tir SmM + ImM
dén 15mM + 3mM; 6mM + 1,2mM dén 14mM + 2,8mM; 7mM + 1,4mM dén
13mM + 2,6mM; 8mM # 1,6mM dén 12mM + 2,4mM; 9mM+ 1,8mM dén 11mM +
2,2mM; 10mM £ 2mM; hodc khodng 10mM. Theo céc phuong an nhét dinh, hé
dung dich dém bao gdm histidin & ndng d6 10mM+ 2mM, & dd pH bing 6,0 + 0,3.
Theo cac phuong dn duge wu tién, dung dich dém histidin bao gdm L-histidin va L-
histidin monohydroclorua monohydrat. Theo mot phuong 4n, dung dich dém
histidin bao gbém L-histidin & ndng d6 bing 4,8mM + 0,96mM. Theo mot phuong
an, dung dich dém histidin bao gdbm L-histidin monohydroclorua monohydrat &
néng do b%mg 5,2mM = 1,04mM. Theo mét phwong én, dung dich dém histidin bao
gdm L-histidin & ndng do bang 4,8mM + 0,96mM va L-histidin monohydroclorua
monohydrat & ndng d6 bing 5,2mM =+ 1,04mM.

Duoc phdm theo sang ché ciing chtra mot hogc nhidu ta duge déng vai tro
duy tri d6 nhét thdp hodic 1am giam d6 nhét cia duge phim chtra dugc chét 1a khéang
thé khang PD-1 v&i ndng d6 cao (vi duy, khéng thé noi chung c6 ndng do >
150mg/mL). Chat cai bién do nhét la prolin. Theo mét phuong 4n, duge pham theo
sang ché chtra L-prolin, & ndng do bing 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4%, 4,5%
hodc 5%. Thuét ngit “prolin” dugc st dung thay thé cho “L-prolin” trong sudt ban
md ta sdng ché. Theo mot vai phuong 4n, duge phdm chira prolin vé6i lwong du dé
duy tri do nhét cua duoc phém ¢ nhd hon 20 + 3 cPoise, nhd hon 15 + 2,25 cPoise,
hodc nhé hon 11 + 1,65 cPoise. Theo mft vai phuong 4n, dugc phdm chira prolin
v6i lugng da dé duy tri 6 nhét bang hodc thdp hon 15 + 2,25 cPoise. Theo cac
phuong 4n nhit dinh, dugc phim c6 thé chira prolin véi néng d6 tir khoang 1% dén
khoang 5%; prolin v&i ndng do tir khoang 2% dén khoéng 4%; hoic prolin & ndng

d6 khoang 3%. Vi du, duoc phim theo sang ché c¢6 thé chua prolin vé&i néng do
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1%z 0,2%; 1,5% £ 0,3%; 2% + 0,4%; 2,5% + 0,5%; 3% + 0,6%; 3,5% + 0,7%; 4%
£ 0,8%; 4,5% £ 0,9%; hodc khoang 5% + 1%.

Trong subt qu4 trinh tinh ché khéng thé c6 thé mong mudn hoic cin thay ddi
mot dung dich dém béng mot dung dich dém khac dé thu duoc néng dd ta duoc,
néng do khang thé, do pH thich hgp, v.v.. C6 thé tién hanh thay dbi dung dich dém,
vi du, b?mg cich st dung qud trinh siéu loc/loc thdm  tach
(ultrafiltration/diafiltration-UF/DF), vi dy, sit dung mang loc dong chay tiép tuyén
ban thim. Tuy nhién, viéc st dung céc k¥ thudt ndy c6 kha ning gy ra hiéu ung
Gibbs-Donnan [Bolton et al., 2011, Biotechnol. Prog. 27(1):140-152]. Sy ting dan
dién tich duong & phia san phidm clia mang trong qua trinh c6 protein dugc lam can
bang dién tich béng céch vu tién dich chuyén ion duong vé phia dbi dién cua mang.
Hién tuong ny c6 thé dan dén két qua 1a nbng d6 cubi ciia céc thanh phan nhit dinh
(vi dy, histidin, L-prolin, v.v.) ¢6 thé thip hon ndng do dich mong mudn cia cic
thanh ph?m nay do luc déy tinh dién cua cdc dung dich d&&m ta duoc loc thidm tach
mang dién tich dwong vé phia protein khang thé mang dién tich duong trong sudt
budec UF/DF. Do d6, sang ché d& xuit dugc phdm trong d6 ndng do cua, vi du,
histidin va/hodc L-prolin khac so véi lugng hodc khoang duge vién din & day do
hiéu tng Gibbs-Donnan.

Viéc loai thé tich cho biét dic tinh ciia cic mau dugc cb dac trong d6 mot
phin dang ké cua téng thé tich cua dung dich dugc chiém bai chét tan, dic biét Ia
cac phén tir 16n nhu protein, ngoai trir dung méi tir khoang khong nay. Sau d6 viée
loai nay 1am giam t6ng thé tich dung moi ding d hoa tan cac chat tan khac, ma cé
thé din dén sy phan chia khong déu qua mang siéu loc. Do d6, sing ché d& xudt
duoc phém trong dé néng dd cua, vi du, histidin va/hoic L-prolin c¢6 thé khéc so véi
lugng hodc khoang dwoc dé cap & day do tac dong cua viéc loai thé tich.

Trong qué trinh san xudt dwoc phim theo sang ché, cac thay ddi vé& thanh
phan cta dugc pham c6 thé xay ra. Céc thay d6i nay c6 thé bao gdm ndng do cua
hoat chét, né)ng dd cua ta dugc, va/hodc d6 pH cua dugc phém. Do su thay dbi vé
thong sb bt ky trong sb cac thong s6 nay cé thé tac dong dén d6 6n dinh hogc hiéu
Iuc cda san phém duoc phém, nén cic nghién ctu vé khoang dugc dung di dugc

ching minh (proven acceptable range-PAR) d3 dugc tién hanh dé danh gid li€u cac
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thay dbi véﬂthanh phén, trong khodng xé4c dinh, ¢6 1am anh huéng dén do én dinh
hogc hiéu luc cia khang thé hay khong. Do @6, sang ché dé xuit dugc phim chira
cac khang thé khang PD-1 ma én dinh va van c¢6 hiéu Iuc khi né)ng do ta duoc bi
thay d6i 50%. Vi du, sang ché d& xuét dugc phdm chua khéng thé khang PD-1,
trong d6 do bn dinh va hi€u lyc cia dugce phém khong bi anh huéng khi thay dbi +
10%, = 20%, £30%, + 40% hoic + 50% néng do khéang thé, sucroza, dung dich dém
histidin va/hodc polysorbat.

Do bn dinh va dd nhét cia duge phém

Duoc phém theo sang ché thuomg ¢6 @6 6n dinh cao. Thuét ngit "6n dinh”,
nhu dugc sir dung & déy c6 vién din dén dugc phim, c6 nghia 14 céc khang thé
trong duogc phém van c¢6 ciu tric hoa hoc hodc chirc ning sinh hoc & mirc chép
nhén dugc sau khi bao quan trong cic diéu kién xac dinh. Duoc phém ¢6 thé van én
dinh ngay ca khi khang thé chira trong dugc phdm nay khong duy tri duge 100%
cdu trac hoéa hoc ctia né hodc chirc nang sinh hoc sau khi bao quéan trong mdt
khoang thoi gian xdc dinh. Trong cc trudng hop nhit dinh, viec duy tri duoc
khoang 90%, khoang 95%, khoang 96%, khoang 97%, khoang 98% hodc khoang
99% ciu triic khang thé hodc chirc nang sau khi bdo quan trong mot khoang thoi
gian x4c dinh c6 thé dugc coi 1a "8n dinh”.

D6 6n dinh c6 thé do duge, khong ké k§ thudt khac, bing céch x4c dinh ty 18
phan tram khéng thé nguyén thé ma c6 trong duge phim sau khi bao quén trong mot
khodng thoi gian xac dinh & nhiét do xac dinh. Ty 1¢ phin tram khang thé nguyén
thé c6 thé duge x4c dinh bing cach, khong k& k§ thuat khac, séc ky loai trir theo
kich thuéc (vi du, sic ky 16ng siéu hiéu nang loai trir theo kich thudc (size exclusion
ultra performance liquid chromatography-SE-UPLC), d& nguyén thé c¢6 nghia la
khong két tﬁ va khong thoai bién. "D 8n dinh chip nhan dugc”, nhu thuét ngilt nay
duoc sir dung & déy, c6 nghia l1a it nhat 90% dang nguyén thé cua khéng thé c6 thé
dugc phat hién trong dugc phdm sau khi bao quén trong mot khoang thoi gian nhat
dinh ¢ nhiét do nhat dinh. Theo cac phuong 4n nhét dinh, it nhét khoang 90%, 91%,
92%, 93%,.94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hoic 100% dang nguyén thé cua
khang thé c6 thé dugc phét hién trong duoc phdm sau khi bao quan trong mot

khoang thoi gian x4c dinh ¢ nhiét d6 xac dinh. Khoang thoi gian xac dinh dé do do
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On dinh c6 thé 1a it nhit 14 ngay, it nhAt 28 ngy, it nhét 1 théng, it nhét 2 thang, it
nhét 3 théng, it nhat 4 thang, it nhit 5 thang, it nhét 6 thang, it nhét 7 thang, it nhit 8
thang, it nhat 9 thang, it nhit 10 théng, it nhét 11 thang, it nhét 12 thang, it nhat 18
thang, it nhat 24 thang, hodc nhidu hon 24 thang. Nhiét d6 xdc dinh dé bao quan
dugc phim khi danh gia do én dinh c6 thé 12 nhiét do bat ki nim trong khoang tir
khoang -80°C dén khoang 45°C, vi du, bdo quan & khodng -80°C, khoang -30°C,
khoang -20°C, khoang 0°C, khoang 4°-8°C, khoang 5°C, khoang 25°C, khoang
35°C, khoang 37°C, hoic khoang 45°C. Vi du, duwgc phidm c6 thé duoc coi 1a én
dinh néu sau 6 thang bdo quan & 5°C, 16n hon khoang 95%, 96%, 97% hodc 98%
khang thé nguyén thé dugc phat hién bang SE-UPLC. Duoc phdm ciing ¢6 thé duoc
coi 12 én dinh néu sau 6 thang bao quan ¢ 25°C, 16n hon khoang 95%, 96%, 97%
hodc 98% kiléng thé nguyén thé dugc phat hién béi SE-UPLC. Dugc phim ciing c6
thé duoc coi 14 6n dinh néu sau 28 ngay bao quan & 45°C, 16n hon khoang 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95% hodc 96% khéng thé nguyén thé dugc phat hién
boi SE-UPLC. Duge phim ciing c6 thé duoc coi 1 6n dinh néu sau 12 thang bao
quan ¢ -20°C, 16n hon khoang 96%, 97%, hodc 98% khéng thé nguyén thé duoc
phat hién boi SE-UPLC. Dugc phém cling cé thé dugc coi 1a én dinh néu sau 12
thang bao quan & -30°C, 16n hon khoang 96%, 97% hodc 98% khang thé nguyén thé
dugc phét hién béi SE-UPLC. Mot duge phém cling c6 thé dugc coi 1a én dinh néu
sau 12 thang bdo quin ¢ -80°C, 16n hon khoang 96%, 97% hodc 98% khéng thé
nguyén thé dugc phat hién béi SE-UPLC.

D6 6n dinh ¢6 thé dugc do, khong ké ky thudt khdc, bing céch xac dinh ty 16
phan trim khéng thé ma tao két tu trong dugc phidm sau khi bao quan trong mot
khoéng thoi gian xac dinh ¢ nhiét do x4c dinh, trong d6 d6 6n dinh ty 1€ nghich véi
ty 18 phan tram két ty tao thanh. Ty 1¢ phén trim cia khang thé két tu ¢6 thé duogc
xdc dinh bang, khong ké ky thudt khdc, sic ky loai trir theo kich thude (vi du, sic ky
16ng siéu hiéu nang loai trir theo kich thude [SE-UPLC]). Thuat ngt "muc dn dinh
chép nhén dugc”, nhu dugce st dung & day, c6 nghia la nhiéu nhat 5% khéng thé 1a
& dang két tu (cling dugc goi 1a dang c6 khéi luong phén tir cao — HMW) dugc phat
hién trong dugc phim sau khi bao quan trong mot khoang thoi gian x4c dinh & nhiét

dd xac dinh. Theo c4c phuong 4n nhét dinh muc d6 6n dinh chép nhén duogc ¢co
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nghia 12 nhidu nhét khoang 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, hodc 0,1% khang thé c6
thé dugc phét hién ¢ dang két tu trong duoc phdm sau khi bao quan trong mét
khoang thoi gian nhit dinh & nhiét d6 nhat dinh. Khoang thoi gian x4c dinh dé do
dd 6n dinh c6 thé 1a it nhit 2 tuln, it nhit 28 ngay, it nhit 1 thang, it nhét 2 thang, it
nhét 3 thang, it nhit 4 thang, it nhit 5 thang, it nhat 6 thang, it nhit 7 thang, it nhAt 8
thang, it nhit 9 thang, it nhit 10 thang, it nhit 11 thang, it nhit 12 thang, it nhit 18
théng, it nhét 24 thang, hogc nhiéu hon. Nhiét d6 bao quan dwoc phdm khi dénh gia
d6 6n dinh c6 thé 1 nhiét d6 bat ky nim trong khoéng tir khoang -80°C dén khoang
45°C, vi du; bdo quan & khoang -80°C, khoang -30°C, khoang -20°C, khoang 0°C,
khoang 4°-8°C, khoang 5°C, khoang 25°C, khoang 35°C, khoang 37°C hodc khoang
45°C. Vi du, duoc phém c6 thé duoc coi 12 6n dinh néu sau 12 thang bao quan &
5°C, nho hon khoéng 2%, 1%, 0,5%, hodc 0,1% khéang thé dugc phat hién & dang
két tu. Dugc phém cling c6 thé duge coi 1a 6n dinh néu sau ba thang bao quan &
25°C, nhé hon khoang 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, hoac 0,1% khéang thé duogc phat hién
& dang két tu. Dugc phdm ciing c6 thé duoc coi 13 dn dinh néu sau 28 ngay bao
quan & 45°C, nhé hon khoang 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, hodc
0,5%, khang thé dwoc phat hién & dang két tu. Duoc phim ciing ¢6 thé duge coi 1a
6n dinh néu sau ba thang bao quan & -20°C, -30°C, hoic -80°C nhé hon khoang 3%,
2%, 1%, 0,5%, hoic 0,1% khang thé duoc phét hién & dang két tu.

D6 bn dinh ¢6 thé dugc do, khong ké ky thudt khde, bang cach xac dinh ty 18
phan trim khang thé ma di chuyén & phén doan axit nhiéu hon trong qua trinh trao
d6i ion (“dang axit”) so v6i phan doan chinh ctia khang thé (“dang mang dién tich
chinh”), trong d6 d6 on dinh ty 1& nghich véi phan doan khang thé & dang axit.
Trong khi khong mong muén bi rang budc béi ly thuyét, viéc khir amit khang thé c6
thé khién cho khang thé tré nén mang dién tich 4m nhiéu hon va do d6 c6 tinh axit
nhiéu hon so véi khéng thé khong dugc khir amit (xem tai li€u, vi du, Robinson, N.,
Protein Deamidation, PNAS, April 16, 2002, 99(8):5283-5288). Ty 1& phan trim cta
khang thé “duoc axit hoa” c6 thé duoc x4c dinh bang, khong ké kj thudt khdc, sic
ky trao ddi ion (vf du, sic ky 1ong siéu hiéu ning trao ddi cation [CEX-UPLC]).
Thuét ngit "mérc én dinh chip nhan duoc”, nhu duge st dung & day, c6 nghia la

nhiéu nhit 45% khéng thé 12 & dang axit dwoc phét hién trong duge phdm sau khi
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bdo quén trong mot khoang thoi gian xdc dinh & nhiét d6 xac dinh. Theo cic
phuong 4n nhat dinh, mitc én dinh che“ip nhan dugc c6 nghia 1a nhidu nhit khoang
40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, hoic 0,1%
khang thé c6 thé dugc phat hién & dang axit trong dwoc phidm sau khi bao quan
trong mot khoéang thoi gian x4c dinh & nhiét d6 xac dinh. Theo mot phuong 4n, mirc
6n dinh chip nhan dugc ¢6 nghia 1a nhé hon 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 5%, 4%,
3%, 2%, 1%, 0,5%, hogic 0,1% khang thé c6 thé duoc phat hién & dang axit trong
dugc phdm sau khi bao quan trong mot khoang thoi gian xac dinh & nhiét do xac
dinh. Khoang thoi gian x4c dinh dé do d9 6n dinh c6 thé 13 it nhit 2 tuln, it nhat 28
ngdy, it nhét 1 thang, it nhit 2 thang, it nhAt 3 thang, it nhét 4 thang, it nhét 5 thang,
it nhat 6 thang, it nhdt 7 thang, it nhit 8 thang, it nhit 9 thang, it nhét 10 thang, it
nhit 11 thang, it nhat 12 thang, it nhit 18 thang, it nhat 24 thang, hodc nhiéu hon 24
thang. Nhiét d bao quén duoc pham khi d4nh gi4 d6 én dinh c6 thé 1a nhiét do b4t
ky ndm trong khoéang tir -80°C dén 45°C, vf du, bao quéan & -80°C, khoang -30°C,
khoang -20°C, khoang 0°C, khoéng 4°-8°C, khoang 5°C, khoang 25°C, hodc khoang
45°C. Vi du, duogc phém c6 thé duoc coi 1 6n dinh néu sau 3 thang bao quan ¢ -
80°C, -30°C, hodc -20°C nho6 hon khoang 30%, 29%, 28%, 27%, 26%, 25%, 24%,
23%, 22%, 21%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 10%, 9%, 8%,
7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5% hoic 0,1% khang thé 12 & dang axit. Duoc
phém ciing ¢6 thé dugc coi 14 én dinh néu sau séu thdng bdo quan ¢ 5°C, lugng
khang thé & dang axit 1a nh6 hon khoang 32%, 31%, 30%, 29%, 28%, 27%, 26%,
25%, 24%, 23%, 22%, 21%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%,
10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5% hogc 0,1%. Dugc phim cling
c6 thé duoc coi 1a 6n dinh néu sau séu thang bao quan & 25°C, lugng khang thé &
dang axit 1a nh6 hon khoang 43%, 42%, 41%, 40%, 39%, 38%, 37%, 36%, 35%,
34%, 33%, -32%, 31%, 30%, 29%, 28%, 27%, 26%, 25%, 24%, 23%, 22%, 21%,
20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%,
4%, 3%, 2%, 1%, 0,5% hodc 0,1%. Duoc phém cling c6 thé duoc coi 1a én dinh néu
sau 28 ngay bao quan & 45°C, nhd hon khoang 49%, 48%, 47%, 46%, 45%, 44%,
43%, 42%, 41%, 40%, 39%, 38%, 37%, 36%, 35%, 34%, 33%, 32%, 31%, 30%,
29%, 28%, 27%, 26%, 25%, 24%, 23%, 22%, 21%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%,
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15%, 14%,-13%, 12%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5% hoic
0,1% khéng thé co6 thé duoc phat hién & dang axit nhiéu hon.

Cac phuong phap khac c6 thé dugce st dung dé danh gia d6 6n dinh cta dugc
phdm theo sing ché nhu, vi dy, phép do nhiét lugng bing tia quét vi phéan
(differential scanning calorimetry-DSC) dé xac dinh do én dinh nhiét, khudy c6
kiém soét d& xéc dinh d6 én dinh co hoc, va do phd hip thu & buéc séng khoang
350nm hogc khoang 405nm dé xac dinh d9 duc ciia dung dich. Vi du, dugc phim
theo sang ché c6 thé duoc coi 14 én dinh néu, sau 6 hodc nhiéu hon 6 thang bao
quan & nhiét 46 ndm trong tir 5°C dén khoang 25°C, mirc thay di ODaos ctia duoc
phém la nhé hon khoang 0,05 (vi dyu, 0,04, 0,03, 0,02, 0,01, hoac nhé hon) so véi
ODags clia dugc pham & thoi diém ban diu.

Ciing c6 thé do hoat tinh sinh hoc hoic 4i luc gén két cia khéng thé véi dich
clia n6 dé danh gia do 6n dinh. Vi du, duoc phém theo sang ché c6 thé dugc coi 1a
én dinh néu, sau khi bao quan & vi du, 5°C, 25°C, 45°C, v.v. trong mdt khoang thoi
gian xac dinh (vi dy, 1 dén 12 thang), khang thé khang PD-1 chua trong duge phdm
gan két v6i PD-1 v6i 4i lyc bing it nhit 90%, 95%, hoac nhidu hon 95% 4i luc gin
két ciia khang thé tru6e khi bao quan. Ai luc gén két c6 thé duge xac dinh bang vi
dy, thir nghiém ELISA ho3c phuong phap cong huéng plasmon bé mit. Hoat tinh
sinh hoc ¢6 thé dugc xac dinh bé‘mg thr nghiém do hoat tinh PD-1, nhu vi du, cho té
bao biéu hién PD-1 tiép xtic voi dugce phim chtra khang thé khang PD-1. Viéc gin
két ctia khéng thé vai té bao nay c6 thé dugc do truc tiép, nhu v du, bang phan tich
FACS. Theo cach khac, hoat dong sau nay ctia ctia hé PD-1 c6 thé dugce do khi ¢co
mit khang thé, va dugc so sénh véi hoat tinh cta h¢ PD-1 khi khong c6 mit khéng
thé. Theo mot vai phuong 4n, PD-1 ¢6 thé 1a ¢6 ngudn gbc ndi sinh trong & bao.
Theo cic phivong an khéc, PD-1 c6 thé dugc biéu hién lac vi trong té bao.

Céc phuong phép khac dénh gid do 6n dinh cua khang thé trong durgc phim
dugc trinh bay trong phan vi du dugc thé hién dusi day.

Dugc pham dang 16ng theo sdng ché co thé, theo cac phuong 4n nhét dinh,
c6 do nhét tir kém dén vira phai. "DP9 nhét" nhu dugc st dung & day co thé 1a "do
nhét dong hoc" hogc "dd nhét tuyét dbi”. "Dd nhét dong hoc” 12 s6 do dong can trg

ctia chét 16ng dudi tac dong cla trong luc. Néu hai chit 16ng c6 thé tich bang nhau
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dugc cho vao cac nhét ké mao quan giéng nhau va dugc dé chay theo trong luc, thi
chit 16ng ¢4 d6 nhét cin thoi gian chdy qua mao quan nhiu hon so véi chét 16ng co
d6 nhé6t kém hon. Vi dy, néu mot chat long cin 200 gidy d& chay qua va chét léng
khéc can 400 gidy, thi chét 16ng thir hai ndy c6 d6 nhét gip hai 14n so véi chit long
tht nhét theo thang d¢ nhdt dong hoc. "P6 nhét tuyét dbi", doi khi dugc goi 1a 4o
nhét dong luc hodc dd nhét don gian, 1a két qua cta d¢ nhét dong hoc va khbi
luong riéng chit long (D9 nhét tuyét dbi = Do nhét dong hoc x khdi lugng riéng).
86 do @ nhét dong hoc 1a L¥T, trong d6 L 1a chidu dai va T 14 thoi gian. Noi
chung, do nhét dong hoc duge biéu thi dudi dang centistoke (cSt). Pon vi SI cia do
nhot dong hoc 1a mM?/s, ma 1a 1 ¢St. D9 nhét tuyét ddi duge bidu thi bing don vi
centipoise (cP). Don vi SI cua do nhét tuyét ddi 1a milliPascal-gidy (mPa-s), trong
do6 1 cP = 1 mPa-s.

Nhu dugc sir dung & day, mirc dd nhét thép, dbi véi dugc phém dang long
theo séang ché, s& ¢o do nhét tuyét d6i nhé hon khoang 20 cPoise (cP). Vi du, dugc
phim dang 16ng theo séng ché s& dugc coi 1a ¢6 "d6 nhét thap”, néu khi do bang cac
ky thugt do d¢ nhét chuan, dwoc phim c6 d6 nhot tuyét dbi bing khoang 20 cP,
khoang 19 éP, khoang 18 cP, khoang 15 cP, khoang 12 cP, khoang 10 cP, khoang 9
cP, khoang 8 cP, hoic thép hon. Nhu duoc st dung & day, mic d6 nhét vira phai,
ddi véi duge phim dang 106ng theo sang ché, s& c¢6 do nhét tuyét ddi nim trong
khoang tir 35 cP dén khoang 20 cP. Vi du, duoc phim theo sang ché s& dugc coi 1a
¢6 "dd nhét vira phai”, néu dugc do béng céc k¥ thuat do dd nhét chuén, dugc phém
c6 do nhét tuyét ddi bang khoang 34 cP, khoang 33 cP, khoang 32 cP, khoang 31
cP, khoang 30 cP, khoang 29 cP, khoang 28 cP, khoang 27 cP, khoang 26 cP,
khoang 25 cP, khoang 24 cP, khoang 23 cP, khoang 22 cP, khoang 21 cP, khoang
20 cP, khoéng 19 cP, 18 cP, khoang 17 cP, khoang 16 cP, hoic khoang 15,1 cP.

Nhu .dugc minh hoa trong cac vi du duéi day, céc tac gia sang ché da ngac
nhién phét hién ra ring dugc phim dang long c6 d6 nhét thap chira khang thé khang
PD-1 clia ngudi v6i ndng dd cao (vi du, nim trong khoang tir khoang 50mg/mL 1én
dén 250mg/mL) c6 thé dugc san xuét bang cach bao ché khang thé véi prolin véi
ndng d6 nidm trong khoang tir khoang 1% dén khoang 5% va sucroza véi nong do

khoang 5%: Cac dwgc pham nay én dinh véi tac dong trong quaé trinh x 1y va bao
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qun & nhiét d6 ndm trong khoang tir 45°C dén -80°C (duoc thé hién dusi day) va
¢6 d6 nhét thap (c6 dd nhét ndm trong khoang tir 7 ¢én 15¢P).
Cac duogc phém duoc léy lam vi du

Thec; mot khia canh cia sdng ché, duoc phém nay thuong l1a duoc phém dang
16ng déng trwong v& mit sinh ly, 6n dinh, c6 do nhét thap, chira: (i) khéng thé ngudi
gan két dic hiéu véi PD-1 ctia ngudi (vi du, H4HTT98N), cb ndng d6 1én dén
250mg/mL + 45mg/mL; (ii) hé dung dich dém histidin ma da kha nang tao dém &
khoang pH 6,0 + 0,3; (iii) déng dung moéi hitu co, ma bao vé tinh nguyén ven vé chu
trlic ciia khang thé; (iv) chat n dinh nhiét 1a duong; va (iv) chét cai bién dé nhét 1a
axit amin, ding dé duy tri do nhét c6 thé kiém soat duoc dé tiém voi mot thé tich
thich hgp khi dung duéi da.

Theo mdt phuong 4n, duge pham én dinh, c6 do nhét thip chira: (i) khang
thé 1gG4 ciia ngudi gén két ddc hiéu véi PD-1 ngudi, va chira HCDRI néu trong
SEQ ID NO: 3, HCDR2 néu trong SEQ ID NO: 4, HCDR3 néu trong SEQ ID NO:
5, LCDRI1 néu trong SEQ ID NO: 6, LCDR2 néu trong SEQ ID NO: 7, va LCDR3
néu trong SEQ ID NO: 8, ¢6 ndng dd 1én dén 200mg/mL + 30mg/mL; (ii) dung dich
dém histidin & néng do 10mM + 2mM, dém & pH 6,0 + 0,3; (iii) polysorbat 80 &
néng do O,é% w/v £ 0,1% w/v; (iv) sucroza & n(‘Sng dd 5% + 1% w/v; va (v) L-
prolin & ndng o 1,5% (W/v) £0,3%.

Theo mét phuong an, duge phdm én dinh c6 d6 nhét thp chia: (i) khéng thé
IgG4 ctia ngudi gan két dic hiéu voi PD-1 ngudi, va chira HCDRI néu trong SEQ
ID NO: 3, HCDR2 néu trong SEQ ID NO: 4, HCDR3 néu trong SEQ ID NO: 5,
LCDRI néu trong SEQ ID NO: 6, LCDR2 néu trong SEQ ID NO: 7, va LCDR3
néu trong SEQ ID NO: 8, ¢6 ndng do bing 175mg/mL + 26,25mg/mL; (ii) dung
dich dém histidin & ndng d6 10mM + 2mM, dém & pH 6,0 + 0,3; (iii) polysorbat 80
4] néng do 0,2% w/v £ 0,1% w/v; (iv) sucroza & n6ng dd 5% = 1% w/v; va (v) L-
prolin & ndng d6 1,5% (w/v) + 0,3%.

Theo mot phuong 4n, duge phém on dinh ¢6 d0 nhé6t thép chtra: (i) khang thé
IgG4 ctia nguoi gan két dic hiéu véi PD-1 ngudi, va chira HCDR1 néu trong SEQ
ID NO: 3, HCDR2 néu trong SEQ ID NO: 4, HCDR3 néu trong SEQ ID NO: 5,
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LCDRI néu trong SEQ ID NO: 6, LCDR2 néu trong SEQ ID NO: 7, va LCDR3
néu trong SEQ ID NO: 8, ¢6 ndng do bing 150mg/mL + 22,5mg/mL; (ii) dung dich
dém histidin & nff)ng do 10mM + 2mM, dém & pH 6,0 + 0,3; (iii) polysorbat 80 &
ndng d6 0,2% w/v + 0,1% w/v; (iv) sucroza & ndng dd 5% + 1% w/v; va (v) L-
prolin & nér;g do 1,5% (w/v) £ 0,3%.

Theo mot phuong 4an, duge phém 6n dinh ¢c6 dd nhét thép chira: (i) khang thé
IgG4 ctia ngudi gin két diic hidu véi PD-1 nguoi, va chira HCDR1 néu trong SEQ
ID NO: 3, HCDR2 néu trong SEQ ID NO: 4, HCDR3 néu trong SEQ ID NO: 5,
LCDRI néu trong SEQ ID NO: 6, LCDR2 néu trong SEQ ID NO: 7, va LCDR3
néu trong SEQ ID NO: 8, ¢6 ndng do bang 100mg/mL * 15mg/mL; (ii) dung dich
dém histidin & néng dd 10mM + 2mM, dém & pH 6,0 + 0,3; (iii) sucroza & nf‘mg do
5% wiv £ 1% w/v; (iv) polysorbat 80 & ndng dd 0,2% w/v + 0,1%; va L-prolin &
ndng d6 1,5% (w/v) % 0,3%.

Theo mot phuong 4n, duge phdm 8n dinh c6 d6 nhét thap chira: (i) khang thé
IgG4 cta ngudi gin két dic hiu véi PD-1 nguoi, va chira HCDR1 néu trong SEQ
ID NO: 3, HCDR2 néu trong SEQ ID NO: 4, HCDR3 néu trong SEQ ID NO: 5,
LCDRI1 néu trong SEQ ID NO: 6, LCDR2 néu trong SEQ ID NO: 7, va LCDR3
néu trong SEQ ID NO: 8, ¢6 ndng do bing 50mg/mL + 7,5mg/mL; (ii) dung dich
dém histidin & ndng d6 10mM + 2mM, dém & pH 6,0 = 0,3; (iii) sucroza & ndng do
5% w/v £ 1% w/v; (iv) polysorbat 80 & ndéng do 0,2% w/v + 0,1%; va L-prolin &
ndng d6 1,5% (w/v) + 0,3%.

Theo mot phwong an, duge phdm 6n dinh c6 do nhét thap chira: (i) khéng thé
IgG4 cua ngudi gin két dac hieu véi PD-1 ngudi, va chira HCDR1 néu trong SEQ
ID NO: 3, HCDR2 néu trong SEQ ID NO: 4, HCDR3 néu trong SEQ ID NO: 5,
LCDRI néu trong SEQ ID NO: 6, LCDR2 néu trong SEQ ID NO: 7, va LCDR3
néu trong SEQ ID NO: 8, ¢6 nong do bing 25mg/mL + 3,75mg/mL; (i) dung dich
dém histidin & néng do 10mM + 2mM, dém & pH 6,0 + 0,3; (iii) sucroza & néng do
5% wiv + 1% w/v; (iv) polysorbat 80 & ndng d6 0,2% w/v + 0,1%; va L-prolin &

ndng d6 1,5% (w/v) + 0,3%.
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Céc vi du khac khong gi6i han vé dugc phdm dugc boc 16 trong sdng ché
duogc néu & ﬁﬁy, ké ca cac vi du thuc hién dugc trinh bay duéi day.
Db chtra va phuong phap sir dung

Duoc phidm theo sang ché c6 thé dugc dung trong dd chira bét ky thich hop
dé bao quan thudc va duoc phém khac dung dé didu tri. Vi du, duge phém c6 thé
dugce dung trong db chira bing thay tinh hoic nhua duogc ddy kin va duge vo tring
c6 thé tich iéc dinh nhu lo, 6ng ti€ém, bom tiém, hdp, hodc chai. Cac loai lo khéc c6
thé dugc sir dung dé dung duoc phém theo sang ché bao gbm, vi du, cac lo thiy tinh
hodc nhua trong va m& (vi dy, mau hd phéch). Tuong tu, loai bom tiém bt ky cling
c6 thé duge si dung dé dung hodc str dung dugc phérn theo sang ché.

Dugc pham theo sang ché c6 thé duoc dung trong bom tiém "vonfam thong
thuong" hoc bom tiém "vonfam nho". Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thuat nay hiéu rang, quy trinh san xuit bom tiém thuy tinh thuong bao gdm viéc
sir dung thanh vonfam néng dé xuyén qua thiy tinh nhd d6 tao 16 ma chét long c6
thé duoc rat hodc liy ra khéi bom tiém. Quy trinh ndy 1am cho mét lugng rit nho
vonfam bdm vao mit trong ctia bom tiém. Cac budc rira va xir 1y khac sau d6 c6 thé
dugc st dung dé 1am giam lugng vonfam trong bom tiém. Nhu duge st dung & day,
thuat ngt "vonfam" c6 nghfa 1a bom tiém chira vonfam véi lugng 16n hon hodc
bang 500 phan ty (ppb). Thuét ngit "vonfam thip" c6 nghia 12 bom tiém chua
vonfam v6i luong nhé hon 500 ppb. Vi du, bom tiém cé lugng vonfam thép, theo
sang ché, co thé chira vonfam véi lugng nhé hon khoang 490, 480, 470, 460, 450,
440, 430, 420, 410, 390, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20,
10 hodc it hon 10 ppb.

Céac pittong caosu dugc st dung trong bom tiém, va cdc nit caosu dugc st
dung dé déng miéng lo, c6 thé dugc phti dé ngin ngira sy tap nhiém céc chit vao
bom tiém h_oéc lo, hoac dé duy tri d6 én dinh cua chung. Do d6, dugc phém theo
séng ché, theo cac phuong an nhét dinh, c6 thé dugc chua trong bom tiém cé
pittong dugc pht, hodc trong lo dugc diy bang nit caosu duoc phu. Vi dy, pittong
hoic nit ¢6 thé duoc pht mang flocarbon. Vi du vé nut hoic pittong dugc phu thich
hop dé st dung v6i céc lo va bom tiém chita dugc pham theo sang ché dugc dé cap

trong, vi du, céc patent My sb 4,997,423; 5,908,686; 6,286,699; 6,645,635; va
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7,226,554. Cac nut va pittong caosu dugc phu dugc léy 1am vi du cuy thé c6 thé duoc
sir dung trong sang ché 13 s&n c6 trén thi trudng dudi tén thuong mai "FluroTec®”,
do West Pharmaceutical Services, Inc. (Lionville, PA) cung cip. FluroTec® 13 mot
vi du v& chét phu flocacbon dugc sir dung dé lam giam thiéu hosc ngan ngra san
mﬁmdmmmﬁmkmmgmdmhwmv%bémacwaL

Theo cac phuong 4n nhét dinh cia sang ché, duoc phdm c6 thé duge dung
trong bom ti€ém c6 ham luong vonfam thip c6 pittong dugc phu flocacbon.

Dugc phim c6 thé duoc st dung cho bénh nhan bing céc dudng ngoai
duong ti€u hoéa nhu tiém (vi dy, dudi da, trong tinh mach, trong co, trong mang
bung, v.v..) hodc qua da, qua niém mac, qua miii, qua phdi hoic st dung qua duodng
miéng. Nhiéu thiét bi phan phdi tiém ty dong hodc bt tai sir dung c6 thé duge st
dung dé phan phéi duoc pham theo sang ché dudi da. Vi du v& cac thibt bi va but
nay bao gdm, nhung khong chi giéi han & AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc.,
Woodstock, UK), bt DISETRONIC™ (Disetronic Medical Systems, Bergdorf,
Switzerland), bat HUMALOG MIX 75/25™, but HUMALOG™, biat HUMALIN
70/30™ (Eli Lilly va Co., Indianapolis, IN), NOVOPENT™ I, II va III (Novo
Nordisk, Copenhagen, Denmark), NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk,
Copenhagen, Denmark), bat BD™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ),
OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™, va OPTICLIK™ (sanofi-
aventis, Frankfurt, Germany). Vi du v& but dung mét 14n hodc cic thiét bi phan phéi
tiém tu dong c6 cac tmg dung d€ phan phéi duoc pham theo sang ché du6i da bao

gdm, nhung khong chi gi6i han & but SOLOSTAR™ (sanofi-aventis), FLEXPENTM
| (Novo Nor(iisk), va KWIKPEN™ (Eli Lilly), thiét bj tiém ty dong SURECLICK™
(Amgen, Thousand Oaks, CA), the PENLET™ (Haselmeier, Stuttgart, Germany),
EPIPEN (Dey, L.P.), va but HUMIRA™ (Abbott Labs, Abbott Park, IL).

Viée st dung thiét bi vi truyén dé phan phdi duge phdm theo sang ché ciing
duoc bao gdm & déy. Nhu dugc st dung & ddy, thuat ngir "thiét bi vi truyén" c6
nghia 14 thiét bj phan phéi dudi da dugc thit ké dé sir dung tir tir duqé pham ding
dé diéu tri voi thé tich 16n (vi du, 1én t6i khoang 2,5mL hodc nhidu hon) trong mot
khoang thoi gian kéo dai (vi duy, khoang 10, 15, 20, 25, 30 hodc nhiéu hon 30 phut).
Xem tai li€u, vi du, patent My sb US 6,629,949; US 6,659,982; va Meehan et al., J.

-36-



40192

Controlled Release 46:107-116 (1996). Céc thiét bi vi truyén dic biét hitu dung dé
phén phbi c4c lidu 16n ciia protein dung dé didu tri chira trong dung dich c6 d6 nhét
hojc ndng do cao (vi du, khoang 100, 125, 150, 175, 200 hodc nhidu hon mg/mL).

Theo cdc phuong 4n nhit dinh, duwoc phdm én dinh dang 16ng theo khia canh
bit ky trong s cac khia canh néu trén dugc chita trong lo thuy tinh vo trung va
dugc str dung lam dung dich truyén tinh mach.

Theo mét phuong 4an, dd chira 1a lo thiy tinh borosilicat trong loai 1 ¢6 dung
tich 20mL. Theo cac phuong 4n nhét dinh, dd chua 1a lo thuy tinh borosilicat loai 1
¢6 dung tich 2mL, SmL hoc 10mL c6 nit bang clorobutyl, v6i 16p bao FluroTec®.

Theo mdt phuong 4n, dugc phim dang léng theo séang ché chira mAb1 véi
ndng do khoang 25mg/mL hogc 50mg/mL duoc sir dung qua duodng tinh mach va cé
thé dugc dung trong lo thiy tinh.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, sang ché d& xuét thiét bi tiem tw dong chira
duoc phim dang long bat ky trong sb céc duge phim dang 16ng dugc md ta & day.
Theo mdt vai phuong 4n, sang ché d& xuit thiét bi tiém ty dong chira dugce phém
dang long on dinh chira mAb1 véi néng do khoang 50mg/mL, khoang 100mg/mL,
khoang 150mg/mL hozc khoang 175mg/mL, histidin v6i ndng do khoang 10mM, &
pH bing khoang 6,0, sucroza véi néng do khoang 5%, prolin v&i ndng do khoang
1,5% va polysorbat 80 voi néng d¢ khoang 0,2%.

Theo cac phuwong an nhét dinh, sang ché d& xuit bom tiém nap san chua
duoc pham dang 16ng bat ky trong sb cac duge phdm dang long dugc mo ta & day.
Theo mét vai phuong an, sang ché @& xuét bom tiém nap sin chira dugc phém dang
léng on dinh chta mAbl véi ndng do khoang 50mg/mL, khoang 100mg/mL,
khoang 150mg/mL hodc khoang 175mg/mL, histidin v&i ndng do khoang 10mM, &
pH bang khoéang 6,0, sucroza véi ndng do khoang 5%, prolin véi ndng do khoang
1,5% va khoang polysorbat 80 v6i néng do khoang 0,2%. Theo cac phwong 4n nhét
dinh, bom tiém 12 bom tiém thiy tinh dai c6 dung tich 1mL hodc 2,25mL dugc gén
kim tiém c6 thanh mong 27-gauge, pittong caosu dwoc phil flocacbob va ndp kim
tiém bing caosu.

Theo mét phuong an, duge phim dang Iéng chira mAb1 véi ndng d6 khoang

175mg/mL + 26,25mg/mL dugc st dung vé6i thé tich xAp xi 1én dén 2mL trong bom
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tiém nap sén. Theo cac phuong 4n nhét dinh, bom tiém 13 bom tiém thay tinh dai c6
dung tich 1mL hodc 2,25mL dugc lép vOi mot kim tiém thanh moéng 27-gauge,
pittong caosu dugc phu flocacbon va nip kim tiém bang caosu. Theo mot phuong
an, bom ti€m nay la bom tiém thiy tinh dai c6 dung tich 1mL OMPI duoc lap kim
tiém 27-gauge, ndp kim tiém bing caosu FM27, va pittong bang caosu 4023/50
dugc phit FLUROTEC®.

Theo mét phuong 4n, duge phdm dang l6ng chita khang thé khang PD-1 véi
ndng d6 khoang 150mg/mL + 22,5mg/mL dugc st dung v6i thé tich x4p xi 1én dén
2mL trong bom tiém nap sin. Theo mot phuong én, bom tiém nay 1a bom tiém thay
tinh dai ¢6 dung tich ImL hogc 2,25mL dugc 1ip kim tiém c6 thanh mong 27-
gauge, pittong caosu dugc phu flocacbon va nip kim tiém bing caosu. Theo mot
phuong an, bom ti€m nay 13 bom tiém thdy tinh dai c¢6 dung tich 1mL OMPI duogc
1ap kim tiém 27-gauge, nip kim tiém bing caosu FM27, va pittong caosu 4023/50
dugc phtt FLUROTEC®.

St dung dugc phdm dé diéu tri

Duo¢ phdm theo sang ché 13 hitu dung, khong ké céc khia canh khéc, dé didu
tri, ngdn ngira hodc lam thuyén gidm bénh hoic rdi loan bét ky c6 lién quan dén
hoat tinh PD-1, bao gdm bénh hoc rdi loan qua trung gian PD-1. C4c bénh va rbi
loan khong giéi han, duoc léy 1am vi du c6 thé dugc didu tri hodc phong ngira br?mg
cach sir dung duoc phém theo sang ché bao gf‘)m c4c bénh nhiém virut, cac bénh tu
midn vi céc bénh ung thu khac nhau nhu, vi dy, bénh ung thu nfo, bénh ung thu
phéi, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu dau va cd,
bénh ung thu da, cic bénh ung thu mau khic nhau, va bénh ung thu niém mac tu

cung.

Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du duéi day dugc thé hién dé cung cip cho ngudi ¢ hiéu biét trung
binh trong Iinh vure k¥ thuét ndy ban mo ta va phan mé ta dy du vé cach thic tién
hanh va st dung cac phuong phép va duge pham theo sang ché, va khong dugc du
dinh 13 1am.gi¢i han pham vi cta sang ché. Céac nd luc dd duogc tién hanh d& dam

bao dd chinh x4c cua cdc con s6 duge st dung (vi du, ham lugng, nhiét dg, v.v.)
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nhung cfing can tinh dén céc sai s6 va d 1éch thir nghiém. Trir khi dwgc quy dinh
theo cach khéc, cac phan 14 cic phan tinh theo mol, khéi Iugng phan tir 13 khéi
lugng phén tr trung binh, nhiét 9 1a tinh theo dd bach phan, va 4p sudt 13 bing
hogc gin béﬁg &p suét khi quyén.

Vi du 1: Phat trién duoc pham chira khang thé khang PD-1

Muc dich ctia cac hoat dong bao ché 1a d& phat trién duge phdm c6 cac thudc
tinh sau:

e Dugc phim dang 16ng c6 ndng d6 khang thé khang PD-1 du dé
phén phdi mét lidu 250mg hodc 16n hon bing cach truyén qua duodng tinh
mach;

e Dugc pham gén dang mol én dinh khi pha lodng véi cac chit pha
loang thuong dugc st dung, vi dy, dung dich tiém natri clorua 0,9% hoac
dung dich tiém dextroza 5%, d& truyén qua duodng tinh mach;

e Dugc phim tuong thich véi va én dinh trong lo thuy tinh trong loai
1 va nat chuin 1am bao bi; va

e Dung dich san phim duoc phim vo trung (drug product-DP) dé
gitip 1am 6n dinh dugc phim trong thoi gian dai;

— o Dugc phim lam gidm thiéu cac dang c6 khéi lugng phén tr
cao (high molecular weight-HMW) cuia khang thé khi duoc xt ly va
khi chiu tac dong nhiét;

o Duoc phim lam gidm thiéu cac thay ddi vé& mirc phan bb
~ tuong dbi cac dang khang thé mang di€n tich khi phai chiu tdc dong
nhiét; va
o Dugc pham duy tri hoat tinh sinh hoc khi dugc xtr 1y va khi
chiu tdc dong nhiét.

Trong sudt qua trinh phat trién dugc phdm, ba diéu kién thir nghiém tac dong
chinh dbi véi protein (1 cic diéu kién xu ly cuc han ma thuong khong dugce ap
dung khi xir ly, san xuét, van chuyén, bao quan va dan nhin san pham duoc phdm
chtra khéng thé) duoc sir dung dé phét trién va tdi wu héa duge phdm khéng thé va
dé danh gia anh hudng cia cac tac dong c6 thé co trong thé gidi thuc dén do én dinh

clia san phdm dugc pham. Cac diéu kién tic dong niy bao gdm:
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e Khudy (xody manh) dung dich protein & nhiét d trong phong.
Xody manh trong lo thily tinh vurgt qua tée do khudy ma thuong 4p dung khi
xtr Iy va san xuét protein.

o U dung dich protein & nhiét do cao (37°C, 40°C hoic 45°C) so véi
diéu kién bao quan DP dugc dé xudt (2°C-8°C),

e Tién hanh nhidu chu ky dong lanh ra dong protein. Vi protein s&
trai qua it nht mot chu ky dong lanh rd dong trong qu4 trinh san xuit DP,
nén nhiéu chu ky dong lanh rd déng mo6 phéng va vuot qua tac dong thuc té
ma protein nay dugc cho 1a da trai qua.

C6 bdn muc dich chinh d6i v&i cdng viéc phat trién dugc phim ban du:

1. Chon dung dich dém va pH: Viéc lya chon dung dich dém va do
pH c6 thé c6 tac dong 16n dén d6 én dinh cta protein, do d6 viéc quyét dinh
loai dung dich d&m t6i wu va do pH 1a mét qua trinh quan trong. Cac nghién
cru dugce trinh bay trong céc phan nay dé ching minh lya chon dung dich
dém t6i wu va d6 pH cho khang thé 1 hop 1y.

2. Chon chét hoat dong bé mat hodc déng dung moi hitu co: Chét
hoat dong bé mat hoic dong dung moéi hitu co, nhu polysorbat, thudng cin
dé ngin ngira su két taa hoidc su két tu cta cac protein khi khuéy. Protein
hoa tan c6 thé duge khudy khi xir ly, loc, tron, san xuét, van chuyén va sir
dung. Dugc chét khéang thé trong dung dich dugc dém don gian c6 thé bi
dyc 15 khi khudy manh. Do d6, d3 xac dinh dugc ring viéc 1am én dinh
protein dé xir 1y va khudy 14 quan trong.

3. Viéc xdc dinh/lya chon céc t4 dugc lam 6n dinh/lam déng truong:
Viée bd sung dudng, mudi, va axit amin dugc kiém tra vé kha nidng cua
chiing trong viéc cai thién do 6n dinh cua khang thé véi tac dong nhiét va
kha néng lam ting thoi han st dung ciia DP. Ty 18 lugng cac chét 1am 8n
dinh nhiét dugc dwa vao, cling nhu 13 cic nghién ctru xé4c dinh néng d6 tbi
uu trong duge pham cudi dugc thé hién & day.

4. Chon ndng d¢ khang thé: Téc dong ciia ndng do khang thé dén do
bn dinh cda san phém duogc phém 0 cdc td duge dugc chon dd duge danh

gia.
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Céc hoat dong phat trién dugc phdm ban diu dugce tién hanh st dung khéang
thé khang PD-1 5- 50mg/mL va bao gdm sang loc ddng dung moi hitu co, chit lam
6n dinh nhiét, va dung dich dém trong dugc phim dang 16ng chira khang thé khang
PD-1 dé xac dinh cic t4 dugc twong thich véi protein va gia ting do bn dinh cua
khang thé, ddng thoi van duy tri dugc ndéng dd mol gan sinh 1y va do nhét thap d6i
vOi cac dung dich tiém tinh mach va tiém duéi da. Céac didu kién dém ciing duoc
dénh gia dé x4c dinh d6 pH t&i wu dé thu dugc do n dinh protein t6i da (duoc mé ta
trong cac vi du 4, 6 va 7 ¢ day).

Céc két qué thu dugc tir hoat dong phat trién duoc phém ban dau duogc s
dung @& phat trién dugc pham ban dau thich hop st dung cho cac nghién ctru 1am
sang giai doan 1. Dugc phdm ding trong nghién ctu 14m sang giai doan 1 ciing
duoc dé xuét lam déi ching dé ti wu hoa cac duge phim thuong mai va cac dugc
phim dung trong nghién ctru 14m sang giai doan sau.

V6i kién thire thu dugc tir viéc phat trién dugc phém ban dAu, cac nghién ctru
phat trién duoc phdm giai doan sau bao gdm tdi uu hoa do pH, ndng d6 chit hoat
dong bé mit, va chét 1am én dinh dé x4c dinh cac ta dugc lam tang cuong do on
dinh protein & ci ndng o protein cao va thdp (mAbl véi noéng d6 1én dén
175mg/mL) (dugc md ta trong cac vidu 5, 8, 9, va 10).

Trong subt qua trinh phét trién duoc pham, dugc phdm duoc danh gia vé do
6n dinh khi chiu tac dong va do 6n dinh trong qua trinh bdo quan. Cac phuong phap
dwoc st dung dé danh gia do n dinh trong cac nghién ciru phét trién duoc phim
duoc mo ta trong vi du 3 & day. Cac vidu 11 va 12 md ta d6 6n dinh trong qud trinh
bao quan va do on dinh khi chiu tac ddng cua dugc phém.

Vi du 13 md ta do én dinh cta dugc phém khi thay dbdi lugng cac ta dugce
nam trong khoang cu thé.

Céc két qua thu duge tir cac nghién cttru nay dugc st dung dé phat trién cac
dugc phdm dang 16ng 6n dinh thich hop dé st dung trong 14m sang, dé sir dung qua
dudng tinh mach (intravenous-IV) hoic st dung duéi da (subcutaneous-SC). Vi du
14 mo ta db chira dung dé dung cc dugc phim & day. Céc vi du 15, 16 va 17 mé ta

do twong thich va do 6n dinh cta dugc phém trong cac lo thiy tinh, bom tiém nap
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sin va thiét bi phan phéi qua dudng tinh mach. Cac dugc phdm nhu vay dap ung
dugc cac muc dich dugce dit ra dé phat trién dugc phém:
e Céc dugc phim dugc phat trién thich hop vé6i cac liéu nghién ctu;
e Do déng truong ma déng mol v&i cac diéu kién sinh ly;
o Nong d6 mol cia duge phim 50mg/mL x4p xi 1a 318
mOsm/kg; |
® Dung dich DP v5 tring dem lai d6 én dinh trong thoi gian dai &
trang thai 1éng;
©  Su tao thanh mot lugng nhéd cac dang HMW cua khang thé
xay ra khi bao quan trong mot thoi gian dai & nhiét do 2-8°C;
o Cé it dén khong c6 su thay dbi v& sw phan bé twong dbi
ctia cdc dang khang thé mang dién tich khi bdo quan trong mot thoi
' gian dai & nhiét d6 2-8°C; va
o Quan sat théy ¢6 sy tao thanh mot Iwong nho cac hat khong
quan sat dugc bang mét thuong trong DP khéng thé trong céc didu
kién chiu tdc dong va bao quan dugc ting cuong, va khi bao quan &
~ 5°C trong 12 thang.
Céc dic tinh khéc cta dugc phim s& ro rang hon dwa vao phin mé ta & day.
Céc khang thé khang PD-1: c4c khéng thé khang PD-1 duoc md ta trong don
yéu ciu cip patent My s6 US20150203579. Khang thé dugc 14y 1am vi du dugc str
dung trong cac vi du dudi ddy 1a khéng thé khang PD-1 cua ngudi ddy du
H4H7798N.(nhu duge md ta trong don yéu ciu cip patent My s§ US20150203579,
duoc biét dén 1a “REGN2810” hodc “cemiplimab™) chira chudi ning c6 trinh tu axit
amin néu trong SEQ ID NO: 9 va chudi nhe ¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO: 10; cdp trinh ty axit amin HCVR/LCVR bao gém SEQ ID NO: 1/2; va cac
trinh tu CDR chudi niing va chudi nhe bao gém SEQ ID NO: 3-8; va trong ban md
ta nay dugc goi la “mAb1”.
Vidu 2: Dugc phém duogc léy lam vi du
Theo cac phuong an nhét dinh, mAbl dtrqc bao ché duci dang dugc phém
dugc dém chira nuéc chita mAb véi néng d6 ndm trong khoang tir 5mg/mL +

0,75mg/mL dén 250mg/mL + 45,0mg/mL, dung dich d&&m histidin véi n(‘A)ng do
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10mM = 2mM, polysorbat véi ndng do 0,2% + 0,1% W/v, sucroza véi ndng d6 nim
trong khoang tir 1% + 0,2% dén 10% + 2% w/v, va prolin véi ndng do ndm trong
khoang tir 1% + 0,02% dén 5% + 1% w/v, & pH 6,0 £ 0,3.

Duogc phém duoc léy lam vi du bao gém:

e Dugc phdm 6n dinh c6 d6 nhét thdp chtra: mAbl véi ndng do
25mg/mL + 3,75mg/mL, dung dich dém histidin vé&i ndng d6 10 + 2mM,
polysorbat 80 vé§i néng do 0,2% + 0,1% w/v, sucroza véGi néng do 5% £ 1%
w/v, va L-prolin vé6i néng d6 1,5% £ 0,3% w/v, 6 pH 6,0 + 0,3.

- Duoc phdm &n dinh c¢6 d§ nhét thip chtra: mAbl véi ndng do
50mg/mL + 7,5mg/mL, dung dich dém histidin v&i néng dd 10 + 2mM,
polysorbat 80 v&i néng do 0,2% + 0,1% w/v, sucroza vGi néng dd 5% + 1%
w/v, va L-prolin v6i néng d6 1,5% + 0,3% w/v, & pH 6,0 £+ 0,3.

e Duogc phém én dinh c6 d6 nhot thép chira: mAbl véi néng do 150
+ 23mg/mL, dung dich dém histidin véi néng d6 10 + 2mM, polysorbat 80
véi néng do 0,2% + 0,1% w/v, sucroza voéi néng do 5% + 1% w/v, va L-
prolin véi ndng 49 1,5% % 0,3% w/v, & pH 6,0 + 0,3.
e Dugc phdm 6n dinh c6 d6 nhét thip chtra: mAbl1 véi néng d6 175
+ 27mg/mL, dung dich dém histidin v6i ndng do 10 =+ 2mM, polysorbat 80
véi 'nck)ng do 0,2% + 0,1% w/v, sucroza véGi néng do 5% + 1% w/v, va L-
prolin véi ndng d6 1,5% = 0,3% w/v, & pH 6,0 + 0,3.
Vi du 3: Phuong phap dugc st dung dé danh gia d6 6n dinh cia dugc phdm
Céc thr nghiém dudi ddy dugc st dung dé danh gia do 4n dinh cua duoc
phém:
e Maiu sic va vé bén ngoai theo quan st bing mét thudong
e pH
e D§ duc dugc do bing cach taing OD & bude séng 405nm, hoic
bang phép do do duc

- e Phan tich danh gia chét dang hat dugc tién hanh béng céach hién anh

vi dong (icroflow imaging-MFI) (dugc béo céo dudi dang sé dém hat thu
dugrc), va che anh sang (HIAC)
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e Nong do protein dugc x4c dinh bang sic ky 1éng siéu hiéu ning
pha déo (reverse phase-ultra performance liquid chromatography-RP-UPLC)
e D§ tinh khiét dugc xé4c dinh bang séc ky 16ng siéu hi€u ning loai
trir  theo kich thuéc (size exclusion-ultra performance liquid
chromatography-SE-UPLC), hoic bing PAGE dién di mao d3n natri dodexyl
sulfat (MCE-SDS) PAGE vi chip khir va khong khir
~ o Phén tich bién thé mang dién bing séc ky trao ddi cation-séc ky
l6ng si€u hi¢u ning (CEX-UPLC), ho#c bang cich tap trung ding dién mao
dan hién 4nh (imaged capillary isoelectric focusing-iCIEF)
e X4c dinh hiéu luc béng thtr nghiém sinh hoc: Hiéu luc twong dbi
ctia mdi miu duge xac dinh bing thir nghiém sinh hoc va dugc xac dinh 1a:

(ICso- mau ddi chimg/ICso mAu)*100%. Hitu luc do duge cta cde miu én

dinh trong qua trinh bao quan phai ndm trong khoang tir 50% dén 150% hiéu

luc do duoc ciia mAu dbi chting chudn.

Do én dinh vat 1y cua duoc phém dugc dung dé chi cac dac tinh nhu mau
sdc, vé bé ngoai, do pH, d6 duc, va néng d¢ protein. Su c6 mit cla c_:éc hat nhin
thdy duoc bang mit thuong trong dung dich c6 thé dugc phat hién bang cach quan
sat bing mit thuong. Mot dung dich qua dugc quan sat bang mét thuong néu do duc
ciia dung dich nay 1a tir trong dén hoi duc, v& co ban khong c6 cac hat nhin thiy
dugc mit thudong, va khong c6 mau dén c¢6 mau hoi vang. Ngoai ra, d¢ duc, duoc do
béng OD ¢ budce séng 405nm, ciing ¢6 thé duoc st dung dé phét hién cac hat trong
dung dich. Viéc taing OD & bude séng 405nm c6 thé chi ra su c6 mit cda céc hat,
tang do duc, hodc sy thay dbi mau ctia cac san phém thtr nghiém. MFI dugc st dung
dé danh gia cac hat khong quan st dugc bing mét thuong c6 kich thude > 2um.
Nong d6 protein cia mAbl duoc do bing thir nghiém RP-UPLC va dugc bao cao
duéi dang fy 1& phan tram thu hdi protein so v6i nguyén liéu ban d4u. Trong thir
nghiém RP-UPLC, mAb1 duoc giai hép khéi cot RP dusi dang mot dinh don. Nong
do protein dugc x4c dinh tr téng dién tich dinh cia mAbl béng cach so sanh néng
d6 nay voi dudng cong hiéu chinh dugc tao ra béi cdc mau chudn mAbl. Ty 1é phan
tram thu hdi duoc tinh toan dua trén néng do protein do dugc so véi néng do

protein ban dau.



40192

D6 6n dinh héa hoc dé cap dén su tao thanh cac dang dugc cai bién cong hoa
tri (vi du céc dang két tu cdng hoa tri, cac san phfim phan cit, hodc cic dang bién
thé mang dién tich) va cdc dang khéng dugc cai bién cong hoa tri (vi dy, cdc dang
két tu khong cdng héa tri) ciia protein. C4c san phdm thoai bién c6 khéi luong phin
tr thdp hon va cao hon c6 thé dugc tach ra khoi mAb1 nguyén thé bang céc phuong
phép SE-UPLC va MCE-SDS. Ty 1¢ phan trim ciia mAbl thodi bién trong céc
phuong phdp SE-UPLC va MCE-SDS dugc tinh toan tir ty 1€ giita dién tich cua tit
ca cac dinh khong nguyén thé so véi tdng dién tich cla tit ca cac dinh mAbl. Céc
dang bién thé mang dién ciia mAb1 dugc phan giai bang cich st dung phuong phap
CEX-UPLC va iCIEF. O phuong phap CEX-UPLC, céc dinh c6 thoi gian luu sém
hon so véi thoi gian luu ctia dinh chinh duge danh diu 13 cac dinh “axit”; cac dinh
¢6 thoi gian Iuu 14u hon thoi gian luu ciia dinh chinh duge danh ddu 13 dinh “bazo™.
O phuong phap iCIEF, cic dinh huéng dén pI thip hon so véi dinh chinh dugc danh
diu 13 dinh “axit”, trong khi d6 céc dinh huéng dén pl cao hon so vé6i dinh chinh
duoc danh diu 14 dinh “bazo”.

Vidu 4: Téc dong clia cac dung dich dém khac nhau va do pH

Téc dong cta dung dich dém va do pH dén do 6n dinh nhiét cia mAbl duogc
danh gi4 ¢ cac dugc phim dang léng bang cach & mAbl Smg/mL & 45°C trong 28
ngay trong mot day cac hé dung dich dém & cac khoang pH khéc nhau. Cac hé dung
dich dém va d¢ pH sau ddy duoc nghién ctru: axetat (pH 4,5, 5,0, 5,5), histidin (pH
5,5, 6,0, 6,5), va phosphat (pH 6,0, 6,5, 7,0). Dua vao céc két qua tr phan tich SE-
UPL, d6 bn dinh ti da cia protein dugc quan sat khi mAb1 duge bao ché & dd nim

trong khoarng tir pH 6,0 dén 6,5 trong dung dich dém histidin (Bang 1).
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Bang 1: Tac dong ciia dung dich dém va d6 pH dén d6 én dinh cia mAbl 5mg/mL
dugc i ¢ nhiét 6 45°C trong 28 ngay

Duoc phém mAb1 5mg/mL, dung dich &m 10mM
Thé tich nap | 0,4mL
Pb chita Lo thiy tinh borosilicat loai 1 ¢6 dung tich 2mL véi nit caosu butyl 4432/50 dugc phi
- FluroTec®

0 an &n o 9 7

> £ S5 | Sy thay dbi do tinh khit | 5% they d0i lugng cac

S 83 S e theo SE-UPLC® bién thé mang dién tich

- o \é = :§ theo CEX-UPLC®

oug LG =N e —

“2 o k) O O 0 [} 0

an o) g P=g=] Q O/ A) 0 0 2 /0 A)
pH/Dung 24 o B azd|% Nouve % % dinh dinh X
e “© gy Al R guyén . dinh

dich dém =38 RO ¥ = &5 | HMW thé LMW | axit chinh | bazo
pAI;(Ietat 5| pat 0,00 87 52 72 |20 1,1 | -154 |43
pAI;Ietat > | pa 0,00 82 5,0 59 09 7,5 -10,9 | 3,4
?ﬁem >> | pat 0,00 90 4,7 54 |07 128 |-13,7 |09
Pl g | Pat 0,00 97 56 |-64 |08 |108 |-124 |16
II?II;Istidin 6,0, Dat 0,00 86 1,9 -2,4 0,6 13,4 -12,6 | -0,7
%I;Istidin 6.5 | DPat 0,00 84 1,2 -1,8 0,7 25,4 21,3 | -4,1
Efllosphat o0 | pat 0,01 92 37 |43 o6 248 |-218 |30
Phosphat | Pat | 0,03 91 49 |58 |09 |496 |-403 |-93
E{fosphat 70, Dat 0,03 95 10,4 -11,6 | 1,2 56,5 422 | -14,3

“Pugc bao cdo la do tinh khiét thay dbi tuong déi so véi nguyén li€u ban dau.
Nguyén liéu ban dau (khoéng 1) chira > 97,2% dinh nguyén thé theo SE-UPLC va
> 49,0% dinh chinh theo CEX-UPLC & tét ca cac dugc phim.

CEX = trao ddi cation; DS = Dugc chit; HMW = Khéi lwong phén t cao;
LMW = Khdi luong phan tir thap, OD =Mat d0 quang; RP = Pha dao; SE = Loai
trir theo kich thuéc; UPLC = Sic ky l6ng siéu hiéu ning

Dua trén cic két qua thu duoc tir phan tich CEX-UPLC, d¢ 6n dinh protein
t6i da duoc quan sat khi mAbl duoc bao ché & dd pH nim trong khoang tir pH 5,5
dén 6,0 trong dung dich dém histidin hoic & d6 pH nim trong khoéng tr pH 5,0 d&én
5,5 trong dung dich dém axetat. C4c phén tich ciing d4 chi ra ring sy két tu (tac la,
su tao thanh cac dang HMW), su phan doan (tic 13, su tao thanh céc dang LMW),
va sy tao thanh cic bién thé mang dién tich 13 cac con duong thodi bién chi yéu.
Dung dich éém histidin dugc chon 1a dung dich dém bao ché bsi vi né dem lai mtrc
én dinh protein tot nhat dbi voi su tao thanh cac dang HMW va LMW va su tao

thanh céc bién thé mang dién tich. pH béng 6,0 dugc chon cho dugc phém Vi su tao
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thanh cac dang HMW va céc bién thé mang dién tich, ma 14 cic con dudng thoai
bién chu yéu, duge gidm thidu & pH nay. Dya trén cac két qua nay, dung dich dém
histidin 101’1:1M & pH 6,0 dugc chon cho duoc ph'?lm chira mAbl.
Vidu 5: Chon pH cho céc dung dich dém histidin

Tac dong ctia dung dich dém va d6 pH dén d6 én dinh nhiét cia mAb1 duoc
danh gia & cac dugc phdm dang 16ng c6 ndéng do cao. mAbl 150mg/mL dugc u &
45°C trong 28 ngay trong mét day cac dung dich dém histidin c¢6 do pH nim trong
khodng & d0 pH 5.3, 5,5, 5,8, 6,0 va 6,3 c6 va khong c6 chat 1am n dinh nhiét. Véi
sucroza 9%, dua trén cac két quéd thu dugc tir phan tich SE-UPLC, dd 6n dinh
protein t&i da dugc quan sat khi mAb1 duoc bao ché & pH ndm trong khoang tir pH
5,8 dén 6,3 trong dung dich dém histidin (Fig.1). Dya trén cac két qué thu duogc tur
phén tich CEX-UPLC, d6 6n dinh protein ti da dugc quan sat khi mAb1 duogc bao
ché & d6 pH ndm trong khoang tir pH 5,3 dén 6,0 trong dung dich dém histidin
(Bang 2).
Bang 2: Téc dong ciia d6 pH dén d6 6n dinh ciia mAbl 150mg/mL dugc G & 45°C

trong 28 ngay
Duwgc phim mAbl 150mg/mL, histindin 10mM
Thé tich nap | 0,4mL
Do chira/ Lo thiiy tinh borosilicat loai 1 ¢6 dung tich 2mL v6i niit caosu butyl 4432/50 dwoge phi
P kin FluroTec®
pH/ Chit o Sy thay dbi d tinh khiét | Su thay ddi lwgng cic
lam 6n dinh > ¥ = 3 theo SE-UPLC? bién thé mang dién tich
g S€2l 55 Q theo CEX-UPLC?
Q) = ~ Q
SE 22% 2% _Bl% % % % % | %
5 Saf =8 ZFI|HMW |nguyé |LMW |dinh | dinh | dinh
=3 ROZ| Sm'a é n thé axit chinh | bazo
pH 5,3/khéng | Kho | NA NA NA NA NA NA NA |NA
ng
dat?
pH 5,5/khéng | Khé | NA NA NA NA NA NA NA | NA
ng
| dat®
pH 5,8/khong | Khd | 0,40 95 46,2 46,4 10,3 6,4 -102 |39
ng
dat
pH 6,0/khoéng | Khé | 0,51 99 41,2 41,5 10,3 10,6 713 | -33
ng
dat
pH 6,3/khéng | Khd | 0,65 98 35,0 354 |04 19,6 -143 |-53
ng
dat
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pH 5,3/ Pat 0,14 95 41,9 -42.1 0,3 7,9 -11,1 3,2
Sucroza 9%
Wwiv)

pH 5,5/ Pat 0,16 99 30,8 -31,2 04 9,5 -12,5 | 2,9
Sucroza 9%
(W/v)

pHS5,8/ Pat 0,13 100 22,8 -23,3 0,5 9,7 -11,8 | 2,1
Sucroza 9%
(w/v)

pH 6,0/ Pat 0,14 99 19,4 -19,9 0,5 13,5 -14,5 | 1,0
Sucroza 9%
(wlv)

pH 6,3/ Pat 0,15 98 16,9 -17,4 0,5 22,4 -22,1 | -0,4
Sucroza 9%
w/v)

* Dugc bao cdo 1a do tinh khiét thay ddi tuong dbi so véi nguyén li€u ban
dau. Nguyén li¢u ban dau (khong ) chira > 94,0% dinh nguyén thé theo SE-UPLC
va >48,7% dinh chinh theo CEX-UPLC & tét ca cac duge phim

® MAu duge gel héa. Khoéng can tién hanh phén tich thém. NA = khong 4p
dung

CEX, trao dbi cation; HMW, khéi lwgng phan tir cao; LMW, khdi lugng
phén tir thép; OD, mit d0 quang; RP, pha ddo; SE,loai trir theo kich thudc;
UPLC, séc ky 16ng siéu hiéu ning

Céc phan tich ciing d3 chi ra réng su két tu (tc 13, sy tao thanh cac dang
HMW), va sy tao thanh cac bién thé mang dién tich 14 cac con duong thoai bién chu
yéu. b6 pH béng 6,0 dugc chon cho dugc phém DP vi su tao thanh cdc dang HMW
va céc bién -thé mang dién tich, ma 1a cac con duong thodi bién chu yéu, dugc giam
thiéu & pH nay. Dya trén cac két qué nay, dung dich dém histidin 10mM & pH 6,0
dugce chon cho dugce phém DP chita mAb1 ¢é néng dd cao.

Vi du 6: Chon cac chit bao vé chéng lai tdc dong khudy

Chét. lam 6n dinh nhu chat hoat dong bé mat va céc dong dung mo6i hitu co
thuong dugc b sung vao duge phim khang thé dé bao vé protein khong bi két tu do
khudy. Anh huéng clia cic ddng dung méi hitu co va chit hoat dong bé mat dén do
on dinh duéi téc dong khudly va do n dinh nhiét cia mAbl 5Smg/mL duoc danh gia
& céc dugc phdm dang 16ng. Pdng dung mdi va chit hoat dong bé mat sau duoc
danh gia: polysorbat 20 0,1%, polysorbat 80 0,1%, va PEG3350 1,0%. Cac két qua
thu dugc tr cac nghién cru d6 dn dinh dudi tac dong khqu dugc thé hién tom tit
trong bang 3.
Bang 3: Anh huéng clia cac dong dung méi hitu co va chét hoat dong bé miat dén do

6n dinh cia mAbl 5mg/mL sau khi khudy (120 pht X04y manh)
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Dugc phdm | mAbl Smg/mL, histindin 10mM, pH 6,0
Thé tich nap | 0,4mL
Ao Lo thuy tinh borosilicat loai 1 c6 dung tich 2mL v&i niit caosu butyl 4432/50 dwoc phu
D6 chia ®
FluorTec
< @) o A . ) Su thay déi luong cac
Déng dung 0 ?0 S &; Su thay d6i d6 tinh khiét bién thé mang dién tich
méi/ Chét g g \%0 - ”;’)%D theo SE-UPLC? theo CEX-UPLC®
A X |- ~a _|Pp 'S 0
hOVZ.it dong bé u§ | s § g 2 ':‘é o % % %
mat 8¢ o345 ES2| % nguyén | % %dinh | dinh | dinh
=8| R T 2 E5 HMW | thé LMW | axit chinh | bazo
Khéng c6
dong dung Khé
moi/chdt | ng 1,69 6,0 |76 15,3 -23,7 -8,4 -2,3 -1,7 3,9
hoat déng bé | dat
mat
sucroza 5% Kho
ng 1,75 6,0 | 64 9,4 -12,8 3,4 -1,7 -0,1 1,8
(w/v) dat
polysorbat
200,1% bat | 0,00 6,0 | 102 -0,1 -0,8 0,8 0,2 0,2 -0,3
w/v)
polysorbat
80Y0,1% bat | 0,00 6,0 | 100 -0,2 -0,5 0,4 0,2 -0,1 -0,1
(w/v) ’
Kho
PEG3350" | ng 0,20 6,0 |93 0,3 -0,5 0,2 -0,2 -0,3 0,4
1% (w/v) dat

“Puge béo cdo 1a df tinh khiét thay ddi twong dbi so véi nguyén li¢u ban dau.
Nguyén liéu ban dau (khong 1) chira > 98,2% dinh nguyén thé theo SE-UPLC va
> 49,1% dinh chinh theo CEX-UPLC & tit ca 5 duoc pham.

® Dugc phdm cling chtra sucroza 5%.

CEX =Trao dbi cation; HMW = Khéi luong phén t& cao; LMW = Khdi
lugng phan ti thap, OD =Mait d0 quang; RP =Pha d4o; SE = Loai trir theo kich
thude; UPLC = Sic ky 16ng siéu hiéu niang

mAb1 khong 6n dinh khi khudy bing cach x0dy manh trong 120 phut khi
khong c6 mit ddng dung mdi hitu co hodc chét hoat dong bé mit. Sau khi khudy
béng cach xody manh khi khong c6 mit déng dung mdi hodc chit hoat dong bé mat,
dung dich tr& nén duc, ¢6 do duc tang 1én dang ké, va c6 muc két tu tang 15,3% nhu
dugc xdc dinh boi SE-UPLC, ciing nhu 13 muc thu hdi protein bi hao hut 24% nhu
duoc xdc dinh béi RP-UPLC (Béng 3). PEG3350 1% khong dem lai d6 én dinh
dang ké cho mAb1 sau khi xody manh 120 phat. Khi ¢ mit PEG3350 1%, dung
dich tr& nén duc, va c6 do duc ting (Bang 3). Nguoc lai, polysorbat 20 0,1% va
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2

polysorbat 80 0,1% déu bio vé mAbl khong bi mit d6 én dinh do khudy dén cling
mdt miac (Bang 3).

Tuy nhién, dugc phim chira polysorbat 80 0,1% da cho thiy mirc két tu giam
so v6i duge phim chira polysorbat 20 0,1% khi dugc 0 & 45°C (Bang 4). Polysorbat
80 0,1% dugc chon lam chéit hoat dong bé mit cho duoc phém DP mAb1 béi vi nod
lam &n dinh protein duéi tac dong khudy, ¢6 téc dong tiéu cuc dén do én dinh nhiét
cla protein it hon so véi polysorbat 20 (nhu dugc x4c dinh boi ca phan tich SE-
UPLC va CEX-UPLC), va c6 lich st st dung an toan trong cdc dugc phim chta
khéng thé don dong.

Vidu 7: Chon céc chit bao v€ chiu dugc tac ddng nhiét

Chét 1am én dinh nhu sucroza thudng duogc b sung vao duogc phém khéng
thé dé lam tdng d6 6n dinh nhiét cta protein trong cac dugc phdm dang long. mAbl
nam (5) mg/mL trong duoc phdm dang 16ng c6 dd dn dinh t6t hon néu dugc bao ché
v6i sucroza 5% va dugce 1 trong cac didu kién duoc tang cuong (Bang 4).

Béang 4: Anh huodng ctia céac déng dung mdi hitu co va chét hoat dong bé mat dén dd

6n dinh ciia mAbl Smg/mL dugce i & 45°C trong 29 ngay

Duge phim mAb1l Smg/mL, histindin 10mM, pH 6,0
Thé tich nap | 0,4mL
Do chtra/Pd | Lo thiy tinh borosilicat loai 1 ¢6 dung tich 2mL véi nit caosu butyl 4432/50 dwoc
kin phii FluorTec®
o Sw thay d6i d9 tinh khiét Mirc thay ddi cc bién
2 a E o theo SE-UPLC? thé mang dién tich béi
2 N s CEX-UPLC?
- = = k=] ‘é”
Pong dung - gy £389|% %o % %o %o %o
moi/Chét g 92 S.3 & |HMW | nguyée | LMW |dinh | dinh | dinh
hoat dong bé | = '§n :g. c§ n; ': = n the axit chinh | bazo
mit = = @2 |pH XS &
Khéng dong
dung moi/ Pat {000 |61 |9 2,8 32 0,5 108 | -10,7 |-02
chit hogt
dong bé mit
0,
sucroza 3% 1 pat o001 |61 |99 1,6 2,0 0,3 126 |-11,7 |-0,9
(w/v) j -
polysorbat 20 B } 5
50.1% (w/v) Pat | 0,00 6,0 |92 27,6 284 |07 0,1 24,0 |[239
polysorbat 80 i 44 204 | 159
0.1% (wiv) bat | 0,00 6,1 |96 12,8 14,1 |09 ) s ,
o,
PEG33501% | pat 1000 |61 |90 84 |-80 |-04 o4 250 |245
(Whv)
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“Puge bao cdo la do tinh khiét thay dbi tuong dbi so véi nguyén liéu ban dau.
Nguyén liéu ban dau (khoéng 1) chira > 98,2% dinh nguyén thé theo SE-UPLC va
> 49,1% dinh chinh theo CEX-UPLC ¢ tat c4 5 duoc phdm

®Dugc phim cling chira sucroza 5% ] ,

CEX =Trao doi cation, HMW =Khéi luong phén tir cao; LMW = Khdi
luong phan tir thap; OD =Mat d6 quang; RP =Pha dao; SE = Loai trir theo kich
thuéc; UPLC = Sdc ky 16ng siéu hiéu ning

Sau khi 0 & 45°C trong 29 ngay, luong dang HMW tuong db6i tang 1,7% &
dugc phim chita sucroza 5% so véi mirc tang 2,8% & dugc phim ddi chimg khong
chira sucroza. Vi ly do nay, sucroza dugc chon lam chét 1am én dinh nhiét. Dé bao
ché duoc phim déng truong va dé t8i da héa do én dinh nhiét, can ting ndng d6
sucroza dén 10% dbi véi dugc phim mAb].

Vi du 8: Té6i wu héa chét 1am én dinh

Muc dich cua viéc 1am t6i vu héa chat 1am dn dinh nhiét 1a dé xac dinh céac
thanh phan lam 6n dinh c6 thé duge sit dung dé phat tridn duoc pham DP chtra
khéng thé véi ndng do 1én dén 200mg/mL. Sucroza 10% dugc chon & duge phdm
ban ddu. Nhan thdy 13 v6i sucroza 10%, do nhét ctia mAbI 1a khoang 20 cP & 20°C
va dugc cho 1 qua cao dbi véi giai doan sau va san phdm thuong mai. Do do, dugc
pham chira mAb1 da cai bién cn phai c6 ca do n dinh thich hop va d6 nhét thap.

Sucroza dugc chon lam chét 1am én dinh nhiét cho mAbl trong qué trinh
phat trién dugc pham c6 nbng do thap. Dbi vai viee phat trién dwoc phim c6 ndng
d0 cao, cac ndng d6 khac nhau cta sucroza va L-prolin dugc danh gia vé do én dinh
va d0 nhét cia mAbl & ndng do 150 va 175mg/mL & 25°C (Bang 5) va & 40°C
trong 1 thang. Sy tao thanh cdc dang HMW giam véi cac ndng d6 sucroza tang khi
duoc pham dugc 0 & 40°C trong 28 ngay. L-prolin 3% tao ra d6 &n dinh tuong tu
v6i sucroza 5%, va quan sét thdy do dn dinh téi da véi sucroza 9%.

Mic du sucroza 9% tao ra d6 6n dinh tdt hon mot chut so voi L-prolin 3%,
song lai lam ting d6 nh6t cua duge phém. o) néng do 175mg/mL, dugc phém mAbl
v6i sucroza 9% c6 dd nhét bang 27 centipoise, didu nay dit ra cac thach thirc trong
viéc st dung va san xuét. Duoc phim chira mAbl 175mg/mL va prolin 3% c6 do
nhét bang xap xi 20 centipoise, dd nhét nay cé thé kiém soat duge véi quy trinh san

xuat hién nay.
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Béang 5: P9 6n dinh ciia mAbl ndng do cao tdng vé&i cac chét 1am 6n dinh nhiét &

25°C trong 1 thang

Duoc phdm mAb1 210mg/mL, histindin 10mM pH 6,0
Thé tich nap | 0,8mL
1]?1,?1 chiza/ Do Lo polycarbonat ¢6 dung tich SmL véi nép xody polypropylen duoc vach silicon
- 2 | D6 tinh khiét theo SE- Céc bien the mang dién
S o S 3 UPLC tich theo
. 2 S g5 CEX-UPLC
<3 2 ° = S A
2 .3 RE|PH | 2R % % | %
N \)VJ :“" 0, 0, 0, 1
8 -3 | 80% g S % nguyén 7 % dinh dinh | dinh
8 88 | T e — HMW By LMW | axit ,
S S o 2 )§ g $e theé chinh | bazo
[7%]
Nguyén
lis_%u ban Pat 0,00 6,0 100
dau® 2,9 96,6 0,5 25,3 47,4 27,3
prolin 3% Dat 0,01 6,0 106 4,1 95,3 0,6 25,2 47,1 27,8
sucroza
3% ?at 0,00 6,0 | 107 4,7 94,8 0,6 25,2 46,5 28,3
sucroza
5% Dat 10,00 160 | 104 47  loas los6 251|461 |28

Dugc phdm FDS/DP: mAbl 150mg/mL hojc 175mg/mL, histindin 10mM pH 6,0, PS 80 0,1%
Thé tich nap | 0,4mL

D6 chira/ D6 | lo thity tinh borosilicat loai 1 ¢6 dung tich 2mL véi ntit caosu butyl 4432/50 dugc phu
kin FluroTec®

Nguyén
liéu ban bat 0,00 6,1 | 100 2,3 97,4 0,4 24,9 50,2 | 24,9
dau® -

sucroza
9%, PS 80 | Dat 0,00 6,1 | 101 3,7 95,7 0,7 28,4 47,7 | 239
0,1%

prolin 3%
PS 80 Dat 0,00 6,1 | 101 3,7 95,7 0,7 26,5 47,7 | 258
0,1%

2 Céc két qua pH, SE-UPLC va CEX-UPLC “Nguyén liéu ban dau’ 1a cac gia
tri trung binh ctia cic dugc pham ban dau

Tuy nhién, dwa vao d6 én dinh khi bao quan ¢ -20°C, -30°C va -80°C, nhan
thiy 1a dugc pham c6 prolin 3% khéng 6n dinh bang dugc phdm c6 sucroza (Fig.2).
Nhu dugc thé hién trén Fig.2, dugc phém F3 (v6i sucroza 5%) én dinh & -20°C, -
30°C va -80°C véi luong dang HMW <3%.

Téac dong cta L-prolin dén do én dinh cua mAbl dugc danh gid véi duoc
phdm 50mg/mL. Sau khi 0 & 45°C trong 28 ngdy, dugc phim cé L-prolin d3 cho
thdy luong dang HMW thdp hon so véi duge phim khéng ¢6 L-prolin, ching t6 1a
L-prolin 1am én dinh khang thé ¢ ndng do bing 50mg/mL (Bang 6). Ngoai ra, tac

dong ctia L-prolin dén cu tric protein cta khang thé dugc danh gid bang céc k¥
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thuét sinh 1y (Phép do quang phd hdng ngoai bién dbi Fourier, phép do quang phb
CD, phép do quang phd phat huynh quang, va phép do nhiét lugng bing tia quét vi
phan). Cac két qua da chi ra rang L-prolin khong 1am thay d6i ciu tric bac hai va
béc ba ciia khang thé.

Bang 6: Anh hudng ciia chét lam én dinh dén d6 n dinh ciia mAbl 50mg/mL sau
khi 0 & 45°C trong 28 ngay

Dugc phdm mAb1 50mg/mL, L-histidin 10mM, sucroza 5%, pH 6,0, polysorbat 80 0,2%
Thé tichnap | 0,6mL
D(:") chua/ Lo thuy tinh loai 1 ¢6 dung tich 2mL véi nut clorobutyl 4432/50 duoc pht FluorTec®
Do kin
Chat l1am én ~§ S | Mic thay ddi do tinh khidt | Su thay doi luong cac
dinh g o o theo SE-UPLC? bién thé mang dién tich
(% w/v) & | = theo CEX-UPLC?
< | 8 g [% % Monome | % % dinh | % dinh | %
P o — | pH = S HMW LMW | axit chinh | dinh
] k<) E g % bazo
2| %o £=
= | &% =38
- bat | 0,02 6,0 |96 12,1 -12,7 0,6 10,8 -11,9 1,0
L-prolin 1,5% | Pat | 0,02 6,1 | 96 11,3 -11,9 0,6 11,0 -11,8 0,8
3,0% L-prolin | Pat | 0,01 6,0 |96 10,9 -11,5 0,6 12,8 -12,9 0,1

»Puoc thé hién duéi dang muc thay dbi d6 tinh khiét so véi nguyén li€u ban
dau. Nguyén liéu ban dau (khong ) chita > 98,5% dinh monome theo SE-UPLC va
>52,8% dinh chinh theo CEX-UPLC & tit ca ba dugc pham

CEX, trao déi cation; DS, dugc chit; HMW, khéi lugng phén tir cao; LMW,
khdi lwong phén tir thdp; OD, mat do quang; RP, pha ddo; SE, loai trir theo kich
thude; UPLC, sidc ky 1ong siéu hiéu ning

T4c dong cta cac chit lam én dinh khac nhau dén do6 én dinh nhiét cua
mAbI c6 ndng do cao (150 va 175mg/mL) con dugc danh gid & cac duge phdm
dang 16ng. Chét 1am én dinh dugc dénh gia 1a sucroza 9% (w/v), L-prolin 3% (w/v),
va sucroza 5% (w/v) v6i L-prolin 1,5% (w/v). Céc két qua cua nghién ctru 46 6n
dinh dugc gia ting dugc thé hién tom tét trong bang 7.

Bang 7: Tac dong cta chit 1am én dinh dén do dn dinh ctia mAb1 sau khi u & 25°C
va 40°C

Duoc phim mAbl 150 hodc 175mg/mL, histindin 10mM, pH 6,0, polysorbat 80 0,1%

Thé tich nap | 0,5mL

Db chita/ Db | Lo thuy tinh borosilicat loai 1 ¢6 dung tich 2mL véi nut caosu butyl 4432/50 dugc phu
kin FluorTec®

U 25°C trong 3 thang
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el = |98 8 2 |pH | 88 | Mic thay d6i d¢ tinh khiét | Sy thay déi luong cac
S é © oW 3 = theo SE-UPLC® bién thé mang dién tich
& s | 2 _ theo CEX-UPLC?
[} > = Q S < Q
g ~ L I ~ D | L' Q q
sz 00 £ % 355 E g% % % % dinh | % %
& \E & g = '§) - ) = 7| HMW | nguyén | LMW | axit dinh | dinh
O |z =22 A< S ER thé chinh | bazo
sucroza 150 | Pat 0,02 6,2 | 110 2,6 -2,8 0,2 6,0 -4,2 -1,9
9%
L-prolin 175 | bat 0,00 6,2 | 112 2,4 -2,5 0,2 6,5 -4,1 -2,4
3%
sucroza 175 | bat 0,00 6,2 {110 2,3 -2,6 0,2 6,0 -3,7 -2,4
5%, L-
prolin
1,5%
U 40°C trong 28 ngay
= = | = 82 |pH | 88 |Micthay ddi do tinh khiét | Su thay déi luong cac
S é ® o 2 A theo SE-UPLC? bién thé mang dién tich
B s | 2 , theo CEX-UPLC®
e~ |84 5 [ S $E9
ey 2 8 %B’g 3T % % % % dinh | % %
g 2 «%0?‘ ER- 1 A 2| HMW nguyén | LMW | axit dinh | dinh
S8 |ZH SY Rog SEX thé chinh | bazo
sucroza 150 | Pat 0,04 6,1 | 102 6,9 -7,5 0,5 9.4 -9,7 0,3
9%
L-prolin 175 | Pat 0,03 6,2 | 103 11,7 -12,3 0,6 12,1 -10,7 | -1,4
3%
sucroza 175 | bat | 0,03 6,1 | 103 8,8 -94 0,7 11,4 -10,2 | -1,2
5%, L-
prolin
1,5%

“Pugce thé hién dudi dang mirc thay d6i d6 tinh khiét so véi ‘nguyén liu ban
diu. Nguyén liéu ban diu (khong 1) chtta > 97,3% dinh nguyén thé theo SE-UPLC
va >49,6% dinh chinh theo CEX-UPLC & tét ca ba dugc phim.

CEX, trao ddi cation; HMW, khdi lwong phén tt cao; LMW, khéi lugng
phan tir thap, OD, mit d0 quang; RP, pha dao; SE, loai trir theo kich thuéc;
UPLC, sic ky 16ng siéu hiéu ning

Sau khi 4 & 40°C trong 28 ngdy, sucroza 9% da dem lai d6 dn dinh tt nhit
va c¢6 dd nhét cao nhét trong s cac dugc phdm c6 ndng d6 cao. Dugc pham chura
sucroza 5%/L-prolin 1,5% dtng thir hai v& d6 6n dinh sau 28 ngay ¢ 40°C. Sau khi
i ¢ 25°C trong ba thang, d6 on dinh cua mAbl gin nhu giit nguyén & tit ca cac
dwoc phim duoc danh gid; tuy nhién, dugc phdm c6 sucroza 5%/L-prolin 1,5% tbt
¢ -20°C, -30°C va -
80°C, sucroza ¢ néng do 5% va & 9% dem lai d 6n dinh t6t hon so v&i prolin 3%

(Fig.3). D6 nhét cia mAbl 175mg/mL véi sucroza 5%/L-prolin 1,5% cé d6 nhét

hon mét chut so véi hai dugc phdm con lai. Tuy nhién, khi ¢ &

bing 14cP & 20°C. Dé tao ra dugc phim ma & dang dung dich ding truong va c¢6 do
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can béng t5t nhét gitta do 8n dinh va dd nhdét, sucroza 5%/L-prolin 1,5% dugc chon
dé phat triér_l dugc phdm DP chira khang thé ding & giai doan sau.
Vi du 9: Chon loc chét cai bién dd nhét

Do nhét clia duge phdm protein ting theo ham sb mii khi ndéng do protein
tang. Khi d9 nhét bit dau vuot qua khoang 10 dén 15 cP & 20°C, d¢ nhét cia dwoc
phdm phai dugc xem xét khi phat trién dugc phidm: don gian 1a vi d6 nhét c6 mdi
trong quan v6i viéc dé€ tiém qua bom tiém nap sin (prefilled syringe-PFS) hoic
thiét bi phén phéi khéc st dung kim tiém; quan trong hon viéc duy tri do nhét thép
¢ mirc hop 1y 1a quan trong dé phat trién thiét bi phan phéi, nhu thiét bi tiém tu
dong. Téc dong ciia cac ta dugc dén dd nhét ciia duge phadm duoc danh gid & dugce
phém dang 16ng v6i chét cai bién d6 nhét tiém 4n sau, prolin, arginin HCI, histidin
HCI, magie axetat va NaCl. Fig.4 thé hién d6 nhét ciia mAbl 150mg/mL véi cac
chét cai bién do nhét. Arginin HCI, histidin HCI, magie axetat va NaCl & ndng do
25-100mM 1am gidm d6 nhét ctia dugc phidm chira mAbl 150mg/mL.

Téc dong cua chét cai bién d6 nhét dén d6 6n dinh cua duoc phém mAbl
ciing dugc danh gid. Dugc phim chita mAbl 150mg/mL véi cac chét cai bién do
nhét nhu arginin HCI, histidin HCI, magie axetat va NaCl dugc bao ché va duoc u &
45°C trong 28 ngdy. Cac két qua dugc thé hién trong Fig.5. Nhan thiy 14 d6 én dinh
protein tdi da duoc quan sit khi mAbl dugc bao ché khong c6 chét cai bién do
nhét; toan bd cac mudi cai bién do nhét nay co tac dong tiéu cuc dén @6 n dinh cua
mAb1. Do d6 cac mudi nay khong duge bao gdm trong dugc phim cudi cung.

L-prc}nn, dudi dang chét 1am 4n dinh, 1am gidm dén muc tdi thidu do nhét
ctia dung dich dbi véi cac ndng do khang thé bang hodc 16n hon 50mg/mL. Cac két
qué cia nghién ctru d6 6n dinh ting cudng dbi véi khang thé ¢6 ndng dd cao c6 L-
prolin v&i néng d9 khac nhau, c¢6 va khong c6 sucroza, dugc thé hién tom tit trong
Bang 7. Say khi 4 ¢ 25°C trong ba thang, dugc phdm c6 sucroza 5%/L-prolin 1,5%
dd dem lai d 6n dinh t6t hon mot chit so v6i hai duoc phdm con lai vé su tao thanh
cac dang HMW. Sau khi & & 40°C trong 28 ngay, duoc phdm chita sucroza 9% c6
do 6n dinh t6t nhat, va dugc phim c6 sucroza 5%/L-prolin 1,5% dtng tha hai.
Duogc pham c6 sucroza 9% c6 d6 nhét bing 20¢P & 175mg/mL khéng thé, trong khi
d6 do nhét-clia duge phdm 175mg/mL véi sucroza 5%/L-prolin 1,5% c6 dd nhat
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bing 14cP & 20°C. Viéc bd sung L-prolin vao dugc phdm 13 quan trong dé lam giam
dd nhét khi néng dd protein cao ciing nhur 13 1am én dinh khang thé.

Tom lai, sucroza 5%/L-prolin 1,5% dugc chon dbi véi ca duoc phdm chira
50mg/mL khéang thé va dugc phim chira khéng thé c6 ndng do cao. Viéc két hop
cac ta duqc‘ nhu vay tao ra mot dugc phém déng truong v6i do dn dinh va d6 nhét
chip nhén dugc & tit ca cac ndng do khang thé dugc thi nghiém (Ién dén
175mg/mL).

Vi du 10: Téi wu hoa ndng do polysorbat (PS)

Trong subt qua trinh phat trién dugc phérn, viéc tao thanh cic dang c¢6 khoi
luong phan tir cao va d9 duc tang con dugc quan sat khi khudy duoc phim mAb1
ma khong ¢6 chét hoat dong b& mit. Protein duoc 1am 6n dinh véi qua trinh khqu
bang cach bd sung polysorbat 80 (PS 80). Trong sudt qua trinh phét trién dugc
phim dang 16ng chita mAb1 c6 ndng dd cao, viéc mét dn dinh véi qua trinh khudy
duoc quan sat 12 do ting lugng dang c6 khdi lwong phén tir cao. Mot nghién ctru
duge tién hanh dé xac dinh lugng polysorbat 80 tb1 thiéu cAn dé bao veé mADbl co
ndng do tbi da 175mg/mL khong bi mét én dinh do khudy. Cac dugce phdm trong
nghién ciru ndy chtra sucroza 5% va L-prolin 1,5% sao cho tac dong ciia polysorbat
80 c6 thé dugc nghién ctru v6i thanh phan dwgc phim dic trung hon & duge phim
cudi. Nong do polysorbat 80 binh thudng dugc bao gbm trong nghién clru nay la
0%, 0,02%, 0,04%, 0,06%, 0,08%, 0,1%, 0,15%, va 0,2% (w/v). Khi khong c6 mat
polysorbat 80, dung dich tré nén duc va c¢6 do duc ting 1én dang ké sau khi khuéy
bang cach xody manh. Quan sit thdy mirc gidm lugng % HMW phy thudc vao ndng
do polysorbat 80 sau khi khudy 120 phut. Néng do cia polysorbat 80 0,15-0,2%
dwoc nhén thdy 1a du dé lam én dinh mAbl 150mg/mL va 175mg/mL véi sy két tu
do khudy (Bang 8). Viéc bd sung polysorbat 80 0,2% (w/v) (gia tri binh thuong)
hoan toan c6 thé ngin ngira dwoc su tao thanh cac dang HMW sau khi khudy trong
120 phut.

Bang 8: Do 6n dinh ctia mAbl 150mg/mL va 175mg/mL véi PS 80 sau khi khudy
120 phit |

Thé tich nap 0,4mL
A 4 A 1. Lo thity tinh borosilicat loai 1 ¢6 dung tich 2mL véi nit
Do chira/Bo kin caosu butyl 4432/50 duoc phii FluroTec®
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T P
A . Q 0

Duogc pham S A’ % mAbl Ting %

[PS o o duoc  thu

o S ~| pH Ao s HMW theo
80] © g g E hOl bO’l RP- SE-UPLC
z 2 g 285 UPLC
Bl aE3S

0,00 gKgZ? 0,38 6,0 | Khéng ép dung
IlnsAObl L 1002 Pat 1000 60 |97 47
ni t@g.m 0,04 Pat | 0,00 6,0 | 100 0,3
I}fm";/[m i [0.06 [ Pat 0,00 6,0 | 102 0,3
6o PP 1008 | Pat | 0,04 60 |99 0,0
cucroza 9% | 010 | Pat 0,01 60 | 101 0,1

0,15 | Pat | 0,00 60 |98 0,1

020 | DPat 0,00 60 | 106 0,1

0,00 ?&2? 0,38 6,0 | Khong ép dung
’1117‘?’1 1002 Pat | 0,06 6,1 | 100 7.0
i t.mg.m 0,04 DPat | 0,00 60 |97 2.4
ltfm“;/[m g [0.06  [Pat 0,01 6,1 | 700 23
so PP 1008 [Pat  |0.03 61 |98 0,9
prolin 3% 0,10 | Pat | 0,00 61 | 102 0,4

0,15 | Pat | 0,00 61 | 102 0,1

020 | Pat | 0,00 6,1 | 101 0.1

Khén A .

mAbI 0,00 o dat 0,36 6,1 Khoéng 4p dung
175mg/mL 0,02 Dat 0,01 6,1 97 3,5
histindin 0,04 |Pat |00l 6,1 |98 2.0
10mM, pH|[006 |DPat |0,01 6,1 | 100 13
6,0, 0,08 [Pat |0,01 6,1 |99 1,0
sucroza 5%, 0,10 Pat 0,01 6,0 102 0,3
prolin 1,5% [ 0,15 | Pat | 0,00 6,1 | 101 0.2

020 |Pat 0,00 6,1 |98 0,0

Bang 9 thé hién chi tiét tac dong ctia ndng do polysorbat 80 dén do dn dinh
ciia mAbl 175mg/mL sau khi khudy (120 phit X04y manh).
Bang 9: Anh huéng cia ndng do polysorbat 80 dén do én dinh ciia mAbl

175mg/mL sau khi khudy (120 phut X04y manh)

Duoc phﬁm mAb1 175mg/mL, histindin 10mM, pH 6,0, sucroza 5% (w/v), L-prolin 1,5% (w/v)
Thé tich nap | 0,4mL
Do chira/ Lo thiy tinh borosilicat loai 1 ¢6 dung tich 2mL vé§i niit caosu butyl 4432/50 dwgc phi
Pd kin FluorTec®
2 S 3 , Sur thay ddi lugng cic
A N '2 © & S Suw thay d6i d§ tinh khiét | bién thé mang dién tich
Nong d¢ PS 0 w2 = '&;
A = o F theo SE-UPLC? theo CEX-UPLC?
80 thong s £ % | pH =
thudng, o3 T E ol % % % | %
(% wiv) SE &2 EE8| % nguyé | % dinh | dinh | dinh
S & g3 < £ 5| HMW |nthé | LMW |axit | chinh | bazo
Khé
0,00% ng 0,36 6,0 | NA NA NA NA NA NA NA
dat
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0,02% bat | 0,01 6,0 |97 3,5 -3,5 0,0 -0,6 0,8 -0,1
0,04% bat | 0,01 6,0 |98 2,0 -2,0 0,0 0,1 -0,2 -0,2
0,06% bat | 0,01 6,0 | 100 1,3 -1,3 0,0 -0,2 0,3 -0,1
0,08% -| bat ] 0,01 6,0 | 99 1,0 -1,0 0,0 -0,2 0,0 0,0
0,10% bat | 0,02 6,0 | 102 0,3 -0,3 0,0 0,2 0,0 0,0
0,15% bat | 0,00 6,1 | 101 0,2 -0,2 0,0 0,2 -0,3 0,1
0,20% bat | 0,00 6,1 |98 0,0 0,0 0,0 0,0 -0,1 0,2

*Puoc bdo cdo 1a d§ tinh khiét thay dbi twong d6i so véi nguyén liéu ban dau.
Nguyén liéu ban dau (khdéng 4) chira > 97,4% dinh nguyén thé theo SE-UPLC va
> 48,2% dinh chinh theo CEX UPLC & tét ca céc duge pham.

CEX, trao ddi cation; HMW, khéi luong phan tir cao; LMW, khéi luong
phan tir thip; NA, khong c6; OD, mat d6 quang; RP, pha d4o; SE, loai trir theo kich
thude; UPLC, séc ky 16ng siéu hiéu nang

Kha néng cua polysorbat 80 0,2% (w/v) trong viéc bao vé mAbl khong bi
mét én dinh do khudy dugc khing dinh biang nghién ctru khéc véi dugc pham cudi &
ndng d6 50mg/mL (Béang 10).

Béang 10: Tac dong cua néng do6 PS80 dén do én dinh cia mAbl 50mg/mL sau khi
khudy (120 phut xo4y manh)

Dwgc phdm | mAb1 S0mg/mL, L-histidin 10mM, pH 6,0, sucroza 5% (w/v), L-prolin 1,5% (wWiv)
Thé tich nap | 0,6mL
DY chira/ RN , o ,
P ki Lo thiy tinh loai 1 ¢6 dung tich 2ml véi nit clorobutyl 4432/50 dugc phi FluorTec®
0 kin
E 2 © = . . Su thay do6i lugng cac
= o a _ > Su thay doi d§ tinh khiét theo | bién thé mang dién tich
2 > | OF 8 Q| SE-UPLC: theo CEX-UPLC®
= e %0 e} g =™
= > o] sr =
2 EPH | =4
© I3} ()] 5 E
= E g | o & 8
N = = @ o5 % % %
= & P U] o o N . .
S = 88 o cal %o %o dinh dinh | dinh
z @ =2 /a3 &'2| HMW | Monome | LMW | axit | chinh | bazo
0,0% bat | 0,01 | 6,1 |99 8,0 -8,0 0,0 1,7 -1,8 -0,3
0,2% Dat | 0,00 | 6,1 |99 0,0 0,1 -0,1 -0,2 0,1 -0,2

® DPuogc bdo cdo 1a @0 tinh khiét thay dbi trong ddi so voi nguyén lidu ban
diu. Nguyén liéu ban dau (khong 1) chtra > 98,5% dinh monome theo SE-UPLC
va > 52,8% dinh chinh theo CEX UPLC & tit ca nam dugc pharn
CEX, trao d6i cation; DS, dugc chat; HMW, khéi lugng phan t& cao;
LMW, khéi luong phan tir thap; NA, khong c6; OD, mat 40 quang; RP, pha déo;
SE, loai trir theo kich thuéc; UPLC, sic ky 1dng siéu hiéu nang
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Dua trén cac két qua nay, polysorbat 80 0,2% (w/v) dugc chon lam chét
hoat dong bé mit vi né dem lai do 6n dinh du dé ngdn nglra sy tao thanh cic dang
HMW duéi tac dong khudy.

Vi du 11: D6 én dinh trong diéu kién tdc ddng va bao quan cua cac dugc phém duoc
14y 1am vi du

b6 5n dinh trong qua trinh bao quén cua cic dugc phdm mAbl 50mg/mL va
175mg/mL trong céc 1o thiy tinh duoc thé hién trong Bang 11 va Bang 12, va sb
liéu v& d6 6n dinh trong diéu kién tdng cudng va d6 6n dinh khi chiu tidc ddng thu
dugce tir hai duge phdm dugc thé hién trong Bang 13 va Bang 14, twong ung. Céc
nghién ciru vé& d6 én dinh da chi ra ring duoc phdm mAbl1 50mg/mL va 175mg/mL
trong céc lo thily tinh 1a on dinh trong it nhét 24 thang khi bao quan & 2°C dén 8°C.
Ngoai ra, dugc phdm mAbl 50mg/mL ciing c6 d6 én dinh rat tét trong cac diéu
kién tac dong va ting cudng. Dugc phdm 6n dinh khi bao quan & 25°C trong it nhit
3 thang va 40°C trong it nhit 7 ngay, chimg t6 14 dugc phdm 50mg/mL phu hgp véi
céc by phan dong kin dd chira co ban. Khong quan sét thiy c6 sy thay d6i 15 vé mau
hodc vé bé ngoai, do duc, chit dang hat, pH, n6ng do protein, do tinh khiét nhu
duogc do bé‘mg SE-UPLC hogdc CEX-UPLC va iCIEF, va hiéu luc dugc duy tri trong
c4c diéu kién nay.
Bang 11: Nghién ctru do on dinh clia duge phdm 50mg/mL dugc bao quan & 2 —
8°C

Duge phim mAb1 S‘Omg/mL, L-histidin 10mM, sucroza 5% (w/v), L-prolin 1,5%
y (w/v), va polysorbat 80 0,2% (w/v), pH 6,0
Thé tich nap 1,2mL
R Lo thiiy tinh loai 1 ¢6 dung tich 3mL nut clorobutyl 4432/50 dugc
Db chira/Do kin phi 13mm FluroTec®
Thir nghigm Thoi gian bio quén ¢ 2-8 °C (thing)
: 0 1 3 6 9 12 18
Mau séc va vé bé ngoai bat |Pat |Dat |Pat |Pat | Pat | Dat
D¢ duc (tdng OD & budc song 405nm) 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 {000 |0,00 [0,00
D¢ duc (NTU bang phép do do duc) 7,41 | 601 |615 |6,61 |603 |648 | 629
pH 6,0 6,0 6,0 6,1 6,0 6,0 6,0
Phén tich hat
khong quan sét >10 pm 2 NR 21 8 NR 11 15
dugc bang mat -
thuong theo HIAC >25 um 0 NR ’ 0 NR 1 1
(N/mL)
Phén tich hat 2 dén 10um 248 NR 887 1875 | NR 607 1254
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khéng quan sat > 10pm 15 |NR |26 |44 |NR |15 19
dugc bang mat
thuong theo MFL | > 55,1, 4 NR |3 17 NR |1 3
(N/mL)
% Protein dugc thu hdi boi RP-UPLC 100 | 100 |98 103 [101 [105 |98
Khong khir; % dinh
1ong K, 7o din 992 |NR |[NR [987 |NR |989 |992
) chinh
D6 tinh khiét theo
MCE-SDS Khu: % ch Xs Aing +
G OCHOIMIET 00 | NRO[NR | 100 |NR | 996 | 998
chudi nhe
i ~ | %MW 05 (03 |04 |04 [04 |05 |o05
bo ti iét theo 5
SEUPLC % Monome 992 99,1 [992 [992 [991 [992 | 992
% LMW 04 |05 |04 |04 |05 |03 |o4
Phén tich bién thé | % dinh axit 189 | 190 | 187 (191 | 194 | 19,1 | 20,7
khong mang dién "y " T 539 | 53,5 |545 |537 |536 |558 |538
tich theo
CEX-UPLC % dinh bazo 273 276 |268 |272 |271 |251 |255
r 7 0 i i
Phin tich bién e | 76 dinh axit 39 [NR | NR [323 [NR |339 |331
khong mang dién | % dinh chinh 547 |NR | NR |542 |NR | 540 | 540
tich theo ICIEF % dinh bazo 135 |NR |NR |135 |NR |121 | 129
% Hiéu qua twong dbi (thu nghiém sinh hoc) | 126 NR NR 127 NR 125 110

CEX, Trao dbi cation; DS, Dugc chét; HMW, Khéi lwong phan ti cao;
iCIEF, tip trung ding dién mao din hién anh, LMW, Khéi luong phéan t thap,
MFI, Hién anh vi dong; Monome, khéng thé nguyén ven; NR, Khong duoc yéu céu;
OD, Mat d6 quang; RP, Pha d4o; SE, Loai trir theo kich thuéc; UPLC, Séc ky léng
siéu hiéu nang

2
A A

Béng 12: Nghién ctru d6 6n dinh ctia dugc phdm 175mg/mL duge bao quén ¢ 2-8°C

Duoc phim mAb1 175mg/mL, L-histidin 10mM, sucroza 5% (w/v), L-prolin 1,5%
ueep (WIv), va polysorbat 80 0,2% (w/v), pH 6,0
Thé tich nap 1,2mL
. N Lo thiy tinh loai 1 ¢6 dung tich 3mL nit clorobutyl 4432/50 dwoc phi
Do chira/Do kin 13mm FluroTec®
Thoi gian bdo quan & 5°C (thing)
Thir nghiém
0 1 3 6 9 12 18 24
Mau sic va vé bé ngoai Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat

D duc (tang OD 6 bude séng 405nm) | o5 | 601 | 000 | 000 |0.00 | 000 | 000 0,00

D6 duc (NTU bing phép do do d
0 duc ( gphepdododue) | cr 1695 | 657 |654 | 662 701 | 667 | 687

pH 60 |60 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,1
Phén tich hat >10 pm

khoéng quan sat 10 NR | 28 131 | NR 30 35 55
dugc bang mat

thuong theo -

HIAC (N/mL) >25um 0 NR |11 56 NR 1 2 3
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Phan tichhat | 5 4¢, 10pm 144 | NR | 441 [244 [NR [265 |319 | 117
khong quan sat

dugc bang mat | > 10um 22 NR |36 22 NR |29 28 8
thudng theo MFI

N/mL) 2 25um 1 NR 11 7 NR |3 10 1
% Protein duge thu hdi béi RP-UPLC 100 95 97 98 97 99 104 101

Khéng khir; % dinh
56 tink Khide chinh 979 |NR 981 |980 |NR |979 |980 |979
theo MCE-SDS | Khu; % chudi nang

T nhe 100 |[NR [996 |100 |NR |998 |998 |998

i % HMW 06 |06 |07 |07 |o8 |09 1,0 | 1,0

D% tinh khid
thz;lsg-él;e]fc % Monome 99,1 989 |991 |987 |987 |987 |986 |986

% LMW 0,4 0,5 0,3 0,5 0,5 0,5 0,4 0,4
Phin tich bién | - i axit 187 | 183 | 181 |187 [191 |190 | 190 |203
thé khong man : :
ditn tich oo & | % dinh chinh 53,6 |550 |546 |533 |536 |555 |s543 |38
CEX-UPLC % dinh bazo 27,8 1267 |274 |281 [273 |255 |268 |259
Phén tich bién | 70 dinh axit 3,8 | NR |324 |31,9 |NR [339 |323 |320
gzﬁzﬁgﬁg‘ﬁng % dinh chinh 546 | NR | 546 |549 |NR |548 |546 |543
iCIEF % dinh bazo 136 |NR |13,1 |132 |NR 11,3 | 13,1 | 137

% Hiéu qua twong dbi (thir nghiém sinh 102 | NR | NR 18 | NR 10 | o1 107
hoc)

CEX, Trao ddi cation; DS, Dugc chit; HMW, Khéi lwong phan tu cao;
iCIEF, tip trung ddng dién mao din hién anh, LMW, Khéi lugng phan ti thap,
MFI, Hién &nh vi dong; Monome, khéng thé nguyén ven; NR, Khéng dugce yéu cau;
OD, Mét do quang; RP, Pha dao; SE, Loai trir theo kich thuéc; UPLC, Séc ky long
siéu hi¢u ning

Béang 13: Nghién ctru d6 6n dinh coa duge phdm 50mg/mL dugc bao quan & céac

di€u kién ting cuong va tac dong

Duwgc phim mAb1 50mg/mL, L-histidin 10mM, sucroza 5% (w/v), L-prolin 1,5%
(w/v), polysorbat 80 0,2% (w/v), pH 6,0
Thé tich nap 1,2mL

Db chiva/Db kin Lo thiy tinh loai 1 ¢6 dung tich 3mL véi nit clorobutyl 4432/50 dwoc
- phii 13mm FluroTec®

Bio quin &25°C/60% RH | Bio quin & 40°C (ngay)
(théng)
Thir nghiém 0 1 3 6 7 14 28
Mau séc va vé bé ngoai Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat
Do duc (tang OD & bude séng 405nm
0 dyc (tang & ) 0,00 000 [000 |000 [000 |000 000
D) duc (NTU béing Phép do do duc) 7.41 6,05 6,54 6,90 6,10 6,60 6,93
pH 6,0 6,0 6,0 6,1 6,0 6,0 6,0
Phan tich hat >10 um
khong quan sat 2 NR 17 21 NR NR 18
dugc bang mat
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thuong theo ~ >25um
HIAC #/mL) |~ " 0 NR |0 1 NR | NR 1
Phan tich hat 2-10pm 248 NR 1618 1531 NR NR 1543
khong quan sat
duoc bing mit | = 10pm 15 NR 29 47 NR NR 41
thudng theo
MFT (#/mL) >25um 4 NR 2 15 NR NR 15
% Protein dugc thu hdi boi RP-UPLC 100 100 100 103 103 102 98
Khong khir; % di
L Siong ki % dinh 1 gg NR [991 |98 |NR |NR 98,9
D{ tinh khiét
theo MCE-SDS
Kht; % chudi nang +
chudi ahe 100 NR 99,5 100 NR NR 99,5
% HMW 0,5 04 0,6 0,7 0,7 0,9 1,4
D tinh khiét % Mono 99,2 99,0 | 99,1 98,8 98,9 | 98,5 97,9
theo SE-UPLC - e > i d i d > d
% LMW 0,4 0,5 0,3 0,5 0,5 0,6 0,7
Phan tich bién - | % dinh axit 18,9 193 | 218 27,0 199 | 225 272
thé khéng mang
dién tich theo % dinh chinh 53,9 534 | 52,1 483 523 | 50,1 46,8
CEX-UPLC —
% dinh bazo 273 274 | 26,1 24,8 278 | 274 26,0
Phan tich bién | % dinh axit 31,9 NR 38,1 43,7 NR NR 454
thé khong mang o o -
dién tich theo % dinh chinh 54,7 NR 48,6 443 NR NR 42,1
iCIEF % dinh bazo 13,5 NR | 133 12,0 NR | MR 12,5
% Hiéu qué tuong dbi bing thir nghiém 126 NR NR 120 NR NR 99
sinh hoc

CEX, Trao ddi cation; DS, Dugc chit; HMW, Khéi lwong phén t cao;
iCIEF, tp trung déng dién mao din hién anh, LMW, Khéi Iuwgng phén ti thap,
MF1I, Hién anh vi dong; Monome, khang thé nguyén ven; NR, Khong dugc yéu cau;
OD, Mét d quang; RP, Pha dao; SE, Loai tri theo kich thuéc; UPLC, Séc ky long
siéu hi¢u nang

Bang 14: Nghién ctru d§ én dinh cia 175mg/mL dugc phdm dugc bao quan & céac

di€u kién ting cuong va tac dong

Dwge phim mAb1 175Smg/mL, L-histidin 10mM, sucroza 5% (w/v), L-prolin 1,5%
(w/v), polysorbat 80 0,2% (w/v), pH 6,0
Thé tich nap 1,2mL
Db chira/Dd kin Lo thdy tinh loai 1 ¢6 dung tich 3mL véi nit clorobutyl 4432/50 dugc
- phii 13mm FluroTec®
bao quan & 25°C/60% RH Bio quén & 40°C (ngay)
(thang)
Thir nghiém 0 1 3 6 7 14 28
Mau séc va vé bé ngoai Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat
Do duc (ting OD & budc song 0,00 0,00 0,00
405nm) 0,00 0,00 0,00 0,01
Do duc (NTU b‘éng Phép do do duc)
6,72 6,77 6,82 6,99 6,90 7,30 7,56
pH 6,0 6,0 6,0 6,1 6,0 59 6,0
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Phén tich hat >10 pm
Khong quan sat 10 MR 2 58 NROINR )97
dugc bang mat
| >25 um
thuong theo . 0
HIAC g#/mL) NR " 6 NR NR 44
Phan tich hat 2-10pm 144 NR 623 277 NR NR 1131
khong quan sét
duoc bang mit > 10pm 22 NR 25 8 NR NR 531
thudng theo MFI
(#/mL) >25um 1 NR 3 2 NR NR 3
% Protein duge thu hdi bsi RP-UPLC | 14 95 97 99 98 99 95
Khéng khur;
% dinh chinh 97,9 NR NR 97.4 NR NR 97,5
Do tinh khiét theo
MCE-SDS Khi;
% chubingng + | 100 NR NR 99,7 NR NR 99,4
chudi nhe
Do tinh khidt th % HMW 0,6 0,9 1,2 1,5 1,7 2,6 3,9
0 ti iétt
supLe T | % Monome 991 | 986 | 985 | 980 977|968 | 95,5
% LMW 0,4 0,5 0,3 0,6 0,6 0,7 0,6
Phén tich bién thé | % dinh axit 18,7 18,9 21,3 26,2 19,7 22,0 23,9
khéng mang dién 9% dinh chi 51,7
tich theo CEX. b dfn chinh 53,6 54,4 52,3 48,3 , 50,1 49,4
UPLC % dinh bazo 278 26,7 26,4 25,5 286 | 279 26,7
Phén tich bién thé | % dinh axit 31,8 NR 37,0 45,0 NR NR 473
Eggfiﬁégi‘é% gllfn % dinh chinh 54,6 NR 50,3 433 NR | NR 39,2
% dinh bazo 13,6 NR 12,7 11,7 NR NR 13,5
% Hiéu qua twong dbi bang thir NR NR NR NR
nghiém sinh hoc 102 123 86

CEX, Trao dbi cation; DS, Duoc chat; HMW, Khdi lugng phan

tr cao,

iCIEF, tép trung déng dién mao din hién anh, LMW, Khéi luong phén tu thap,
MFI, Hién anh vi dong; Monome, khéng thé nguyén ven; NR, Khong duogc yéu cau;
OD, Mat do quang; RP, Pha ddo; SE, Loai trr theo kich thudc; UPLC, Sic ky long

siéu hi¢u nang

Vidu 12: D@ on dinh cua dugc phém mADb] chita dung dich dém histidin, sucroza

va polysorbat

Céc bang 15-24 thé hién tém tit do dn dinh trong qud trinh bdo quan cua dugc

phém chtta mAb1 duoc léy lam vi du chtra dung dich dém histidin 10mM, & pH 6,0,

sucroza va polysorbat.

Bang 15: Nghién ctru do én dinh cda dugc phém mAbl dugc bao quan & -80°C

Dugc phim

mAb1 72,2mg/mL, histindin 10mM, pH 6,0, sucroza 5% (w/v)

Thé tich nap

1,0mL

P chira/Pd kin

vach silicon

Lo polycarbonat ¢é dung tich SmL vé6i nip xody polypropylen dugc

Thoi gian bao quén & -80°C (thang)

Thir nghiém

0

1

3

12

Mau séc va vé bé ngoai

DPat

Pat

Pat

Pat

Pat

Pat
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b9 duc (ting OD & buée séng 405nm) | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
pH 6,2 6,3 6,2 6,1 6,2 6,1
% Protein dugc thu hdi boi RP-UPLC 100 94 95 98 95 94

Khong khiy, 99,5 NR NR 99,5 NR 99,2

A .4 % dinh chinh

Do tinh khiét theo ,
MCE-SDS  ~ Kha

% ghu(‘)i nang + [ 100 NR NR 100 NR 99.8

chudi nhe

) % HMW 0,7 0,7 0,6 0,6 0.7 0.6

D tinh khiét theo P ’ ’
SE-UPLC % nguyén thé 98,7 98,8 98,9 98,7 98,9 98,8

% LMW 0,6 0,6 0,5 0,6 0,4 0,6
Phén tich bién thé | % dinh axit 222 222 22,6 23,2 24,1 235
khong mang dién [, . ’
tich theo % dinh chinh 49,7 49,8 48,9 46,8 452 44,1
CEX-UPLC - % dinh bazo 28,1 28,0 28,5 30,0 30,7 32,4
Phén tich bién thé % dinh axit 38,9 NR NR 39,1 NR 37,5
khoéng mang dién | % dinh chinh 56,5 NR NR 56,2 NR 57,2
tich theo iCIEF % " 1 bazo 46 NR NR 47 NR 53
% Hiéu qua tuong ddi (thtr nghiém 95 NR NR 81 NR 120
sinh hoc)

CEX = Trao ddi cation; HMW = Khi lugng phén tir cao; iCIEF = T4p trung
ding dién mao dén hién anh; LMW = Khéi luong phan tit thép; MCE-SDS = Dién
di mao din ‘trén vi chip-natri dodexyl sulfat; MFI = Hién 4nh vi dong; NR = Khong
dugc yéu ciu; OD=M4at d quang; RH=DP$ im tuong d6i; RP =Pha dao;
SE = Loai trir theo kich thudc; UPLC = Sic ky 16ng siéu hiéu nang

Bang 16: Nghién ctru 6 6n dinh cta duge phdm mAb1 dugce bao quan & -30°C

Duwge phim mAb1 72,2mg/mL, histindin 10mM, pH 6,0, sucroza 5% (wiv)
Thé tich nap ~ 1,0mL
P chira/P} kin Lo polycarbonat ¢6 dung tich SmL véi nip xody polypropylen
dwgce vach silicon
Thoi gian bao quén & -30°C (théng)

Thir nghiém 0 1 3 6 9 12
Mau séc va vé bé ngoai Pat Pat Pat Pat Pat Pat
DY dyc (ting OD & bude séng 405nm) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
pH : 6,2 6,3 6,2 6,1 6,2 6,1
% Protein duoc thu hdi bsi RP-UPLC 100 93 95 100 96 96

, 5}1;1‘:1% lzﬁfnh 99,5 NR [NR |991 NR 99,2
D0 tinh khiét theo Ki’hﬁ,
MCE-SDS % chudi ning + 100 NR|NR | 100 NR 99,8

chudi nhe
D6 tinh khiét th % HMW 0,7 0,7 0,6 0,7 0,7 0,6
i iét theo P
S];l)-UPLC % nguyén thé 98,7 98,8 99,0 98,7 98,9 98,8
- % LMW 0,6 0,5 0,4 0,6 0,4 0,6

Phan tich bién thé % dinh axit 22,2 22,5 22,5 234 24,2 234
khéng mang dién tich | % dinh chinh 49,7 49,6 48,9 46,6 456 44.1
theo CEX-UPLC % dinh bazo 28,1 28,0 28,6 30,0 30,2 32,5
Phén tich bién thé % dinh axit 389 NR NR 38,2 NR 37.8
khong mang dién tich | % dinh chinh 56,5 NR NR 56,3 NR 56,6
theo iCIEF % dinh bazo 4,6 NR NR 5,5 NR 5,7
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Bang 17: Nghién ctru d9 6n dinh cia duoc phim mAb1 dugc bao quén & -20°C

Duoc phim mAb1 72,2mg/mL, histindin 10mM, pH 6,0, sucroza 5% (wlv)
Thé tich nap 1,0mL
P chira/P3 kin Lo polycarbonat cé dung tich 5SmL véi nip xody polypropylen
duge vach silicon
Thoi gian bdo quén ¢ -20°C (thang)
Thir nghiém 0 1 3 6 9 12
Mau sic va vé bé ngoai Pat Dat Dat Dat Pat Dat
D§ duc (tang OD & bude séng 405nm) 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01
pH 6,2 6,3 6,2 6,1 6,1 6,2
% Protein dugc thu hdi boi RP-UPLC 100 95 97 101 98 98
Khong khi; 99,5 99, )
D¢ tinh khiét theo ;fh‘z_nh chinh = = > = 3
MCE-SDS % chubi nang + 100 NR | NR | 100 NR 99,9
o chudi nang ,
chudi nhe
. y % HMW 0,7 0,7 0,7 0,7 0,8 0,7
?g_%r;hng“et theo g ouyen the 98,7 988 | 989 |986 98.8 98,8
% LMW 0,6 0,5 0,5 0,7 0,4 0,6
Phan tich bién thé % dinh axit 222 24 [223 |24 24,6 23,4
khong mang dién tich | % dinh chinh 49,7 49,7 49,2 47,6 45,5 44,2
theo CEX-UPLC % dinh bazo 28,1 279 285 ]300 30,0 32,5
Phan tich bién thé % dinh axit 38,9 NR NR 38,6 NR 38,6
khong mang dién tich | % dinh chinh 56,5 NR NR 56,8 NR 56,2
theo iCIEF % dinh bazg 4,6 NR NR 4,6 NR 5,3
% Hi¢u qua tuong dbi (thir nghiém sinh hoc) | 95 NR NR 96 NR 111

Bang 18: Nghién ctru d6 6n dinh cia duoc phim mAbl - Tac dong cua cac diéu

kién tdng cuong

Dugec phim mAb1 72,2mg/mL, histindin 10mM, pH 6,0, sucroza 5% (w/v)
Thé tich nap 1,0mL
P chira/Pd kin Lo pol‘y'carbonat ¢6 dung tich SmL véi nip xody polypropylen dugc
vach silicon
x - Béo quan & Bao quéan &
(]
g}a‘;%“a" ¥5°C | 25°C/60% RH | 40°C/75% RH
8 (ngay) (ngay)
Thit nghiém T=0 28 56 14 28 14 28
Mau séc va vé bé ngoai Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat
D6 duc (tang OD & budce séng 0,00 0,01 0,01 0,02 0,01 0,03 0,05
405nm) -
pH 6,2 6,2 6,1 6,2 6,2 6,2 6,1
% Protein dugc thu hdi bsi RP-UPLC | 100 96 100 97 100 105 113
Khong khu; 99,5 | NR 99,1 | NR 99,5 | NR 99,1
R . % dinh chinh
Do tinh khiét theo -
MCE-SDS Kha;
% chudi nang + | 100 NR 100 NR 99,2 NR 98,7
chudi nhe
5 tinh khidt theo |—2W 0,7 0,9 1,1 1,4 1,7 3,1 4,6
oo nnRhiCttheo [y nouyenthe | 987 | 985 | 984 | 980|977 | 961 | 94e
% LMW 0,6 0,6 0,6 0,7 0,7 0,8 0,9
Phan tich bién thé | % dinh axit 22,2 22,2 223 22,0 22,6 25,6 30,8
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khong mang dién | % dinh chinh 49,7 49,8 48,9 49,6 49,1 46,0 41,7
tich theo 5 28.1 28.1

CEX-UPLC % dinh bazo 8 , 28.8 28,4 28,3 28,3 27,5
Phan tich bién thé | % dinh axit 38,9 NR 39,0 NR 41,1 NR 58,2
khong mang dién | % dinh chinh 56,5 NR 56,8 NR 53,8 NR 36,3
tich theo iCIEF % dinh bazo 4,6 NR 42 NR 5.1 NR 5,5
% Hiéu qua tvong ddi (thir nghiém

sinh hoc) 95 NR 95 NR 84 NR 87

Bang 19: Nghién ctru d6 én dinh cia duoc phém mAbl dugc bao quan ¢ -80°C

Dugc phim

mAb1 25mg/mL, histindin 10mM, pH 6,0, sucroza 10% (wiv),
polysorbat 80 0,1%

Thé tich nap

1,0mL

Pd chiwa/Dd kin

Lg polycarbonat cé dung tich SmL véi nip xody polypropylen
duwgc vach silicon

Thoi gian bdo quan & -80°C (thang)

Thir nghiém 0 1 3 6 9 12
Mau séc va vé bé ngoai Pat Pat Dat Dat Pat Pat
D§ duc (ting OD & budi séng 405nm) 0,00 0,00 |000 | 0,00 0,01 0,01
pH ; 6,1 6,1 6,1 6,0 6,0 6,0
% Protein dugc thu hdi béi RP-UPLC 100 100 97 95 100 99
, ?glﬁiﬁfnh 99,5 NR | NR 99,4 NR 99,5
Do tinh khiét theo —
MCE-SDS Khw;
% chudi nang + 100 NR NR 100 NR 100
chudi nhe
. % HMW 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Do tinh khiét theo ——
SE-UPLC % nguyén thé 98,6 98,7 98,6 98,6 98,8 98,7
% LMW 0,6 0,5 0,6 0.6 0,5 0.5
Phan tich bién thé % dinh axit 22,8 23,0 23,3 23,5 23,9 25,4
khong mang dién tich | % dinh chinh 473 473 46,2 453 44,2 442
theo CEX-UPLC % dinh bazo 30,0 298 [306 |[312 |319 304
Phan tich bién thé % dinh axit 40,1 NR NR 38,1 NR 413
khong mang dién tich | % dinh chinh 56,1 NR NR 57,4 NR 54.1
theo iCIEF % dinh bazo 338 NR |[NR |46 NR 46
% Hiéu qua twong déi (thir nghiém sinh hoc) | 112 NR NR 130 NR 107

Bang 20: Nghién ctru d6 on dinh ctia duge phdm mAbl duge bao quan & -30°C

Dugc phim

mAb1 25mg/mL, histindin 10mM, pH 6,0, sucroza 10% (w/v),
polysorbat 80 0,1%

Thé tich nap

1,0mL

Lo polycarbonat cé dung tich SmL véi nip xody polypropylen

D2 chira/D6 kin dwoc vach silicon

Thoi gian bdo quan & -30°C (thing)
Thir nghiém 0 1 3 6 9 12
Mau sfc va vé bé ngoai Dat Dat Dat Pat Dat Dat
D0 duc (ting OD & budc séng 405nm) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01
pH 6,1 6,1 6,1 6,0 6,1 6,0
% Protein dugc thu hdi bdi RP-UPLC 100 100 102 97 100 102
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, Ezhg;i lfﬁ‘fnh 99,5 NR |[NR | 991 NR 99,5
Do tinh khiét theo Khir
MCE-SDS W
% chudi n@ng + 100 NR NR 100 NR 100
chudi nhe
Do tinh khiét theo % HMW 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 08
SE-UPLC % nguyén thé 98,6 987 | 986 |987 | 988 98.7
% LMW 0,6 0,5 0,6 0,6 0,4 0,6
Phan tich bién thé % dinh axit 22,8 23,1 22.9 23,5 23,7 25,1
k}?t‘mg mang dién tich | 9 dinh chinh 473 47,1 1465 | 453 44,4 44,4
theo
CEX-UPLC % dinh bazo 30,0 29,8 30,6 312 31,9 305
Phan tich bién thé % dinh axit 40,1 NR NR 38,0 NR 41,3
khong mang dign tich | 94 dinh chinh 56,1 NR NR 573 NR 53,3
theo i 4,7
{CIEF % dinh bazo 3,8 NR NR g NR 54

Bang 21: Nghién ctru d6 6n dinh cia duge phim mAb1 dugc bao quan ¢ -20°C

z mAb1 25mg/mL, histindin 10mM, pH 6,0, sucroza 10% (W/v),
Duge pham polysorbat 80 0,1%
Thé tich nap 1,0mL
P chira/Pd kin Lo polycarb'o.nat ¢6 dung tich SmL véi nap xody polypropylen
dwgc vach silicon
Thai gian bdo quan & -20°C (thdng)
Thir nghiém - 0 1 3 6 9 12
Mau sic va vé bé ngoai Pat Dat Dat Pat Dat Dat
Do duc (tang OD & bude s6ng 405nm) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00
pH 6,1 6,1 6,1 6,0 6,1 6,0
% Protein duoc thu hdi béi RP-UPLC 100 99 102 97 106 102
f,jhg;‘iﬁfnh 99,5 NR NR 99,4 NR 99,4
Do tinh khiét theo th :
MCE-SDS e
% chuoi ndng + 100 NR NR 100 NR 99,0
chudi nhe
o % HMW 0.8 0.8 0.8 0.8 0,7 0.8
?é’_%‘g‘chh‘et theo % nguyén thé 98,6 98,7 | 986 |987 | 988 98,7
% LMW 0,6 0,5 0,6 0,6 0,4 0,6
Phan tich bién thé % dinh axit 22,8 22,9 [235 [236 24,3 25,2
khéng mang dién tich % dinh chinh 47,3 47,3 46,0 45,2 43,8 43,9
theo CEX-UPLC % dinh bazo 30,0 298 |306 |3172 31,9 30,8
Phan tich bién thé % dinh axit 40,1 NR NR 384 NR 41,6
khéng mang dién tich % dinh chinh 56,1 NR NR 57,9 NR 53,3
theo iCIEF % dinh bazo 3,8 NR NR 3,7 NR 5,1
% Hiéu qua trong ddi (thir nghiém sinh hoc) 112 NR NR 120 NR 131

Bang 22: Nghién ctru d 6n dinh ctia dugc phdm mADb1 - Tac dong cla cac didu

kién tdng cuong

Duoc phim mAb1 25mg/mL, histindin 10mM, pH 6,0, sucroza 10% (w/v),
woep polysorbat 80 0,1%
Thé tich nap 1,0mL
P chira/Dd kin Lo polxcarbonat ¢6 dung tich SmL véi ndp xody polypropylen dwge
vach silicon
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A » . =0 bdo quén & béo quan &
;‘5‘003551“ glag‘;g)“ﬁ“ ¢5°C | 350C/60% RH 40°C/75% RH
(ngay) (ngay)
Thi nghiém T=0 28 56 14 28 14 28
Mau sic va vé bé ngoai Dat Dat Pat Dat Dat Dat Dat
Do duc (tang OD & budce s6ng 405nm) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,03
pH 6,1 6,1 6,0 6,1 6,1 6,0 6,0
% Protein duoc thu hdi bdi RP-UPLC 100 101 102 106 107 113 114
Khong kh;
bt i i the % dinh chiah 99,5 NR 99,1 NR 99,5 NR 99,3
MCE-SDS Khi,
% chudi nang + 100 NR 100 NR 100 NR 99,1
chudi nhe
o tinh Khiét tﬂeo % HMW 0,8 0,7 0,7 0,9 0,9 3,4 5,0
S]g-UPLC % nguyén thé 98,6 98,8 98,7 98,6 98,6 957 | 93,7
| %LMW 0,6 0,5 0,6 0,5 0,6 0,9 1,3
Phén tich bién thé | % dinh axit 22,8 22.8 233 22,6 22,8 296 | 325
khﬁnlgl mang dién | o dinh chinh 473 473 46,1 47,2 47,0 39,5 | 364
tich theo
. 30,0 29,9 2 0,2 ) ,
CEX-UPLC % dinh bazo 9 306 30 3 30,9 | 31,1
Phan tich bién thé | % dinh axit 40,1 NR 39,8 NR 40,2 NR 53,7
khong mang dién | % dinh chinh 56,1 NR 57,0 NR 55,9 NR 422
tich theo iCIEF. % dinh bazo 3,8 NR 3,2 NR 3,9 NR 4,0
0, ‘A 2 A 5 A .
h/(()) glcu qua tuong doi (thtr nghiém sinh 112 NR 103 NR 91 NR 79

2

Bang 23: Nghién ctru d on dinh ciia dwge phdm mAb1 duge bao quan ¢ 5°C

Duwgc phém

mAb1 25mg/mL, histindin 10mM, sucroza 10% (w/v),

polysorbat 80 0,1% (w/v), pH 6,0

Thé tich nap

1,0mL

Pd chira/Pbd kin

Lo thdy tinh borosilicat loai 1 ¢6 dung tich 2mL véi
nit West S2-451 4432/50 GRY B2-40 dwgc phii 13mm

FluroTec®
Thoi gian bdo quan & 5°C (thang)
Thir nghiém 0 1 3 6 9 12
Mau sic va vé bé ngoai Pat Pat Pat Pat Pat Pat
D9 duc (tang OD & budc séng 405nm) 0,00 | 0,00 | 0,00 0,01 0,01 0,00
pH 6,2 6,1 6,1 6,1 6,0 6,1
2 dén 10um 823 |NR | NR 2169 | NR f933
Phén tich hat bing MFI
(hat/mL) > 10pm 15 NR NR 10 NR 56
>25um 0 NR NR 3 NR 5
% Protein duoc thu hdi boi RP-UPLC 100 100 98 101 102 90
’ Khéng khi;
’ % dinh chich 99,4 | NR NR 99,5 NR 99,2
Do tinh khiét theo MCE- :
SDS Khe, .
% chudi nang + chudi | 100 NR NR 100 NR 100
nhe
Do tinh khiét theo | 70 HMW 0,7 0.7 0,7 08 0,9 0,9
SE-UPLC % nguyén thé 98,7 | 988 |987 98,6 98,6 | 98,5
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% LMW 0,6 0,5 0,6 0,6 0,5 0,6
Phan tich bién thé khong | % dinh axit 23,0 22,8 23,5 22,4 24,1 22,4
mang dién tich theo
CEXg-UPLC % dinh chinh 48,5 48,6 46,2 47,2 44,4 455
% dinh bazo 28,6 28,6 30,4 30,4 31,5 32,1
Phan tich bién thé khong | % dinh axit 39,8 NR NR 39,2 NR 40,1
mang dién tich theo o o X
iCIEF % dinh chinh 56,7 NR NR 56,5 NR 55,7
% dinh bazo 3,4 NR NR 43 NR 4,1
% Hiéu qua twong ddi (thit nghiém sinh hoc) 111 NR NR 132 NR 124

Bang 24: Nghién ctru d6 6n dinh cta duge phdm mAb1 duge bo quan & cic didu

kién tang cuong

Duoc phim mAb1 25mg/mL, histindin 10mM, sucroza 10% (w/v), polysorbat
80 0,1% (w/v), pH 6,0
Thé tich nap 1,0mL
Db chira/Dd kin Lo thiy tinh borosilicat loai 1 ¢6 dung tich 2mL véi niit West S2-
451 4432/50 GRY B2-40 duwgc phi 13mm FluroTec®
Bio quén & 25°C/60% RH | Bio quén & 45°C (ngay)
(thang)
Thir nghiém 0 0,5 1 3 7 14 28
Mau séc va vé bé ngoai Dat Pat Pat Dat Dat Dat Pat
D¢ duc (tang OD & budc séng 405nm) 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,02
pH 6,2 6,1 6,1 6,1 6,2 6,1 6,1
2 dén 10pm 823 NR NR 1056 NR NR 521
Phan tich hat bang 15 Nk |NR |23 NR NR |83
MFI (hat/mL) = 10pm
>25um 0 NR NR 3 NR NR 4
% Protein dugc thu hdi boi RP-UPLC 100 99 100 99 99 100 99
Khéng khir;
, % dinh chinh 99.4 NR NR 99.4 NR NR 99,2
D9 tinh khiét theo -
MCE-SDS Khi;
% chudi ngng + 100 NR NR 100 NR NR 98,6
chudi nhe
% HMW 0,7 0,8 0,9 1,1 1,6 3,2 8,5
D9 tinh khiét theo o 2
SE-UPLC % nguyén thé 98,7 98,6 98,5 98,1 97,6 95,9 89,7
% LMW 0,6 0,6 0,6 0,8 0,8 1,0 1,8
Phan tich bién thé % dinh axit 23,0 22,6 23,1 25,8 24,7 27,3 34,0
khong mang dién tich - i
theo CEX-UPLC % dinh chinh 48,5 48,7 48,1 44,5 46,2 44,1 35,9
i % dinh bazo 28,6 28,8 28,9 29,8 29,1 28,6 30,2
Phén tich bién thé % dinh axit 39,8 NR NR 47,1 NR NR 66,9
khong mang dién tich } -
theo iCIEF % dinh chinh 56,7 NR NR 49,5 NR NR 30,2
% dinh bazo 3.4 NR NR 3,5 NR NR 3,0
% Hiéu qua tuong d6i bang thir nghiém 1 NR NR 94 NR NR 63
sinh hoc
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Céc bang 25-27 thé hién tém tit do én dinh ciia cac duoc phém dugc 14y

1am vi du trong céc diéu kién chiu téc dong.

Bang 25: Nghién ctru d én dinh cta duge phim mAbl - T4c dong ctia cac didu

kién chiu tdc dong

Dugc ph?im

mAb1 72,2mg/mL, histindin 10mM, pH 6,0, sucroza 5% (wiv)

Thé tich nap

1,0mL

Pb chira/Pd kin

Lo polycarbonat c6 dung tich SmL véi nip xody polypropylen
dwge vach silicon

_ Khuiy (phit) Dong lanh/ra dong
(chu ky)

Thik nghiém T=0 10 15 4 8
Mau sic va vé bé ngoai Dat Pat Dat Dat Dat
Do duc (tang OD & budce séng 405nm) 0,00 0,00 0,09 0,01 0,00
pH 6,2 6,2 6,2 6,3 6,3
% Protein dugc thu hdi bsi RP-UPLC 100 100 99 95 95
D¢ tinh khiét theo | Khong khir;
MCE.SDS % gt b 99,5 NR 99,2 NR 99,4

Khir;

% chudi nang + chudi | 100 NR 100 NR 100

nhe
Do tinh khiét theo % HMW 0,7 0,8 4,6 0,6 0,7
SE-UPLC % nguyén thé 98,7 98,7 94,9 98,9 98,8

% LMW 0,6 0,5 0,5 0,5 0,5
Phan tich bién thé % dinh axit 222 222 21,9 22,0 222
khong mang dién | o dinh chinh 49.7 49.6 49,9 49.7 49.6
téththlS;LC % dinh bazo 28,1 28,2 28,2 28,3 28,2
Phén tich bién thé % dinh axit 38,9 NR 40,8 NR 39,0
khong mang di¢n % dinh chinh 56,5 NR 54,7 NR 56,5
tich theo iCIEF % dinh bazo 46 NR 46 NR 45
% Hiéu qua twong dbi (thir nghiém sinh hoc) 95 NR 87 NR 89

2

Béang 26: Nghién ctru do 6n dinh cua dugc phim mAbl - T4c dong cia cic didu

kién chiu tac dong

Duwogc phim

mAb1 25mg/mL, histindin 10mM, pH 6,0, sucroza 10% (w/v),
polysorbat 80 0,1% (w/v)

Thé tich nap

1,0mL

Db chira/Pb kin

Lo polycarbonat ¢6 dung tich SmL véi nép xody polypropylen
dwgc vach silicon

. Khong tic Khudy (phut) Déng lanh/rd dong
dong (chu ky)
Thit nghiém T=0 60 120 4 8
Mau sic va vé bé ngoai Dat Pat Pat Pat Pat
D0 duc (tang OD ¢ bude song 405nm) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
pH 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1
% Protein dugc thu hdi boi RP-UPLC 100 101 100 99 100
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Do (e Tos [ [ s [
Khu; B B
% chudi nang + chudi | 100 NR 100 NR 100
nhe
D6 tinh khiét theo % HMW 0,8 0,8 0,7 08 |08
SE-UPLC % nguyén thé 98,6 98,7 98,7 98,7 98,6
% LMW 0,6 0,6 0,6 0,5 0,6
Phan tich bién thé % dinh axit 22,8 22,8 22,8 22,9 22,7
khéng mang dién | o dinh chinh 473 472 473 47,1 47,2
gcé‘)ghS%L c % dinh bazo 30,0 30,0 29,2 30,1 30,1
Phan tich bién thé % dinh axit 40,1 NR 39,6 NR 40,0
khong mang dign % dinh chinh 56,1 NR 56,9 NR 56,3
tich theo iCIEF % dinh bazo 3.8 NR 3,5 NR 3.6
% Hiéu qua twong dbi (thir nghiém sinh hoc) 112 NR 106 NR 137

Bang 27: Nghién ctru do 6n dinh

kién chiu tac dong

ciia dugc pham mAbl — T4c dong cta cac diéu

Duwgc phi;‘im mAb1 25mg/mL, histindin 10mM, sucroza 10% (w/v),
polysorbat 80 0,1% (w/v), pH 6,0
Thé tich nap 1,0mL
Db chira/Db kin Lo thity tinh borosilicat loai 1 ¢6 dung tich 2mL véi niit
West S2-451 4432/50 GRY B2-40 dwgc phii 13mm
FluroTec®
Khuiy (phut) Dong lanh/ra
dong (chu ky)
Thir nghiém - 0 60 120 4 8
Mau sic va vé bé ngoai Pat Pat Dat Dat Dat
D0 duc (tdng OD & budc song 405nm) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
pH 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2
2 dén 10pm 823 NR 1170 NR 1404
(hat/mL) 2 10pm
. >25um 0 NR 0 NR 2
% Protein dugc thu hdi boi RP-UPLC 100 100 101 101 101
Khéng khu,
’ % dinh chinh 99,4 NR 99,4 NR 99,3
D tinh khiét theo MCE- -
SDS Khi; -
% chudi ning + 100 NR 100 NR 100
chudi nhe
% HMW 0,7 0,6 0,7 0,7 0,7
Do tinh khiét theo o N
SE-UPLC % nguyén thé 98,7 98,8 98,7 98,7 98,6
% LMW 0,6 0,6 0,6 0,6 0,7
Phan tich bién thé khong | % dinh axit 23,0 22,9 22,8 22,8 22,7
ién tich theo CEX-
mang dién tich theo % dinh chinh 48,5 483 484 | 484 | 485
UPLC
% dinh bazo 28,6 28,8 28,8 28,8 28,8
Phan tich bién thé khong % dinh axit 39,8 NR 39,6 NR 39,6
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mang dién tich theo iCIEF | o, &inh chinh 56,7 NR 56.9 NR 569
% dinh bazo 34 NR 3.4 NR 3.6
% Hiéu qua twong dbi bang thr nghiém sinh hoe | 111 NR 90 NR 129

Bang 28: D0 6n dinh cta cac duge phim mAbl & nbéng do 50mg/mL va 25mg/mL

trong cac dicu kién ting cuong va diéu kién chiu tac dong

Dugc phim mAb1 50mg/mL, histindin mAb1 25mg/mL, histindin
10mM, sucroza 10% (w/v), 10mM, sucroza 10% (w/v),
polysorbat 80 0,1% (w/v), pH polysorbat 80 0,1% (w/v), pH
6,0 6,0

Thé tich nap 1,0mL 1,0mL

Db chira/Pd kin Lo thidy tinh borosilicat loai 1 c6 | Lo thiiy tinh borosilicat loai 1 ¢c6
dung tich 2mL véi nat West S2- | dung tich 2mL véi niat West S2-
451 4432/50 GRY B2-40 dwoc 451 4432/50 GRY B2-40 duoc
phii 13mm FluroTec® phi 13mm FluroTec®
T=0 25°C/60%R 45°C T=0 | 25°C/60%R 45°C

) R H 1 thdng 28‘ H 1 thang 28 ngay

Thir nghiém ngay

Mau sic va vé bé ngoai Pat Pat Pat Pat | Pat Pat

D¢ duc (tdang OD & bude séng 405nm) 0,00 0,01 0,02 0,00 | 0,01 0,02

pH 6,0 6,0 6,1 6,2 6,1 6,1

% Protein dugc thu hdi bdi RP-UPLC 100 103 113 100 | 100 99

% HMW 1,9 4,0 10,8 0,7 0,9 8,5

Do tinh khiét theo o

SE-UPLC % Monome 97,5 95,2 88,0 98,7 | 98,5 89,7

% LMW 0,6 0,8 1,2 0,6 0,6 1,8

Phan tich bién thé % dinh axit 24,6 29,0 37,1 23,0 | 23,1 34,0

khong mang dién tich . i

theo CEX-UPLC % dinh chinh 49,9 42,5 33,2 48,5 | 48,1 359

% dinh bazo 25,6 28,5 29,7 28,6 | 289 30,2

Vi du 13: Nghién ctru khoang chép nhin dugc dd dugc ching minh (Proven
Acceptable Range-PAR)

Trong qua trinh san xuét san phdm duoc phidm mAb1 (DP), c¢6 thé cin thay
ddi thanh phan cia DP. Céc thay ddi nay c6 thé bao gdém ndng dd cia hoat chat,
ndng d6 cta cac t4 dugc, va/hodc do pH clia dugc phim. Do céc thay dbi vé thong
s& bat ky trong sb cac thong s6 nay c6 thé tac dong dén d6 on dinh hodc hidu luc
ctia san phdm dugc phdm, nén céc nghién ctru vé khoang chip nhan dugc da dugc
chimg minh (PAR) duoc tién hanh dé danh gid liéu cac thay d6i vé thanh phin DP,
trong cac khoang xac dinh, cé tac dong dén d6 6n dinh hodc hiéu luc ciia DP mAbl
hay khong.
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Hai nghién ctru thiét ké thir nghiém “Design-Of-Experiment-DOE) dugc st
dung dé dénh gia tdc dong ctiia mdi thong sb duge phdm ciing nhu 1a céc tuong tac
dén do 6n dinh cua duoc phim:

e Nghién ctru tién PAR thiét ké hé sb phan doan v6i danh gis do én
dinh trong diéu kién tdng cudng va chiu tac dong dé xac dinh céc thong sé
dugc phdm c6 tinh quyét dinh c6 thé tac dong dén do én dinh cta DP
mADbl;

e Nghién ciru PAR thiét ké hé sb ddy du bao gdm cac thong sé dugc
pham c6 tinh quyét dinh dugc xdc dinh tir nghién ctru tién PAR, vé6i db 8n
dinh kéo dai trong thoi han st dung dé chi ra khoang chip nhan dugc cta
c4c thong sé duge pham.

Thiét ké nghién ctru tién PAR

Dé danh gia cac thong s6 duogc phdm c6 tinh quyét dinh va/hogic tuong tac &
thanh phdn DP ma c6 thé 1a quan trong d6i vé6i chét lugng san phdm, DOE hé s
phan doan dugc 4p dung dé danh gia d6 én dinh cta duoc phdm trong didu kién
tang cuong va chiu tdc dong béng cach thay dbi toan bd céac thong sd cla duogc
phim, bao gém ndng d¢ protein (+ 10%), néng d6 dung dich dém va chit lam én
dinh (+ 20%), ndng d chét hoat dong bé mit (x 50%), va pH (& 0,3 don vi). Céc
khoang thong s cua duge phim thir nghiém dugc x4c dinh 13 bang hoic rong hon
tiéu chuin chip nhan cta thong s6 k§ thuat va kinh nghiém san xuét. Nghién ctru
nay duogc thiét ké bang phidn mém théng ké sir dung thr nghiém hé s phan doan
phan giai IV 2/4(6-2). Ciing v6i bén dugc pham dich 1am cac tm diém, nghién ctru
ndy bao gdm 20 1an tién hanh, nhu dugc thé hién trong bang 29.

Béng 29: Dugc phim dugc thir nghiém trong nghién ctru tién PAR

-73-



40192

2 o ~ ¢ o
Dwgc pham E:]g?r:}_ll [histidin]jmM ::lvx;)za Yo Rv?‘:')olm %o E/:,)l(yvi(/):)bat 80 pH
1 45 12 4 1,2 0,3 6,3
2 45 12 4 1.8 03 57
3 45 8 6 1,8 0,3 6.3
4 50 10 5 1,5 0,2 6,0
5 45 8 4 1.8 0.1 6.3
6 55 8 6 1.2 0.1 6.3
7 55 8 4 1.2 03 6.3
8 50 10 5 1,5 0,2 6.0
9 55 12 6 1,8 0,3 6.3
10 45 12 6 1,2 0,1 6,3
11 55 8 4 1.8 0.3 5.7
12 55 8 6 1,8 0,1 5,7
13 45 12 6 1,8 0,1 5,7
14 55 12 6 1,2 J,3 5,7
15 50 10 5 1,5 0,2 6,0
16 45 8 6 1,2 0,3 5,7
17 55 12 4 1,8 0,1 6,3
18 45 8 4 1,2 0,1 5,7
19 50 10 5 1,5 0,2 6,0
20 55 12 4 1,2 0,1 5,7

Toan bd 20 dugce phém & cac didu kién ting cuong va cac diéu kién chiu tac
dong (25°C, 37°C, dong lanh/rd dong [F/T] va khudy) dugc xac dinh va danh gia
cac dac tinﬁ vat 1y/h6a hoc va dd dn dinh, ké ca quan sat béng mét thuong, pH, d6
duc, néng d6 mol, &6 dan dién, do tinh khiét, nf‘mg do protein va murc thu hoi, phéan
tich bién thé mang dién tich, va phén tich hat khong nhin thiy bang mét thuong.

Céc két qua cta nghién ciru tién PAR

Toan bo 20 dugc phém déu khong bi thay dbi sau khi khuéy hodc sau khi
chiu tdc dong F/T. Céc két qua thu duogc tir qué trinh & & nhiét ¢ ndm trong khoang
tr 25°C dén 37°C dugc phan tich bing md hinh hdi quy (mé hinh khép IMP véi
phwong phép binh phuong nhé nhit chudn va nhin manh vao tac dung don béy).
Phan tich théng ké céc bién sb chinh va bién sb tuong tic cua tat ca cac duge pham
thir nghiém-vé cac dic tinh chét lugng gi6i han da cho thiy ring d6 pH, nbéng do
protein va ndng d6 sucroza 1a quan trong dbi véi chét luvong san phdm. Hai dic tinh
vé chit Iwgng san phdm chiu tac dong 12 dang HMW va céc bién thé mang dién tich
cd tinh axit. Céc thong s6 dugc phém khéc, ké ca cac néng d¢ histidin, prolin hodc
polysorbat 80 nim trong khoang thtt nghiém, dugc nhan thiy 1a khong c6 tac dong
dang ké c6'y nghia théng ké dén chit luong san pham. Trong cac didu kién tdng
cudng, khong c6 sy tuong téc thir cAp hodc su tuong tic & cép cao hon ndo ma cé

thé tic dong dén do n dinh cua dugce phim. Céc két qua cia nghién ctru tién PAR
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da chi ra ring do pH, ndng d6 mAb1, va ndng do sucroza 13 c6 tinh quyét dinh dbi
v6i do on dinh cua duge phdm mAbI, va dugc coi 13 cac thong s c6 tinh quyét
dinh d6i v6i dugc phdm mAb1 50mg/mL.

Mic du, do pH, néng dd mAbl va néng do sucroza dugc xidc dinh 1a cac
thong s6 dugc phidm c6 tinh quyét dinh, song tac dong ctia ba yéu t& nay dén céc
ddc tinh chit lwong 1a rit nhé. Dua trén phén tich thdng k&, su thay ddi vé khoang
pH 5,7-6,3, khoang ndng do 45-55mg/mL ctia mAbl, va/hodc khoang ndng do 4-
6% cta sucroza c6 thé co tac dong < 15% dén sy tao thanh dang HMW va céc bién
thé mang dién tich c6 tinh axit.

Pé khing dinh tac dong dén do én dinh trong qua trinh bao quan trong thoi
gian dai & diéu kién bao quan DP dugc khuyén cdo, ba thong s dugc phdm c6 tinh
quyét dinh sau: pH, ndéng d6 mAbl, va ndng d sucroza, con dugc dénh gia trong
nghién ctru PAR véi d6 6n dinh bao quan trong thoi gian dai.

Thiét k& nghién ctru PAR

Thiét ké hé sé ddy di DOE dugc 4p dung dé danh gi do dn dinh ciia duoc
phdm trong.qu4 trinh bao quan trong thoi han sir dung dai v&i d6 pH khac nhau (+
0,3 don vi), néng do protein (£ 10%), va ndng do sucroza (£ 20%), cén 8 lan tién
hanh thtr nghiém (Bang 30); dwoc phdm dbi chimg (dugc pham 3, dugc phidm dich
trong Bang 30) dugc bao gdm 13 dugc phim tdm diém.

Bang 30: Cac dugc phdm dugc thir nghiém trong nghién ciru PAR

N o - P
Dugc phdm L‘:‘g‘;‘n‘:g [histidinjmM zlvx;)za % zv })Vr)olm % op/:l(y;;)vr;)at -
I 55 10 6 15 0.2 5.
2 45 10 6 15 0.2 5.7
3 50 10 5 1,5 0.2 6,0
4 55 10 6 15 02 63
5 55 10 4 1,5 0,2 6.3
6 55 10 1 15 0.2 55
7 45 10 3 15 0.2 6.3
8 15 10 3 15 0.2 5.7
9 45 10 6 L5 0.2 6.3

Thiét ké nghién ctru hé sé day di cho phép uéc tinh duge toan bd céc gidi
han tdc dong chinh ciing nhu 14 céc gi6i han tuong tic. Cac khoang thong sb cua
duoc phdm thu nghiém, dugc x4c dinh 13 bang hoic rong hon tiéu chuin k¥ thuat
dugc chip nhan va khoang kinh nghiém san xuét, van giit nguyén nhu trong nghién

ctru tién PAR.
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Do bn dinh cta cac duoc phém thtr nghiém dugc so sanh vé6i dd én dinh cia
dugc pham dbéi chimg & do pH 6,0 chira toan bd céc thanh phin dwoc phim & cac
ndng dd thong thuong (F3). Cac nghién ciru PAR d4 st dung 16 DS mAb1 duge san
xuét bing quy trinh san xudt dién hinh trén thi trudng. Céc dugc phdm DP duge nap
vao lo thiy tinh borosilicat loai 1 Schott c6 dung tich 10mL, véi ntit West S2 451
4432/50 GRY B2-40 dugc phti 20mm FluroTec® (dang trinh bay cta DP trén thi
truong) va duge danh gia v& do én dinh trong qua trinh bdo quén trong thoi gian dai
& nhiét do 2-8°C. Dugc phim dugc nghién ciru theo quy trinh phén tich néu trong
bang 31.

Béng 31: K€ hoach phan tich déi v&i nghién ctru PAR

Thir nghiém C4c miu duwoc phén tich Céc dic tinh chét lugng
Vé bé ngoai Toan bd Mau sic, cac hat nhin thz‘iy dugc béng mét
thuong

Do duc (ting OD ¢ bude séng | Toan bd Mau séc, cé4c hat, do trong

405nm)

Po duc b:?mg phép do dd duc t=0, 6, 12, 18, 24, va 36 thang | D9 trong (Su két tua dung dich, cac hat, P9
& 5°C dyc)

pH Toan bd pH

Téng luong protein dugc xic | t=0 Ndng do protein

dinh bang RP-UPLC

Ndng do mol t=0 Ndng do chét tan

D¢ dén dién t=0 Dic tinh dén dién

D¢ tinh khiét theo SE-UPLC | Toan bd Cac bién thé v& khéi lugng phan ttr: % HMW,

% Monome, % LWM

Phén tich bién thé khong mang | t=0, 6, 12, 18, 24, va 36 thang | Cac chét ddng dang mang dién tich: % dinh
dién tich theo cIEF §5°C axit, % dinh chinh, % dinh bazo

Chét hat (Lam mo 4nh sang) | =0, 6, 12, 18, 24, va 36 thang | Céc hat khong quan st dugc bing mét thudng.
¢5°C Tiéu chuén chdp nhin néu & USP <788> (<
6000\hat/d6 cbl’ra do6i v6i hat >10 um va < 600
hat/d6 chira ddi v6i hat >25 pm)

Chét hat (Hién anh vi dong, | t=0, 6, 12, 18, 24, va 36 thang | Cac hat khong quan st dugc bing mét thuong

MFI) ¢ 5°C (chi mang tinh thong tin)
Thir nghiém sinh hoc t=0, 6, 12, 18, 24, va 36 thang | Hiéu luc
§5°C

Tiéu chuén chdp nhén: 50-150% so véi tiéu
chuan d6i ching

Céc két qua ctia nghién ctru PAR
Téc dong dén su tao thanh dang HMW
Khong c6 sy ting dang ké vé lwong % HMW nhu duge do bing SE-UPLC

t6i da 12 thang & nhiét d6 2-8°C déi v6i tht ca 9 dugc phAm. Toan bo cac gid tri déu
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thdp hon so véi giéi han trén, va khong quan sat thiy c6 su ting dang ké v& %
HMW theo thoi gian.

Su tao thanh cac dang HMW dbi v6i DP mAbl 50mg/mL & nhiét do 2-8°C
dugc nhan thy 13 cuc thip. Téi da 12 thang, mirc thay dbi tdi da % HMW tuong
d6i & 9 dwoc phdm 1a ~ 0,2%. Vi sy thay ddi % HMW Ia t6i thiéu, va ndng do
monome c6 thé duoc coi la héng dinh, sy két tu tir monome thanh dang HMW c¢6
thé dugc don gian hoa nhu mot phan g bac khong. Do d6, mé hinh tuyén tinh don
gian hoa dugc st dung dé phan tich sb liéu v& do én dinh ctia %HMW. Bing cach
khép tuyén tinh %HMW theo thoi gian, ty 1€ tao thanh dang HMW duoc tinh toan
cho mdi dugc phim.

Ty lef; dugc phan tich so véi cac yéu t§ chinh cling nhu 13 t4t ca c4c gi6i han
tuong tac bing cach sir dung m6 hinh hdi quy (md hinh khép IMP vé6i phuong phéap
binh phuong nhé nhit tiéu chun va nhin manh vao tic dung don bay). M6 hinh hdi
quy thu dugc 12 ¢6 ¥ nghia théng ké véi R? bing 0,74. Nong d6 mAbl, do pH, va
thoi gian 14 c6 y nghia théng ké, song tdc dong dén su tao thanh loai %HMW I c6
y nghia théng ke, chi chiém ti da 0,1%. |

Do d6, cac hé sb nay, pH & 5,7-6,3, néng do mAbl ¢ 45-55mg/mL, va nf‘)ng
do sucroza & 4-6%, khong c6 lién quan thuc t& dén do dn dinh ctia %HMW ¢ nhiét
do 2-8 °C.

%HMW & tat cd 9 dugc phdm tai thoi diém 1én dén 12-thang d2u thép hon
giéi han xac dinh ch:?ip nhéan duogc 13 4% va do d6 nim trong khoang cong bd va
khoang cubi ciing cta thong s6 k¥ thuat vé thoi han st dung. Ngoai ra, cic md hinh
tuyén tinh da du dodn rang sau khi bao quan trong 24 thang thoi han st dung & 2°C
- 8°C, %HMW, ndm trong khoéng tlr 0,6% dén 0,8%, cling s& thip hon gi6i han cua
thong sb k§ thuét.

Dua trén sd liéu vé& d 8n dinh béo quan trong thoi gian dai, cac thay dbi vé
thong s6 dugc phim giéi han nim trong khoang nghién ctru dwgc nhan thdy la
khong lam anh hudng dang ké dén do 6n dinh cua dugc phém mAb1. Dugc phim
mAbl 50mg/mL c6 sy tao thanh cdc dang HMW nhiéu trong khoang thanh phén
duoc phdm :[hl:I' nghiém.

Tac dong dén su tao thanh céc bién thé mang dién tich c6 tinh axit
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Khong c6 su ting dang ké % céac bién thé mang dién tich c6 tinh axit dugc do
& thoi diém 1én t6i 12 thang & 2-8°C & tht c4 9 dugc phim. Tt ca céc gi tri ddu
thdp hon giéi han trén cia thong s6 k§ thuét, va khong quan sat thdy co su tdng
dang k& vé % céac bién thé mang dién tich c6 tinh axit theo thoi gian.

Dugc phém mAbl dugc coi 13 ¢6 su tao thanh manh cac bién thé mang dién
tich c6 tinh axit trong khoang thanh phan dugc phim duoc thi nghiém.
Céc tac dong dén cac dic tinh chét luong noi chung

Téc dong cta do pH, néng d6 mAbl, va sucroza, cling nhu 1a thoi gian bao
quan dén cac dic tinh chét lugng noi chung cta DP, bao gdm vé bé ngoai, do pH,
dd duc, cac hat khong quan sat duoc béng mit thuong, mirc thu hoi protein, %
monome va % LMW theo SEC, % bién th chinh va % céc bién thé mang dién tich
¢o tinh bazo theo iCIEF, va hoat tinh sinh hoc dugc nghién ctru. T4t ca céc gia tri
déu nam trong khoang thong sb ky thuét va khong quan sat thiy c6 su thay déi dang
ké nao theothoi gian hodc su chénh 1éch giita c4c duogc phém PAR:

e Theo quan sit bing mét thuong hodc cic phuong phap do do
duc (OD & 405nm va phép do dd duc) khong phat hién thy c6 két tia
hodc céac hat nhin théy duoc béng mét thuong;

e Khéng quan sat thiy c6 su thay d6i c6 y nghia thong ké vé mirc
thu héi protein (RP-UPLC);

e Do pH clia duoc pham 13 n dinh;

e Khong quan sat thiy c6 sy ting dang ké vé lwong céc hat khong
quan sat dugc bang mit thuong, va khong c6 sy chénh 1éch dang ké vé
lwong hat khong quan sat duoc biang mit thuong gitta cac duge phdm
nghién ctru PAR.

o Déi véi cac hat khong quan sat dugc bang mét thuong do
dugc bing HIAC, tit ca cac gia tri déu thdp hon gi6i han chip nhan
dugc néu trong USP <788>, va khong quan sét thdy su thay dbi déng

- ké vé lugng hat khong quan sit dugc bing mét thuong giita cac duge

phém.
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o Ngoai ra, lugng hat khong quan sét duge bang mét thuong
cling duoc do bang MFL. Khéng quan sat thdy sy thay ddi déng ké vé
lugng hat khong quan sét dugc bing mit thudng gitta céc dugce phim.

e Cac két qua cua thu nghiém sinh hoc déu nim trong gidi han
thong sb k¥ thuat dbi véi tht ca cac dugc phim trong qua trinh bao quan.

Céac két qua da chi ra ring cac thay dbi v& cac thong s§ dugc phdm c¢6 tinh
quyét dinh (do pH, ndng d6 mAbl, va ndng @6 sucroza) trong khoang nghién ctru
khong c6 tic déng dang ké dén d6 én dinh cua duoc phém mAbl. Duoc phérn
mAbl 50mg/mL c6 céc dic tinh chit lwong chung cao nim trong khodng thanh
phan duogc phim thir nghiém.

Téc dong cua viéc dong lanh va ra dong dén d6 én dinh ctia cac dugc phém PAR

Do bn dinh vat 1y va hoa hoc cta dugc phém mAbl 50mg/mL, duoc danh
gia theo hai chu ky dong lanh va 13 dong, khong bi anh huéng béi su thay dbi céc
thong sb dugc phim c6 tinh quyét dinh, tirc 1 su thay d6i d6 pH + 0,3 don vi so véi
mAbl dbi ching, su thay ddi nng d6 mAb1 +10%, va/hodc sy thay dbi ndng do
sucroza + 20%.

Cac tdc dong dudi day dugc quan sat:

e Khong phét hién thdy két tua theo quan sat bing mit thuong
hodc theo céc phuong phap do d§ duc (OD & budc séng 405 nm);

e Khong quan sét thiy c6 su hao hut protein (RP-UPLC);

e D) pH cua dugc phdm vén giit nguyén khong ddi;

e Khong quan sit thiy c6 su chénh léch dang ké vé luong hat
khong quan sat dugc bing mét thuong, duge x4c dinh bing phuong phép
lam m¢& énh séng (HIAC) hodc hién anh vi dong (MFI) giita cic dugc
phAm nghién ctru. C6 su tang nhe vé lugng hat khong quan sét dugc bing
mét thudng sau hai chu ky F/T, ma c6 thé dugc loai b béng cach loc qua
mang loc ¢6 kich thudc 16 loc bang 0,22pum trude khi nap DP.

e Khong quan st thiy c6 sy thay dbi dang ké v& do tinh khiét, nhur
dugc x4c dinh boi SE-UPLC, & tit ca cac duoc phém sau hai chu ky dong

lanh va r3 dong;
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e Khong quan st thiy c6 sy thay ddi dang ké vé& sy phan bé cac
bién thé mang dién tich, nhu dugc x4c dinh béi iCIEF, & tht ca cac duoc
phim sau hai chu ky dong lanh va ra dong.

e Céc két qua cia thir nghiém sinh hoc d chimg t6 ring hoat tinh
mAbl duge duy tri & tit ca cac duge phdm duogc tién hanh hai chu ky
dong lanh va rd dong.

Céc két luan

Céc nghién ctru tién PAR va PAR dya trén thiét ké thir nghiém (Design-Of-
experiment-DOE) dugc st dung dé danh gia tac dong ctia cac thong sb duoc phdm
cling nhu 14 cc twong tac dén d6 én dinh cta duoc phim. Nghién ctru tién PAR vé
d6 én dinh trong diéu kién taing cuong va chiu tac dong da xac dinh duge d6 pH,
ndng d6 mAbl, va ndng d6 sucroza 1a céc thong s dugc phim c6 tinh quyét dinh.
Nghién ctru PAR hé sb diy da véi @6 én dinh trong thoi han st dung dai d& chung
t6 ring su thay ddi v& cac thong s dugc phdm c6 tinh quyét dinh, ndm trong
khoang nghién ctru, khong lam anh huéng dén chit luong ctia DP mAbl.

Cu thé 13, d6 én dinh va hiéu luc cia DP mAb1 50mg/mL dugc bao quan &
nhi¢t do 5°C trong 12 thang khong bi anh hudng béi sy thay ddi ndng d protein
+10%, su thay dbi m“mg dd sucroza, L-prolin va/hodc histidin = 20%, va/hoic su
thay dbi néng dd polysorbat 80 + 50%, va/hoic su thay dbi do pH = 0,3 don vi.

Hiéu lyc manh cta dugce phém mAbl dugc ching minh b%mg nghién ctru
PAR. Néi chung, cac két qua thu dugc tir nghién ctru tién PAR va PAR da ching t6
ring su thay déi v& thanh phén cta dugc phdm mAb1 nim trong khoang nghién ctru
s& khong 1am anh huéng xdu dén d6 n dinh ctia DP mAbl trong cac diéu kién bao
quan dugc khuyén céo (2 dén 8°C).

Céc mau FDS mAb1 50mg/mL du n dinh sau hai chu ky dong lanh va ra
dong (dong lanh -30°C va rd dong & nhiét @6 phong). Po 6n dinh ctia FDS mAbl
v6i tac dung dong lanh/rd dong khong bi anh hudng boi sy thay dbi ndng d6 mAb1
+10%, su thay dbi néng dd sucroza + 20%, va/hodc sy thay dbi do pH £ 0,3 don vi
so v6i FDS mAbl dbi chung (50mg/mL). Cac két qua thu duoc tr cac nghién clru
dong lanh/rd dong nay di ching t6 ring FDS mAbl 50mg/mL c6 thé dugc dong
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lanh va rd déng trong qua trinh san xuit DP mAbl ma khong gy ra tdc dong x4u
nao dén do én dinh cia FDS.

Vidu 14: Db chira

Dugc phim mAbl trong lo thity tinh (48 phan phéi bang cach truyén tinh

mach) dugc phat trién. Db chtra san phim dugc phdm mAb1 dugc dw dinh dé tridn

khai 14m sang sau d6 va thuong mai héa san pham ciing 13 bom tiém nap sin, ma

dugc trinh bay dudi dang bom tiém doc 1ap dé tu tiém hoac dugc lép vao thiét bi

tiém tu dong dé ty sir dung.

Vidu 15: D6 8n dinh cta duoc phdm mAb1 trong cac 1o thdy tinh

Bang 32 — 35 thé hi¢n tém tit do én dinh ciia c4c dugc pham mAb1 duogc liy

lam vi du trong céc lo thiy tinh ¢6 dung tich 10mL.

Bang 32: Nghién ctru d 6n dinh cta duogc phém mADb] dugce bdo quan & 2 — 8°C

Dugc phim

mAbl S0mg/mL, L-histidin 10mM, sucroza 5% (w/v), L-prolin
1,5% (w/v), va polysorbat 80 0,2% (w/v), pH 6,0

Thé tich nap

5,5SmL

Pd chira/Pd kin

Lo thiiy tinh loai 1 ¢6 dung tich 10mL véi nit clorobutyl 4432/50
dwgce phit 20mm FluroTec®

Théi gian bao quén & 5°C (thing)

Thir nghiém
0 1 3 6 9 12 18
Mau séic va vé bé ngoai Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat
D{ duc (tang OD & bude séng 405nm) | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
pH ” 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Phan tich hat | 3 44y 10pm 175 |[NR |62 772 | NR | 1730 | NR
khong quan sat
dugc bang mét | > 10um 8 NR |3 144 | NR 18 NR
ong theo MFI
?ﬁ;nf) © >25um 0 NR 1 19 NR 4 NR
% Protein dugc thu hdi bdi SE-UPLC 100 | 102 | 103 101 105 103 104
Khong kha; %
PO tinh Khiét | dinh chinh _ 99,1 |NR [NR [991 |NR [992 |NR
theo MCE-SDS Khtr; ‘:% chudi ning 100 NR NR 100 NR 100 NR
+ chudi nhe
% HMW 0.3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4 0,4
?féo St]f:‘flt’JPLléhiét % Monome 99,1 [993 |993 [993 |992 |992 |992
% LMW 0,6 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Phan tich bién | % dinh axit 189 [ 189 [189 | 198 |205 | 198 | 189
g;gnkhgrclﬁ mA% | % dinh chinh 535 | 533 | 534 | 547 |543 | 540 | 529
CEX-UPLC’ % dinh bazo 275 278 |277 |256 |252 |262 |282
Phan tich bién | % dinh axit 33,8 | NR 343 | 342 | NR 349 | NR
the khong mang o ginh chinh 548 |NR | 542 |543 |NR | 543 |NR
dién tich theo
iCIEF % dinh bazo 11,4 | NR 11,4 | 11,4 | NR 10,8 | NR
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% Hiéu qua tuong dbi (thir nghiém sinh
ho) 92 NR |[NR |[122 |NR 112 | NR

CEX, Trao dbi cation; DS, Dugc chét; HMW, Khbi luong phén t& cao;
iCIEF, tip trung déng dién mao din hién anh, LMW, Khéi luong phén tir thép;
MFI, Hién anh vi dong; NR, Khong duoc yéu ciu; OD, Mat d§ quang; RP, Pha dao;
SE, Loai trlr theo kich thuéc; UPLC, Sic ky 16ng siéu hiéu ning

Bang 33: Nghién ctru d6 4n dinh cta duoc phdm mAb1 & cac didu kién tang cudng

va chiu tac dong

Dugec phim mAb1 50mg/mL, L-histidin 10mM, sucroza 5% (w/v), L-prolin 1,5%
(w/v), va polysorbat 80 0,2% (w/v), pH 6,0
Thé tich nap 5,5mL
Db chira/Dd kin Lo thiy tinh loai 1 ¢6 dung tich 10mL véi niit clorobutyl 4432/50 dwgc
phii 20mm FluroTec®
Bdo quan 25°C/60% RH Bdo quin 40°C (ngay)
(thang)

Thit nghiém 0 1 3 6 7 14 28
Mau sic va vé bé ngoai Pat Pat Pat Pat Pat Pat Pat
Do duc (tang OD & budc séng
405nm) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
pH 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Phén tich hat - | 2-10pm 175 NR 326 2083 NR NR 288
khoéng quan sat
dugc bing mét | = 10pm 8 NR 4 109 NR NR 14
thuong theo NR NR 1
MFI (#/mL) >25um 0 NR 3 3
% Protein dlI()'C thu hél boi SE- 100 102 104 101 100 101 102
UPLC

Khong khir;

9% dinh chinh 99,1 NR NR 98,8 NR NR 98,6
Do tinh khiét -
theo MCE-SDS | Khw

/ochudingng+ | 199 | NR NR 99,7 NR NR 99,7

chubi nhe

% HMW 0,3 0,4 0,5 0,6 0,5 0,8 1,2
Do tinh khiét |7,
theo SE-UPLC % Monome 99,1 99,1 99,1 99,0 98,7 98,5 98,1

% LMW 0,6 0,5 0,4 0,4 0,7 0,7 0,7
Phan tich bién - | % dinh axit 18,9 19,4 22,1 28,3 20,0 22,0 27,1
thé khong o -
mang dién tich | %6 dinh chinh 53,5 | 527 51,2 | 486 51,9 50,2 46,7
theo CEX- % dinh b
UPLC o dinh bazo 27,5 279 26,8 23,2 27,1 27,7 26,2
Phan tich bién | % dinh axit 33,8 NR NR 41,9 NR NR 46,4
thé khoéng o o -
mang dién tich | %o dinh chinh 54,8 NR NR 46,5 NR NR 40,9
theo iCIEF % dinh bazo 14 | NR NR 11,6 NR NR 127
% Hiéu qua tuong dbi bing thi
nghiém sinh hoc 92 NR NR 91 NR NR 83
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CEX, Trao dbi cation; DS, Dugc chét; HMW, Khbi luong phén t cao;
iCIEF, tap trung dang dién mao dn hién anh, LMW, Khéi luong phan tir thép;
MFI, Hién &nh vi dong; NR, Khéng dugc yéu ciu; OD, Mait do quang; RP, Pha dao;
SE, Loai trir theo kich thuéc; UPLC, Séic ky 16ng siéu hiéu nang

Bang 34: Nghién ctru d9 dn dinh cia duoc phim mAb1 duge bao quan ¢ 2 — 8°C

Duwoc phim mAb1 S0mg/mL, L-histidin 10mM, sucroza 5% (w/v), L-prolin 1,5%
ocp (w/v), va polysorbat 80 0,2% (w/v), pH 6,0
Thé tich nap 7,44mL
P} chira/D} kin Lo thiiy tinh loai 1 c¢6 dung tich 10mL véi niit clorobutyl 4432/50 dwge
phii 20mm FluroTec®
Thoi gian bdo quén & 2-8 °C (thdng)
Thir nghiém 0 ’
3 6 9
Mau sic va vé bé ngoai bat | Dat |Dat |Pat | Dat
D6 duc (ting OD & budce séng 405nm) | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
pH - 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Phan tich hat khéng | < 10 um
quan sat dugc bang | ~ " 3 NR 2 4 NR
mat thudng theo
HIAC (N/mL) >25 pm 0 NR 0 1 NR
Phan tich hat khéng | 2 dén 10pm 183 | NR |207 | 1044 |NR
quan séat dugc bang
mét thuomg theo > 10pm 3 NR 7 19 NR
MFI (N/mL) >25um 1 NR 3 5 NR
% Protein dugc_thu hdi bsi RP-UPLC | 100 99 102 102 94
A pe O,
Khongkhit; % | 99 ) | N\ | 994 [992 |NR
N . dinh chinh
Do tinh khiét theo S X
MCE-SDS Khir; % chqm
ning + chudi 100 NR 100 100 NR
nhe
] % HMW 0,7 0,6 0,5 0,5 0,6
b9 tinh khiét theo o
SE-UPLC % Monome 98,8 98,8 98,9 99,0 98,9
% LMW 0,6 0,6 0,5 0,4 0,5
Phaén tich bién thé % dinh axit 21,2 21,2 223 19,6 21,5
khongmang dién | oy dinh chinh | 52,0 | 52,1 | 520 | 519 | 520
tich theo -
CEX-UPLC % dinh bazo 268 | 268 |257 |286 |266
Phan tich bién thé % dinh axit 343 NR 34,7 34,6 NR
khéng mang dién % dinh chinh 52,1 NR 51,9 51,9 NR
tich theo iCIEF %dinhbazo | 13,7 |NR | 134 | 134 |NR
% Hiéu qua twong dbi (thir nghiém 13 NR 105 128 NR
sinh hoc)

CEX, Trao dbi cation; DS, puqc chét; HMW, Khéi lugng phén tu b@b;
iCIEF, tdp trung dang dién mao dan hién én}}, LMW, Khoi luong phéan tr thap;
MFI, Hién 4nh vi dong; NR, Khong dugc y€u céu; OD, Mat do quang; RP, Pha déo;
SE, Loai trr theo kich thuéc; UPLC, Sac ky 16ng siéu hiéu ning
Béang 35: Nghién ctru do én dinh cua duogc phém mADbl & cac diéu kién tdng cuong

va chiu tdc dong
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Dugc phim

mAb1 50mg/mL, L-histidin 10mM, sucroza 5% (w/v), L-prolin
1,5% (w/v), va polysorbat 80 0,2% (w/v), pH 6,0

Thé tich nap

7,44mL

Pd chira/Pb kin

Lo thiy tinh loai 1 ¢6 dung tich 10mL véi nit clorobutyl 4432/50
dwgc phi 20mm FluroTec®

Bdo quén 25°C/60% RH
(thdng)

Bido quin 40°C (ngay)

sinh hoc

Thik nghiém 0 1 3 6 7 14 28
Mau séc va vé bé ngoai Pat Pat Pat Dat Dat Pat Pat
D0 duc (tang OD & bude séng 405nm) 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 |0,00 000
pH 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Phén tich hat khong 4 1
quan sat duoc bing mit | = 10 pm 3 NR ! R NR 3
thudng theo HIAC
(N/mL) >25um 0 NR 0 2 NR NR 0
Phén tich hat khéng | 2-10pm 183 NR 540 1439 NR NR 799
quan sat dugc bang mit NR 16
thudmg theo MFI = 10um ’ '8 NRJNR %2
(#/mL) >25um 1 NR 1 1 NR NR 1
% Protein dugc thu hdi boi SE-UPLC 100 100 101 101 101 99 100
Khong khu; %
dinh chinh 99,2 NR 99,3 98,7 NR NR 98,6
Do tinh khiét theo
MCE-SDS Khit; % chudi
ning + chudi 100 NR 100 100 NR NR 99,5
nhe
. % HMW 0,7 0,6 0,7 0,8 0,6 0,8 1,3
D inh Kict theo %Monome | 988 988 |988 |987 |987 |985 |97.9
% LMW 0,6 0,7 0,6 0,6 0,7 0,8 0,8
Phan tich bién thé % dinh axit 21,2 21,7 253 24.4 20,5 23,2 25,8
khéng mang dién tich , .
theo CEX-UPLC % dinh chinh | 52,0 52,1 51,4 50,5 52,4 51,0 49,7
% dinh bazo 26,8 26,2 233 25,1 27,0 25,9 24,6
Phan tich bién thé % dinh axit 34,3 NR 40,0 45,4 NR NR 46,9
khéng mang dién tich i i
theo iCIEF % dinh chinh | 52,1 NR 47,1 43,7 NR NR 39,7
% dinh bazo 13,7 NR 12,9 11,0 NR NR 13,3

CEX, Trao C}éi cation; DS,pu’qc chét; HMW, Kh(“')j luong phan tir cao;
iCIEF, tap trung ddng dién mao dan hién anh, LMW, Khoi luong phan t thap;
MFTI, Hién anh vi dong; NR, Khong dugc yéu cau; OD, Mat do quang; RP, Pha dao;

SE, Loai trif theo kich thuéc; UPLC, Sic ky long siéu hiéu ning

Hai duoc phém & cac thé tich nap khéc nhau duoc nhin théy 1

2
A

diéu kién tac dong (40°C/75% RH) (s6 liéu khong duoc thé hién).

Vi du 16: D6 én dinh caa duoc phém mAb] trong cic bom tiém nap sin

a on dinh véi
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Bang 36 — 38 thé hién tom tit d6 on dinh ciia dwgc phdm chira mAbI c6

nong dd cao trong cac bom tiém nap san.

Bang 36: Nghién ctru d 4n dinh cta sin phim dugc phdm mAb1 trong bom tiém

nap san (PFS) dugc bao quéan ¢ nhiét o 5°C

Dugc phim
mAb1 175mg/mL, histindin 10mM, sucroza 5% (wiv), L-
prolin 1,5% (w/v), polysorbat 80 0,2% (w/v), pH 6,0
Thé tich nap 1,2mL
Db chira/Db kin Bom tiém thiy tinh ¢6 dung tich 2,25mL Nuova Ompi EZ
Fill v6i kim tiém thanh méng 1/2 27G va nip kim tiém
FM30 dwgc lam kin véi pittong caosu 4023/50 dwoc phii
FluroTec®
Thoi gian bao quin & 5°C (thang)
Thir nghiém 0 1 3 6 9 12
Mau séc va vé bé ngoai Pat Pat Pat Dat Pat | Pat
D¢ duc (tang OD ¢ budc séng 405nm) 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 | 0,00
pH 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
Phan tich hat khong quan sat >10 pm 35 NR 17 59 NR 13
dugc bang mat thudng theo N
HIAC (#/mL) =25 pum 0 NR 4 1 NR |1
| 2 dén 10um 21326 NR 8613 |NA |NR |NA
Phan tich hat bing MFI
: > 82 NR 303 NA NR NA
(hat/mL) 2 10pm
>25um 3 NR 2 NA NR NA
% Protein dugc thu hdi boi RP-UPLC 100 96 97 100 98 100
Khéng khir;
. . % dinh chinh 97,6 NR NR 97,7 97,1 | NA
Do tinh khiét theo MCE-SDS -
Kht; % chuoi 99,6 NR NR [ 998 |998 |NA
ndng + chudi nhe
% HMW 0,6 0,6 0,7 0,7 0,8 0,9
D tinh khiét theo SE-UPLC % nguyén thé 99,1 98,9 99,1 98,7 98,7 | 98,6
% LMW 0,3 0,5 0,2 0,5 0,5 0,5
Phan tich bién thé khong mang | % dinh axit 18,6 18,5 18,2 18,6 193 | 1838
dién tich theo CEX-UPLC
ién tich theo C % dinh chinh 53,4 s48 [543 |532 |35 | 555
% dinh bazo 27,9 26,8 27,5 25,3 25,6 | 243
Phan tich bién thé khong mang | % dinh axit 30,2 NR 30,2 32,9 NR NA
ién tich theo iCIEF
dién tich theo i % dinh chinh 55.9 NR 559 |s534 |NR | NA
% dinh bazo 13,9 NR 13,9 13,7 NR NA
% Hi¢u qua tuong dbi (thtr nghiém sinh hoc) 87 NR NR 141 NR NA

Bang 37: Nghién ctru dd 6n dinh cia san pham dwoc phim mAbl trong bom tiém

nap sdn (PFS) dugc bao quan & cac didu kién ting cuong

Dwgc phim

mAb1 175mg/mL, histindin 10mM, sucroza 5% (w/v), L-prolin
1,5% (w/v), polysorbat 80 0,2% (w/v), pH 6,0
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Thé tich nap 1,2mL
Db chira/Pd kin Bom tiém thiy tinh c6 dung tich 2,25mL Nuova Ompi EZ Fill véi
kim tiém thanh méng 1/2 27G va nip kim tiém FM30 dwoc lam kin
v6i pittong caosu 4023/50 duge phii FluroTec®
Bdo quén & 25°C/60% Béo quan & 40°C (ngay)
RH (thdng)

Thik nghiém 0 1 3 6 7 14 28
Mau séc va vé bé ngoai Dat Dat Pat Pat Dat Pat Dat
D duc (ting OD 6 budce séng 405nm) 0.00 0.00 0.00 0,00 0.00 0.00 0.00
pH - 6,0 6,0 6,0 6,1 6,0 6,0 6,0
Phan tich hat >10 um 13
khong quan sat 3 NR 30 NR NR 14
dugc bang mat
thuimg theo HIAC >25 pm 1 NR 1 1 NR NR 3
(#mL)

2-10pm 21326 NR 4605 | NA | NR NR 3717
Phan tich hat bing
MEFI (hat/mL) > 10um 82 NR 225 NA | NR NR 51

) >25um 3 NR 2 NA | NR NR 8

% Protein dugc thu hdi bdi RP-UPLC 100 98 98 100 | 100 100 98

Khong khi;

9% dinh chinh 97,6 NR 97,7 96,5 | NR NR 96,8
D tinh khiét th -

b et theo Khir; % chudi nang

MCE-SDS hudi

+ chudi nhe 99,6 NR 992 997 | NR NR | 994

’ % HMW 0,6 0,9 1,2 1,6 1,6 2,5 3,9

Do tinh khiét theo [, 2
SE-UPLC % nguyén thé 99,1 98,6 98,5 97,7 | 97.8 96,9 95,5

% LMW 0,3 0,5 0,3 0,6 0,6 0,7 0,6
Phan tich bién thé | % dinh axit 18,6 19,0 21,3 25,5 | 20,0 22,1 243
khong mang dién ) ,
tich theo CEX- % dinh chinh 53,4 54,3 52,0 46,5 | 51,8 49,8 48,9
UPLC % dinh bazo 27,9 26,8 26,6 28,1 | 283 28,1 26,8
Phan tich bién.thé | % dinh axit 30,2 NR 36,8 449 | NR NR 45,6
khong mang dién R i
tich theo iCIEF % dinh chinh 55,9 NR 49,6 428 | NR NR 40,5

% dinh bazo 13,9 NR 13,6 12,3 | NR NR 13,9
% Hiéu qua twong d6i bang thir nghiém
sinh hoc 87 NR NR 137 | NR NR 83

Bang 38: Nghién ctru d6 6n dinh cua san phim dwoc phim mAbl trong bom tiém

nap san (PFS) — T4c dong cua cac diéu kién chiu tdc dong

Duoc phim mAb1 175mg/mL, histindin 10mM, sucroza
5% (w/v), L-prolin 1,5% (w/v), polysorbat 80
0,2% (w/v), pH 6,0

Thé tich nap 1,2mL

Db chira/Bd kin Bom tiém thiiy tinh c6 dung tich 2,25mL
Nuova Ompi EZ Fill véi kim tiém thanh méng
1/2 27G va nap kim tiém FM30 dwoc 1am kin
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vGi pittong caosu 4023/50 dugc phii FluroTec®
Khuiy (phit)

Thir nghi¢m 0 60 120
Mau séc va vé bé ngoai Pat Pat Pat
D¢ duc (ting OD & budce séng 405nm) 0,00 0,00 0,00
pH i 6,0 6,0 6,0
Phan tich hat khong quan sat > 10pm 3 NR 5
dugc bang mat thudng theo
HIAC (#/mL) >25um 1 NR 5

2 dén 10pm 21326 NR 13896
Phan tich hat bing MFI
(hat/mL) > IOHm 82 NR 55

>25um 3 NR 3
% Protein dugc thu hdi bsi RP-UPLC 100 100 100

Khéng khr, 97,6 NR 97,9

o ” % dinh chinh
D¢ tinh khiét theo MCE-SDS Khit: % chubi g
ir; % chudi néng

+ chudi nhe 99,6 NR 99,5

% HMW 0,6 0,6 0,6
D¢ tinh khiét theo SE-UPLC % nguyén thé 99,1 98,9 98,8

% LMW 0,3 0,6 0,6
Phan tich bién thé khong mang | % dinh axit 18,6 18,8 19,0
dién tich theo CEX-UPLC B -

% dinh chinh 53,4 53,2 53,5

% dinh bazo 27,9 28,1 27,5
Phan tich bién thé khong mang | % dinh axit 302 NR 30,4
dién tich theo iCIEF -

% dinh chinh 55,9 NR 55,5

% dinh bazo 13,9 NR 14,1
% Hiéu qua trong dbi bing thu nghiém sinh hoc 87 NR 100

Vi du 17: B§ twong thich ctia duoc phim mAbl trong céc thiét bj phan phdi qua
dudng tinh mach (IV)

Pé danh gia do tuong thich, duge phdm mAbl 50mg/mL duogc bd sung vao
tui IV ¢co dling tich 100mL, chira dung dich tiém natri clorua 0,9% hodc dung dich
tiém dextroza 5%, d¢ danh gid liéu mAbl1 c6 én dinh khi dugc phan phdi qua dudng
tinh mach hay khong. Pé chimng minh sy thay ddi v& can ndng cua bénh nhan, hai
ndng do két hop, mAb1 1,0mg/mL va mAbl 25mg/mL, dugc danh gia trong nghién
ctru nay dé phan 4nh céc tinh trang diing liéu cao va thdp. Céc thanh phan trong hén
hop IV duéi day duge sir dung trong cac nghién ctru dédnh gia d6 twong thich:

e San pham dugc phim

o DP mAbl 50mg/mL
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e Chét pha lodng

’ o dung dich tiém natri clorua 0,9%

o dung dich tiém dextroza 5%
e TuilV

o Tui IV lam béng polyvinyl clorua (PVC) va di-(2-
_ etylhexyl)phtalat (DEHP) dugc nap sin dung dich tiém natri clorua
0,9%

o Tui IV 1am bing polyvinyl clorua (PVC) va DEHP duoc
nap san dung dich tiém dextroza 5%

o Tui IV 1am bing polyolefin (PO) dugc nap sin dung dich
- tiém natri clorua 0,9%

o Tui IV lam bang polyolefin (PO) duoc nap sén dung dich
tiém dextroza 5%

o Tai IV lam bang polypropylen dugc nap sin dung dich
tiém natri clorua 0,9%

o LoIVIam bang polypropylen dugc nap sin dung dich tiém
natri clorua 0,9%
e BomIV

o Bom nhu dong

o Bom dich chuyén chit long
e Bo truyén IV

o By IV lam bang PVC va DEHP

o BOIV lam bang PVC va dioctyl terephtalat (DEHT)

o BoIV lam bing PVC va trioctyl trimellitat (TOTM)

o BO IV lam bing PVC dugc 16t polyetylen

o B§ IV lam bing polyuretan
e Boloc

o bd loc truc tiép bang polyetesulfon c6 kich thude 13 loc
bang 0,2pm

o bo loc truc tiép bang polyetesulfon c6 kich thudc 13 loc

bang 1,2 pm
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o bo loc truc tiép bing polyetesulfon c¢6 kich thudc 13 loc
bang 5pm
o bd loc truc tiép béng polyetesulfon c¢é kich thuéc 18 loc
* bing 15um.

Céc DP dugc st dung trong nghién ciru nay 12 GMP dugc san xuit bang cach
st dung quy trinh san xudt DP mang tinh thuong mai dién hinh. Céc tui IV chira
hén hop ban dau duge gitt & nhiét do 5°C trong 24 gio; sau d6 U céc tdi trong it nhét
8 git & nhigt d 25°C. Sau céc lan & nay, mbi bd truyén duge ndi véi tii IV, duoc
mdi bang hdn hop va dugce giit trong 1 gio & nhiét d6 phong. Sau d6, mai hdn hop
dugc bom qua b truyén twong tng & tbe dd 25mL/gi¢ va 500mL/gio.

Céc phuong phép duge st dung d& danh gia do twong thich cia hdn hop: B6
twong thich ctia hén hop mAbl véi cic nguyén lidu duogc st dung trong thiét bj
phan phéi IV dugc danh gia bang cach st dung cac thi nghiém sau:

e Maiu séc va vé bé ngoai theo quan sat bing mét thudng

epH

eDd duc dugc do béng cich tdng mat do quang (OD) & bude
song 405nm

ePhén tich lugng hat khong quan sat duge bang mét thuong &
hén hop bang cach 1am md 4nh sang (HIAC)

eNong dd protein cia mAbl theo sic ky 16ng si€u hiéu nang
pha dado (RP-UPLC)

D) tinh khiét theo SE-UPLC

ePhan tich bién thé mang dién tich theo CEX-UPLC

eHiéu luc, theo thtr nghiém sinh hoc: Hiéu luc tuong d6i cua
mdi mau duge x4c dinh bang cach sir dung thir nghiém sinh hoc va
duge xéc dinh 1a: (ICso mAu ddi chimg/ICso mau)*100%. Hiéu luc do
dugc clia cdc mau danh giad do 6n dinh trong qué trinh bao quan phai

‘ nam trong khoang 50-150% ctia hiéu luyc do dugc ctia miu chudn ddi

chung.

Két qua va két luan: dugc phdm mAb1 5 Omg/mL, dugc pha lodng trong dung

dich tiém natri clorua 0,9% hodc dung dich tiém dextroza 5% dén ndng do bing
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1,0mg/mL hoic 25mg/mL 13 6n dinh ca vé mit vat ly va héa hoc trong moi diéu
kién thor nghiém trong khoang liéu va diéu kién sir dung dugc d& xuit. Sé lieu nay
chirng minh cho cac két luan v& viéc bao ché lidu va viéc sir dung IV ctia DP mAb1
dudi day:

, e Tai IV chtra dung dich tiém natri clorua 0,9% va dung dich tiém
dextroza 5% lam biang PVC va DEHP, PO, va polypropylen 1a phu hop
véi viée st dung IV mAbI.

e DP mAbl c6 thé dugc pha lodng dén ndng do thdp bing
1,0mg/mL trong céc tai IV PVC, PO hoic polypropylen chira natri clorua
0,9% hogc Dextroza 5% dé st dung IV.

e DP mAbl c6 thé dugc pha loing dén ndng dd cao bing
25,0mg/mL trong céc tai IV PVC, PO hodc polypropylen chira natri
clorua 0,9% hodc Dextroza 5% dé st dung IV.

e Hon hop mADI trong natri clorua 0,9% hoic dextroza 5% 1a én
dinh sau khi 0 trong tGi IV PVC, PO hodc polypropylen trong khoang
thoi gian t6i da 24 gio & nhiét d6 5°C va 8 gio ¢ nhiét d9 25°C. DP mAbl
da pha loang c6 thé dugc st dung trong vong 6 gid bao ché.

e MADb! da pha lodng c6 thé dugc st dung bang cich st dung
bom truyén chuin.

‘ e mAbl da pha loing c6 thé dugc st dung véi bd truyén 1am bang
PVC chira DEHP, PVC chita TOTM, polyetylen hodc polyuretan.

e mAbl phi hop véi viée st dung bo loc truc tiép polyetesulfon
¢6 kich thuéc 16 loc bang 0,2pm — Spum.

e mAbl da pha lodng c6 thé duoc sir dung & tde dd ndm trong
khoang tlr 25 dén 500mL/gio.
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YEU CAUBAO HO

1. Dugc phdm dang 16ng én dinh chua:

(a) khang thé lién két dac hiéu véi protein chét theo chuong trinh cua ngudi 1
(human programmed death-1-PD-1), trong d6 khang thé bao gdm ba ving quyét
dinh bd trg chudi nang (complementarity determining region-CDR) (HCDRI,
HCDR2 va HCDR3) nim trong ving bién dbi chudi nadng (heavy chain variable
region-HCVR) va ba CDR chudi nhe (LCDR1, LCDR2 va LCDR3) nim trong vung
bién ddi chudi nhe (light chain variable region-LCVR), trong d6 HCDRI bao gdm
SEQ ID NO: 3, HCDR2 bao gém SEQ ID NO: 4 va HCDR3 bao gdm SEQ ID NO:
5, LCDRI1 bao gém SEQ ID NO: 6; LCDR2 bao gém SEQ ID NO: 7 va LCDR3
bao gdm SEQ ID NO: 8;

(b) dung dich d&m bao gdm histidin;

(¢) dung méi hitu co bao gém polysorbat;

(d) sucroza lam chét 1am én dinh; va

(e) prolin 1am chét cai bién d nhét;

trong d6 dugce phim dang 1éng 6n dinh c6 do pH bing 6,0 + 0,3.

2. Dugc pham theo diém 1, trong d6 ndng d6 khang thé 1a:
(a) tir 5 mg/mL + 0,75 mg/mL dén 250 mg/mL + 37,5 mg/mL;
(b) 25 mg/mL £ 3,75 mg/mL;
(¢) 50 mg/mL + 7,5 mg/mL;
(d) 150 mg/mL + 22,5 mg/mL; hodc
(e) 175 mg/mL + 26,25 mg/mL.

3. Duoc phém theo diém 1 hodc 2, trong d6 néng dd dung dich dém histidin 12 ndm
trong khoang tir 5 mM + 1 mM dén 20 mM + 4 mM, tuy y trong do6:

(a) néng d0 dung dich dém histidin 12 10 mM + 2 mM; va/hoic

(b) dung dich dém histidin dugc didu ché tir L-histidin va L-histidin

monohydroclorua monohydrat, ngoai ra tuy y trong d6 dung dich dém histidin dugc
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diéu ché tr L-histidin 48 mM £ 0,96 mM va L-histidin monohydroclorua
monohydrat 5,2 mM =+ 1,04 mM.

4. Dugc phim theo diém bat ky trong s céc diém tir 1 dén 3, trong d6 ndng do
polysorbat 1a tr 0,01% =+ 0,005% dén 0,5% + 0,25% w/v, tuy y trong d6:

(a) néng dd polysorbat 1a 0,1% + 0,05% w/v hoic 0,2% =+ 0,1% w/v;
va/hodc

(b) polysorbat 1a polysorbat 80.

5. Dugc phim theo diém bat ky trong s cac diém txr 1 dén 4, trong d6 ndng do
sucroza 1a tir 1% =+ 0,2% dén 20% + 4% w/v, tly y trong d6 ndéng do sucroza 1a tir

1% + 0,2% dén 10% + 2% w/v nhu 5% + 1% w/v.

6. Dugc phim theo diém 5, trong d6 ndng do6 sucroza 1a 5% + 1% w/v va ndng do

prolin 12 tlr 1% + 0,2% dén 5% + 1% w/v nhu 1,5% + 0,3% w/v.

7. Dugc pham theo diém 1, trong d6 dugc phim nay chua:

(a) khang thé véindng do tir 5 mg/mL + 0,75mg/mL dén 250 mg/mL + 37,5

mg/mL,

(b) dung dich d&m histidin véi ndng d6 10 mM + 2 mM,

(c) polysorbat véi néng d6 0,2% + 0,1% w/v,

(d) sucroza vé6i ndng d6 5% + 1% w/v, va

(e) prolin véi néng do 1,5% + 0,3% w/v;

6 pH 6,0 +£0,3;

tily ¥, trong d6 ndng d9 khang thé 1a: (i) 175 mg/mL + 26,25 mg/mL khéng
thé; (i) 150 mg/mL + 22,5 mg/mL khang thé; (i) 50 mg/mL + 7,5 mg/mL khéng
thé; hodc (iv) 25 mg/mL + 3,75 mg/mL khéng thé.

8. Dugc phim theo diém 1, trong d6 duge phim nay chia:
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(2) khang thé voi ndng do tir 5 mg/mL * 0,75mg/mL dén 250 mg/mL + 37,5

mg/mL,

(b) L-histidin v&i néng do 0,74 mg/mL,

(c) L-histidin monohydroclorua monohydrat véi ndng d6 1,1 mg/mL,

(d) polysorbat véi nong d6 2 mg/mL,

(e) sucroza véi né)ng ddé 50 mg/mL, va

(f) prolin v6i ndng d6 15 mg/mL;

6 pH 6,0 £03;

tuy y, trong d6 ndng do khéang thé 1a: (i) 175 mg/mL * 26,25 mg/mL khang
thé; (i) 150 mg/mL + 22,5 mg/mL khang thé; (iii) 50 mg/mL + 7,5 mg/mL khang
thé; hodic (iv) 25 mg/mL + 3,75 mg/mL khang thé.

9. Dugc pham theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 8, trong do:

(a) it nhat 90% khéang thé c6 cAu hinh nguyén thé sau 28 ngay & 45°C;
va/hoac

(b) it nhit 35% khang thé 1a bién thé mang dién tich chinh ctia khang thé
sau 28 ngay & 45°C; va/hodc

(c) it nhat 94% khang thé c6 chu hinh nguyén thé sau ba thang & 25°C;
va/hoac

(d) it nhat 44% khang thé 13 bién thé mang dién tich chinh cta khéng thé
sau ba thang & 25°C; va/hoic

(e) it nhat 96% khang thé c6 cdu hinh nguyén thé sau 12 thang & 5°C;
va/hoac

(f) it nhéat 45% khang thé 1a bién thé mang dién tich chinh ctia khang thé
sau 12 tfléng & 5°C; va’hodc

(g) it nhit 96% khang thé c6 cAu hinh nguyén thé sau 12 thang & -20°C, -
30°C, va/hodc -80°C; va/hodc

(h) it nhit 40% khéang thé 13 bién thé mang dién tich chinh ciia khéng thé
sau 12 thang & -20°C, -30°C, va/hoic -80°C.
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10. Dugc phidm theo didm bt ky trong s cac diém tr 1 dén 9, trong d6 khang thé
bao gdbm HCVR néu trong SEQ ID NO: 1 v4 LCVR néu trong SEQ ID NO: 2.

11. Dugc phim theo diém 10, trong d6 ndng do khang thé 1a: (i) 175 mg/mL +
26,25 mg/mL khéng thé; (ii) 150 mg/mL * 22,5 mg/mL khéng thé; (iii) 50 mg/mL +
7,5 mg/mL khang thé; hoic (iv) 25 mg/mL + 3,75 mg/mL khang thé.

12. Dugc phdm theo diém 11, trong d6:

() >90% khéang thé c6 khéi lugng phén tir bing 143 kDa + 1 kDa; va/holic

(b) dugc phim cé d9 nhét nhé hon 20 mPa-s & 25°C, tiy ¥ nho hon 15 mPa-s &
25°C.

13. Duoc pham theo diém bét ky trong s céc diém tir 1 dén 12, trong d6 khang thé
bao gdm chudi ning va chudi nhe, trong do:

(a) chudi ning bao gdm trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 9;

(b) chudi ning bao gdm trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 11;

(c) chudi nhe bao gdm trinh tw axit amin néu trong SEQ ID NO: 10;

(d) khang thé bao gdm chudi nang/chudi nhe c¢6 cac trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 9/10; hoac

(e) khéng thé bao gdm chudi ning/chudi nhe c¢6 cac trinh tu axit amin néu

trong SEQ ID NO: 11/10.

14. Dugc phdm theo diém bat ky trong sb cac diém tr 1 dén 13, trong d6 dugc

phim nay thich hop dé st dung dudi da hodc trong tinh mach.

15. Dugc pham theo diém bAt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 14, trong d6 dugc
phim nay dirqc dung trong dd chira, tiy y trong do:

(a) @b chiralalo;

(b) dd chiralalo va lo nay 1a lo thiy tinh trong loai 1 ¢6 dung tich 10 mL;

(c) dd chirala bom tiém;

(d) d6 chua 12 bom tiém va bom tiém Ia thiy tinh vonfam thap;
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(e) do chira 12 bom tiém nap sin; hoic

(f) dd chtra 1a bom tiém tw dong.

16. Kit chira dugc phim theo diém bAt ky trong s& cac diém tir 1 dén 14, @ chtra,
va huéng dan st dung, tiy ¥ trong do6:

(a) db chwa la lo thuy tinh;

(b) d chira 1a bom tiém nap sin; hodc

(c) @b chtra 12 bom tiém tw dong.

17. Dugc phim theo diém 1, trong d6 dugc phim nay chira:
(a) khang thé voi néng do 50 mg/mL * 7,5 mg/mL,
(b) L-histidin v&i ndng do 0,74 mg/mL,
(¢) L-histidin monohydroclorua monohydrat véi ndng d6 1,1 mg/mL,
(d) polysorbat 80 véi ndng d6 2 mg/mL,
(e) sucroza véindng do 50 mg/mL, va
(f) prolin véi ndng do6 15 mg/mL;

trong nude & do pH 6,0 + 0,3.
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DANH MUC TRINH TU

<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.
Qingyan Hu
Dingjiang Liu

<120> Duoc phdm dang 1éng chua khang thé 1lién két dic hiéu véi
protein chét theo chuong trinh cla ngudi 1 va kit chta duoc phim
nay

<130> 10171WO01

<150> 62/482,270
<151> 2017-04-06

<160> 11
<170> FastSEQ dbi v&i phién ban Windows 4.0

<210> 1

<211> 117

<212> PRT.

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 1
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Val Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe
20 25 30
Gly Met Thr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Gly Ile Ser Gly Gly Gly Arg Asp Thr Tyr Phe Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Gly Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
' 85 90 95
Val Lys Trp Gly Asn Ile Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 2

<211> 107.

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> téng hop
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<400> 2
Asp Ile Gln Met Thr
1 5
Asp Ser Ile Thr Ile
20
Leu Asn Trp Tyr Gln
35
Tyr Ala Ala Ser Ser
50
Ser Gly Ser Gly Thr
65
Glu Asp Phe Ala Thr
85
Thr Phe Gly Pro Gly
100

<210> 3

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén

<220>
<223> téng hop

<400> 3
Gly Phe Thr Phe Ser
1 5

<210> 4

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin

<220> -
<223> téng hop

<400> 4
Ile Ser Gly Gly Gly
1 5

<210> 5

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhin

<220>
<223> tbng hop

<400> 5
Val Lys Trp Gly Asn
1 5

Gln
Thr
Gln
Leu

Asp
70
Tyr

Thr

tao

Asn

tao

Arg

tao

Ile

Ser
Cys
Lys
His
55

Phe

Tyr

Val

Phe

Asp

Tyr Phe Asp Tyr

40192

Pro Ser
Arg Ala
25

Pro Gly
40

Gly Gly
Thr Leu
Cys Gln

Val Asp
105

Gly

Thr

-106-

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr
Gln

90
Phe

10

Leu
Leu
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Arg

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Arg

Ser

Ala
Ile
Asn
45

Arg
Thr

Asn

Ser
Asn
30

Leu
Phe

Leu

Thr

Val
15

Thr
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Gly
Phe
Ile
Gly
Pro

80
Phe
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<210> 6

<211l> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> téng hop

<400> 6
Leu Ser Ile Asn Thr Phe
1 5

<210> 7

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> tdng hop

<400> 7
Ala Ala Ser
1

<210> 8

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhln tao

<220>
<223> téng hop

<400> 8
Gln Gln Ser Ser Asn Thr Pro Phe Thr
1 5

<210> 9

<211l> 444

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> aa 1-117: HCVR
aa 118-444: HC cb dinh

<400> 9
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Val Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe
20 25 30
Gly Met Thr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Gly Ile Ser Gly Gly Gly Arg Asp Thr Tyr Phe Ala Asp Ser Val
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Lys
65

Leu
Val
Val
Ala
Leu
145
Gly
Ser
Leu
Thr
Pro
225
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
305
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
385
Phe
Gly

Tyr

<210>
<211>
<212>

50
Gly

Gln
Lys
Thr
Pro
130
vVal
Ala
Gly
Gly
Lys
210
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
290
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
370
Asn
Phe

Asn

Thr

10
214
PRT

Arg
Met
Trp
val
115
Cys
Lys
Leu
Leu
Thr
195
Val
Pro
Lys
Val
Tyr
275
Glu
His
Lys
Gln
Met
355
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
435

<213> Trinh

Phe
Asn
Gly
100
Ser
Ser
Asp
Thr
Tyr
180
Lys
Asp
Ala
Pro
Val
260
Val
Gln
Gln
Gly
Pro
340
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

420
Lys

Thr
Ser
85

Asn
Ser
Arg
Tyr
Ser
165
Ser
Thr
Lys
Pro
Lys
245
Val
Asp
Phe
Asp
Leu
325
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
405

Ser

Ser

tu nhén

Ile
70

Leu
Ile
Ala
Ser
Phe
150
Gly
Leu
Tyr
Arg
Glu
230
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
310
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
390
Arg

Cys

Leu

tao

55
Ser

Lys
Tyr
Ser
Thr
135
Pro
Val
Ser
Thr
Val
215
Phe
Thr
Val
Val
Ser
295
Leu
Ser
Pro
Gln
Ala
375
Thr
Leu

Ser

Ser

40192

Arg Asp
Gly Glu

Phe Asp
105

Thr Lys

120

Ser Glu

Glu Pro
His Thr

Ser Val
185

Cys Asn

200

Glu Ser

Leu Gly
Leu Met

Ser Gln
265

Glu Vval

280

Thr Tyr

Asn Gly
Ser Ile
Gln Vval
345
Val Ser
360
Val Glu
Pro Pro
Thr Vval
Val Met
425

Leu Ser
440

-108-

Asn
Asp
90

Tyr
Gly
Ser
Val
Phe
170
Val
Val
Lys
Gly
Ile
250
Glu
His
Arg
Lys
Glu
330
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
410
His

Leu

Ser
75

Thr
Trp
Pro
Thr
Thr
155
Pro
Thr
Asp
Tyr
Pro
235
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
315
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
395
Lys
Glu

Gly

60
Lys

Ala
Gly
Ser
Ala
140
Val
Ala
Val
His
Gly
220
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
300
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
380
Asp
Ser

Ala

Lys

Asn
Val
Gln
Val
125
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
205
Pro
Val
Thr
Glu
Lys
285
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
365
Asn
Ser

Arg

Leu

Thr
Tyr
Gly
110
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
190
Pro
Pro
Phe
Pro
Val
270
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
350
Val
Gly
Asp

Trp

His
430

Leu
Tyr
95

Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
175
Ser
Ser
Cys
Leu
Glu
255
Gln
Lys
Leu
Lys
Lys
335
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

415
Asn

Tyxr
80

Cys
Leu
Leu
Cys
Ser
160
Ser
Ser
Asn
Pro
Phe
240
Val
Phe
Pro
Thr
Val
320
Ala
Gln
Gly
Pro
Ser
400

Glu

His
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<220>
<223> aa 1-107: LCVR
aa 108-214: LC cb dinh

<400> 10
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser
1 5
Asp Ser Ile Thr Ile Thr Cys Arg Ala
20 25
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu His Gly Gly
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln
85
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Vval Vval Asp
- 100 105
Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser
115 120
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn
130 135
Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala
145 150
Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys
165
Ser Thr Léu Thr Leu Ser Lys Ala Asp
180 185
Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu
195 200
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 11 .
<211> 443
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> HC (tru Lysin & diu Q)

<400> 11

Glu Val Gin Leu Leu Glu Ser Gly Gly
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20 25
Gly Met Thr Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40
Ser Gly Ile Ser Gly Gly Gly Arg Asp
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
65 ) 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Gly Glu

85

-109-

Ser
10

Ser
Lys
vVal
Thr
Gln
90

Phe
Asp
Asn
Leu
Asp
170
Tyr

Ser

Val
10

Gly
Gly
Thr

Asn

Asp
90

Leu
Leu
Ala
Pro
Ile
75

Ser
Arg
Glu
Phe
Gln
155
Ser

Glu

Ser

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser

75
Thr

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Arg
Ser
Arg
Gln
Tyr
140
Ser
Thr

Lys

Pro

Val
Thr
Gly
Phe
60

Lys

Ala

Ala
Ile
Asn
45

Arg
Thr
Asn
Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyr
His

Val
205

Gln
Phe
Leu
45

Ala

Asn

Val

Ser
Asn
30

Leu
Phe
Leu
Thr
Val
110
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

190
Thr

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Val
15

Thr
Leu
Ser
Gln
Pro
95

Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
175
Val

Lys

Gly
15

Asn
Trp
Ser

Leu

Tyr
95

Gly
Phe
Ile
Gly
Pro
80

Phe
Ala
Gly
Ala
Gln
160
Ser

Tyr

Ser

Gly
Phe
val
Val
Tyr

80
Cys



Val
Val
Ala
Leu
145
Gly
Ser
Leu
Thr
Pro
225
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
305
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
385
Phe
Gly

Tyr

Lys
Thr
Pro
130
Val
Ala
Gly
Gly
Lys
210
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
290
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
370
Asn
Phe

Asn

Thr

Trp
Val
115
Cys
Lys
Leu
Leu
Thr
195
Val
Pro
Lys
Val
Tyr
275
Glu
His
Lys
Gln
Met
355
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
435

Gly
100
Ser
Ser
Asp
Thr
Tyr
180
Lys
Asp
Ala
Pro
Val
260
Val
Gln
Gln
Gly
Pro
340
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

420
Lys

Asn
Ser
Arg
Tyr
Ser
165
Ser
Thr
Lys
Pro
Lys
245
Val
Asp
Phe
Asp
Leu
325
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
405

Ser

Ser

Ile
Ala
Ser
Phe
150
Gly
Leu
Tyr
Arg
Glu
230
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
310
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
390
Arg

Cys

Leu

Tyr
Ser
Thr
135
Pro
Val
Ser
Thr
Val
215
Phe
Thr
Val
Val
Ser
295
Leu
Ser
Pro
Gln
Ala
375
Thr
Leu

Ser

Ser

40192

Phe
Thr
120
Ser
Glu
His
Ser
Cys
200
Glu
Leu
Leu
Ser
Glu
280
Thr
Asn
Ser
Gln
Val
360
Val
Pro
Thr

Val

Leu
440

Asp
105
Lys
Glu
Pro
Thr
Val
185
Asn
Ser
Gly
Met
Gln
265
Val
Tyr
Gly
Ile
val
345
Ser
Glu
Pro
Val
Met

425
Ser

-110-

Tyr
Gly
Ser
Val
Phe
170
Val
Val
Lys
Gly
Ile
250
Glu
His
Arg
Lys
Glu
330
Tyr
Leu
Trp
Val
Asp
410
His

Leu

Trp
Pro
Thr
Thr
155
Pro
Thr
Asp
Tyr
Pro
235
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
315
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
395
Lys

Glu

Gly

Gly
Ser
Ala
140
Val
Ala
Val
His
Gly
220
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
300
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
380
Asp

Ser

Ala

Gln
Val
125
Ala
Ser
vVal
Pro
Lys
205
Pro
Val
Thr
Glu
Lys
285
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
365
Asn
Ser

Arg

Leu

Gly
110
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
190
Pro
Pro
Phe
Pro
Val
270
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
350
Val
Gly
Asp
Trp

His
430

Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
175
Ser
Ser
Cys
Leu
Glu
255
Gln
Lys
Leu
Lys
Lys
335
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

415
Asn

Leu
Leu
Cys
Ser
160
Ser
Ser
Asn
Pro
Phe
240
Val
Phe
Pro
Thr
vVal
320
Ala
Gln
Gly
Pro
Ser
400
Glu

His





